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1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE MAMA Y OVARIO

El cancer sigue siendo una de las causas principales de morbi-mortalidad a nivel mundial. En el
afio 2020 se diagnosticaron casi 19.3 millones nuevos casos y se prevé, que en el afio 2040, el

numero de nuevos casos alcanzard una cifra de 28.9 millones (1).

Durante el afio 2020 el cancer de mama fue el cdncer mas diagnosticado, afectando a un total de
2.257.256 casos, o sea, un 11,7 % tomando en cuenta ambos géneros (1). Este porcentaje alcanza
un 24,5% si te toma en cuenta solo el género femenino logrando una cifra de 2.254.000 mujeres

diagnosticadas (1).

Incidencia ambos sexos
Tiroides; 3%

Esofago; 3% _ T~
e e Vejiga; 3%

Cérvix: 3,10% =
Higado; 4,70%

Estomago; 5,60%

Colorectal ;

19.292.789 nuevos casos

Figura 1: Incidencia de casos de cancer en mujeres y hombres durante el afio 2020 (1).

A nivel europeo, durante el mismo afio 2020, el cdncer mas diagnosticado en las mujeres fue el
de mama, con un total de 355.021 casos, lo que equivale a un 28,7% de la totalidad de los
canceres diagnosticados en las mujeres europeas (2). A nivel nacional, la tendencia fue la misma,
34.060 mujeres fueron diagnosticadas, casi un tercio de la totalidad de los canceres
diagnosticados en las mujeres de nuestro pais (2), ademas, se prevé que esta tendencia se
mantendra durante el afio 2023 con un total de 35.001 mujeres diagnosticadas (3). En cuanto a
la mortalidad en Espafia, en 2020, aproximadamente 6500 mujeres fallecieron por céncer de
mama (4). Asi pues, la comunidad de Madrid fue la que mas nimero de defunciones registré con

812 muertes, seguida de Barcelona con 785 defunciones y Valencia en el tercer puesto con un
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total de 386 victimas. Melilla fue la comunidad menos afectada con 10 muertes. Murcia se colocd

en el noveno puesto con 178 defunciones (4).

El cancer de ovario afecta a menos mujeres ya que fue el séptimo cancer mas diagnosticado a
nivel mundial durante el afio 2020, con un total de 312.800 mujeres diagnosticadas, lo cual

equivalente a un 3,4% (1).

A nivel europeo, durante el mismo afio, el cancer de ovario fue el octavo cancer mas
diagnosticado, con un total de 39.414 pacientes afectadas, equivalente a un 3,2 % de la totalidad

de los canceres diagnosticados en Europa (2).

De los 27 paises de la unién europea nuestro pais ocupa el quinto Ultimo puesto, con un total de
3.513 casos diagnosticados durante el afio 2020 equivalente a un 8,9% de los canceres
diagnosticados (2). En cuanto a la mortalidad se registro un total aproximado de 2200
defunciones, de las cuales 284 provienen de la comunidad de Madrid convirtiéndose en la
comunidad con mas mortalidad por este cancer, seguida de la comunidad de Barcelona con 267
pacientes muertes y Valencia en el tercer puesto con 124 mujeres fallecidas; Melilla y Ceuta
fueron las comunidades menos afectadas con 3 muertes. Murcia se colocd en el puesto nimero

11, con 58 pacientes fallecidas (4).

2. CARCINOGENESIS Y FACTORES DE RIESGO

La base de la formacién del cancer es principalmente genética, de tal forma que dicho proceso
se puede desencadenar por cambios estructurales en la secuencia del ADN (mutaciones en genes
claves, pérdidas o ganancias de cromosomas enteros) o por cambios epigenéticos que causan el

silenciamiento de genes claves, gracias a la hipermetilacién de zonas promotoras.

En general, se ha visto que una célula debe de acumular en torno a 10 mutaciones para
convertirse en tumoral (5); el conjunto de estas mutaciones lograrian la inestabilidad genética
(pérdida del control sobre el ciclo celular, inhibicion de mecanismos reparacion de ADN, suprimir
mecanismos de senescencia celular, activar mecanismos preservadores de la longitud telomérica,

entre otros) involucrada en el desarrollo del cancer.

Dicho lo anterior, parece evidente que el factor genético es primordial en el desarrollo del cancer,
de ahi la predisposicion a desarrollar cancer en aquellos individuos portadores de una variante
genética patogénica en un gen asociado al desarrollo tumoral (6). Sin embargo, se ha visto que el
desarrollo del cancer es un proceso multifactorial en el cual influyen también factores externos

capaces de modificar de forma individual la predisposicion que tiene cada persona en desarrollar
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el cancer. Se conocen como factores de riesgo, aquellos componentes que amplifican el riesgo
de sufrir un cancer, varios estudios se llevaron a cabo para determinar aquellos factores de riesgo

para el cancer de mamay ovario y se resumen en lo siguiente (7) (8):

- Factores bioldgicos: El sexoy la edad son dos factores de riesgo claves, ya que las mujeres
tienen un entorno hormonal (estrégenos y progesterona) que favorece el desarrollo de
cancer de mama y ovario. Por otra parte, se ha visto una asociacion positiva entre la

endometriosis y el desarrollo de cancer de ovario (9).

- Estilo de vida: la hormonoterapia, la obesidad y el sedentarismo son factores de riesgo
importantes para el desarrollo de cdncer de mama u ovario. El alcohol y el tabaco son
factores de riesgo para el cancer de mama mientras que existe controversia en su

implicacion en el desarrollo de cancer de ovario (8) (10).

- Factores relacionados con la propia mama: una elevada densidad mamaria puede
incrementar hasta 5 veces el riesgo de sufrir cancer de mama (11); por otra parte, se
considera como factor de riesgo cualquier antecedente de lesién mamaria que sea

benigna o maligna.

- Factores medio ambientales: en general cualquier agente carcindégeno sea fisico o

guimico o exposicion a radiaciones.

- Otros factores que sin lugar a duda constituyen un riesgo para el desarrollo de cancer de
mama y ovario son por una parte los antecedentes familiares (a mayor nimero de
familiares de primer grado y cuanto menor edad de diagndstico, mas riesgo de sufrir
cancer) y por otra, la presencia de algiin mutacién germinal en algin gen de riesgo; en
este caso, el riesgo dependerd de la heredabilidad y la arquitectura genética del gen en

cuestidn, al cual sumaremos los factores de riesgo citados anteriormente.

3. HEREDABILIDAD Y ARQUITECTURA GENETICA SUBYACENTE

De forma estricta se define la heredabilidad como la proporcion (expresada en tanto por uno) de
la variabilidad fenotipica observada en la poblacién. Dicho de otra forma, la heredabilidad
consiste en la contribucidn de la genética en la aparicién de un fenotipo (en este caso el cancer),
por lo cual una heredabilidad de 1, significa que la aparicion del cdncer depende solamente del
componente genético, mientras que una heredabilidad de O implica la ausencia del componente

genético en la aparicion del cancer. Gracias al estudio de Lichtenstein et al se pudo determinar la
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heredabilidad de varios cadnceres comunes de los cuales, el de mama la heredabilidad se sitda en

un 0.27 y el de ovario en un 0.22 (12).

Sin embargo en la préctica clinica este concepto no es del todo correcto, ya que la heredabilidad
tiene en cuenta solo componente genético y considera la presencia de solo un locus responsable
del cdncer, no toma en cuenta la frecuencia poblacional de los alelos de riesgo, la magnitud de
asociacion de riesgo de locus con el cancer (penetrancia) y tampoco las posibles interacciones
gue pueden existir entre varios loci para el desarrollo del cancer; de ahi, el concepto de la
arquitectura genética subyacente a la heredabilidad, que toma en cuenta la frecuencia alélica y
riesgo atribuido a cada locus en el desarrollo del cancer e incluso, en el caso de que existiera, las

posibles interacciones entre varios loci.

Teniendo en cuenta este concepto, la arquitectura genética subyacente a la heredabilidad del

cancer de mama y ovario se dividiria en 3 modelos:

- Loci donde se localizan variantes de poca frecuencia, pero elevada penetrancia (ya bien

definidos).

- Loci donde se localizan variantes muy frecuentes en la poblacidon, pero con riesgo muy
bajo. Fueron determinados mediante GWAS (el Estudio de Asociacién del Genoma
Completo o Genome Wide Association Studies) del cual se sacd la teoria de

susceptibilidad poligénica en el cdncer de mama y ovario.
- Loci donde se localizan variantes raras y de penetrancia moderada.

Destacar que el riesgo es conferido a variantes genéticas concretas, de tal forma que diferentes
variantes génicas de un mismo gen pueden tener riesgos muy distintos. A modo de ejemplo, la
variante BRCA1:p.Arg1669GIn es una variante de riesgo intermedio aunque el gen es considerado

de alto riesgo.

4. CLASIFICACION DE CANCER DE MAMA

La ultima edicién del libro de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) del afio 2019, clasifica el
cancer de mama segun la clasificacion TNM (Tamafio, Nédulo, Metdstasis), a través de la cual
obtenemos el estadio del cancer (Tabla 1), grado histolégico de Nottingham (cuando son tumores
invasivos) (13), clasificacién histoldgica (Figura 2), y la clasificacion molecular que se basa en la
expresion de receptores hormonales, que son: RE (Receptor de Estrdogenos), RP (Receptor de
Progesterona), ademds de la expresion del HER2 (Receptor tipo 2 del factor de crecimiento

Epidérmico Humano o Human Epidermal growth factor Receptor 2) y el Ki67 (indice de

36



Introduccion

proliferacion celular). A través de estos biomarcadores se obtienen 4 subtipos de clasificaciéon de
cancer de mama: LA (Luminal A), LB (Luminal B), HER2 y Basal-like o TN (Triple Negativo), esta
Ultima clasificacion ha permitido orientar de forma mas eficaz los tratamientos, ademas de

obtener prondsticos mas precisos (Tabla 2).

Estadio clinico Clasificacion TNM
Estadio O Tis; NO; MO
Estadio IA T15 NO; MO
Estadio IB T(0;1); N1mi; MO
Estadio IIA T(0;1); N1; MO/ T2; NO; MO
Estadio IIB T2; NO; MO/ T3; NO; MO
Estadio IlIA T(0;1;2); N2; MO /T3; N (1;2); MO
Estadio IlIB T4; N (0;1;2); MO
Estadio IlIC Cualquier T; N3; MO
Estadio IV Cualquier T; Cualquier N; M1

Tabla 1: Clasificacion TNM segun el libro de la OMS de 2019. Tis: tumor in situ; T1®: tumor de mas de 0.1cm y menos
de 0.5cm; TO: no hay evidencia de tumor primario; T1: tumor de menos de 2cm; T2: tumor de mas de 2cm y menos de
5cm; T3: tumor de mas de 5cm; T4: tumor de cualquier tamafio con extension directa en pared toracica y/o piel; NO:
no se evidencia metdstasis en los nddulos regionales; N1: micrometdstasis o afectacion de 1 hasta 3 nédulos axilares,
N2: metastasis de 4 hasta 9 nddulos axilares; N3: metastasis de 10 nédulos axilares; MO: ninguna metastasis distante;

M1: metastasis distante (13).
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Clasificacion histologica de cancer de
mama OMS 2019

o Tumores fibroepiteliales de la mama Tumores mesenquimales de la Tumores hematolinfoides de la
Tumores epiteliales de lamama (Tumor phyllodes) mama (Sarcomas) mama (linfomas)

Céncer de mama

mioepitelial Papilar tipo gldndula neoplasias
salival neuroendocrinas

Epitelial-

INVASIVOS

Céncer de

Carcinoma Carcinoma
mama ductal Carcinoma

Carcinoma
metaplasico

Cistoadenocarcin
oma mucinosos

Carcinoma
mucinoso

Carcinoma Carcinoma
tubularinvasivo cribiforme

micropapilar Apocrino de

Invasivo o lobulillar invasivo invasivo mama

infiltrante
(CDI)*

Figura 2: Clasificacién del cancer de mama segun la ultima edicién de libro de la OMS 2019. Los tumores epiteliales invasivos de tipo Ductal o lobulillar (marcados en rojo) son los mas
comunes y suman entre los dos el 95% de los tipos histolégicos de cancer de mama (14). * Existe un subtipo de CDI que es el NST (de Tipo No Especifico o No Specific Type). Los NST son

diagnosticados por exclusion cuando no predomina ninglin patrén histolégico especifico y suman el 70% de los CDI (14).
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* Luminal A
- REy/o RP positivos
- HER2 negativo
- Ki67<14%

* Luminal A Hormonoterapia

* Luminal B
(Her2 negativo)
- REy/0 RP positivos
- HER2 negativo
- Ki67>14%

Hormonoterapia + citotoxicos

* Luminal B )
* Luminal B

(Her2 positivo) CitotOxicos + Anti HER2 +

- REy/o RP positivos Hormonoterapia

- HER2 positivo
- Cualquier Ki67

* HER2 positivo

no lum. . )
* HER2 . Citotdxicos + Anti HER2
+ HER2 positivo

- REy RP negativos

* Triple negativo
= Basal-Like - REy RP negativos Citotoxicos
- HER2 negativo

Tabla 2: Subtipos de cancer de mama y tratamiento adecuados (14).

5. CLASIFICACION DE CANCER DE OVARIO

La clasificacion del cancer de ovario se basa el estadiaje, grado histolégico y clasificacién
histoldgica. El conjunto de estas clasificaciones nos permites orientar el tratamiento mas

adecuado y establecer prondsticos precisos.

El estadiaje se obtenia mediante la clasificacién de FIGO hasta el afio 2018 que se empezd a
emplear la clasificacion TNM de la AJCC (Comité Conjunto Estadounidense del Cancer o American

Joint Committe on Cdncer) (15) (Tabla 3).

En cuanto la clasificacion histoldgica el 90% de los canceres de ovarios son epiteliales, de los
cuales el 70% son seroso de alto grado o conocidos también como cédncer de ovario de tipo 1y el
20% restante son los de tipo 2 e incluyen los serosos de bajo grado, endometroide, de células
claras y el mucinoso (Figura 3). Los de tipo 1y de tipo 2 son muy diferentes desde el punto de
visto clinico y molecular, de tal forma que los de tipo 1 estan generalmente vinculados a variantes
patogénicas (VP) o variantes probablemente patogénicas (VPP) germinales en BRCA1, BRCA2
(Breast Cdncer Susceptibility Genes) y TP53 (Tumoral Protein 53), tienen peor supervivencia a los
5 afios y responden bien a Taxol, derivados de platino e inhibidores de la PARP (Poli-ADP Ribosa
Polimerasa o Poly-ADP Ribose Polymerase). Mientras que los de tipo 2 suelen asociarse a VP/VPP

germinales en los genes PTEN (Phosphatase and TENsin homolog), PIK3CA (Phosphatidyl-Inositol-
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4,5-bisphosphate 3-Kinase Catalytic subunit Alpha), KRAS (Kirsten RAt Sarcoma viral

oncogene homolog), BRAF (B-RAF proto oncogene), MAP2K (Mitogen-activated protein kinase

kinase) y ERBB2 (ERythroBlastic oncogene B), tiene mejor supervivencia a los 5 afios y presentan

mala respuesta frente a Taxol y derivados de platino (16).

Etapa
AlCC
|

A

1B

AL

A2

1B

TNM

TINOMO

T1aNOMO

T1bNOMO

T1cNOMO

T2 NO MO

T2a NO MO

T2b NO MO

T10T20N1IMO

T3a NO o N1
MO

T3b NO o N1
MO

Etapa
FIGO
I

A

AL

A2

B

Descripcién de la etapa*

El cancer esta solamente en el ovario (u ovarios) o la(s) trompa(s) de Falopio (T1).
No se ha propagado a los ganglios linfaticos adyacentes (NO), ni a sitios distantes
(MO).

El cancer estd en un ovario, y el tumor esta restringido al interior del ovario; o el
cancer esta en una trompa de Falopio, y solo se encuentran dentro de la trompa
de Falopio. No hay cancer en las superficies externas del ovario o de la trompa de
Falopio. No hay células cancerosas en el liquido (ascitis) o en los lavados del
abdomeny la pelvis (T1a). No se ha propagado a los ganglios linfaticos adyacentes
(NO), ni a sitios distantes (MO).

El cancer estd en ambos ovarios o en las trompas de Falopio, pero no en sus
superficies externas. No hay células cancerosas en el liquido (ascitis) o en los
lavados del abdomen y la pelvis (T1b). No se ha propagado a los ganglios linfaticos
adyacentes (NO), ni a sitios distantes (M0).

El cédncer estd en uno o ambos ovarios o en las trompas de Falopio, y tiene
cualquiera de las siguientes caracteristicas:

e  Eltejido (cdpsula) que rodea el tumor se reventd durante la cirugia, lo
que podria permitir que las células cancerosas se derramen hacia el
abdomen y la pelvis (llamado derrame quirdrgico). Esta etapa se
identifica como IC1.

e | cancer se encuentra en la superficie exterior de al menos uno de los
ovarios o trompas de Falopio, o la capsula (tejido que rodea el tumor) se
reventd antes de la cirugia (lo que podria permitir que las células
cancerosas se derramen hacia el abdomen y la pelvis). Esta etapa se
identifica como IC2.

e  Hay células cancerosas en el liquido (ascitis) o en los lavados del
abdomeny la pelvis. Esta etapa se identifica como IC3.

No se ha propagado a los ganglios linfaticos adyacentes (NO), ni a sitios distantes
(MO).

El cdncer se encuentra en uno o ambos ovarios o en las trompas de Falopio y se
ha propagado a otros érganos (como el Utero, la vejiga, el colon sigmoide, o el
recto) de la pelvis o hay cancer peritoneal primario (T2). No se ha propagado a los
ganglios linfaticos adyacentes (NO), ni a sitios distantes (MO).

El cancer se ha propagado o ha invadido (ha crecido en) el Utero, o las trompas de
Falopio, o los ovarios. (T2a) No se ha propagado a los ganglios linfaticos adyacentes
(NO), ni a sitios distantes (MO).

El cancer esta en la superficie externa o ha crecido hacia otros érganos cercanos
en la pelvis, como la vejiga, el colon sigmoide o el recto (T2b). No se ha propagado
a los ganglios linfaticos adyacentes (NO), ni a sitios distantes (MO).

El cancer se encuentra en uno o ambos ovarios o en las trompas de Falopio, o hay
cancer peritoneal primario (T1) y pudo haberse propagado o crecido hacia érganos
cercanos en la pelvis (T2). Se ha extendido a los ganglios linfaticos
retroperitoneales (pélvicos y/o paraadrticos) solamente. No se ha propagado a
sitios distantes (MO).

El cdncer estd en uno o ambos ovarios o en las trompas de Falopio, o0 hay cancer
peritoneal primario y se ha propagado o ha crecido hacia 6rganos fuera de la
pelvis. Durante la cirugia, el cancer no se puede observar a simple vista en el
abdomen (fuera de la pelvis), pero se detectan depdsitos diminutos de cancer en
el revestimiento del abdomen cuando se examiné en el laboratorio (T3a). El cancer
pudo o no haberse propagado a los ganglios linfaticos retroperitoneales (NO o N1),
pero no se ha propagado a partes distantes (MO).

Hay cédncer en uno o ambos ovarios o en las trompas de Falopio, o hay céncer
peritoneal primario y se ha propagado o ha crecido hacia érganos fuera de la
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e T3c NO o N1 | 1lIC
MO

IVA Cualquier T IVA
Cualquier N
M1la

IVB Cualquier T IVB
Cualquier N
M1b

pelvis. Los depdsitos de cancer son lo suficientemente grandes como para que el
cirujano pueda verlos, pero no miden mas de 2 cm (aproximadamente 3/4 de
pulgada) de ancho. (T3b) Puede o no haberse propagado a los ganglios linfaticos
retroperitoneales (NO o N1), pero no se ha extendido al interior del higado o al
bazo ni a sitios distantes (MO)

El cancer estd en uno o ambos ovarios o en las trompas de Falopio, o hay cancer
peritoneal primario y se ha propagado o ha crecido hacia érganos fuera de la
pelvis. Los depdsitos de cancer miden mas de 2 cm (aproximadamente 3/4 de
pulgada) de ancho, y estos pueden estar por fuera (la capsula) del higado o el bazo
(T3c). Puede o no haberse propagado a los ganglios linfaticos retroperitoneales
(NO o N1), pero no se ha extendido al interior del higado o al bazo ni a sitios
distantes (MO0).

Hay células cancerosas en el liquido que rodea a los pulmones (a esto se le llama
un derrame pleural maligno) sin ninguna otra area de propagacién del cancer,
como al higado, el bazo, el intestino, o los ganglios linfaticos fuera del abdomen
(M1a).

El cdncer se propagd al interior del bazo o el higado, a los ganglios linfaticos aparte
de los ganglios linfaticos retroperitoneales, y/o a otros 6rganos o tejidos fuera de
la cavidad peritoneal, tal como los pulmones y los huesos (M1b).

Tabla 3: Estadio de cancer de ovario segun la clasificacion TNM (15).

Clasificacion
histoldgica cancer
de ovario

germinales

Alto Grado o de
Tipo 1 (mas
frecuente 70%)

Células
Bajogradoo de

tipo 2
Endometroide

Epitelial (90%)

Células claras
Estroma

Mucinoso

Indiferenciado

Figura 3: Clasificacidn histolédgica del cancer de ovario segiin la SEOM (Sociedad Espafiola de Oncologia Médica) (17).

En rojo cancer de ovario de tipo 1y en naranja cancer de ovario de tipo 2.

6. SINDROME DE CANCER DE MAMA Y OVARIO HEREDITARIO

Aunque la mayoria de los canceres de mama son esporadicos, se estima que 15% de las pacientes

diagnosticadas de cancer de mama tienen una historia familiar con antecedentes de céncer de

mama u ovario, y hasta el 10% de las pacientes diagnosticadas de cancer de mama tienen

susceptibilidad genética (18), formando parte del sindrome de cancer de mama y ovario

hereditario (SCMOH). Inicialmente, este sindrome se vinculd a la presencia de VP/VPP en los

genes BRCA1 y BRCA2 (breast-cdncer-susceptibility genes), pero hoy en dia se sabe que hay
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muchos mas genes involucrados en este sindrome, con penetrancia variable. De hecho, un
estudio reciente ha demostrado que tras la recogida de los datos de 29700 familias (provenientes
de los 6 continentes) portadoras de VP/VPP en BRCAI o BRCA?2, la tasa de incidencia de cancer
de mamay ovario juntos, era de 5% para BRCA1y de 2% para BRCA2 (13). Por otra parte, el cancer
de mama en algunos casos, es solo un componente de otros sindromes de cadncer hereditario;
dicho de otra forma, en muchos casos, pacientes diagnosticados de cancer de mama al ser
portadores de VP/VPP germinales en genes concretos tienen susceptibilidad de desarrollar
cancer de mama ademas de otros tipos de canceres. En este caso, el mas frecuente es el SCMOH

asociado a BRCA1/2, sin embargo existen mas sindromes no menos importantes (Tabla 4) (13).

] Sindrome Gen involucrado \
Ataxia-telangiectasia ATM
Sindrome de Li-Fraumeni TP53
Sindrome de Cowden PTEN
Sindrome de Peutz-Jeghers STK11
Neurofibromatosis tipo 1 NF1

Tabla 4: Principales sindromes hereditarios asociados al cancer de mama (13).
6.1. Evolucién del estudio genético en el SCMOH

En los afios 90 se identificaron los dos primeros genes relacionados con la predisposicion al cancer
de mama: BRCA1/2 (19) (20), caracterizado por tener una herencia autosémica dominante y ser
genes de elevada penetrancia, pero no completa. Este paso fue crucial, impulsé la investigacion
cientifica sobre este campo de tal forma que a lo largo de los afios se descubrieron mas genes

involucrados en este sindrome.

En 2005, la llegada de la NGS (Secuenciaciéon de Nueva Generacidon o Next Generation
Sequencing), conocida también como secuenciacién masiva, revolucioné el diagnéstico genético,
ya que a diferencia de la secuenciacion de Sanger permitio la secuenciaciéon de varios genes (panel
de genes) en un tiempo mucho mas corto y un coste por base mucho mas barato (21) (22). Sin
embargo, aunque hayan transcurrido afios desde entonces, la aplicacion de paneles de genes en
el SCMOH sigue suponiendo un reto para los profesionales de laboratorio y los clinicos, ya que se

siguen encontrando variantes de diferentes genes de las que se desconoce su implicacién clinica.

6.2. Dafios producidos en el ADN y mecanismos de reparacién

El ADN estd constantemente expuesto a dafios y procesos que lo alteran. Ese dafio se puede

producir por:
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- SSB(Rotura de Una Hebra de ADN o Single Strand Break) y/o por la modificacion de bases
nitrogenadas debido a su oxidacidn, generacion de sitios apurinicos o apirimidinicos,
formacién de un aducto de ADN causado por agentes mutagénicos, por la luz Ultra

Violeta (UV). Para ello existen los 2 principales mecanismos de reparacion (23):

o Los mecanismos por escision: por una parte, esta la BER (Reparacién por Escision
de Base nitrogenada o Base Excision Repair), el cual actla cuando solo la base
nitrogenada esta alterada. En general produce una rotura en la hebra de ADN
donde actua, por eso suele ser un paso previo a la SSBR (Reparacion de Rotura
de una Hebra de ADN o Single Strand Break Repair). En este proceso el papel de
la PARP es fundamental ya que favorece el reclutamiento de las proteinas
necesarias para la sintesis de la hebra de ADN rota. Por otra parte, esta la NER
(Reparacion por Escision de Nucledtidos o Nucleotide Excision Repair) que actla

cuando es todo el nucleétido el que ha sufrido dafio.

o Los MMR (mecanismos de reparacion del desajuste o MisMatchRepair): es un
mecanismo gracias al cual se detectan inserciones, deleciones e incorporacion
erroneas de bases. Los genes involucrados en este proceso son los genes
pertenecientes a la familia Mut, MLH1 (MutlHomologl), MSH2
(MutSHomolog2), MSH6 (MutSHomolog6), MLH3 (MutLHomolog6) y PMS2
(PMS1 homolog2). Las mutaciones de los genes responsables del MMR producen
una alteracion de la longitud de secuencias repetidas del ADN (conocidas como
microsatélites). Este fendmeno se denomina inestabilidad de microsatélites y es
el desencadenante del sindrome de Lynch, que es un sindrome de cancer
hereditario que aumenta el riesgo de sufrir cdncer colorrectal y endometrio (24).
La inestabilidad de microsatélites no solo estd relacionada con el sindrome de
Lynch, sino también con otros tumores como pueden ser cancer gastrico,

leucemiay linfomas (25).

- DSB (Rotura de Dos Hebras de ADN o Double Strand Break) tras someter el ADN a agentes
que los dafian como pueden ser las radiaciones ionizantes o UV (23). Para ellos existen

dos mecanismos de reparacion (26):

o La recombinacion homdloga: la recombinacion homdloga es un proceso mas
preciso y libre de errores ya que la recombinacion se hace con la cromatida
hermana, pero se da solo en la fase S y G2 del ciclo celular. En este proceso

intervienen muchas proteinas de las cuales muchas de ellas estan involucradas
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en el SCMOH, destacando ATM (Ataxia-Telangiesctasia Mutated), CHEK2
(Checkpoint Kinase 2), TP53, PALB2 (Partner and Localizer of BRCA2), BARD1
(BRCA1 Associated Ring Domain 1), BRIP1 (BRCA1 Interacting Protein 1), RAD51
(RAD51 Recombinase) y BRCA1/2 entre otras.

o NHEJ (Unién de los Extremos No Homdlogos o NonHomologous End Joining): es
un método menos preciso en el cual tras una DSB, a través de varias proteinas,
une los extremos de las DSB. Muy util en el caso de que no sea posible la

recombinaciéon homaloga.

6.3. Genes implicados en el SCMOH y otros sindromes
6.3.1. SCMOH asociado a BRCA1/2

El gen BRCA1 (OMIM: 113705) se situa en el brazo largo del cromosoma 17 (17g21.31), formado
por 24 exones de los cuales dos son no codificantes, da lugar a una proteina de 1863 aa (amino
acidos), mientras que el gen BRCA2 (OMIM: 600185) se encuentra en el brazo largo del
cromosoma 13 (13g13.1). Este gen presenta mas longitud en pares de bases que BRCAI1, esta
formado por 27 exones (de los cuales el primero es no codificante) y da lugar a una proteina de

3418 aa.

Ambas proteinas tienen dominios a través de los cuales interaccionan con otras proteinas (Figura

4) con el objetivo principal de reparar el ADN como se ve en la (Figura 5).
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Figura 4: Dominios funcionales de BRCA1/2. a) En el extremo N-terminal se encuentra el dominio RING, a través del
cual se une BRCAI a BARD1 formando un heterodimero que adquiere propiedades de E3 ubiquitina ligasa que favorece
la reparacién del ADN a través de varias vias como por ejemplo la activacion de la recombinacién homdloga a través
de la Claspina. El exdn 11 contiene dos sefiales de localizacion celular (NLS) que se fosforilan por ATM tras exposicién
a radiacion ionizante, activando asi BRCA1. La regidn central contiene un sitio de fosforilaciéon de CHEK2. La region
Coiled coil en la cual se une PALB2 activa la recombinacién homadloga para la reparacién del ADN. La regién BRCT en el
extremo C-terminal, se une a la proteina Abraxas, la proteina CtIP, y la proteina helicasa BRIP1, de tal forma que el
complejo BRCT-Abraxas participa en el reclutamiento de BRCA1 en el sitio de rotura de ADN, el complejo BRCT-CtIP
promueve la activacion de la recombinacién homdlogay el complejo BRCT-BRIP1 esta asociado a la reparacion del ADN
regulando el punto G2/M del ciclo celular. b) BRCA2 se une tanto en la regidon N-terminal con PALB2 y C-terminal con
RAD51 ambos importantes para la reparacion del ADN, la unién C-terminal orienta BRCA2 en los sitios dafiados del
ADN vy la unién N-terminal favorece la recombinacién homéloga y reparacién de ADN. Las copias repetidas de BRC
situadas en el exén 11 sirven de unién con la proteina RAD51 para reparar el ADN. Los 3 dominios OB sirven de unién

al DNA, de tal forma que el segundo dominio OB en forma de torre (T) tiene la capacidad de unirse a las doble hebras

de ADN para su reparacion (27) (28) (29).

Pacientes portadores de VP/VPP germinales en BRCA1/2, ademas de aumentar el riesgo a lo largo
de la vida de sufrir cdncer de mamay ovario, segtin la NCCN (Red Nacional de Centros Oncolégicos
Integrales o National Comprehensive Cancer Network) en su Ultima version (v2.2023), estos
pacientes tienen mayor riesgo de sufrir cancer de préstata, pancreas y melanoma, pero este

ultimo, solo en pacientes portadores de VP/VPP germinales en BRCAZ2 (30).

En cuanto a cancer de mama y ovario, los pacientes portadores de VP/VPP germinales en BRCAI,
tienen un riesgo acumulado de sufrir cdncer de mama y ovario a los 80 afios, de 67% y 45%,
respectivamente (31). Si nos fijamos en las caracteristicas histolégicas y moleculares de ambos

tumores, los cadnceres de mama asociados a VP/VPP germinales en BRCAI se caracterizan por
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grados histolégicos mas altos, con infiltraciones linfoides y clasificacion molecular predominante
tipo TN, histoldgicamente son en la mayoria de los casos tumores tipo carcinoma invasivo NST,
carcinoma invasivo metapldsico y carcinoma invasivo medular. En resumen, son mas agresivos
que los de BRCA2 (32) (33) (34). Los canceres de ovario causados por BRCA1 suelen ser de tipo 1,
0 sea, serosos de alto grado (35). En cuanto a las mutaciones que sufre el gen BRCA1, se ha visto
por una parte, que las que se manifiestan en la region C-terminal son propensas a desarrollar
cancer de mama (36) y por otra parte, que generalmente son mutaciones puntuales, aunque se

ha visto que en Espafia hasta el 8,2% pueden ser grandes RG (Reordenamientos Génicos) (37).

Los pacientes portadores de VP/VPP germinales en BRCA2, el riesgo acumulado a los 80 afios para
padecer de cdncer de mama y ovario es de 66% y 12%, respectivamente (31). En cuanto a las
caracteristicas histoldgicas y moleculares para cada tumor, los canceres de mama en estos
pacientes son menos agresivos, e histolégicamente es frecuente encontrarse con carcinoma
ductal in situ, o carcinoma lobulillar in situ (38). En cuanto a la clasificacion molecular, suelen ser
LA o LB con frecuencia bastante mds importante que los BRCA1, 35% frente a 9% para LAy 40%
frente a 21% para LB (39). Los cdnceres de ovario causados por BRCA2, suelen ser también de
tipo 1, o sea, serosos de alto grado al igual que BRCAI (35). En cuanto a las VP/VPP que sufre el
gen BRCA2, se ha visto que estas VP/VPP en la region central del gen estan relacionadas con el

desarrollo canceres de ovario (13).

Sin embargo, no ocurre lo mismo en los hombres, se ha constatado que los canceres de mama
en aquellos portadores de VP/VPP germinales en BRCA2 son mas agresivos que los que afectan a
las mujeres (40), y que el 76% de cdnceres de mama en los hombres son BRCA2, y solo el 16%

BRCA1 (41).

En los pacientes portadores de VP/VPP germinales en BRCA1/2 hay estudios que han demostrado
que el estilo de vida, factores genéticos y la paridad tiene un potente impacto en la penetrancia
y el riesgo de sufrir cancer (42) (43). De hecho, a mayor nimero de embarazos a término, menor
riesgo cancer de mama tanto en portadores de VP/VPP germinales en BRCA1/2 pero, no ocurre
lo mismo con la lactancia, ya que se ha visto que solo protege a las mujeres portadoras de VP/VPP
germinales en BRCAI y no a las portadoras de BRCA2 (44). La menarquia precoz se ha asociado a
un aumento de riesgo de cancer de mama en las portadoras de VP/VPP germinales en BRCA2
pero no en BRCA1 (45). Por otra parte, no se ha encontrado una asociacion entre el uso de
anticonceptivos orales y el riesgo de sufrir cdncer de mama tanto en las portadoras de VP/VPP
germinales en BRCA1/2 (45) (46), pero si se ha visto que la menopausia a una edad avanzada

protege frente al cancer de mama independientemente de la VP/VPP BRCA que tenga la mujer
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(46). En la Tabla 5 se resumen todas las caracteristicas relacionadas con los portadores de VP/VPP

de los genes BRCA1/2.

Caracteristicas

Riesgo acumulado a los 80 afios
de cancer de mama

Riesgo acumulado a los 80 afios
de cancer de ovario
Caracteristicas predominantes

del cancer de mama

Caracteristicas predominantes
del cancer de ovario

Embarazo a termino

Lactancia

Menarquia precoz

Menopausia tardia

Anticonceptivos orales

BRCA1

67%

45%
Son mas agresivos, grados
histolégicos  altos,  tumores

invasivos tipo (NST, metaplasicos

o medulares). Predomina el TN

Seroso de alto grado tipol

Factor protector
Factor protector
No influye

Factor protector

No influye

BRCA2

66%

12%

Grados histolégicos mas bajos,

menos  agresivos, predomina
tumores in situ tipo ductal o
lobulillar. Predomina los LA o LB.
mas

En hombres agresivos y

mayoritarios.

Seroso de alto grado tipol

Factor protector
No influye

Factor protector
Factor protector

No influye

Tabla 5: Resumen de las caracteristicas de los portadores de VP/VPP en los genes BRCA1/2. NST: Tipo No Especifico

(No Specific Type); LA: Luminal A; LB: Luminal B.

6.3.2. ATM y Ataxia-telangiectasia

El gen ATM (OMIM: 607585), se encuentra en el brazo largo del cromosoma 11 (11g22.3),

contiene 63 exones, pero solo 62 codificantes que dan lugar a una proteina de 3056 aa.

ATM actua en dos situaciones, la primera frente a radiaciones ionizantes y la segunda cuando hay

una rotura de

las dos hebras de ADN, haciendo de puente entre complejo MRN

(MRE11/RAD50/NBN o NBS1); al detectar el dafio en el ADN, fosforila la ATM quinasa, que a su

vez fosforila, por una parte CHEK2 y TP53, y por otra parte, a BRCA1 (Figura 5) para lograr:

1- Detencion del ciclo celular controlando la fase Sy G2-M, activando CHEK2 vy la fase G2

activando TP53, con la finalidad de ralentizar el ciclo celular y dar el tiempo suficiente a

los mecanismos de reparacion del ADN para actuar.
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2- Reclutando proteinas necesarias para la recombinacion homodloga y la consiguiente

reparacion del ADN a través de la activacion de BRCA1/2.

iy A

Cell cycle
arrest

§ J
RAD51 paralog RADS51
complexes

Figura 5: Resumen de los mecanismos de reparacién de ADN a través de ATM (47).

Los pacientes portadores de VP/VPP en homocigosis en ATM desarrollan la enfermedad de
Ataxia-telangiectasia, que es una enfermedad autosdmica recesiva en la cual se manifiesta ataxia
cerebelosa, esterilidad, inmunodeficiencias, y elevada predisposicién a desarrollar tumores,
ademads a una elevada sensibilidad a radiaciones ionizantes (13). Mientras que los pacientes con
VP/VPP en un Unico alelo, tienen un riesgo absoluto de sufrir cdncer de mama hasta un 40%, un
riesgo absoluto de sufrir cdncer de ovario de un 3%, riesgo absoluto de sufrir cdncer de pancreas
de hasta un 10% y también un incremento de riesgo en los varones de sufrir cancer de prostata

(30).
6.3.3. TP53 y sindrome de Li- Fraumeni

El gen TP53 (OMIM: 191170), localizado en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13.1), estd

formado por 11 exones y codifica una proteina de 393 aa.

TP53 es considerado como un potente agente antitumoral, ya que actUa sobre el ciclo celular, y

lo ralentiza para favorecer la reparacién del ADN (Figura 5). Ademas, se ha visto que estd
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implicado en la senescencia celular y favorece la apoptosis de las células dafiadas. Ultimamente
se ha visto que también juega un papel en la regulacién de la inmunidad en microambientes
tumorales, de tal forma que mejora la inmunidad antitumoral y favorece la transactivacion de
muchos genes inmunosupresores como por ejemplo PDL1 (48) (49). TP53 tiene un papel
importante en la recombinacién homadloga que consiste en controlar y asegurarse del buen
funcionamiento de la recombinacion homdloga, ya que se encarga de revisar el heteroduplex
formado después de intercambio de hebras mediado por RAD51. Por otra parte, puede inhibir la

recombinacién homologa en el caso de secuencias de ADN mal emparejadas (50).

Los pacientes con el sindrome de Li-Fraumeni asociado a una VP/VPP germinal en TP53,
desarrollan varios tipos de tumores, de tal forma que tumores de corteza suprarrenal, tumores
cerebrales (carcinoma de los plexos coroides), leucemias, sarcomas, tumores de tejidos blandos
y cancer de mama suman el 70% de todos los tumores que pueden desarrollar estos pacientes
(51). Se sabe también que las VP/VPP en el gen TP53 pueden causar cancer de ovario de tipo 1,
de hecho, segln la Ultima estadistica de la IARC (Agencia Internacional para la Investigacion sobre
el Cancer o International Agency for Research on Cancer) el cancer de mama y de los genitales
femeninos suman el 20% de los canceres generados por VP/VPP germinales causada por TP53
ademas, la mayoria de estas VP/VPP suelen ser variantes de tipo MS (cambio de sentido o

Missense).

Se ha visto en un estudio de la JARC del 2018 publicado en el libro de OMS 2019, que de 522
mujeres diagnosticadas de cancer de mama y portadoras de VP/VPP germinales en TP53, 491
mujeres padecian de un carcinoma invasivo NST, y que este tumor se manifestaba sobre todo en

mujeres entre 26-30 afios (13).

6.3.4. CHEK2

El gen CHEK2 (OMIM: 604373), ubicado en el brazo largo del cromosoma 22 (22g12.1), esta

formado por 15 exones, de los cuales 14 son codificantes que traducen una proteina de 543 aa.

CHEK2 es un potente agente antitumoral que actla a dos niveles; el primero bloguea el ciclo
celular de las células dafiadas a través de la fosforilacién de P53 y CDC25A/C (dos proteinas
cruciales para la regulacion del ciclo celular ya que una vez fosforiladas, interaccionan con otras
proteinas para bloquear el ciclo celular) (52) (53). El segundo favorece la reparacion del ADN
activando a BRCA1 (para la recombinacion homaloga), TP53 y KAP1 (una proteina que favorece

la relajacién de la cromatina y reclutamiento de proteinas reparadoras de ADN) (54) (Figura 6).
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Figura 6: Mecanismos de reparacion de ADN de CHEK2 (52).

Pacientes portadores de alguna VP/VPP de tipo FS (cambio de marco de lectura o Frameshift) en
CHEK?2 tienen un riesgo absoluto de sufrir cancer de mama de hasta un 40%; por otra parte, las
VP/VPP germinales en CHEK2 son responsables del 2,5% de todos los casos de canceres de mama
en mujeres (55), y 4,1% de todos los canceres de mama en hombres (56). Ademas del cancer de
mama, estos pacientes tienen un riesgo absoluto de hasta un 10% de sufrir cdncer de colorrectal

(30).

A nivel mas especifico, las pacientes portadoras de la VP germinal CHEK2 ¢.1100delC en
heterocigosis poseen un riesgo acumulativo para desarrollar cancer de mama RE positivo y RE
negativo hasta los 80 afios de 20% y 3%, respectivamente (57). Ademds, esta VP se ha asociado a

una elevada tasa de cancer de mama bilateral (58).

6.3.5. PALB2

El gen PALB2 (OMIM: 610355), localizado en el brazo pequefio del cromosoma 16 (16p12.2),

compuesto por 13 exones, codifica una proteina de 1186 aa.

PALB2 se une a BRCA2 promoviendo su localizacién en estructuras nucleares claves y habilitando
su funcion de reparacion de ADN por recombinacién, de ahi su nombre (Partner and Localizer of
BRCA2). Ademas de reclutar BRCA2, también recluta RAD51 llevandolo a sitios de ADN rotos para

su consiguiente reparacion (Figura 5). PALB2, no se une Unicamente a BRCA2 sino que se puede
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unir también a BRCA1, y de la misma forma que BRCA2, recluta RAD51 y activa los mecanismos

de reparacion de ADN por recombinacién homologa.

Los pacientes portadores de VP/VPP germinales en heterocigosis en PALB2 tienen un aumento
de riesgo de sufrir cancer de mama de ovario y de pancreas, de tal forma que el riesgo absoluto
es de un 60%, 5% vy 10%, respectivamente (30). En Espafia se estima que las VP/VPP germinales

en PALB2 son responsables del 1% de cdncer de mama y 4% de cancer de pancreas (59).

6.3.6. PTEN y sindrome de Cowden

El gen PTEN (OMIM: 601728), se encuentra en el brazo largo del cromosoma 10 (10g23.31),

codificando una proteina de 403 aa a partir de 9 exones codificantes.

El gen PTEN es considerado como un supresor tumoral, de tal forma que activa una fosforilasa
que bloquea la via de sefializacién de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)/AKT/mTOR (Diana de la
Rapamicina en los Mamiferos o Mamalian Targuet of Rapamycin) (60). Esta via de sefializaciéon
induce la proliferacion celular no controlada, resistencia a la apoptosis celular, ademas de

favorecer la angiogénesis y metastasis (61).

El sindrome de Cowden consiste en un grupo heterogéneo de trastornos autosémicos
dominantes que afecta a paciente portadores de VP/VPP germinales en el gen PTEN. Es
caracteristico encontrar en este tipo de pacientes lesiones mucocutaneas de tipo fibromas orales
y queratosis acras. Estos pacientes tienen elevada susceptibilidad de sufrir cdncer de mama, de
colon, renal, tiroideo, endometrial y melanoma (13) (30). En estos pacientes el riesgo acumulado
de tener un cancer de mama hasta los 70 afios es del orden del 81% (62). Por otra parte, el 34%
de ellos desarrollarian un cédncer de mama multifocal y bilateral (62). En cuanto al resto de
canceres, el riesgo a lo largo de la vida de padecer cdncer es de hasta un 20% para cancer de
colon, un 34% para cancer renal, un 35% para cdncer de tiroides, 28% para cancer endometrial,

y un 6% para melanoma (30).

6.3.7. STK11 y Sindrome de Peutz-Jeghers

El gen STK11 (Serine/Threonine Kinase 11) conocido tambien como LKB1 (Liver Kinase B1), (OMIM:
602216), es un gen localizado en el brazo corto del cromosoma 19 (19p13.3), compuesto por 9

exones que codifican una proteina de 433 aa.

STK11 codifica la proteina quinasa hepatica B1, una serina/treonina quinasa que participa en
varios procesos fisioldgicos, incluida la regulacion del metabolismo celular, la polaridad celulary

la respuesta al dafio del ADN. Actla como agente antitumoral a través de multiples mecanismos,
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el mas clasico, la inhibicidn de la via de sefializacion mTOR mediada AMPK (Proteina Quinasa

Activada por AMP o AMP-Activated Protein Kinase) (Figura 7).

STRAD MO25-a
Lkb1
B T AMP
AMPK ._/
S
/ T
P Tsc1| Tsc2
Raptor mLST8 l

mTOR | «———| Rheb

Cellular growth and proliferation

Figura 7: Inhibicién de la via mTOR mediada por LKB1 (63). LKB1 ensambla un heterotrimero con STRAD y M025-q, lo
que permite fosforilar AMPK, la fosforilacion de AMPK inhibe la via de mTOR a través de dos mecanismos: el directo
fosforilando Raptor que a su vez inhibird mTOR, el indirecto a través de la fosforilacion de TSC2 que inhibird Rheb un
mediador que induce a la activacion de mTOR (63). AMPK: Proteina Quinasa Activada por AMP o AMP-Activated Protein

Kinase; P: fosforilacion; Rheb: homadlogo de Ras enriquecido en cerebro; TSC: complejo de esclerosis tuberosa.

EI 90% de los pacientes con VP/VPP germinales en STK11 padecen el sindrome de Peutz-Jeghers,
gue es una enfermedad autosémica dominante caracterizada por pigmentacién mucocutanea,
podlipos en el tracto gastrointestinal, y desarrollo de varios tipos de canceres, destacando cancer
del intestino delgado, colorrectal, gastrico, pancredtico, cancer de mama, testicular, y de los
genitales femeninos (ovario no epitelial). Se ha estimado que el riesgo absoluto para sufrir un
cancer de mama siendo portador de una VP/VPP germinal en STK11 varia entre 32%-54%, para
el cancer de pancreas >15%, para el cancer colorrectal 39% y para cancer de ovario no epitelial

>10% (64) (30).
6.3.8. NF1y Neurofibromatosis tipo 1

El gen NF1 (NeuroFibromin 1), (OMIM: 613113) localizado en el brazo largo del cromosoma 17

(17911.2), con sus 58 exones codifica una proteina de 2839 aa.

NF1 es un agente antitumoral que codifica la proteina neurofibromina cuyo papel es inhibir la via

de sefializacion RAS/RAF/MEK/ERK, transformando el RAS-GTP (forma activa) a RAS GDP (forma
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inactiva) (65); esa via controla multiples funciones celulares importantes tal como la proliferacion,

crecimiento y senescencia celular (66).

Pacientes con VP/VPP germinales en NF1 desarrollan tumores en el sistema nervioso central y
periférico, cerebro y en la mama. El riesgo acumulativo de sufrir cancer de mama en mujeres
portadoras de una VP/VPP germinal en NF1 hasta los 50 afios es de un 40%, no existiendo datos
sugestivos de incremento de riesgo de sufrir cancer de mama en mujeres de mas de 50 afios (30).
En los hombres portadores de una VP/VPP germinal en NF1 es extremadamente raro que

desarrollen cancer de mama, aunque Ultimamente se publicé un caso (65).

6.3.9. CDH1

CDH1 (OMIM: 192090), es un gen situado en el brazo largo del cromosoma 16 (16g22.1),

compuesto por 16 exones que codifican una proteina de 882 aa.
La proteina CDH1 o E-CADHERIN es una proteina compleja que tiene dos funciones:

1- Mantener la adhesion celular y mantener la morfologia de las células epiteliales durante
la embriogénesis y a lo largo de la vida. Lo hace a través de 2 dominios, el extracelular
gue es calcio dependiente que va a permitir la union entre células en el espacio
extracelular, y el dominio intracelular, que interacciona por un lado con la proteina p120-
catenina y por otro lado con la beta-catenina actuando de puente para la unién con la
actina, con la finalidad de mantener la integridad de la estructura de las células epiteliales

(Figura 8).
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Figura 8: Papel de la E-cadherina en la adhesién celular (67). El dominio extracelular que favorece la union

entre distintas células epiteliales, y el dominio intracelular que a través de su unién con p120-catenina, beta-

catenina y alfa catenina se unird a la actina citoesquelética para mantener con fuerza la integridad de la

estructura de las células epiteliales.

Regular la via de sefializacién Wnt/beta-catenina de tal forma que CDH1 es un potente

inhibidor de esta via cuyo resultado final es la activacion de oncogén c-Myc que induce

una proliferacion celular descontrolada, crecimiento celular acelerado y activacion de lo

que se llama la transicion epitelio-mesénquima, proceso en el cual las células epiteliales

pierden su integridad y capacidad de adhesién y ganan capacidad migratoria de esa

forma promueve la metastasis celular (Figura 9).
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Figura 9: Papel de E-cadherina en regulacion de sefializacion Wnt/beta-catenina (67). La TK (Tirosina quinasa)
al fosforilar el complejo E- cadherina/beta-catenina se produce la liberacion de la beta-catenina en el
citoplasma para contrarrestar el efecto de la via Wnt/beta-catenina que implica la entrada de la beta-
catenina en el nucleo de la célula que activara el TCF (T- Cell Factor) que activara a su vez el LEF (Lymphoid

Enhancer Factor) e inducira la expresion del protooncogén C-Myc.

Pacientes portadores de VP/VPP germinales en CDHI1 desarrollan cancer de mama invasivo
lobulillar en mas de 90% de los casos (67), y cancer gastrico difuso hereditario. El riesgo
acumulativo a lo largo de la vida para desarrollar carcinoma lobulillar invasivo en mujeres
portadoras de VP/VPP germinal en CDH1 es de 39% (68). Por otra parte, 50% de pacientes con
cancer gastrico difuso hereditario son portadores de una VP/VPP germinal en CDH1, el riesgo
acumulativo a los 80 afios de sufrir cancer gastrico difuso hereditario es de 67% en varones y 83%
en mujeres (69), ademas estos pacientes tienen menor tasa de supervivencia y mayores tasa de

metastasis (67).
6.4. Otros genes relacionados con el SCMOH
6.4.1. RAD51C (RAD51 paralog C) y RAD51D (RAD51 paralog D)

El gen RAD51C (OMIM: 602774) localizado en el brazo largo del cromosoma 17 (17g22), esta
formado por 9 exones que codifican una proteina de 376 aa. El gen RAD51D, localizado también
en el cromosoma 17 pero en un loci distinto (17g12), esta compuesto por 10 exones que codifican

una proteina de 328 aa.
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RAD51C y RAD51D participan en el mecanismo de reparacién de DSB por recombinacion
homodloga, ya que al ser reclutados por BRCA1/2, PALB2 y BARDI, favorecen el desplazamiento
de la proteina RPA (Replication Protein A) para formar un filamento de nucleoproteina RAD51 que

invade la monohebra de ADN formando una horquilla de replicacion.

Pacientes con VP/VPP germinales en los genes RAD51C y RAD51D tienen un aumento de riesgo
de sufrir cdncer de mama vy ovario. El riesgo absoluto para ambos genes es similar, siendo un 40%

como maximo para el cancer de mama vy alrededor de un 15% para el cancer de ovario (30).

6.4.2. PMS2

El gen PMS2 (OMIM: 600259), se encuentra en el brazo corto del cromosoma 7 (7p22.1), codifica

una proteina de 862 aa a partir de sus 15 exones.

El gen PMS2 es un gen que participa en el mecanismo de reparacién del desajuste. Forma el
heterodimero MutlL-alfa al unirse a MLH1. Este heterodimero tiene actividad endonucleolitica

para quitar el ADN mal apareado una vez detectado (70).

Las VP/VPP germinales en el gen PMS2 no solo se han asociado al sindrome de Lynch, sino
también al SCMOH, ya que se ha visto que el hallazgo de VP/VPP en este gen se ha asociado con
un aumento de riesgo de sufrir cadncer de mama con un riesgo acumulado a los 70 afios de 8,6%

(71).

7. CANCER DE MAMA EN EL VARON

El cdncer de mama en los hombres es muy infrecuente, contabilizando <1% de los cdnceres que
afectan a los hombres (13). Se sabe que los genes BRCA1/2 son los mas prevalentes en el cancer
de mama en los hombres con historias familiares de SCMOH, ya que el 76% se deben a VP/VPP
germinales en BRCA2, y el 16% en BRCA1 (41). El gen CHEK2 es el causante de 4,1% de los
canceres de mama en hombres. Otros genes podrian estar involucrados, pero hasta el dia de hoy,
existe poca evidencia debido a los pocos casos de cdncer de mama en varones. Estos genes son:

PALB2, ATM, RAD51C, RAD51D,TP53, CDH1 y PTEN (72).

Por otro lado, se ha visto que en los pacientes portadores de VP/VPP germinales en BRCA1/2 el
riesgo acumulado de sufrir cancer de mama a lo largo de la vida es de 1-2% y 5-10%,
respectivamente (13). La mayoria de los casos de canceres de mama invasivos suelen ser NST, y

el 90% de los casos son RE+y RP+ mientras con los TN y HER2+ son raros (13).
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Se ha visto también que los canceres de mama BRCA2 en hombres son mas agresivos en linea
general que los BRCA1, a diferencia de las mujeres, en donde los tumores BRCAI suelen ser mas

agresivos.

8. SUSCEPTIBILIDAD POLIGENICA EN CANCER DE MAMA Y OVARIO

No todos los canceres de mama y ovario hereditarios se justifican por VP/VPP germinales en los
genes de alta o moderada penetrancia, si no que una parte importante de la predisposicién
hereditaria de estos canceres, se debe a lo que se conoce como el modelo de susceptibilidad
poligénica al cAncer de mama y ovario. Consiste en la suma de riesgos relativos de varias variantes
de muy bajo riesgo, pero con alta frecuencia en la poblacion, de tal forma que la suma de estas
variantes puede desencadenar un proceso tumoral. El modelo GWAS permitié identificar estas
variantes que suelen ser de tipo SNV (Variante de un Solo Nucledtido o Single Nucleotide Variant).
El riesgo genético conferido por el conjunto de estas variantes para desencadenar cancer de
mama u ovario se calcula mediante lo que se conoce como PRS (Score de Riesgo poligénico o
Polygenic Risk Score), que nos permite determinar el nivel de susceptibilidad poligénica en cada
individuo y estimar el riesgo individual de cada persona en el desarrollo del cancer considerando

el resto de factores de riesgo genéticos y no genéticos.

Para ello, se cred un modelo de prediccién de riesgo de cancer de mama y ovario denominado
BOADICEA (Breast and Ovarian Analysis of Disease Incidence and Carrier Estimation Algorithm),
gue nos permite calcular el PRS en base al componente poligénico (que incorpora 313 SNVs para
el cancer de mama y 36 SNVs para el cancer de ovario), y los factores de riesgo genéticos y no
genéticos que engloban: antecedentes personales y familiares, estilo de vida, datos
epidemioldgicos y demogréficos, densidad mamaria, antecedentes de endometriosis, perfil
hormonal, perfil fenotipico de tumory alguna VP/VPP en genes relacionados con cancer de mama
y ovario (BRCA1/2, ATM, CHEK2, PALB2, RAD51C/D y BRIP1). Este modelo ha permitido saber un
20% mas sobre la heredabilidad del cancer de mama y un 5 % mas sobre la heredabilidad del

cancer de ovario epitelial (Figura 10) (73) (74).
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Figura 10: Estimacion de la heredabilidad del cancer de mama y ovario. Modificado de Bahcall et al (75). A) La suma de
la contribucion de los SNVs ya caracterizados (en azul) y los pendientes de determinar (en morado) iguala la
contribucidn de los genes de alta penetrancia BRCA1/2 en el desarrollo del cancer de mama (aproximadamente 20%
en ambos casos). B) La contribucion de los Genes BRCA1/2 en el cancer de ovario es superior a la del cancer de mama,
sin embargo, en este caso, los SNVs aportan una contribucién minima (5%) a la heredabilidad del cancer de ovario a
diferencia del cancer de mama. Probablemente esto se deba a que los estudios GWAS hechos en el cancer de ovario

no han alcanzado la suficiente potencia estadistica.

9. CLASIFICACION Y CARACTERIZACION DE LAS VARIANTES

Una vez realizado el estudio genético, hay que clasificar las variantes obtenidas del mismo. Existen
dos tipos de clasificaciones, la clasificacion molecular que se basa en los cambios que ha sufrido
el ADN (tipo de variante genética) y los consecuentes cambios en la proteina resultante. La
clasificacidn clinica se basa en el grado de patogenicidad e implicacion de la variante en el
desarrollo de la enfermedad; ambas son necesarias para poder elaborar un informe y ofrecer el

asesoramiento clinico mas adecuado.

9.1. La clasificacion molecular

El tipo de variante genética que sufre el ADN vy su localizacidon nos puede proporcionar
informacidn importante para poder interpretar el significado de la variante obtenida. A nivel
molecular podemos distinguir variantes que se dan en la region exdnica y otras en la region

intrénica.
9.1.1. Variantes en region exdnica

Son variantes que se dan en los exones del gen, en las cuales puede estar involucrado uno o varios
nucledtidos o incluso exones enteros. La Figura 11 describe las mutaciones mds frecuentes que

se dan a nivel exonico.
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Figura 11: Tipos de variantes exdnicas mas frecuentes que puede sufrir el ADN. Modificado de Cardoso et al (76). A)
SNV: una SNV es cuando se cambia un nucledtido por otro, hecho que puede dar lugar a distintas situaciones: variantes
sindnimas: el aa generado es igual que el original; variante MS: el aa obtenido es distinto al inicial; variante NS: el aa
original es cambiado por un coddn de parada. Inversion: cuando una secuencia de nucledtidos cambia de sentido en la
misma hebra de ADN. Delecién: cuando se pierde un nucledtido o una secuencia de nucledtidos. Insercién: cuando se
afiade un nucledtido o un par de nucledtidos distintos a los que los precede, cuando el nucledtido o el par de
nucledtidos afiadidos son similares a los que los precede en estos casos se trata de una duplicacion. Indel: cuando se
produce una insercion y una delecidn a la vez. B) Son los RG mas frecuentes (delecion o duplicacion de uno o varios

exones).

En general, las inserciones o las deleciones, en las cuales el nimero de nucleétidos agregados o
eliminados son distintos a multiplos de tres, generan a nivel proteico variantes de tipo FS. Sin
embargo, cuando los nucledtidos insertados o perdidos son iguales a multiplos de tres en este
caso la variante es de tipo IF. Las variantes de tipo FS y NS (sin sentido o Nonsense) producen una
proteina truncada, por lo cual suelen ser patogénicas. Algunas variantes son mas impredecibles

en cuanto a su patogenicidad, como por ejemplo las variantes tipo MS.

9.1.2. Variantes espliceogénicas o intrdnicas

Para entender lo que es una variante espliceogénica o intrénica o también conocida como
variante de tipo splicing, en primer lugar, hay que entender cémo funciona el proceso de splicing.

La Figura 12 detalla el proceso de splicing.
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Figura 12: Proceso de splicing. Modifica de /to et al (77). El splicing es un proceso que sufre el ARN mensajero para su
maduracion. Consiste en eliminar los intrones (secuencia de ADN no codificante) y pegar los exones (secuencia de ADN
codificante), se lleva a cabo mediante el espliceosoma que es un complejo proteico que reconoce unas secuencias
especificas del ARN mensajero que suelen encontrarse en los extremos 5’ (sitios dadores) y 3’ (sitios aceptores) de los
intrones. Una vez esas secuencias detectadas por el espliceosoma se produce la eliminacién de los intrones y el empale
de los exones que los flanquean para fabricar el ARN mensajero maduro o transcrito final que se traducira en una

proteina funcional.

Por lo cual, las variantes tipo splicing, son mutaciones que se producen en las secuencias
especificas del ARN mensajero que se encuentran en los extremos 5" y 3’ de los intrones, lo que
hace que el espliceosoma no pueda reconocer a esas secuencias y no se pueda llevar a cabo de
forma correcta el proceso de corte y empalme. Sin embargo, este concepto se debe de
interpretar con cautela, ya que existen variantes de tipo MS o incluso variantes sindnimas que al
estar localizadas en uno de los extremos del exdn pueden producir una alteracion del splicing,
dando lugar a transcritos aberrantes y proteinas truncadas. La Figura 13 esquematiza las distintas

situaciones que pueden causar las variantes de tipo splicing.
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Figura 13: Distintas situaciones de alteraciéon de Splicing. Modificado de /to et al (77). 1) y 2) El splicing se da en un sitio
dador o aceptor alterando el proceso de splicing haciendo que se produzcan dos situaciones: la primera en la cual se
traducen tanto los exones como los intrones, la segunda en la cual se produce la delecidn parcial o completa de exones.
3) y 4) En este caso se produce una mutacién que genera una nueva sefial de iniciacion de splicing en el sitio dador o

aceptor, producen eliminaciones parciales de los exones donde se localizan.
9.2. Clasificacidn clinica

La clasificacion clinica se basa en el grado de patogenicidad de la variante y su implicacién en el

desarrollo de la enfermedad.

Debido a la falta de estandarizacién en la clasificacion clinica de las variantes obtenidas de los
estudios genéticos, en el afio 2013 Lindor y colaboradores (78) desarrollaron un modelo de
clasificacién de variantes que se muestra en la Tabla 6, y en el afio 2015, el ACMG (Colegio
Americano de genética Medica y Gendmica o American College of Medical genetics and
Genomics) junto con la AMP (Asociacion de Patologia Molecular) y el CAP (Colegio de Patdlogos
Americanos) establecieron una guia consenso para la clasificacion clinica de las variantes en base
a varios criterios de patogenicidad (Tabla 7) y de benignidad (Tabla 8). Las combinacién de todos
estos criterios permitiria la clasificacién de la variante segun el modelo de Lindor y colaboradores

(Tabla 9) (79).
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clinico Incierto)

familiares

s Probabilidad
Definicién - . -
. de Pruebas genéticas Recomendaciones clinicas
cualitativa .
patogenicidad
VP >0.99 Test genético Seguimiento y/o profilaxis a individuos de
predictivo en
familiares
VPP 0,95-0,99 Test genético Seguimiento y/o profilaxis a individuos de
predictivo en
familiares
VUS (Variante 0,05-0,949 No realizar estudios Asesoramiento en base a los
de Significado predictivos en antecedentes familiares y a otros factores

VPB (Variante
Probablemente

0,001-0,049

No realizar estudios
predictivos en

Asesoramiento en base a los
antecedentes familiares y a otros factores

familiares.

Benigna) familiares
VB (Variante <0,001 No realizar estudios Asesoramiento en base a los
Benigna) predictivos en antecedentes familiares y a otros factores

Tabla 6: Clasificacidn clinicas de las variantes genéticas. Modificada de Lindor y Colaboradores (78).
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Evidencia

Categoria

Muy fuerte

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

Advertencias:

- Atencidn a los genes en los que la pérdida de funcién no es un mecanismo conocido
de enfermedad.

- Precaucion a la hora de interpretar las variantes con pérdida de funcion en el extremo
3" o al final del gen.

- Atencion en las variantes de splicing que predicen la pérdida de un exdn pero que
dejan intacta el resto de la proteina.

- Precaucion cuando haya presencia de multiples transcritos.

Fuerte

PS1: El mismo cambio de aa ha sido establecido como VP independientemente del cambio de
nucleotido.

Advertencia: precaucién con los cambios que afectan el splicing en lugar de un cambio a nivel
proteico.

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

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

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

Moderado

PM1: Localizado en un punto caliente mutacional y/o un dominio funcional bien establecido.

PM2: ausente en controles en el proyecto 1000 Genomas, Exome Sequencing Project o Exome
Aggregation Consortium.

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 VP.

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

PM5: Nueva variante de tipo MS en el mismo residuo donde un cambio MS distinto se ha
definido como patogénico.

PM®6: La variante se asume como de novo, pero sin confirmacion de la paternidad y maternidad.

Secundario

PP1: Co-segregacion de la variante con la enfermedad en varios familiares afectados en un gen
relacionado con la enfermedad.

PP2: Variante MS en un gen con una baja tasa de variantes MS benignas y en el que las variantes
tipo MS 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 son altamente especificos 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 evaluacién independiente.

Tabla 7: Criterios de grados de patogenicidad para clasificar las variantes genéticas (79).

63




Introduccion

Evidencia

Categorfa

Independiente

BA1: La frecuencia alélica es >5% en el proyecto 1000 genomas, Exome Sequencing Project o en el Exome
Aggregation Consortium.

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 funcién de la

Fuerte proteina o splicing.

BS4: Ausencia de segregacion en miembros afectados de una familia.
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 VP que contribuyan a una
enfermedad de herencia autosdmica dominante, lo que también puede confundir sobre una aparente
ausencia de segregacion.
BP1: Variante MS en un gen en el que las variantes truncadas son las que principalmente causan enfermedad.
BP2: Se observa en trans con una VP en una enfermedad dominante de penetrancia completa o se observa
en ciscon una VP 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

Secundario (conservacion, evolucién, impacto en el splicing, etc....)

BP5: Variante hallada en un individuo con base molecular alternativa para la enfermedad.

BP6: Fuentes de confianza clasifican la variante como benigna, pero no hay evidencia disponible para realizar
una evaluacién independiente.

BP7: Variante sindnima para la cual los algoritmos de prediccion del splicing predicen que no se alteran los
sitios consenso ni se crea un nuevo sitio de splicing y no se trata de un nucleétido altamente conservado.

Tabla 8: Criterios de benignidad para clasificar las variantes genéticas (79).

(i) Muy fuerte (PVS1)y
a) 21 Fuerte (PS1-PS4) o
b) 2 Moderados (PM1-PM6) o
c¢) 1 Moderado (PM1-PM6) y un Secundario( PP1-PP5) o
VP d) =2 Secundarios (PP1-PP5)
(ii) >2 Fuertes (PS1-PS4) o
(iii) 1 Fuerte (PS1-PS4)y
a) 23 Moderados (PM1-PM6) o
b) 2 Moderados (PM1-PM6) y >2 Secundarios o
¢) 1 Moderado (PM1-PM6) y >4 Secundarios
(i) Muy fuerte (PVS1) y 1 Moderado (PM1-PM6) o
(ii) 1 Fuerte (PS1-PS4) y 1-2 Moderado (PM1-PM6) o
VPP (iii) 1 Fuerte (PS1-PS4)y >2 Secundarios (PP1-PP5) o
(iv) =3 Moderados (PM1-PM6) o
(v) 2 Moderados (PM1-PM6) y 22 Secundarios (PP1-PP5)
(vi) 1 Moderado (PM1-PM6) y >4 Secundarios (PP1-PP5)
VB (i) 1 Independiente (BA1) o
(i) =2 Fuertes (BS1-BS4)
VPB (i) 1 Fuerte (BS1-BS4)y 1 Secundario (BP1-BP7) o
(i) > Secundarios (BP1-BP7)
VUS (i) No se cumplen los criterios mencionados anteriormente
(i) Los criterios de benignidad y patogenicidad son contradictorios

Tabla 9: Reglas de combinacion de criterios para clasificar las variantes genéticas obtenidas (79). VP: Variante

Patogénica; VPP: Variante Probablemente Patogénica; VB: Variante Benigna; VPB: Variante Probablemente Benigna;

VUS: Variante de Significado clinico Incierto.
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9.2.1. Variante de significado clinico desconocido o incierto

Las VUS (Variant of Uncertain Significance), son variantes cuya implicacién clinica en el desarrollo
de la enfermedad no esta del todo establecida, siendo un reto para los laboratorios de genética,
ya que no solo su deteccion en la mayoria de los casos es inevitable, si no que generan un grado
de incertidumbre diagndstico y complicaciones en el asesoramiento genético. Ademads, la
introduccién de la NGS en los laboratorios ha hecho que los hallazgos de VUS hayan incrementado
de forma exponencial, pudiendo alcanzar el 41,7% de las variantes encontradas en un estudio,
sobre todo si trata de incorporar nuevos genes en un sindrome hereditario (80). Sin embargo,
este porcentaje baja a lo largo de los afios gracias a los datos acumulados sobre los genes
estudiados y las VUS halladas, por ejemplo en el caso de BRCA1/2, que son genes que llevan mas
de 20 afios de estudio, se estima que el porcentaje de las VUS que se pueden encontrar en un
estudio varia desde un 2% hasta un 5% (80). Por otra parte, los hallazgos de VUS comprometen
al laboratorio de gendmica en un seguimiento continuo de estas VUS mediante revaluaciones
periddicas, ya que esas variantes pueden ser reclasificadas como benignas o patogénicas. En
lineas generales, el porcentaje de las VUS que se reclasifican como VB/VPB es mucho mas
considerable que el porcentaje de VUS reclasificadas como patogénicas (81). Las variantes VUS
reclasificadas como benignas no suponen ninglin cambio de actitud en el manejo de los pacientes
ni tampoco un seguimiento adicional, mientras que las VUS reclasificadas como patogénicas
implicarian un cambio de actitud radical en el manejo de los pacientes e incluso la seleccién de
los familiares, con potenciales cirugias profilacticas. De ahi surgié el concepto de las VUS
priorizadas que son aquellas VUS con una mayor sospecha a ser reclasificadas como patogénicas.
Para ello se elaboraron varios algoritmos que permitieron destacar las VUS priorizadas de las no
priorizadas que mejoraron y evolucionaron con el tiempo, el primero publicado fue de Gabaldd-
Barrios et al (82), seguido de Sdnchez-Bermudez et al (83), luego en el afio 2019 se publicé el
algoritmo de Castillo-Guardiola et al (84) basado en el algoritmo de Bonache et al (85), y el ultimo
publicado en el afilo 2022 fue el de Rosado-Jiménez et al (86). Dichos algoritmos se basan
principalmente en herramientas bioinformaticas, bases de datos, frecuencia alélica y la

bibliografia disponible sobre cada variante, entre otros.
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Identificacion de las
variatantes:

GATK y VarScan2

. 4

Clasificacion de las variantes y aplicacion de
filtros:
1) ANNOVAR
2) Seleccion de pacientes heterozigotos
y aplicacion de filtro de MFA =1% en
1000genomes
3) Alamut Visual annotation
4) Aplicacion de filtro en ExAC de FA
=0,5% en poblacion europea no nordica

Priorizacion de las VUS

- Variantes F5, NS y variantes de tipo splicing (+
2 exdn/fintron del sitio de splicing)

Variantes MS, de tipo splicing y intronicas que

se encuentran a + 50 pb del borde exén-intron y

con prediccidn de alterar el proceso de splicing

Figura 14: Ejemplo del algoritmo de clasificacién de VUS de Bonache et al (85). MFA: Minima Frecuencia Alélica; FA:

Frecuencia Alélica; FS: Frameshift; NS: Nonsense; MS: Missense; pb: Pares de Bases.
9.2.2. Variantes con efecto fundador

El efecto fundador consiste en la perdida de variacidon genética cuando se forma una nueva
poblacion a partir de un ndmero pequefio de individuos que no son genéticamente
representativos de la poblacion de la que proceden (87). Como consecuencia puede cambiar la
frecuencia mutacional de un gen de riesgo entre las distintas poblaciones siendo superior en una
poblacion con efecto fundador que en la poblacidon general. Cabe destacar que es posible
encontrar una misma mutacion fundadora en distintas localizaciones geograficas, hecho que se
explica por eventos migratorios de parte de la poblacidon. Las mutaciones fundadoras se
demuestran mediante la deteccién de un haplotipo comdn en todos los portadores de dicha
mutacidén, usando marcadores genéticos tan cercanos a la mutacion de tal forma que no puedan
sufrir recombinacién meidtica y alejarse de la mutacion en estudio. Los microsatélites son

marcadores genéticos muy empleados para este tipo de estudio.

10. RECURSOS DISPONIBLES PARA CLASIFICAR LAS VARIANTES

Las bases de datos clinicas y moleculares forman una parte fundamental en la caracterizacion de

las variantes desde el punto de vista molecular y clinico. Sin embargo, existen otras herramientas
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que contribuyen en la clasificacién de las variantes como los programas predictivos in silico,
frecuencia alélica de las variantes, estudios funcionales, estudio de co-occurencia, o estudios de
cosegregacion. Estas herramientas junto con la guia de consenso para la clasificacién clinica de
las variantes de la ACMG (citada en el apartado 9.2) nos permiten categorizar las variantes segun

la clasificacion de Lindor y colaboradores.

10.1. Bases de datos clinicas y moleculares

Existen varias bases de datos que recogen informacion necesaria para clasificar o ayudar a
clasificar las variantes desde punto de vista molecular y clinico. Entre estas bases de datos
destacamos: ClinVar y dbSNP (base de datos de Polimorfismo de un Solo nucledtido o data base
of Single Nucleotide Polymorphism), LitVar y Gene del NCBI (Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica o National Center for Biotechnology Information), HGMD (Base de Datos de
Mutaciones Genéticas Humanas o Human Gen Mutation Database), Varsome, y Ensembl, entre

otras.

- NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/): forma parte integrante de la libreria nacional de
medicina NLM (National Library of Medecin) del instituto nacional de salud NIH (National
Institutes of Health) de los Estados Unidos. La NCBI es una fuente lider a nivel mundial de
bases de datos bioinformatica, es de acceso libre, integra y mantiene mas de 40 bases de
datos médicas que suministran la informacidén necesaria para el trabajo diario de los
laboratorios de genética y biologia molecular. Destacamos: Gene, ClinVar, dbSNP, LitVar,

entre otros.

o Gene: nos permite obtener informacién completa sobre el gen estudiado como
la localizacién cromosdmica, mecanismos fisiopatoldgicos en el cual estd
involucrado entre otras informaciones. Ademas, nos permite descargar RefSeq
(transcrito de referencia) en formato FASTA (Fast Allignment Sequence Test for

Application) o Genbank.

o ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Clinvar/): nos proporciona la informacion
genotipo-fenotipo de las variantes, ademas la clasificacién clinica siempre viene
respaldada con evidencia cientifica. Nos facilita también informacién molecular
sobre las variantes como puede ser, posicion del codificante con el cambio
producido segin HGVS (Sociedad de Variacidon del Genoma Humano o Human
Genome Variation Society), tipo de mutacidon, el cambio proteico producido

seglin nomenclatura HGVS.
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dbSNP  (https://www.ncbi.nim.nih.gov/snp/): fundadora del nuUmero de
identificacion de variantes (reference SNP o rs), que es un cddigo Unico que se
asigna a cada una de las variantes registradas en esta base de datos, con el fin de
facilitar y estandarizar la busqueda de las variantes independientemente de las
diferentes nomenclaturas con las cuales se puede identificar una misma variante,
aunque no todas las bases de datos permiten la busqueda con el rs, las mas
utilizadas si que lo permiten como ClinVar, Varsome, LitVar y Ensembl. Por otra
parte, la base de datos dbSNP nos facilita la informacion relacionada con
variantes de tipo SNV, pequefias deleciones o inserciones y microsatélites. La
informacién proporcionada consiste en: la frecuencia de las variantes en distintas
poblaciones, mapeo gendmico de las variantes y la secuencia de referencia de

los genes.

LitVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/research/litvar2/): nos permite obtener
todos los articulos cientificos relacionados con la variante en cuestién. Todos los
articulos cientificos disponibles en esta base de datos son extraidos de forma
continua y regular (cada mes) de la base de datos Pubmed, con una ventaja que
la desmarca de Pubmed, es que lleva un motor de busqueda especializado que
recoge toda la bibliografia relacionada con la variante independientemente de la
forma por la cual se busca (transcrito, cambio proteico, rs, gene, variante, etc..).
Asi se evita la posible ambigliedad que puede causar el nombrar a una misma

variante de distintas formas.

Varsome (https://varsome.com/): es una potente herramienta bioinformatica que

incluye informacién de mas de 140 bases de datos externas y que permite la busqueda

de cualquier variante génica mediante nomenclatura HGVS de la variante sea genémica

o proteica, el nombre del gen, localizacién gendmica de la variante o mediante el

identificador rs. La informacién proporcionada para cada variante buscada es muy

completa, esta informacién abarca lo siguiente:

O

informacién general sobre la variante: incluye informacién que nos permite
clasificar la variante desde el punto de vista molecular como puede ser: posicion
del codificante con el cambio producido segin HGVS, tipo de mutacion,
transcrito de referencia, cambio proteico producido. Ademas de esta
informacién, nos proporciona otra informacién de interés tal como: identificador

rs, localizaciéon cromosémica de la variante y frecuencia de la variante.
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o Significado clinico de la variante segin ACMG: Varsome incorpora un clasificador
automadtico de las variantes segin ACMG que nos categoriza las variantes como
VP, VPP, VUS, VPB, VB. Ademas, contrasta esa informacion con la clasificacion

proporcionada por ClinVar.

o Predictores in silico: Varsome incorpora los “Pathogenecity Scores” que recopilan
todas las interpretaciones y resultados de los predictores individuales in silico y
los metapredictores que lleva incorporados en su plataforma, lo que nos permite
evaluar la variante en cuestion, de forma mas rapida y cémoda. En cuanto a los

predictores incorporados se dividen en dos grupos:

= |os predictores individuales: Incluye los que predicen el impacto de las
variantes MS sobre la proteina como: FATHMM (Functional Analysis
Through Hidden Markov Models), MutationTaster, Align-GVGD
(Alignment Grantham Variation and Grantham Deviation), PolyPhen2
(Polymorphism Phenotyping v2), SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant)

y otros mas.

=  Metapredictores: Incluye BayesDel, MetalLR (Learning Regression),
MetaRNN (Reccurent Neural Network), MetaSVM (Support Vector

Machine)y REVEL (Rare Exome Variant Ensemble Learner), entre otros.

HGMD (https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php): (Human Gene Mutation Database) es
una plataforma que recoge todas las publicaciones relacionadas con las variantes
genéticas publicadas y relacionadas con enfermedades hereditarias. La versidon
profesional de pago acumula un total de 352.731 variantes de todo tipo destacando: MS,
NS, splicing, pequefias deleciones e inserciones, pequefias ‘Indel’ y expansiones de
repeticiones. La base de datos HGMD tiene la gran ventaja de ofrecer informacién que

nos permite clasificar clinicamente los grandes RG.

Ensembl: una base de datos que nos permite tener acceso al genoma humano, nos facilita
informacién valiosa como los transcritos de referencia de cada gen (MANE SELECT
transcrito de referencia compartido entre NCBI, Gene y Ensembl), luego para cada
transcrito delimita los exones de los intrones, informa de la localizacion cromosémica de
cada exdn, da acceso a la secuencia de aa formados por cada exén, y clasifica las variantes

desde el punto de vista clinico y molecular, entre otras numerosas funciones.
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10.2. Programas predictivos o predictores in silico

Ayudan a predecir la patogenicidad de una variante, o sirven de apoyo para la interpretacion o
priorizacion de VUS, formando parte integrante de algunas bases de datos, como por ejemplo

Varsome. Se dividen en dos grupos:

- Predictores de impacto: sirven para conocer el impacto que tienen las variantes MS sobre

la proteina. A su vez se dividen en dos grupos:

o Los predictores individuales destacamos: MutationTaster, Align-GVGD,
PolyPhen?2 y SIFT entre otros. Aunque cada predictor tiene un algoritmo propio
todos se basan en mayor o menor medida en los siguientes criterios para

predecir la patogenicidad de la variante sobre la proteina resultante:

= |3 ubicacién de la variante:

e Sjlavariante MS afecta a una secuencia de ADN que codifica un
dominio funcional que es primordial para el funcionamiento de
la proteina, existe una elevada probabilidad de que esta variante

sea patogénica.

e Sjlavariante existe en un hot spot, zona de la secuencia de ADN
en la cual las mutaciones son frecuentes, existe una eleva

probabilidad de que sea patogénica.

e Sjlavariante se encuentra en el mismo coddn que otra variante
ya conocida como patogénica, la probabilidad de que esta

variante sea patogénica es alta.

= Grado de conservacion: si la mutacién estd en una zona altamente
conservada a lo largo de la evolucidn, la probabilidad de ser patoldgica

es elevada.

= El tipo de mutacién: si se trata de un SNV que da lugar a una mutacion
sindnima, la probabilidad de que la variante sea patogénica es baja (a
menos que se localice en una zona de splicing), si el SNV da lugar a un
cambio de aa con caracteristicas fisicoquimicas distintas al original la

probabilidad de patogenicidad es mas alta.
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o Metapredictores: Se desarrollaron a raiz de estudios que demostraron que el uso
de un solo predictor podria falsear la interpretacion clinica de una variante. Estos
estudios comprobaron que una misma variante ya categorizada y bien conocida
puede tener distintas interpretaciones clinicas segun el predictor individual
empleado (88), (89), y llegaron a la conclusién de que el uso de un solo predictor
para orientar la clasificacion clinica de una variante MS no seria el enfoque ideal.
De ahi, el concepto de los metapredictores que consisten en la combinacién de
varios predictores individuales, los cuales mediante el empleo de algoritmos
obtienen un score maximo y un score minimo a partir del cual, si una variante
supera el score maximo significa que esa variante tiene mas probabilidad de ser
patogénica que de ser benigna, y si la variante esta por debajo del score minimo,
la probabilidad de ser benigna es mayor. Si la variante tiene un valor entre el
score maximo y el minimo se interpretaria como VUS. Este enfoque ha
demostrado un rendimiento superior a la hora de analizar las variantes MS (88).
Existen varios metapredictores: BayesDel, MetalLR, MetaRNN, MetaSVMy REVEL
entre otros. Un estudio llevado a cabo por Tian et al (90) llegd a la conclusion de
que los metapredictores con mayor rendimiento, tras compararlos con otros tres
metapredictores, que son CADD (Combined Annotation Dependent Depletion),
MetaSVM y Eigen, fueron el REVEL y BayesDel (aunque la diferencia entre ambos
no fue significativa). En otro estudio llevado a cabo por Loannidis et al, se
compard REVEL con otros siete metapredictores (MetaSVM, MetalR, KGGSeq,
Condel, CADD, DANN) y llegé a la conclusion de que REVEL fue el metapredictor
con mayor rendimiento para distinguir las variantes que patogénicasy las que no

son cuando la frecuencia alélica de la variante es <0,5% (91).

- Predictores de impacto que tienen las variantes sobre el proceso de splicing: La alteraciéon
del splicing se ha relacionado con muchas enfermedades genéticas, por eso se han
desarrollado predictores en silico para predecir si una variante puede alterar el proceso
de splicing produciendo transcritos aberrantes. Los mas usados son GeneSplicer,
NNSplice (Neural Network Splice), MaxEntScan (Maximum Entropy Scan) y Human

Splicing Finder.

10.3. Frecuencia alélica de la poblacién control

La Frecuencia alélica es un dato valioso que se utiliza como criterio en la clasificacién clinica de

una variante. Una frecuencia alélica de <1% nos podria indicar que la variante estudiada es
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patogénica, mientras que una frecuencia alélica de >5% indicaria que la variante en cuestion es
benigna. Sin embargo, la interpretacion siempre se debe hacer con cautela, ya que se puede dar
el caso de VP que presentan frecuencias alélicas superiores al 1% en poblaciones especificas, eso
se explicaria por la presencia de la variante en un punto caliente de mutacién hot spot o un posible
efecto fundador. Toda esta informacidn se puede obtener a través de diversas bases de datos
poblacionales como dbSNP, 1000 Genomes Project o Exome Aggregation Consorcio, incluso en
algunos casos forma parte integrante de algunas bases de datos clinico-moleculares como es el

ejemplo de Varsome.

10.4. Estudios funcionales

Los estudios funcionales se pueden hacer a nivel de la proteina como a nivel del ARN. En el primer
caso, consiste en ver si la proteina ha sufrido algin cambio en un dominio funcional
imprescindible para su funcionamiento; en el segundo caso, consiste en ver el efecto de una
variante sobre el transcrito formado. Gracias a una RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa
con transcriptasa inversa o Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction), se averigua si la
variante que se estd estudiando genera un transcrito normal o aberrante y por lo tanto obtener

informacién muy valiosa para poder clasificar la variante.

10.5. Co-occurencia en cis/trans

Los términos cis o trans se refieren a la posicién de las variantes en los alelos del gen, si ambas
variantes se encuentran en el mismo alelo entonces estariamos hablando de cis, si por lo
contrario cada variante se encuentra en uno de los alelos del gen, se habla de trans. Este concepto
tiene su importancia en las enfermedades de herencia autosémica dominante, como es el caso
en la mayoria de los genes involucrados en el SCMOH, ya que, si la variante estudiada se
encuentra en trans con una variante conocida como patogénica, es muy probable que esa
variante sea benigna. Esto se explica partiendo del hecho de que los genes de SCMOH son de
herencia autosémica dominante y suponiendo que la VP o VPP estd en un alelo y la variante de
estudio en el otro (configuracidn trans), si la variante de estudio fuese patogénica, obtendriamos
una descendencia con un gen con mutacion bialélica, lo que probablemente no seria compatible
con la vida del feto. Por eso, se considera que cuando existe una mutaciéon de estudio en
configuracion trans con una patogénica, la probabilidad de que esa variante sea benigna es
elevada. Sin embargo, no siempre se cumple esa regla, ya que se han descrito casos de pacientes
portadores de mutacién bialélicas patogénicas en los genes (BRCAI1, BRCA2, BRIP1, PALB2,
RAD51C y ATM) pero que en vez de manifestar un SCMOH presentan un cuadro mas grave

conocido como la anemia de Fanconi caracterizado por fallo de médula désea y desarrollo de
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tumores solidos (92) (79), por lo cual siempre hay que interpretar ese tipo de informacién con

mucha cautela para clasificar las variantes.

10.6. Estudio de co-segregacion

El estudio de co-segregacion consiste en estudiar la presencia de una variante en los distintos
miembros de la familia (tanto los sanos como los afectados) del caso indice (primer miembro
diagnosticado del sindrome hereditario en una determinada familia). Si esa variante es detectada
en los miembros afectados, pero no en los miembros sanos, se concluye que la variante co-
segrega con la enfermedad. Dicho de otra forma, podriamos establecer una relacion entre la
variante y la enfermedad, pero no confirmar de forma sistematica que la variante es patogénica,
ya que hay que tomar en cuenta mas parametros para poder confirmar dicha patogenicidad,
como la penetrancia del gen en el sindrome hereditario estudiado o posibles casos de fenocopias

gue podrian dar lugar a falsos positivos.

11. ELABORACION DEL INFORME GENETICO

Una vez el estudio genético del caso indice hecho y la variante caracterizada se elabora el informe

genético. Dicho informe puede ser informativo o no informativo de tal forma que:

- Test informativo: indica la presencia de una VP/VPP que justifica dicha enfermedad, por
lo cual en este caso hay que someter a los familiares del caso indice (si lo desean) al test

genético. Dependiendo del resultado nos encontrariamos en el estudio familiar con:

o Verdadero positivo: familiar del caso indice portador de la misma variante que
se estd estudiando. En este caso, se le ofrecerd un asesoramiento genético y se
estudiard el riesgo de desarrollar la enfermedad y las posibles medidas de

seguimiento y de profilaxis.

o Verdadero negativo: cuando el familiar del caso indice no es portador de la
misma mutacién que se esta estudiando. En este caso se considera que ese
paciente tiene el mismo riesgo que la poblacién general para el desarrollo de la

enfermedad.

- Testnoinformativo: cuando no se detecta ninguna variante que podria justificar la clinica
del paciente caso indice, en este caso podemos distinguir dos subtipos de test no

informativos:

73



Introduccion

O

Negativo no informativo: no se ha detectado ninguna variante relacionada con la
clinica del paciente por lo cual no se puede ni confirmar ni descartar que dicha

enfermedad sea de causa genética.

Presencia de una VUS: no es informativo porque el hallazgo de una VUS no
permite justificar la situacién clinica de los pacientes. En este caso, se estudia el
riesgo de cada paciente de forma individual segun la edad, la historia familiar,
antecedentes médicos y otros factores. No se debe de dar peso a las VUS para la
toma de decisiones clinicas, ni tampoco se debe tener en cuenta la co-
segregacion de las VUS (79). No obstante, se aconseja informar las VUS de los
genes de riesgo, tal como BRCA1/2, aunque no se debe de tomar como criterio

para la toma de decisiones clinicas o estudio predictivo de los familiares (80).
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Hipdtesis y objetivos

1. IMPORTANCIA Y JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El cdncer de mama es el cancer més diagnosticado, con diferencia, en las mujeres a nivel mundial.
El cdncer de ovario afecta a menos mujeres, pero es mucho mas agresivo; de hecho, en nuestro
pais, en el 2020 la tasa de mortalidad por este cancer fue de 63,45% comparando con la del
cancer de mama, que fue de 19,17%. No obstante, se sabe que en la mayoria de los casos ambos
tipos de cancer aparecen de forma esporadica y que hasta el 10% son de causa genética
vinculados a VP/VPP en genes de herencia autosdomica dominante de alta o moderada
penetrancia; es lo que se conoce como SCMOH. En cifras, ese dato se traduciria supuestamente,
y segln nuestros calculos, en que solo en Espafia, en el afio 2020, aproximadamente 3.406 casos

de cancer de mamay 351 casos de cancer de ovario fueron debidos a una causa genética.

El SCMOH estd en mayor parte relacionado con VP/VPP germinales en los genes BRCA (93). El
abaratamiento del coste de secuenciacion, con la aparicién de NGS en los laboratorios de
genética, ha permitido analizar simultdneamente junto con los genes BRCA otros genes
involucrados en el SCMOH, destacando genes de alto riesgo para cancer de mama (TP53, PALB2
y PTEN) y otros de riesgo moderado (CHEK2, ATM, NF1 y NBN), asi como genes con alto riesgo
para cancer de ovario como CDH1 y STK11 y otros con menos riesgo, pero también importantes,
como RAD51D, genes de MMR y BRIP1 entre otros (93). Hasta la fecha actual, la NCCN incluye 20
genes clinicamente accionables para el estudio de casos indices que cumplen criterios de SCMOH.
Sin embargo, esta estrategia ha provocado un aumento considerable de las VUS detectadas en

los estudios genéticos.

2. HIPOTESIS

Teniendo en cuenta el aumento considerable de los genes estudiados en los diversos sindromes
de cancer hereditario y, consecuentemente, el alto nimero de VUS obtenidas, en este estudio se
han utilizado dos estrategias: la aplicacién de un algoritmo de priorizacion de VUS y la
reevaluacion de las VUS obtenidas inicialmente. Como resultado, se espera disminuir, de forma
considerable, el porcentaje de variantes genéticas clasificadas previamente como VUS y realizar
estudios adicionales en las VUS priorizadas, en concreto, aquellas que estén implicadas en una

posible maduracion aberrante del ARNm, con el fin de detectar posibles VP/VPP.

Por otro lado, teniendo en cuenta la correcta seleccion de pacientes realizada desde las consultas
de asesoramiento genético en cancer hereditario y la utilizacion de un panel de 20 genes
clinicamente accionables, es de esperar que el rendimiento diagndstico del SCMOH no aumente

a pesar de incrementar el nimero de genes candidatos analizados.
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3. OBJETIVOS

Objetivo principal:

El objetivo principal de esta tesis fue valorar la utilidad clinica del andlisis genético, mediante un

panel de 50 genes, en pacientes con SCMOH.
Objetivos especificos:

- Determinar el rendimiento diagndstico del andlisis mediante un panel de 20 genes
clinicamente accionables en pacientes con criterio de SCMOH.

- Evaluacién de los rendimientos diagndsticos de cada uno de los criterios de seleccién
propuestos por la SEOM.

- Contribuciéon y categorizacion molecular de las VP/VPP identificadas en genes
clinicamente accionables en pacientes con SCMOH.

- Estudio de correlacién genotipo-fenotipo en aquellas VP/VPP encontradas en los genes
clinicamente accionables.

- Reevaluaciony priorizacion de las VUS detectadas en los genes clinicamente accionables
mediante el uso de aplicaciones bioinformaticas, bases de datos, bibliografia y algoritmos
de prediccion de patogenicidad.

- Aplicacion de la técnica molecular de RT-PCR en el estudio funcional de las variantes
susceptibles de maduracion alternativa del ARN mensajero.

- Rendimiento diagndstico, clasificacion molecular y clinica de 30 genes candidatos para el

SCMOH.
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1. PACIENTES Y ESTUDIO

En el estudio observacional descriptivo, aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica

(CEIC) del HCUVA (Anexo 1), se utilizé una cohorte de 414 casos indices. Estos pacientes fueron

seleccionados, segun los criterios de la guia de la SEOM 2019 del SCMOH, en las consultas de

asesoramiento genético de cancer hereditario de los servicios de oncologia médica del Hospital

Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA) y Hospital General Universitario Morales de

Meseguer (HGUMM), entre abril del 2019 a febrero del 2021.

1.1.Seleccién de pacientes

Todos los pacientes que se les realizé el test genético para el diagndstico del SCMOH cumplieron,

por lo menos, un criterio de la Ultima guia de la SEOM 2019 descritos en la Tabla 10 (94).

Criterios independientes de Ia
historia familiar

2 0 mas familiares de primer grado
con una de estas combinaciones

Mujeres con cancer de mama y ovario sincronico o
metacrodnico.

Mujer con cancer de mama antes de los 40 afios.

Céncer de mama bilateral (el primero diagnosticado antes
de los 50 afios)

Cancer de mama TN diagnosticado antes de los 60 afios.
Diagndstico de cancer de ovario de alto grado epitelial no
mucinoso (o de las trompas de Falopio o cancer peritoneal
primario).

Ancestro con mutacion fundadora

Mutacion somatica en BRCA detectada en cualquier tipo
de tumor con una frecuencia alélica >30% (si se conoce)
Pacientes con cancer de mama HER2 negativo metastasico
y candidatos para la terapia con inhibidores de la PARP
Céncer de mama bilateral + otro cancer de mama antes de
los 60 afios

Cancer de mama <50 afios y cancer de prostata o de
pancreas < 60 afios

Céncer de mama en el varén

Céncer de mama mas cancer de ovario

Dos casos de cancer de mama diagnosticados antes de los
50 afios.

3 o mas familiares directos de la misma rama familiar con cdncer de mama (con uno como minimo
pre menopausico) y/o cancer de ovario y/o cdncer de pancreas o riesgo de Gleason de cancer de

prostata >7

Tabla 10: Criterios establecidos por la SEOM (2019) para el diagndstico genético de SCMOH (94). TN: Triple Negativo;

PARP: Poly-ADP Ribose Polymerase.

Todos los pacientes seleccionados para el estudio fueron informados del principal objetivo del

estudio y de su naturaleza, y firmaron el consentimiento informado (Anexo 2).
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1.2. Caracteristicas clinicas e inmunohistoquimicas de los pacientes

Se revisaron las historias clinicas de los pacientes seleccionados (casos indices) para obtener la

informacioén de los siguientes parametros:
- Edad
- Edad del diagnostico
- Sexo
- Tipo e histologia del cancer
- Clasificacion TNM

- Clasificacién molecular gracias a la inmunohistoquimica (en casos de diagndsticos

antiguos no se ha podido obtener este tipo de informacién)
- Otros posibles tumores (si los hay), y los casos de cancer de mama y/u ovario bilateral

En cuanto al cancer de mama bilateral, se consideré sincréonico en aquellos casos indices con
intervalo de diagndstico inferior a 3 meses, mientras que se considerd metacronico, en aquellos
casos indices con intervalo de diagndstico superior a los 6 meses (95). La clasificacién molecular

del cancer de mama se hizo en base la clasificacion de Sabadell-Mercadal et al (14).

La recogida de la informacion a partir de la historia clinica se realizd a través de los programas
informaticos de la region de Murcia SELENE ® y AGORA ®. La informacion obtenida nos permitio
efectuar el estudio de correlacién genotipo-fenotipo de las VP/VPP detectadas de cada caso

indice.

2. ANALISIS GENETICO

2.1.Secuenciacidon masiva

La secuenciaciéon masiva se llevd a cabo en cinco pasos principales: fragmentacion de ADN vy
preparacién de librerias, ligacion de adaptadores, amplificacién, secuenciacion y analisis

bioinformatico. Para ello se siguid el protocolo de trabajo elaborado por nuestro laboratorio.

Para el analisis genético por NGS se utilizo el kit Hereditary OncoKitDx ® (REF: IMG-399) de
Imegen ®, y posterior secuenciacién con la plataforma de Miseq de lllumina ® utilizando el
reactivo MiSeq ® v2 Reagent Kit 300 Cycles PE — Box 1 of 2 (REF: 15033624) y MiSeq ® v2 Reagent
Kit Box 2 of 2 (REF: 15033626). Dicho kit tiene una cobertura de 99,5% con una profundidad de
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50X e incluye el andlisis de 50 genes relacionados con el cancer hereditario: RAD51C, RAD51D,
XRCC2 (X-ray Repair Cross Complementing 2), STK11, TP53, PALB2, BRCA1, BRCA2, PTEN, CDH1,
ATM, BARD1, CHEK2, NBN, MRE11 (MRE11 homolog, double strand break repair nuclease),
RAD50, MLH1, MSH2, MSH6, EPCAM (EPithelial Cell Adhesion Molecul), PMS2, BRIP1, APC
(Adenomatous Polyposis Coli), MUTYH (MUTY DNA glycosylase), SMAD4 ( Mothers Against
Decapentaplegic homolog 4), POLD1 (DNA POLymerase Delta 1 catalytic subunit), POLE (DNA
POLymerase Epsilon, catalytic subunit), MLH3, MSH3 (MutSHomolog3), NTHL1 (NTH Like DNA
glycosylase 1), CDKN2A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A), MET (MET proto-oncogene), CDK4
(Cyclin Dependent Kinase 4), FH (Fumarate Hydratase) MEN1 (MENIN 1), RET (RET proto-
oncogene), SDHB (Succinate DeHydrogenase complex subunit B), SDHC (Succinate DeHydrogenase
complex subunit C), SDHA (Succinate DeHydrogenase complex subunit B), SDHAF2 (Succinate
DeHydrogenase complex Assembly Factor 2), VHL (Von Hippel-Lindau tumor suppressor),
ABRAXASI (BRCA1 A complex subunit), NF1, PIK3CA, RB1 (RB transcriptional corepressor 1), KIF1B
(kinesin family member 1B), MAX (Myc Associated factor X), TMEM127 (transmembrane protein
127).

A través de la plataforma de analisis bioinformatico DataGenomics ® (Imegen ®), en primer lugar,
se aplicod el filtro de la guia de la NCCN versién 3.2019, que incluye los siguientes genes
considerados como clinicamente accionables: ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK?2,
EPCAM, MILH1, MSH2, MSH6, NBN, NF1, PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C, RAD51D, STK11, TP53.

A continuacién, se aplicé el filtro de los 30 genes restantes, que incluye: APC, BMPR1A, CDK4,
CDKN2A, ABRAXAS1, FH, KIF1B, MAX, MEN1, MET, MLH3, MRE11A, MSH3, MUTYH, NTHLI,
PIK3CA, POLD1, POLE, RAD50, RB1, RET, SDHA, SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD, SMAD4, TMEM127,
VHL, XRCC2.

Ademads, la plataforma nos permitid realizar una busqueda pormenorizada para ver si las
variantes encontradas en el andlisis fueron descritas previamente y nos facilitd una clasificacion
preliminar de las variantes segun su base de datos. La clasificacion clinica final se realizé en base
a las distintas bases de datos bioinformaticas (detalladas en el apartado 10.1 de la introduccion):
ClinVar y dbSNP de NCBI, Ensembl, HGMD y Varsome, principalmente. También se realizaron
busquedas bibliogréficas en diversas plataformas como PubMed vy LitVar. Para estimar el
potencial efecto clinico de las variantes MS no descritas, se utilizo el metapredictor REVEL. Todas
las variantes se clasificaron desde el punto de vista clinico siguiendo las recomendaciones ACMG

(Tabla 9, apartado 9.2 de la introduccién).
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Las variantes génicas patogénicas de tipo SNV, se confirmaron mediante secuenciacion de Sanger,
y los RG, se confirmaron mediante MLPA (Multiplex Ligation-depent Probe Amplification) de MRC
Holland ® (siempre que exista la sonda correspondiente a la variante). En el caso de las variantes
génicas con un probable efecto de splicing alternativo, se procedidé a su confirmacién molecular
mediante RT-PCR utilizando el Kit de retrotranscripcion PrimeScript RT Reagent ® (Perfect Real

Time) de la casa comercial TAKARA Biotechnologies ®.

2.2.Secuenciacion de Sanger

Todas las VP/VPP tipo SNV obtenidas por NGS se comprobaron por secuenciacion de Sanger. A

continuacion, se detallan los pasos necesarios para llevar a cabo dicha técnica:

2.2.1 Seleccidn de la region a amplificar

Para ello se recurrio a varias bases de datos destacando principalmente NCBI Gene y Ensembl. La
primera permite obtener la secuencia completa del gen en formato FASTA incluyendo intrones y
exones. Con la segunda plataforma es posible discernir entre los exones de los intrones, y de esta
manera se facilitd la localizacion de la variante que se necesita comprobar. El Anexo 3 detalla los

transcritos de referencia (MANE Select) utilizados.

2.2.2 Disefio de los primers

El correcto disefio de los primers es un paso crucial para una buena amplificacién de la secuencia
diana, gracias al portal web Primer3plus por un lado y NCBI BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) por otro, se disefiaron los primers necesarios para comprobar las SNV patogénicas
obtenidas por NGS. Primer3plus nos facilité la secuencia de los cebadores mas adecuados,
tomando en cuenta el contenido de bases nitrogenadas de guanina y citosina, la
autocomplementariedad y la temperatura de anillamiento (Ta). A continuacién, se comprobd la
especificidad de los oligos con nuestras secuencias dianas, mediante la plataforma BLAST. De esa
forma, nos aseguramos que los primers se van a unir exactamente a las secuencias dianas que
queremos amplificar y no a otras secuencias de ADN. En el Anexo 4 se detallan los primers

utilizados para comprobar las SNV patogénicas obtenidas.

2.2.3 Amplificacion de la secuencia diana

Se llevé a cabo mediante PCR (reaccion en cadena de la polimerasa o Polymerase Chain Reaction)
de tal forma que gracias a los primers se amplificaron las secuencias dianas de cada gen. Las

condiciones de la PCR se detallan en la Tabla 11.
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PCR V (ul) Concentracion final
H,0 (GBM) Variable -
Tampon (5x) 5 1x
DNTPs (2 mM) 2,5 0,2 mM
Cl,Mg (25 mM) 1.5-2.5 2mM
Cebador F+R (10uM) 1+1 0,4 mM
Tagq (5U/ul) 0,125 0,625 U
ADN (20 ng/ul) * 2,5 50 ng

Tabla 11: Reactivos y condiciones de PCR de amplificacion. Volumen total de 25ul. * Se puso agua en vez del ADN
extraido de los pacientes como control negativo para la comprobacion de la amplificacion. GBM: Grado Biologia

Molecular (casa comercial SIGMA ®); F: forward; R: reverse

La PCR de amplificacién se llevd a cabo en una cabina de PCR de UV para evitar posibles
contaminaciones. Se utilizé el termociclador Veriti 96 well Thermal Cycler ® de Applied
Biosystems ® y el kit de amplificacién utilizado fue el GoTag ® Hot Start Polymerase de la casa
comercial Promega ®. Este kit tiene la ventaja de evitar amplificaciones inespecificas, ademas los
tampones contienen un compuesto que aumenta la densidad de las muestras y que permite que
se hundan facilmente en los pocillos del gel de agarosa para comprobar la amplificacién. El

termociclador se programé de la siguiente forma (Figura 15).

Activacién De.sna.tf.lra- Hibridacién Extensién Extension final Conservacion
lizacion
94eC 942eC
2:00 0:30
72°C 72°C
2:00 10:00
Ta
0:30 42C
oo

Figura 15: Fase de activacién de la Taqg polimerasa; 30 ciclos de desnaturalizacién de la hebra molde seguida de
hibridacion y extensidn; 1 ciclo de extension final seguido de enfriamiento de la muestra a 42C; Ta: Temperatura de

Anillamiento.
2.2.4 Comprobacion de la correcta amplificacion

Para comprobar que las amplificaciones se hicieron correctamente, se realizé una electroforesis
en gel agarosa al 2% con tampodn TBE 1X (Tris 89mM-acido bérico 839mM-EDTA 2mM) a pH 8.4 de
la casa comercial Bio-Rad ®. El revelado se hizo con el GelRed Nucleic Acid Gel Satin 10000X en

agua de Biotium ®, caracterizado por ser extremadamente sensible, estable y no téxico. Se
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cargaron 3pul del amplificado junto con 1ul de tampon de carga (compuesto por 0,25% W/V azul
de bromofenol, 0,25% W/V cianol xileno, 30% V/V de glicerol en agua) y se depositaron en el gel
en la cubeta de electroforesis. En la fuente de alimentacién se aplicd una corriente de 80V

durante 30 minutos.

La visualizacion del gel se hizo en el T: Genius de Syngene ®, que es un sistema de captacion de
imdgenes. La comprobacién de la correcta amplificacion consistid en la aparicion de bandas en el
carril de carga de las muestras, y de ninguna banda en el carril de carga del control negativo (agua)

(Figura 16).

64°C Control
negativo

Figura 16: Ejemplo de revelado de gel de agarosa.
2.2.5 Purificacion de la PCR de amplificacidn

Los amplicones se purificaron con un método enzimatico mediante el kit ExoSAP-IT PCR Product
Cleanup Reagent ® (Applied Biosystems ®). Este Ultimo estd constituido por dos enzimas:
exonucleasa | y fosfatasa alcalina, cada una con una funcién especifica. La exonucleasa | elimina
las potenciales cadenas simples de ADN de la PCR de amplificacion y los posibles restos de primers
mientras que la fosfatasa alcalina elimina los desoxinucledtidostrifosfatos (ANTP) no incorporados
(Figura 17). Para ello se afiadieron 2ul de EXOSAP a 5ul de cada producto de PCR de amplificacion;
tras la correcta mezcla se metieron las muestras en el termociclador Thermal Cycler 2720 (Applied
Biosystems ®) para llevar a cabo una incubacién a 379C durante 15 minutos, seguidos de otros

15 minutos a 80°C.
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Producto de la

PCR después de la %
— amplificacion N > N
— (IRTIRARIRUfdRl0Rd]l ADN amplificado
™ =
+ » 7 » dNTPS en exceso
- »

2ul de exosap a 5pl
de producto

37°C durante 15 min de incubacién
80°C durante 15 min para inactivacién

FHRH R ADN amplificado purificado

Figura 17: Purificacion enzimatica de la PCR de amplificacion con ExoSAP-IT PCR Product Cleanup Reagent ®. dNTPS:

dinucledtidos trifosfato.
2.2.6 Reaccidn de secuenciacion

Se utilizé el kit BigDye ® Terminator V1.1 de Applied Biosystems ®, el cual se compone de una
Taq polimerasa, dNTP y didesoxinucledtidostrifosfatos (ddNTP) ambos marcados con un

fluorocromo. Las condiciones de la reaccion se determinan en la Tabla 12.

Reaccién de secuenciaciéon Volumen (pl)
H.O GBM 1,5
Tampdn potenciador de la 1,5

secuenciacion (10x)

Big Dye 0,5
Cebador F+R (3,2 uM) 0,5
Amplicon purificado 1
Volumen total de la Mix 5

Tabla 12: Condiciones y reactivos de reaccién de secuenciacién. GBM: Grado Biologia Molecular (casa comercial SIGMA

®); F: forward; R: reverse.
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El programa que se utilizd para la reaccion de secuenciacion consta de un ciclo de
desnaturalizacion, seguido de 25 ciclos de tres temperaturas (desnaturalizacion, hibridacion y

extension), terminando a 42C indefinidamente (Figura 18).

Desnaturalizacion Hibridacion Extension Conservacion
x1 %25
962eC 962C

1:00 0:10

0:05 4eC

Figura 18: Programa empleado en la reaccion de secuenciacion.
2.2.7 Purificacion de la reaccidn de secuenciacion

Tras la reaccién de secuenciacién se eliminaron los restos de dNTPs sobrantes y las potenciales
impurezas. Para ello, se utilizaron las columnas Performa ® DTR Gel Filtration de la casa comercial
Edge Biosystems ®, las cuales tienen una excelente recuperaciéon de fragmentos de ADN
superiores a 15 pb ademads de eliminar mas de 98% de sales, primers y dNTPs, terminadores
marcados y otro tipo de impurezas no deseadas de bajo peso molecular. Para llevar a cabo la

purificacion se siguio el protocolo detallado a continuacién:

- Centrifugacién de las columnas a 3000 rpm durante 2 minutos, ya que las columnas estan

hidratadas con agua.

- Retirar el agua restante y colocar la columna en un nuevo vial de 1.5 ml.

- Afadiralos 5ul de la reaccion de secuenciacion 10l de agua GBM; el volumen final (15ul)

se deposité en el centro de la columna.

- Centrifugar de nuevo a 3000 rpm durante 2 minutos.

- Afadir 10ul de Formamida HI-DI (Applied Biosystems ®) al producto eluido para

desnaturalizar la doble hebra de ADN vy llevar a cabo la electroforesis capilar.
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- Traspasar las muestras purificadas en una placa de 96 pocillos (MicroAmpTM.Optical 96-

Well ReactionPlate ® AppliedBiosystems ®) adaptada al secuenciador.

2.2.8 Electroforesis capilar

El analisis de las secuencias dianas se hizo por electroforesis capilar automatizada con el equipo
ABI3130 formado por cuatro capilares de 50 cm rellenos con el polimero POP7 ® (Applied
Biosystems ®) que actla como matriz separadora. La electroforesis capilar se llevd a cabo en las
siguientes condiciones: tiempo de carrera 45 minutos, temperatura de 602C y el tipo de analisis

se realizd con el software Sequencing Analysis.v6 (AppliedBiosystems).

2.3. Amplificacién de sondas multiples dependiente de ligacién (MLPA)

La amplificacion de sondas multiples dependiente de ligacion (MLPA), es una técnica exclusiva de
la casa comercial MRC Holland ® que nos permitié comprobar los RG obtenidos por NGS. Es una
técnica semicuantitativa que se basa en comparar las alturas de los picos generados por las
sondas de las muestras con los picos generados por un ADN de referencia o control. Una
disminucion relativa de 0.65 respecto a la altura de los picos de referencia indica una delecion de
ADN, mientras que un aumento relativo de 1.25 respecto a la altura de los picos de referencia

indica una duplicacién del ADN.
A continuacién, se detalla el protocolo que se siguid para llevar a cabo la técnica:

- Las muestras extraidas previamente y ajustadas a un volumen de 5ul y una concentracion
de 30ng/ul, se desnaturalizaron calentandolas a 982C durante 5 minutos en el

termociclador (Thermal Cycler 2720 ®).

- Para la hibridacién de las muestras con las sondas de MLPA, previo enfriamiento de las
muestras a temperatura ambiente, se abrieron los tubos y se afiadieron a cada muestra
3ul de la Master Mix de hibridacién (1.5ul de SALSA Probemix ® + 1.5ul de MLPA Buffer
®) y se incubaron de nuevo a 952C durante 1 minuto seguido de 16 horas a 602C de

hibridaciéon en el termociclador Veriti 96 well Thermal Cycler ®.

- La ligacién de las sondas se hizo con las muestras aun dentro del termociclador, de tal
forma que se bajo la temperatura del termociclador a 542Cy se afiadieron a cada muestra
32ul de la Master Mix Ligase 65 (3ul de LIGASE Buffer A ® + 3ul de LIGASE Buffer B® +

25ul de agua ultra pura + 1ul de Ligase-65 ®) y se incubaron a 542C durante 15 minutos.
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Se desactivé la ligasa calentando las muestras a 982C durante 5 minutos y luego se

enfriaron las muestras a temperatura ambiente.

Para amplificar las muestras se afiadieron a temperatura ambiente y a cada muestra 10l
de la Master Mix de polimerasa (7.5ul de agua ultra pura + 2ul de PCR Primer Mix ® +
0.5ul de Salsa polymerase ®). La PCR de amplificacion se hizo en las siguientes
condiciones: 35 ciclos de amplificacion de tal forma que cada ciclo fueron 30 segundos a
959C para desnaturalizacidn, 30 segundos a 602C para hibridacion, 1 minuto a 729C para
la elongacidn seguidos de una incubacion final de 20 minutos a 729C y enfriamiento a

159C (Figura 19).

Desnaturalizacion Hibridacion Extension Incubacién Enfriamiento
x1 x 35 x1 x1
962C g952C
1:00  0:35
602C 72°C
. 4:00 20:00
\  e0c / 15°C
0:30 =

Figura 19: Condiciones de reaccién de amplificacion MLPA

Se separaron los fragmentos mediante electroforesis capilar en ABI3130 con las
siguientes condiciones: se afiadieron a 0.7ul del producto de amplificacion a 9.2ul de
mezcla formada por 9ul de Formamida HI-DI (Applied Biosystems ®) y 0.2ul de marcador
de peso molecular (GeneScan ® 500 LIZ suministrado por Applied Biosystems ®), se
incubaron las muestras durante 3 minutos a 862C y se enfriaron rapidamente durante 2
minutos en el frigo a 42C. Directamente después se cargaron las muestras en la placa de
96 pocillos (MicroAmpTM.Optical 96-Well ReactionPlate ® AppliedBiosystems ®)
adaptada al secuenciador de electroforesis ABI3130, con las siguientes condiciones
electroforéticas: 60 minutos de carrera a 602C de temperatura. El método de andlisis fue

MLPA.

Se transmitieron los resultados de la electroforesis al software COFFALYSER ®
suministrado por la casa comercial MRC Holland ® y se obtuvieron las gréficas de
proporciones de MLPA. En el Anexo 5 se detallan las sondas utilizadas para el estudio de

los RG obtenidos v la ficha técnica.
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2.4.Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR)

La RT-PCR permite obtener el ADN complementario (ADNc) a partir de ARN mensajero, con el fin
de detectar variantes susceptibles de splicing alternativo en las secuencias transcritas. Se llevo a

cabo en varios pasos que se pueden resumir de la siguiente forma (Figura 20).

—

Extraccion y
purificaciéon de ARN
o ARG
l RT-PCR

rone IDDAPDA

|

PCR de amplificacién

Comprobacién en gel

/ de agarosa

M\M\r \

Secuenciacion Sanger

Analisis de fragmentos
por electroforesis capilar RT-PCR/Sanger

RT-PCR/EC

Figura 20: Proceso resumido de RT-PCR para el estudio de variantes de splicing alternativo. Se extrajo el ARN, se purificd
y luego se hizo la RT-PCR. Se amplificé el ADN complementario (ADNc) obtenido en las regiones de interés y tras
comprobacién en gel de agarosa de la correcta amplificacion se procedié al anélisis de fragmentos por electroforesis

capilar y/o secuenciacion de Sanger para caracterizar los eventos de splicing con relevancia clinica en el gen estudiado.
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2.4.1 Extraccidn y purificacion del ARN

La extraccion del ARN se hizo con el kit PAXgene Blood RNA Kit V 2 ® (REF: 762174) de Qiagen ®.
Se extrajeron 2.5 ml de sangre en tubos de PAXgene Blood RNA ® para garantizar la conservacion
y estabilidad de la muestra. A continuacidon, se incubd la muestra a temperatura ambiente
durante 2 horas para garantizar la lisis completa de las células y la liberacién del ARN al exterior
de las células y posteriormente, proceder a la extraccion automatizada del ARN gracias al equipo
QlAcube ® de Werfen ® . Para ello, se utilizd el reactivo PAXgene Blood RNA Kit V 2 ®
(REF:762174) de Qiagen ® y se procedid a la extraccién automatizada del ARN siguiendo el
protocolo establecido por el fabricante. La cuantificacion de la concentracion y pureza de ARN

extraido se hizo gracias al sistema NanoDrop 1000 system ® de Thermo Scientific ®.

2.4.2 Obtencion de ADNc: RT-PCR

El ADNc de la secuencia diana se obtuvo por reaccién de retrotranscripcién empleando el kit
PrimeScript RT Reagent ® (Perfect Real Time) de la casa comercial TAKARA Biotechnologies ®
(CAT: RRO37A). La RT-PCR se llevd a cabo en el termociclador Veriti 96 well Thermal Cycler ®,
mediante la seleccién del programa RT-PCR que consiste en una extensién a 372C durante 15
minutos seguida de una inactivacion de la retrotranscriptasa a 852C durante 5 segundos. En

cuanto a las condiciones de la reaccién fueron las siguientes (Tabla 13).

Reactivos
Buffer 5X PrimeScript
Random 6 mers (100uM)
PrimeScript RT Enzyme Mix |
ARN
H20 (GBM)
Volumen total 40

*| *|N|D|0|E

Tabla 13: Mezcla de la reaccion RT-PCR con un volumen final 20ul. *El volumen dependid de la concentracién del ARN
de partida de la muestra, de tal forma que hubo que afiadir el volumen necesario para llegar a una cantidad equivalente
de 1.000ng de ARN, la concentracidn inicial de nuestra muestra fue de 67ng/ul por lo cual el volumen necesario para
obtener una cantidad necesaria de 1.000ng fue de 15ul y se afiadieron 11ul de H20 GBM. GBM: Grado Biologia
Molecular (casa comercial SIGMA ®).

2.4.3 Amplificacion del ADNc y comprobacion en gel de agarosa

La secuencia diana del ADNc se amplificé siguiendo las mismas condiciones que el apartado 2.2.3.

Para la comprobacion del amplificado en gel de agarosa se realizé lo siguiente:

- Secargaron 4pul del ADNcy 2ul de tampdn de carga.

92



Metodologia

- Se agregd un marcador de peso molecular de referencia (BenchTop 100 bp DNA Ladder

® de la casa comercial Promega ®).

- Electroforesis de 90V durante 60 minutos.

2.4.4 Andlisis de fragmentos

La secuencia diana del ADNc se amplificé en las mismas condiciones que el apartado 2.2.3, pero
con una ligera modificacion, ya que el primer Forward estuvo marcado con un fluorocromo (FAM).
En la Tabla 14 se detallan el transcrito utilizado para estudiar la variante ¢.375+2T>C del intrén 4-
5 del gen TP53 que se detectd en la muestra estudiada, asi como los primers empleados para

amplificar la secuencia diana.

Gen Variante Ta Descripcion Secuencia primer
génica Primer
S5F[6FAM]JACAACGTTCTGTCCCCCTTG-
TP53 €37542T>C o0 TP53-3F 3F
(NM_000546.6)
TP53-6R 5R-TCGACATAGTGTGGTGGTGC-3R

Tabla 14: Secuencias de primers y transcrito empleado para la amplificacion de la secuencia diana. Incluye en este caso
exoén3 (intron4) para el forward y exdn6 para el reverse. El primer forward va unido con fluorocromo FAM excepto en

la reaccion de secuenciacion en la cual el primer forward no se une al fluorocromo.

El andlisis de fragmentos se llevd a cabo con el secuenciador ABI3130 con las siguientes
condiciones de trabajo: se afiadieron 5ul del producto amplificado y una mezcla de 30ul de
Formamida HI-DI (Applied Biosystems ®) mas 0.5ul de marcador de peso molecular (GeneScan ®
500 LIZ suministrado por Applied Biosystems ®) en una placa de 96 pocillos (MicroAmpTM.Optical
96-Well ReactionPlate ® AppliedBiosystems ®) adaptada al secuenciador ABI3130. A
continuacion, se incubd la placa a 862C durante 3 minutos en termociclador Veriti 96 well Thermal
Cycler ® con la finalidad de desnaturalizar la muestra. Finalmente se introdujo la placa en el
secuenciador con las siguientes condiciones electroforéticas: 60 minutos de carrera a 602C de
temperatura, el método de andlisis fue MLPA. Los resultados obtenidos se analizaron con el
software Gene Mapper v 4.0 ® facilitado por Applied Biosystems ®. La Figura 21 muestra un

ejemplo de electroferograma de analisis de fragmentos.
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Figura 21: Electroferograma de analisis de fragmentos. Eje de abscisas representa el tamafio de los fragmentos en

nucledtidos y el eje de ordenada, la intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias.
2.4.5 Secuenciacion de Sanger

La Secuenciacién de Sanger se hizo siguiendo el mismo protocolo que el apartado 2.2 de
metodologia, usando el primer Forward disefiado para el estudio de splicing pero sin que

estuviera marcado con fluorocromo (Tabla 14).

Los resultados de analisis de fragmentos y los de la secuenciacién de Sanger se interpretaron
conjuntamente para el estudio de las variantes genéticas con posible splicing alternativo

aberrante.

3. ANALISIS DE LAS VARIANTES GENICAS

Las variantes génicas obtenidas se clasificaron desde el punto de vista molecular y clinico.

3.1. Analisis molecular

Para llevar a cabo el andlisis molecular de cada variante obtenida, en primer lugar se recogié toda
la informacién necesaria proporcionada por la plataforma de andlisis bioinformatico
Datagenomics ® de Imegen ®, destacando: tipo de mutacion, posicién del codificante segln
HGVS (c.HGVS) con el cambio producido, cambio producido en la proteina segin nomenclatura
HGVS (p.HGVS), transcrito de referencia, exdn donde se encontrd la variante, y nimero de
identificacion rs de la variante (en caso de disponibilidad). A continuacion, dicha informacion se

comprobd con varias bases de datos destacando Varsome, ClinVar, Ensembl, dbSNP, entre otras.
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3.2. Analisis clinico

El andlisis clinico se hizo gracias a la clasificacion de la ACMG (Apartado 9.2 de la introduccion),

como medidas de apoyo se recurrié a bases de datos como ClinVar y HGMD, entre otras.

3.3.Priorizacién de las VUS detectadas en el estudio

La priorizaciéon de las VUS es un proceso importante para poder llevar un estrecho control de
aquellas VUS mas susceptibles de convertirse en VP/VPP con las consecuencias que conlleva dicho

cambio.

Para la elaboracion del algoritmo de priorizacién de VUS detectadas en la tesis presente, se
cogieron como base algunos criterios utilizados por Bonache et al (85) (Figura 22). Este algoritmo
se aplico a las variantes VUS detectadas en los genes con accionabilidad clinica demostrada para
SCMOH: ATM, BARD1, BRCA1, BRCAZ2, BRIP1, CDH1, CHEK2, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, NBN,
NF1, PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C, RAD51D, STK11, TP53. Se clasificaron como VUS priorizada

aquellas variantes que cumplan al menos uno de estos criterios:

- Variantes localizadas a (+ 10 pb) del borde exén-intrén que, ademas en los predictores in
silico de splicing (GeneSplicer, NNSplice, MaxEntScan, Human Splicing Finder) y |la base de

datos Varsome predicen la formacion de un transcrito aberrante.

- Variantes tipo MS con un metascore de REVEL>0.7 con una sensibilidad de 0.5786 y
especificidad de 0.9556 (86).

o El metapredictor REVEL, se basa en la combinacion de 13 predictores
individuales: MutPred, FATHMM versién 2.3, VEST 3.0, PolyPhen-2, SIFT,
PROVEAN, MutationAssessor, MutationTaster, LRT, GERP++, SiPhy, phyloP vy

phastCons.

- Variantes potencialmente deletéreas segun la bibliografia publicada en LitVar, Varsome

Pubmed y HGMD.
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Variante génica en un gen de
accionabilidad clinica

Criterios de clasificacion
segun la ACMG

VP VPP VUS VPB VB

Hallada en genes accionables seleccionados
mas uno de los siguientes criterios:

* Variante intrénica (£10 pb) y exénica con posibilidad de
afectar al splicing segun predicciones in silico.

= Variante exonica con una puntuacién > 0.7 en REVEL.
* Variante con elevada probabilidad de ser deletérea segun

bibliografia disponible.

Si NO

[ VUS priorizada ] [ VUS no priorizada ]

Figura 22: Algoritmo utilizado para priorizar las VUS en las variantes que se encuentran en genes cuya accionabilidad

clinica ha sido demostrada. Tomado de Rosado-Jiménez et al (86).

4. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizé utilizando el software SPSS v.28 y las condiciones de aplicacion del

tratamiento estadistico se verificaron antes de la realizacidon del mismo.

- Para el analisis descriptivo de las variables cuantitativas se utilizaron medidas de
tendencia central y de dispersion. En cuanto a las variables cualitativas se representaron

en forma de tabla incluyendo las frecuencias relativas y absolutas.

- Para comprobar las posibles diferencias estadisticas de edad media entre casos indices
portadores de VP/VPP y no portadores de VP/VPP se hizo un test T de Student de

variantes independientes.

- Parallevar a cabo el contraste de hipdtesis para las variables cualitativas se utilizé el test
exacto de Fisher y el test de Chi cuadrado en funcién del nimero de casos, (el primero

cuando el numero de frecuencias esperadas es inferior a 5 y el segundo cuando es
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superior a 5). Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor de “p”

asociado a la prueba estadistica de contraste fue menor de 0.05.
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Resultados

1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

El estudio se llevd a cabo partiendo de una cohorte de 414 casos indices que cumplian
estrictamente al menos uno de los criterios de seleccién de la SEOM 2019 para el SCMOH. El 62%
de los casos indices procedian del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA) y
el 38% del Hospital General Universitario Morales Meseguer (HGUMM). La edad media de la
cohorte estudiada fue de 47,4 + 12,6 afios mientras que la mediana fue de 46 afios y el rango de
edad fue comprendido entre 22 y 85 afios. En cuanto a los casos indices con cancer de mama la
edad media fue 44,7 afios mientras que la mediana fue de 44 afios, para los casos indices con
cancer de ovario la edad media fue 59,5 afios mientras que la mediana fue de 59 afios. En cuanto
a los casos indices varones con cancer de mama la edad media fue de 55,8 afios, mientras que la
mediana fue de 60 afios, y aquellos con cancer de prostata, la edad media fue de 59,3 afios

mientras que la mediana fue de 57 afios.

De los 414 casos el 76,81% tenian cancer de mama (318/414), 18,84% cancer de ovario (78/414),
1,21% céancer de mama y ovario (5/414), 1,45% cancer de préstata (6/414), 1,21% céancer de
mama en varon (5/414) y 0,48% cancer de pancreas (2/414). De 414 casos indices 63 resultaron
portadores de al menos una VP/VPP en alguno de los 20 genes accionables indicados en la guia
clinica NCNN version 3.2019. De ellos, un 44,45% (28/63) fueron diagnosticados de cancer de
mama unilateral, 20,63% (13/63) de cancer de mama bilateral, 17,46% (11/63) de cancer de
ovario unilateral, 11,11% (7/63) de cancer de ovario bilateral, 3,17% (2/63) de cancer de mamay
ovario, 1,59% (1/63) de céncer de préstata y finalmente 1,59% (1/63) fue un hombre

diagnosticado de cancer de mama (Figura 23).
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CMV1,59% CP1,59%
CM+CO 3,17%

COb 11,11%

CM 44,45%

C0 17,46%

CMb 20,63%

Figura 23: Distribucién (%) de los distintos tipos de canceres en los 63 casos indices en donde se ha identificado una
alteracion genética (VP/VPP) en la cohorte seleccionada. CO: Cancer de Ovario; COb: Cancer de Ovario Bilateral; CM:
Cancer de Mama; CMb: Cancer de Mama Bilateral; CM+CO: Cancer de Mama + Cancer de Ovario; CMV: Cancer de

Mama en Varon; CP: Cancer de Préstata.

De los canceres de mama el tipo histologico mas detectado fue el ductal (47/57; 82,46%), seguido
del lobulillar (2/57; 3,51%) (Figura 24). En cuanto a la caracterizacién molecular del cancer de
mama, el tipo LB fue el mayoritario (22/57; 38,60%) seguido del TN (15/57; 26,31%) y del LA
(8/57; 14,04%) (Figura 25).

Otros** 5,26% \Lobulillar3,51%

No Disponible
8,77%

Ductal 82,46%

Figura 24: Distribucidn histoldgica de los 57 canceres de mama* en la muestra de estudio con diagndstico molecular
(VP/VPP). No disponible: 5 pacientes cuya informacién sobre histologia de cancer de mama no estuvo disponible en las
bases de datos de Selene ® y Agora ®. *El valor total de 57 canceres de mama se obtuvo considerando cada cédncer de
mama bilateral como dos canceres de mama unilaterales, al cual se sumo el cancer de mama en varon, el cancer de
mama en los dos pacientes diagnosticados de cancer de mama y ovario y la totalidad de los cdnceres de mama
unilaterales. Otros**: engloba un carcinoma medular de mama, un carcinosarcoma de mama, un multifocal

(lobulillar+ductal).
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HER+5,26%

Luminal A 14,04%

Luminal B 38,60%

No disponible
15,79%

Triple negativo
26,31%

Figura 25: Distribucidon (%) de la clasificacion molecular de los 57 canceres de mama en la muestra de estudio con
diagndstico molecular (VP/VPP). No disponible: 9 pacientes cuya informacion sobre clasificacion molecular de cancer

de mama no estuvo disponible en las bases de datos de Selene ® y Agora ®.
Histolégicamente el cancer de ovario predominante fue el cancer de ovario seroso de alto grado

(23/27; 85,18%) (Figura 26).

Células claras
7,41%

Endometroide
7,41%

Seroso 85,18%

Figura 26: Distribucion histoldgicas de los 27 cdnceres de ovario* en la muestra de estudio con diagndstico molecular
(VP/VPP). *El valor total de los 27 canceres de ovario se obtuvo considerando cada céancer de ovario bilateral como dos
canceres de ovario unilaterales al cual, se sumé el céncer de ovario en los dos pacientes diagnosticados de cancer de

mama y ovario y la totalidad de los canceres de ovario unilaterales.
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2. RENDIMIENTO DIAGNOSTICO DEL PANEL DE 20 GENES INDICADOS EN LA
NCCN

De los 414 casos indices seleccionados, se estudiaron molecular y clinicamente los 20 genes
accionables incluidos en la guia NCCN (versién3.2019) y se pudo detectar un total de 65 VP/VPP
en 63 casos indices, dos de ellos fueron portadores de dos VP/VPP, obteniéndose un rendimiento

global de diagndstico del 15,22% (63/414).

3. EVALUACION DEL RENDIMIENTO DIAGNOSTICO DE LOS CRITERIOS DE LA
SEOM 2019

Todos los casos indices seleccionados cumplieron al menos uno de los criterios de la SEOM 2019
(Tabla 10 apartado 1.1 de metodologia). Sin embargo, cabe destacar que la mayoria de los casos
indices cumplieron mas de un criterio llegando, a veces, a cumplir hasta cuatro criterios a la vez.

Estos criterios se resumen en 3 grupos:
- Criterios individuales independientes de la historia familiar.
- Criterios familiares dependientes de familiares de ler grado (padre, hijos, hermanos).

- Criterios familiares dependientes de familiares de segundo y tercer grado (primos,

abuelos, nietos) de una misma rama familiar.

En la Figura 27 se detalla el flujo de trabajo que se siguid para desglosar los criterios de seleccion
de la SEOM 2019 (Figura 27A) asi que el rendimiento diagndstico de cada uno de los grupos de

criterios de seleccién (Figura 27B).
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414 Cl estudiados que
cumplieron los criterios de la
SEOM 2019

A

éCumple 1 solo
criterio de seleccion?

© vV O

C1:139 Q- 275

Tipo de criterio de
seleccion

V

Independientes de la cl: 2 o mas familiares de

historia familiar 176 primer grado con una de
A esas combinaciones
? awsco (s, m) 2 CMb + CM < 60 afios
CM <40 afios 67 CM< 50 afios + C.Pro
1 C.Pan < 60 afios
CMb, primero dx < 50
afios agom
CM TN < 60 afios 34 CM+CO
CO EAG NM 60 2 CM < 50 afios

3 o mas familiares directos de la misma

rama familiar con CM (1 minimo <50 Cl:
afios) yfo CO y/fo C.Pan yfo C.Pr 60
(Gleason>7)

8e

15

Numero de casos indices

200
180
160
140
120
100

60
20

Rendimientos diagndsticos (%) de los grupos de
criterios de seleccion de la SEOM 2019

176
60
14,77% 30 12,82% 11,67%
(26) (5) . )
| | | | —

Criterio familiar
(familiares de
segundo y tercer
grado de la misma
rama familiar)

Criterio familiar
(familiares de ler
grado)

Criterio individual

Figura 27: Flujo de trabajo y rendimiento de los grupos de los criterios de selecciéon de la SEOM 2019. Cl: Caso indice; CM: Cancer de Mama; CO: Cancer de Ovario; S: sincrénico; M:

metacronico; CMb: Cancer de Mama bilateral; Dx: diagnosticado; TN: Triple Negativo; CO EAG NM: Cancer de Ovario Epitelial de Alto Grado No Mucinoso; C.Pr: Cancer de Proéstata; C.Pan:

Céncer de Pancreas * Cancer de mama premenopadusico: cancer de mama diagnosticado <50 afios.
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Se seleccionaron aquellos casos indices que Unicamente cumplieron un criterio de seleccién de
la SEOM vy, de esta forma, obtener el rendimiento diagndstico de cada grupo de criterio. El grupo
de criterio con mayor rendimiento diagndstico fue el grupo de criterios individuales
independientes de la historia familiar (26VP-VPP/176; 14,77%), seguido del grupo de criterios
familiares dependientes de familiares de primer grado, y el grupo de criterio con el rendimiento
diagndstico mas bajo fue el grupo de criterios dependientes de familiares de segundo y tercer
grado de la misma rama familiar (7VP-VPP/60; 11,67%). Ademas, se evaluaron uno por uno, todos
los criterios que forman los 3 grupos de criterios de la SEOM 2019. En este sentido, cabe destacar
gue los casos indices con cancer de mama y ovario sincréonico o metacronico fueron los pacientes
con mayor rendimiento diagndstico (2VP-VPP/4; 50%). El segundo criterio con mayor
rendimiento diagndstico se atribuyo a los casos indices con un familiar de primer grado (o mas)
con un cancer de mama bilateral mdas otro cancer de mama antes de 60 afios (2VP-VPP/8; 25%)
y aquellos casos indices con un familiar de primer grado vardn diagnosticado de cancer de mama
(1VP-VPP/4; 25%). El tercer criterio con mayor rendimiento diagnostico fue el de los pacientes
con cancer de ovario (14VP-VPP/60; 23,33%). Los casos indices con un cancer de mama
diagnosticados <50 afios y un familiar de 1er grado con cancer de mama diagnosticados <50 afios
tuvieron un rendimiento diagnéstico de 12,5% (1VP-VPP/8). En los criterios de seleccion
individuales especificos del cdncer de mama, el rendimiento diagndstico de los pacientes con
cancer de mama <40 afios fue de 10,45% (7VP-VPP/ 67), mientras que con un rendimiento un
poco mas bajo, se situaron aquellos casos indices con cancer de mama bilateral el primero
diagnosticado <50 afios (1VP-VPP/11; 9,09%). Por ultimo, el rendimiento mas bajo para esta
subcategoria se halld en aquellos casos indices con cancer de mama TN con < 60 afios (2VP-
VPP/34; 5,88%). Por otro lado, la presencia de un cancer de mama y cancer de ovario en dos
familiares de primer grado supuso un rendimiento diagndstico del 6,67% (1VP-VPP/15), mientras
que la presencia de, por lo menos, un cancer de mama premenopausico (<50 afios) y/o cancer
de ovario y/o céncer prostata (Gleason>7) y/o cancer de pancreas en el caso indice y 2 familiares
de segundo y tercer grado de la misma rama familiar, implicé un rendimiento diagndstico del
11,67% (7VP-VPP/60). No se detectd ninguna VP/VPP en casos indices con familiares de primer
grado con cancer de mama <50 afios y cancer de pancreas o préstata <60 afios. Se descartaron
los siguientes criterios individuales: mutacion somatica en BRCA frecuencia alélica >30%; cancer
de mama HER2- metastdsico y PARP+; ancestro con mutacion fundadora, puesto que no hubo
ningun caso indice que cumplié uno de estos tres criterios. En la Figura 28 se detallan las tasas de

deteccion de cada uno de los criterios de la SEOM 2019.
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Figura 28: Tasa de deteccidn (%) de cada uno de los criterios que forman los 3 grupos de criterios de seleccidn de la SEOM 2019. CM: Céncer de Mama; CMb: Cancer de Mama Bilateral; TN: Triple Negativo;

CO: Cancer de Ovario, C Pan: Cancer de Pancreas; CP: Cancer de Préstata; s: sincrénico; m: metacronico; C.F: Criterios Familiares. NUmero entre paréntesis corresponde a los casos indices que cumplen

criterio y que son portadores de VP/VPP.
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4. CONTRIBUCION Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE LAS VP/VPP
DETECTADAS EN LOS GENES CLINICAMENTE ACCIONABLES EN PACIENTES
CON SCMOH

4.1. Contribucion de las VP/VPP identificadas en los genes clinicamente en pacientes con

SCMOH

Se hallaron 49 VP/VPP distintas, de las cuales 11 fueron diagnosticadas en mas de un caso indice.
Asi que, de los 414 casos indices seleccionados, 63 fueron portadores de VP/VPP, de los cuales
dos fueron portadores de dos VP/VPP (BRCA1y BRCA2 en uno de ellos, y ATM y CHEK2 en el otro),
por lo cual en total, se detectaron 65 VP/VPP. Los genes BRCAI/2 sumaron mas de la mitad de las
VP/VPP, concretamente 37 (18 VP/VPP en BRCA1y 19 VP/VPP en BRCA2), lo que equivale a casi
el 56,92% (37/65) del total de las VP/VPP detectadas, obteniéndose un rendimiento global de casi
el 9% (37/414). En cuanto a los genes no BRCA, se detectaron 28 VP/VPP en los siguientes genes:
ATM (10), CHEK2 (7), BRIP1 (2), NF1 (1), PMS2 (1), RAD51C (1), PALB2 (1), RAD51D (3) y TP53 (2).
La Figura 29 detalla el rendimiento (%) de cada gen detectado en el panel de 20 genes de la

cohorte estudiada.

RAD51C1,54%  PALB21,54%  NF11,54%
PMS2 1,54% \ |

BRIPL308%
TP53 3,08%
RAD51D 4,6%

BRCA2 29,2%

CHEK2 10,8%

ATM 15,38%

BRCA1 27,7%

Figura 29: Rendimiento diagnostico (%) de cada uno de los 20 genes de la NCCN versidn 3.2019 estudiados en la

muestra.
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4.2. Caracterizacion de las VP/VPP detectadas en los genes clinicamente accionables en

pacientes con SCMOH

Las variantes de tipo FS fueron las mas detectadas con un total de 29/65 (44,62%). Las variantes
de tipo IF fueron las minoritarias ya que se detectd solo una en el gen ATM. En cuanto a los RG,
se detectaron en total tres RG patogénicos: dos en el gen BRCAI (una delecion del exén 19y otra
delecién de los exones 16 al 23) y uno en el gen PALB2 (delecion de exones 7-11). La Figura 30

detalla los diferentes tipos de VP/VPP encontradas en el estudio.

RG 4,62% IF 1,544%

SP12,31%

FS 44,61%

NS 13.85%

MS 23.08%

Figura 30: Distribucion (%) de los diferentes tipos de VP/VPP detectadas en el estudio. FS: Frameshift; MS: Missense;

NS: Nonsense; SP: Splicing; RG: Reordenamiento Génico; IF: Inframe.

En la Tabla 15 se detalla para cada VP/VPP: el cambio de proteina generado, el exdn donde se
sitUa la variante o el intréon (en caso de variantes de tipo splicing), el tipo de mutacién producida,
criterios empleados para clasificacién clinica de las variantes segin la ACMG y clasificacién clinica

de ClinVar y HGMD.
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el Clasificacion
Gen VP/VPP detectadas Proteina . Exén/intréon RefSNP Criterios ACMG ClinVar /
mutacion
HGMD + ID
¢.70_73dup p.(Pro25LeufsTer17) FS Ex2 rs397509310 PVS1, PP5, PM2 VP*** /P
- Cl994465
c.181T>G * p.(Cys61Gly) MS Ex4 (5) rs28897672 PP5, PS3, PM5, PP3, PM1, VP*** /\p
PM?2 CM940172
c.211A>G * 2(2) p.(Phe46_Arg71del) MS Ex4 (5) rs80357382 PP3, PP5, PM5, PM1, PM2 VP*** /\p
p.(Cys64Ter) CM994455
c.212+1G>A1(2) p.(Phe46_Arg71del) SP In4-5 (5-6) rs80358042 PP3, PP5, PM5, PM1, PM2 VP*** /P
p.(Cysb4Ter) CS951355
c.798_799del * p.(Ser267LysfsTer19) FS Ex10 (11) rs80357724 PVS1, PM1, PM2, PP3, PP5 VP*** /P
CD951604
c.835del (2) p.(Hys279MetfsTer19) FS Ex10 (11) rs80357523 PVS1, PM1, PM2, PP5 VP*** /\p
CD109554
c.1016dup * p.(Val340GlyfsTero6) FS Ex10 (11) rs80357569 PVS1, PP5, PM2 VP*** /\/p
Cl941840
c.1651_1652ins p.(Ser551ThrfsTer4) FS Ex10 (11) rs886039961 PVS1, PP5, PM2 VP*** /\yp
Cl1828526
BRCA1 c.3583del p.(His1195llefsTer15) FS Ex10 (11) rs273900710 PVS1, PM1, PM2 VP*** /\/p
Cl1828526
c.3756_3759del p.(Ser1253ArgfsTer10) FS Ex10 (11) rs80357868 PVS1, PP5, PM2 VP*** /\/p
CD941618
c.4357+1del 1 p.(Arg1397TyrfsTer2) SP In12-13 (13- rs397509165 PVS1, PP5, PM2 VP / VP
p.(Ala1453GInfsTer3) 14) CD057385
c.(4675+1_4676- - RG Ex15-22 (16- - - ND / VP
1) _(5467+1_5468-1)del 23) CG0910161
Ex16-23del
c.5123C>A* @ p.(Asp1692Gly, MS Ex17 (18) rs28897696 PM1, PM5, PM2, PP3 VP*** /\/p
Ala1693 Trp1718del) CM950153
p.(Ala1708Glu)
c.(5152+1 5153- - RG Ex18 (19) - - ND / VP
1) (5193+1_5194-1)del €G094320
ex19del
c.5324T>G p.(Met1775Arg) MS Ex20 (21) rs41293463 PM1, PM2, PP3, PP5, PM5, VP*** /\/p
BP1 CM950157
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Resultados

e et Clasificacion
Gen VP/VPP detectadas Proteina . Exén/intréon RefSNP Criterios ACMG ClinVar /
mutacion
HGMD + ID
c.658_659del p.(Val220llefsTer4) FS Ex8 rs80359604 PVS1, PP5, PM2 VP*** /P
CD984134
c.1310_1313del * p.(Lys437llefsTer22) FS Ex10 rs80359277 PVS1, PP5, PM2 VP*** /\/p
CD972071
c.1608dup p.(Glu537Ter) NS Ex10 rs276174811 PVS1, PP5, PM2 VP*** /\/p
Cl086614
c.2701del (2) p.(Ala902LeufsTer2) FS Ex11 rs397507637 PVS1, PP5, PM2 VP*** /P
CD087314
c.3847_3848del p.(Val1283LysfsTer2) FS Ex11 rs80359405 PVS1, PP5, PM2 VP*** /P
CD961852
c.4631dup p.(Asn1544LysfsTer4) FS Ex11 rs80359460 PVS1, PP5, PM2 VP*** /P
Cl076939
c.4936_4939del p.(Glu1646GInfsTer23) FS Ex11 rs80359473 PVS1, PP5, PM2 VP*** /\/p
BRCA2

CD043795
¢.5073dup (2) p.(Trp1692MetfsTer3) FS Ex11 rs80359479 PVS1, PP5, PM2 VP*** /\/p
Cl011228
c.6486_6489del p.(Lys2162AsnfsTer5) FS Ex11 rs80359598 PVS1, PP5, PM2 VP*** /\/p
CD982506
c.7007G>A 2 p.(Arg2336His) MS Ex13 rs28897743 PP5, PS3, PM5, PP3, PM2 VP*** /\p
p.(Gly2313AlafsTer40) CMO053138
c.7234_7235insG * p.(Thr2412SerfsTer2) FS Ex14 rs397507906 PVS1, PP5, PM2 VP*** /\p
Cl122532
€.9026_9030del * (2) p.(Tyr3009SerfsTer7) FS Ex23 rs80359741 PVS1, PP5, PM2 VP*** /\/p
CD961862

c.9117G>A 2 (4) p.(Pro3039Pro) MS Ex23 rs28897756 PP5, PP3, PM2 VP / VP
p.(Val2985GlyfsTer4) CM156808

c.3402+3A>C p.(Arg1095SerfsTer22) SP In23-24 rs786203688 PP3, PM2, PP5 VUS-VPP / VP

(CS228098

ATM c.3576G>A 2 p.(Lys1192Lys) MS Ex24 rs587776551 PS3, PP5, PP3, PM2 VP / VP
p.(Ser1135 Lys1192del) CS961477

c.3802del p.(Val1268Ter) NS Ex26 rs587779834 PVS1, PP5, PM2 VP / VP
CD961800
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Tipo de Clasificacion
Gen VP/VPP detectadas Proteina . Exén/intréon RefSNP Criterios ACMG ClinVar /
mutacion
HGMD + ID
c.4396C>T p.(Argl466Ter) NS Ex29 rs730881369 PVS1, PP5, PM2 VP / VP
CM990210
c.5188C>T p.(Arg1730ter) NS Ex35 rs764389018 PVS1, PP5, PM2 VP-VPP / VP
ATM CM990211
€.7638_7646del p.(Arg2547_Ser2549del) IF Ex52 rs587776547 PS3, PM4, PM2 VP-VPP / VP
CD961812
c.8251_8254del (4) * p.(Thr2751SerfsTer54) FS Ex56 rs786202120 PVS1, PP5, PM2 VP / VP
CD121260
€.349A>G (2) p.(Argl17Gly) MS Ex3 rs28909982 PP5, PS3, PP3, PM2, BP1 VP-VPP / VP
CM023898
c.433C>T p.(Argl45Trp) MS Ex3 rs137853007 PP5, PM5, PP3, PM2 VPP / VP
CM013593
c.470T>C p.(lle157Thr) MS Ex4 rs17879961 PS3, PP5, PM5, BS3, BS1, Conflict / VP
CHEK2 BP4 CM194385
c.715G>T p.(Glu239Ter) NS Ex6 rs121908702 PVS1, PP5, PM2 VP / VP
CM030422
€.792_792+1insCT p.(Asp265LeufsTer11) FS Ex6 ND PVS1, PM2 ND /ND
€.1100del* p.(Thr367MetfsTer15) FS Ex11 rs555607708 PVS1, PP5, PM2 Conflict / VP
CD993415
PMS2 .400C>T p.(Arg134Ter) NS EX5 rs63750871 PVS1, PP5, PM2 VP**% /\/p
CM950967
RAD51C €.905-2_905-1del p.(Glu303Trpfster41) SP In6-7 rs587781995 PVS1, PP5, PM2 VP-VPP / VP
CD159246
RAD51D €.694C>T (3) p.(Arg232Ter) NS Ex8 rs587780104 PVS1, PP5 VP / VP
CM128411
TP53 c.334_364dup p.(Val122GlyfsTer37) FS Ex4 rs1555526495 PVS1, PP5, PM2 VP / VP
CN1819065
c.375+2T>C p.(Gly59ValfsTer23) SP In4-5 rs1555526469 PVS1, PP5, PM2 VPP / VP
CS147127
PALB2 c.(2586+1_2587- p.(Asn863_Met1067del) RG Ex7-11 - - ND/ VP
1) (3201+1_3202-1)del CG119359
ex7-11del
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Resultados

Tino de Clasificacion
Gen VP/VPP detectadas Proteina P . Exén/intréon RefSNP Criterios ACMG ClinVar /
mutacion
HGMD + ID
BRIP1 €.206-2A>G (2) - SP In3-4 rs786203700 PVS1, PM2, PP5 Conflicto / VP
CS1616248
NF1 c.4643_4644dup p.(Glu1549LeufsTer5) FS Ex34 ND PVS1, PM2 ND / ND

Tabla 15: Caracterizacion de las VP/VPP obtenidas en los genes clinicamente accionables en el estudio. VP: Variante Patogénica; VPP: Variante Probablemente Patogénica; VP***: Variante

Patogénica confirmada por panel de expertos en ClinVar; FS: Frameshift; SP: Splicing; MS: Missense; NS: Nonsense; IF: Inframe; Ex: exdn; In: intron; ID: nimero de identificacion en la base

de datos HGMD; ND: No Disponible. Los transcritos empleados se encuentran en el Anexo 3. Los nimeros entre paréntesis cerca de las VP/VPP indican el nimero de casos indices portadores

de dichas VP/VPP. *Mutaciones con efecto fundador (96) (97) (98) (99) (100) (101) (86) (102) (84) (103) (104) ; 0 |as mutaciones de tipo MS pero que al estar en borde exdn-intrén alteran

el proceso de splicing (105) (106) (107) (108); I la mutaciones de tipo splicing que generan 2 transcritos aberrantes (105) (109). Los nimeros entre paréntesis de los exones se refieren a

la nomenclatura BIC (Nucleo de Informacion sobre cancer de Mama o Breast cdncer Information Core).
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Resultados

4.3. Estudio de correlaciéon genotipo-fenotipo de las VP/VPP detectadas en genes

clinicamente accionable en pacientes con SCMOH

En el trabajo presente, se llevd a cabo un estudio genotipo-fenotipo para cada una de las VP/VPP
detectada. En La Tabla 16 se muestra para cada VP/VPP la edad media del cancer diagnosticado,
el tipo de cancer, el subtipo molecular y la histopatoldgica cuando se trata de cancer de mamay
la clasificaciéon histopatoldgica en el caso de cancer de ovario, mientras que en la Figura 31 se
describe para cada gen el nimero de casos indices portadores de VP/VPP con el tipo de tumor

desarrollado.
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Eda(_i Tumc.)r del ca'so indice Histopatologia del cM* * Sl el o) Histopatologfa del CO
Tipa de NUmero media Tipo de cancer P g cM
Gen VP/VPP el de CM | CO | CM CMb CMV | CM+CO | CO Otro Du | Me | Lo Otro LA | LB | HER2 | TN Ser Otro
familia tipo de
cancer
1
(metacronico)
¢.70_73dup FS F2512 71,5 1
68 afios 1
75 afios 1 1
c.181T>G MS F2455 47 1 Células claras
F2133 42 1 1 1
c.211A>G (2) MS
F2478 67 1 1
F2437 1 1 1
€.212+1G>A (2) SP 33,5
F2486 1 1 1
€.798_799del FS F1920 36 1 1 1
F1905 40 1b 1
c.835del (2) FS (papilar)
F2275 37 1 (sincrénico) 2 2
c.1016dup FS F2146 34 1 (sincrénico) 2 2
BRCAL | ¢ 1651_1652ins FS F2435 66 1 1
(papilar)
€.3583del FS F1927 78 85 1 Carcinosarcoma 1 1
de mama (papilar)
€.3756_3759del FS F2356* 44 1 1
c.4357+1del SP F1991 49 1 1 1
c.(4675+1_4676- RG F2071 52 1b Endometroide
1)_(5467+1_5468-
1)del
Ex16-23del
c.5123C>A MS F2134 54 1 1
(papilar)
c.(5152+1_5153- 1
1) _(5193+1_5194- (metacronico)
1)del RG F2159 46
ex19del 39 afios ND | ND | ND ND | ND ND ND
53 afios 1 ND | ND ND ND
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) Numero Eda(_i Tum(_)r del caso indice Histopatologia del CM** Subtipo molecular del Histopatologia del
@ VPP Tipo de de media Tipo de céncer CM CO
mutacion familia CM | CO | CM CMb CMV CM+CO Cco Otro tipo Du | Me | Lo Otro LA | LB | HER2 | TN Ser Otro
de céncer
1
(metacronico) 2
BRCAL €.5324T>G MS F1942 1 59 (rectalt | Np | ND | ND ND ND | ND | ND | ND
52 afios pulmonar)
66 afios 1 1
¢.658_659del FS F2356* 44 1 1
¢.1310_1313del FS F2027 38 1 1 1
¢.1608dup NS F2465 51 1b 1
(papilar)
F1960 1b 1 1
¢.2701del (2) FS 55 (pulmonar)
F2307 1 1
c.3847_3848del FS F1979 40 1 1 1
1
(metacronico)
c.4631dup FS F2472 44,5
40 afios 1 ND | ND ND ND
49 afios 1 1
BRCA2 | (4936 4939del FS F2208 | 39 1 1 1
F2054 37 1 1 1
¢.5073dup (2) FS F2405 - - 1
(préstata)
€.6486_6489del FS F2167 43 1 1
¢.7007G>A MS F2311 72 1 1 1
¢.7234_7235insG FS F2342 27 1 1 1
F2187 1 1 ND | ND ND ND
1
€.9026_9030del (metacronico)
FS F2247 48
(2)
54 afios 1 1
60 afios 1 1
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Gen VP/VPP Tipo de Nu(rjneero rf]:z(ija Turr_:-ci);: Zlec:;:cl::j = . Histopatologia del cM ** Subtipo ngl/lecular del Histopatologia del CO
mutacion familia CM | CO | CM CMb CMV | CM+CO | CO Otro' tipo de Du | Me | Lo Otro LA [ LB | HER2 | TN Ser Otro
cancer
F2066 74 1b 1
(papilar)
BRCA2 | Cc.9117G>A (4) Ms F1943 1 1 1
F2357 40 1 1 1
F2160 1 1 1
€.3402+3A>C SP F2128 49 1 1 1
C.3576G>A MS F1963 36 1 1 1
c.3802del NS F2249 ¢ 51 1 (sincrénico) 1 1
1 1
c.4396C>T NS F2286 29 1 1 1
c.5188C>T NS F2214 38 1 1 1
€.7638_7646del IF F2499 59 1 1
1
ATM (metacronico)
F1957 34 afios 1 ND | ND ND ND
€.8251_8254del 46 afios Multifocal: 1
(4) Fs 5 (Lob+duc)
F1968 1 1 1
F774 1 ND | ND | ND ND ND | ND ND ND
F2350 58 1 1 (cérvix) 1 1 Células
claras
F2232 1 1 1
1
(metacronico)
CHEK? €.349A>G (2) MS Fraa1 52
39 afios 1 1
45 afios 1 1
c.433C>T MS F2487 41 1 1 (tiroides) 1 1
c.470T>C MS F2045 50 1 1 1
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Edad Tumor del caso indice Histopatologia del CM Subtipo molecular del . .
Gen VPAPP Tipo de Nqueero media Tipo de céncer * % cM it pRige et sl 0
mutacién | . . [ cM [ co [ cm CMb CMV | CM+CO | O | Otrotipo | Du [ Me | Lo [ Otro | LA [ LB | HER2 | TN | Ser Otro
de céncer
1
(metacrénico)
c.715G>T NS F829 46,5
40 afios ND | ND | ND ND ND [ ND ND ND
CHEK2 53 afios 1 1
€.792_792+1insCT FS F2249 2 51 1 (sincrénico) 1 1
1 1
€.1100del FS F1978 57 1 1 1
PMS2 c.400C>T NS F2004 43 1b 1
RAD51C €.905-2_905-1del SP F1883 62 1 1
RAD51D €.694C>T (3) NS F1789 1
(metacroénico)
54 39 afios ND | ND [ ND | ND | ND | ND | ND | ND
80 afios 1 1
F2513 1 1 1
F1992 48 1 1
(papilar)

117



Resultados

Edad Tumor del caso indice Histopatologia del CM Subtipo molecular del . i
. - bl Nu[Tero meam Tipo de cancer *% Y Histopatologia del CO
en g e
mutacion familia CM [ CO | CcM CMb CMV | CM+CO | CO | Otrotipo | Du | Me | Lo | Otro | LA | LB | HER2 | TN Ser Otro
de céncer

TP53 c.334_364dup FS F1969 35 1 1 1

€.375+2T>C SP F2408 30 1 1 1
PALB2 | C(2586+1 2587- RG F2440 85 1 1

1) (3201+1_3202-
1)del

ex7-11del

BRIP1 SP F2339 1 1 1
€.206-2A>G (2) 43
F2470 1 (sincrénico) 1 1
1 1
NF1 c.4643_4644dup FS F2502 33 1b 1
(papilar)
Tabla 16

: Estudio genotipo-fenotipo de las VP/VPP detectadas en el panel de 20 genes. VP: Variante Patogénica; VPP: Variante Probablemente Patogénica; CM: Cancer de Mama; CO: Céncer de Ovario;
CMb: Céncer de Mama Bilateral; CMV: Cancer de Mama en Vardn; CM+CO: Céancer de Mama + Cancer de Ovario; Du: ductal; Me: medular; Lo: lobulillar; LA: Luminal A; LB: Luminal B; TN: Triple negativo;

Ser: seroso; FS: Frameshift; SP: Splicing; MS: Missense; NS: Nonsense; IF: Inframe; ND: No Disponible; 1b: cancer de ovario bilateral; F: familia. Los nUmeros entre paréntesis cerca de las VP/VPP indican la
frecuencia con la cual se ha encontrado dichas variantes. * Este caso indice fue portador de dos mutaciones patogénicas una en BRCA1 y otra en BRCA2. Q Este caso indice fue portador de dos mutaciones

patogénicas una en el gen ATM y otra en el gen CHEK2. ** Todos los canceres de mama ductales como lobulillares fueron invasivos, a la excepcidn de la F2232, F2487 que fueron in situ.
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Nuemero de casos indices afectados

H
N B

N
ll! I
B ©°

BRCA1 BRCA2 ATM CHEK2 PMS2 RAD51C RAD51D TP53 PALB2 BRIP1 NF1
m Cancer de mama unilateral m Cancer de mama bilateral m Cancer de ovario u Cancer de ovario bilateral
m Cancer de mama + cancer de ovario ®m Cancer de prdstata W Cancer de mama en varén

Figura 31: Fenotipo de los casos indices portadores de VP/VPP en los distintos genes de accionabilidad clinica detectados en la cohorte del estudio. Destacan dos casos indices con doble VP/VPP, el primero

con cancer de mama bilateral y portador de VP/VPP en ATM y CHEK?2, el segundo con cancer de ovario y portador de VP/VPP en BRCA1 y BRCA2.
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A continuacién, para cada VP/VPP detectada en cada uno de los genes de accionabilidad clinica
se llevard a cabo una descripcién detallada de las caracteristicas moleculares de estas variantes,
de su categorizacién molecular y descripcién fenotipica de los casos indices portadores de dicha

VP/VPP asi como un resumen genotipo-fenotipo.

4.3.1 Variantes patogénicas detectadas en BRCA1

El gen BRCA1 fue el segundo gen mas prevalente en el estudio, detectandose VP/VPP en 18 casos
indices, las cuales fueron muy variadas desde punto de vista molecular destacando las de tipo FS,
MS, NS, splicing y RG. Fenotipicamente el cancer predominante fue el de mama. La Figura 32

esquematiza todas las variantes encontradas en este gen.
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Figura 32: Distribucion de las VP/VPP sobre el gen BRCA1 y sus principales dominios. Las variantes en rojo indican expresion fenotipica de cancer de mama, las variantes en negro indican
expresion fenotipica de cdncer de ovario, las variantes en naranja indican expresién fenotipica de cancer de mama y ovario. Figura modificada de Stella et al (110). Las localizaciones
proteicas de los dominios RING 'y BRCT se obtuvieron de la herramienta informdtica  Mutation  Mapper-cBioPortal ~ for ~ Cancer  Genomics

(https://www.cbioportal.org/mutation_mapper?standaloneMutationMapperGeneTab), la localizacion genédmica del dominio COILED COIL se obtuvo de Rebbeck et al (111).
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- ¢.70_73dup
o Descripcién molecular y categorizacion clinica

La variante ¢.70_73dup, conocida también como ¢.189insTGTC (segln la nomenclatura BIC del
Nucleo de Informacion sobre cancer de Mama o Breast Cancer Information Core), consiste en una
duplicacion de la secuencia (ACAG) en el exdén 2 del gen BRCA1, dando lugar a una alteracién del
marco de lectura generando un coddn de parada en la posicion 17, lo que induce a la formacion
de una proteina truncada con la consiguiente pérdida de todos los dominios funcionales de la

proteina BRCA1 (Figura 32).

Clasificada como VP segun la ACMG ya que cumple los siguientes criterios: PVS1, PP5 y PM?2
(Tabla 15). 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.
o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP fue una mujer que desarrolld un cancer de mama bilateral
metacronico, el primero a los 68 afios de edad y fue de tipo ductal TN, el segundo a los 75 afios y

se clasificd como ductal LB (Tabla 16).
- ¢.181T>G
o Descripcién molecular y categorizacion clinica

También conocida como ¢.300T>G (BIC), es una mutacién puntual en la cual una guanina
reemplaza una timina en el exén 4 del gen BRCAI, haciendo que se produzca el cambio del aa
original muy conservado que es la cisteina a glicina en la posicion 61 (Figura 32). Estos dos aa
tienen caracteristicas bioguimicas distintas y, como consecuencia, se produce una alteracion de
la oligomerizacion del dominio RING de BRCA1, haciendo que por una parte, se produzca un fallo
de reparacién del ADN por recombinacién homadloga, y por otra parte, se impida la unién de
BRCA1 a BARDI1 inhibiendo la actividad E3 ubiquitina ligasa y su papel como supresor tumoral
(112) (113) (114).

Considerada como una mutacion fundadora tipica de la poblacién judia askenazi y Europa del
este y central (Polonia, Republica Checa, Austria, Hungria, Bela Rusia y Alemania) (110), esa
variante ha sido clasificada como VP por ClinVar con 3 estrellas, y por Varsome también al cumplir

con los siguientes criterios de ACMG: PP5, PS3, PM5, PP3, PM1, PM2 (Tabla 15).
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o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP fue una mujer que fue diagnosticada a los 47 afios de un cancer

de ovario de tipo epitelial de células claras de alto grado (Tabla 16).
- C.211A>G
o Descripcién molecular y categorizacion clinica

La variante ¢.211A>G o también c.330A>G (BIC), consiste en una mutacién puntual en la cual se
cambia una adenina por una guanina en el exdon 4 del gen BRCA1; al encontrarse a -2 pb del sitio
dador de splicing, tiene como resultado la produccién de dos transcritos aberrantes. El primer
transcrito se comprobd por RT-PCR que altera el proceso de splicing y genera la pérdida de 22 pb
en el exdn 4, dando lugar a un codén de parada en la posicién 64; el segundo, produce la delecién
del exdén 4 por completo con la pérdida de 25 aa que codifica, en concreto, desde la fenilalanina
gue se encuentra en la posicion 46 hasta la arginina de la posicién 71, afectando asi al dominio

RING (115) (97) (105) (Figura 32).

El cambio c.211A>G es una variante con efecto fundador de origen espafiol (Galicia) (97), siendo
clasificada como VP por ClinVar con 3 estrellas y por Varsome al cumplir los siguientes criterios

de la ACMG: PP3, PP5, PM5, PM1, PM2 (Tabla 15).
o Descripcién clinica

En la muestra estudiada, dos casos indices fueron portadores de esa VP: el primero fue una mujer
diagnosticada a los 42 afios, de cancer de mama medular TN, y el otro fue una mujer

diagnosticada a los 67 afios de un cancer de ovario tipo epitelial seroso de alto grado (Tabla 16).
- C.212+41G>A
o Descripcién molecular y categorizacion clinica

Conocida también como ¢.331+1G>A (BIC) 0 IVS4+1G>A, IVS5+1G>A; se produce en un sitio dador
de splicing, concretamente en el primer nucleétido del intron 4-5 (intrén entre el exén 4 y exén
5), donde se genera un cambio de guanina por adenina produciendo dos tipos de transcritos
aberrante, el primero consiste en una pérdida de 22 pb en el exdn 4, como resultado genera un
codon de parada en la posiciéon 64, mientras que el segundo implica la delecion del exdon 4 por
completo con la pérdida de 25 aa, en concreto, desde la fenilalanina que se encuentra en la

posicién 46 hasta la arginina de la posicidon 71, alterando asi el dominio RING (105) (Figura 32).
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La variante ¢.212+1G>A ha sido clasificada como VP por ClinVar con 3 estrellas, y también ha sido
clasificada por Varsome como VP al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PP3, PP5, PMS5,

PM1, PM2 (Tabla 15).

o Descripcion clinica

Dos casos indices en nuestro estudio fueron portadores de esta VP, los dos fueron mujeres con
cancer de mama tipo ductal TN, la edad media de diagndstico de cancer de mama para esta VP

fue de 33,5 afios (Tabla 16).

- €.798_799del

o Descripcion molecular y categorizacion clinica

La variante ¢.798 799del se puede encontrar en la bibliografia de varias formas (916delTT,
917 _918delTT, 917delTT seglin nomenclatura BIC), consiste en la delecién de dos timinas entre
la posicidn 798 y 799, en el exdn 10 del gen BRCA1, produciendo asi una alteracion del marco de
lectura que genera un coddn de parada en la posicién 19 con la pérdida parcial de dominios
funcionales de la proteina BRCAI o, incluso, ausencia total de la proteina por mecanismo NMD
(Nonsense Mediated Decay) que consiste en la degradacién del ARN mensajero generado (Figura

32).

Es una variante con efecto fundador de origen norte africano (98) (86) categorizada como VP por
ClinVar con 3 estrellas, como por Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1,

PM1, PM2, PP3, PP5 (Tabla 15).

o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP fue una mujer de origen marroqui, diagnosticada a los 36 afios

de un cancer de mama ductal LB (Tabla 16).

- ¢.835del

o Descripcion molecular y categorizacion clinica

Conocida también como 954delC, consiste en la pérdida de una citosina en la posicion 835 del
exdn 10 del gen BRCA1, lo que da lugar a una alteracidn del marco de lectura. Como consecuencia,
se genera un codén de parada en la posicién 19, lo que se traduce en una proteina BRCA1
truncada y no funcional o incluso ausencia total de la proteina por el mecanismo NMD (Figura

32).

124



Resultados

Esa variante ha sido clasificada por ClinVar como VP con 3 estrellas. Por otra parte, ha sido
categorizada como VP segun la ACMG al cumplir los siguientes criterios: PVS1, PM1, PM2, PP5
(Tabla 15).

o Descripcion clinica

Dos casos indices fueron portadores de esa VP, el primero una mujer diagnosticada a los 37 afios
de cdncer de mama bilateral sincrénico con clasificacion histoldgica y molecular idéntica en
ambos senos (ductal, TN). El segundo caso indice fue una mujer diagnosticada a los 40 afios de

cancer de ovario bilateral de tipo seroso de alto grado (Tabla 16).
- c¢.1016dup
o Descripcion molecular y categorizacion clinica

La variante c.1016dup, publicada también como 1129insA, 1135insA o 1135dupA (segun
nomenclatura BIC), es una duplicacién de una adenina en la posicion 1016 del exén 10 del gen
BRCA1, produce un cambio de marco de lectura que genera un codén de parada en el codon 6,
para dar lugar a una proteina BRCAI truncada y no funcional o incluso ausencia total de la

proteina por mecanismo NMD (Figura 32).

Es una variante con efecto fundador de origen sueco y noruego (99), ha sido clasificada como VP
con 3 estrellas por ClinVar y por Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1,

PP5, PM2 (Tabla 15).
o Descripcién clinica

El caso indice portador de esa VP fue una mujer diagnosticada a los 34 afios de un cancer de
mama bilateral sincrénico con clasificacién histoldgica y molecular similar en ambos senos

(ductal, TN) (Tabla 16).
- ¢.1651_1652ins
o Descripcidon molecular y categorizacion clinica

Esta variante estd publicada también como 1770insC (BIC), consiste en la insercidn de una citosina
entre la posicién 1651y 1652 del exdn 10 del gen BRCA1, lo que produce una alteracidén del marco
de lectura, dando lugar a un coddn de parada en el residuo 4, generando una proteina BRCA1

truncada sin los importantes dominios funcionales COILED COIL y BRCT (Figura 32).
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Ha sido clasificada como patogénica por ClinVar con 3 estrellas, y también por Varsome al cumplir

los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2 (Tabla 15).
o Descripcion clinica

El caso indice portador de esa VP fue una mujer diagnosticada a los 66 aflos de un cancer de

ovario seroso de alto grado (Tabla 16).
- ¢.3583del
o Descripcion molecular y categorizacion clinica

Conocida también como 3700delC (BIC), consiste en una delecién de una citosina en la posicién
3583 del exdn 10 del gen BRCAI1, esa delecion produce una alteracion del marco de lectura
formando un coddén de parada en la posicién 15 dando lugar a una proteina BRCA1 no funcional

o incluso ausencia total de la proteina por mecanismo NMD (Figura 32).

Ha sido clasificada como patogénica por ClinVar con 3 estrellas y por Varsome al cumplir los

siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PM1, PM2 (Tabla 15).
o Descripcién clinica

El caso indice portador de esa VP fue una mujer diagnosticada de cancer de mama seguido de un
cancer de ovario transcurridos 7 afios después. El cancer de mama se diagnosticé a los 78 afios,
fue un cancer de mama de histologia muy poco frecuente (carcinosarcoma de mama) de
clasificacién molecular TN. Mientras que el cancer de ovario, que se diagnosticé a los 85 afios,

fue un cancer de ovario seroso de alto grado (Tabla 16).
- ¢.3756_3759del
o Descripcién molecular y categorizacion clinica

En la bibliografia puede aparecer como 3874del4, 3875 3878delGTCT, 3875del4 segln
nomenclatura BIC. Consiste en la delecion de dos timinas, una guanina y una citosina entre la
posiciéon 3756 y 3759 del exdn 10 del gen BRCA1, esa delecion produce una alteraciéon del marco
de lectura produciendo un coddn de parada en el residuo 10 dando lugar a una proteina BRCA1

truncada o incluso ausencia total de la proteina por mecanismo NMD (Figura 32).

Esta variante ha sido categorizada como patogénica en ClinVar con 3 estrellas y como patogénica

en Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2 (Tabla 15).
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o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP fue una mujer diagnosticada a los 44 afios de cancer de ovario

seroso de alto grado (Tabla 16).

- c.4357+1del

o Descripcién molecular y categorizacion clinica

Conocida también como IVS13+1delG IVS12+1delG, es una variante de tipo splicing que se origina
en un sitio dador de splicing, concretamente en el primer nucleétido del intrén 12-13, e implica
la delecién de una guanina. Esta variante causa la delecién de la guanina y del exén 12 generando
una alteracién del marco de lectura que se traduce en dos codones de parada, el primero en la
posicién 2 y el segundo en el residuo 3 de la proteina BRCA1 convirtiendo asi la proteina BRCA1

en una proteina truncada no funcional (109) (Figura 32).

La variante c.4357+1del ha sido clasificada como patogénica segun los siguientes criterios de
ACMG: PVS1, PP5, PM2. Ademas, en ClinVar la categoriza como patogénica con dos estrellas, lo
gue significa que varios autores la han considerado como patogénica sin que haya ninguna

discrepancia entre ellos (Tabla 15).

o Descripcién clinica

El caso indice de la VP descrita fue una mujer diagnosticada a los 49 afios de un cancer de mama

ductal TN (Tabla 16).

- exonl6-23del

o Descripcion molecular y categorizacion clinica

Esa variante génica es un RG, implica la delecidn del exén 16 hasta el exdn 23 con la pérdida del
dominio funcional BRCT importante para la proteina BRCA1 en su funcion de reparacién de ADN

(Figura 32).

Esta variante se ha considerado como patogénica al ser vinculada en familias con SCMOH. En la
publicacién de del Valle et al, se describe una familia portadora de esta VP en la cual, el caso
indice es una mujer diagnosticada de cancer de ovario a los 70 afios y sus dos hermanas
diagnosticadas de cdncer de mama a los 70 afios y de cdncer de ovario a los 50 afios

respectivamente, lo que demuestra que esa variante produce cosegregacion familiar (116).
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o  Descripcion clinica

El caso indice de esta VP fue una mujer diagnosticada a los 52 afios de un cancer de ovario

bilateral endometroide de alto grado (Tabla 16).

- ¢.5123C>A

o Descripcién molecular y categorizacion clinica

Puede aparecer en la literatura también como ¢.5242C>A (BIC), siendo una mutacién puntual en
la cual se cambia una citosina por una adenina en el exdn 17 del gen BRCA1, lo que produce el
cambio del aa original muy conservado que es la alanina por un glutamato en la posicion 1708.
Estos dos aa tienen caracteristicas bioquimicas opuestas, ya que el primero es alifatico y apolary
el segundo es acido y polar. Esta mutacién altera la funcién de la proteina BRCAI a través a dos
mecanismos: el primero, en el que se ha visto que el cambio del aa alanina por glutamato afecta
al dominio funcional BRCT impidiendo su unién con sus principales ligandos (117), y el segundo,
consiste en la delecién del exén 17 que codifica una parte del dominio BRCT de la proteina BRCA1

sin que se produzca una alteracion del marco de lectura (105) (Figura 32).

Esta variante con efecto fundador de origen espafiol y colombiano (100) (101) ha sido
categorizada como patogénica por ClinVar con 3 estrellas y ha sido clasificada de la misma forma

por Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PM1, PM5, PM2, PP3 (Tabla 15).

o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP fue una mujer diagnosticada a los 54 afios de cancer de ovario

seroso de alto grado (Tabla 16).

- exonl9del

o Descripcién molecular y categorizacion clinica

Es un RG en la cual se produce la delecién del exén 19, que codifica los primeros aa del dominio

BRCT de la proteina BRCA1 (Figura 32).

Considerada como VPP, este RG se ha vinculado a familias con SCMOH (118) (119), incluso se ha

relacionado con cancer de mama bilateral a edad temprana (119).
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o Descripcién clinica

El caso indice portador de este RG, fue una mujer diagnosticada de cancer de mama bilateral
metacrénico, el primero a los 39 afios (no se encontrd la informacion en la base de datos sobre
la clasificacion histoldgica y molecular de dicho tumor), el segundo a los 53 afios fue un cancer
de mama ductal y tampoco se consiguié la informacion relativa a la clasificacién molecular de

dicho tumor (Tabla 16).
- ¢.5324T>G
o Descripcion molecular y categorizacion clinica

Esta variante se conoce también como ¢.5443T>G (BIC), es una mutacién puntual que implica el
cambio de una timina por una guanina en la posiciéon 5324 en el exdn 20 del gen BRCAI. Este
cambio produce el cambio de una metionina conservada por una arginina en el codén 1775,
afectando al dominio BRCT de la proteina BRCA1 (Figura 32). Estos dos aa tienen caracteristicas
bioguimicas muy distintas de tal forma que se ha comprobado que este cambio produce una
pérdida de la funcion del dominio BRCT debido a que, por un lado, se inhibe la union del dominio
BRCT a la proteina helicasa (120), y por otro, la arginina, y al tener un tamafio mds grande que la
metionina chocaria con el anillo de fenilo de la posicién 330 de la proteina CtIP (C terminus-
binding protein—interacting protein) impidiendo la unién de BRCT con CtlIP (121); de esta forma,

la proteina BRCA1 no puede llevar a cabo su proceso de reparacién de ADN.

Esta variante se ha clasificado como patogénica con 3 estrellas por ClinVar y se ha categorizado
de la misma forma por Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PM1, PM2, PP3,

PP5, PM5, BP1 (Tabla 15).
o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP fue una mujer diagnosticada de cancer de mama bilateral
metacroénico, el primero a los 52 afios (no se pudieron obtener las informaciones relativas a la
clasificacién histoldgica y molecular por la no disponibilidad en la base de datos), el segundo a los
66 afios fue un cancer de mama ductal TN. Ademas, a la paciente se le diagnosticaron otros dos
canceres distintos a cdncer de mama u ovario, el primero fue rectal y el segundo pulmonar (Tabla

16).
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- Relacidn genotipo-fenotipo del gen BRCA1

En los pacientes portadores de VP/VPP en BRCA1, el cancer de mama fue el predominante, de tal
forma que de las 18 VP/VPP BRCA1 obtenidas, 10 fueron de cancer de mama (de los cuales 5
fueron bilaterales), 7 fueron cancer de ovario (de los cuales 2 bilaterales). Destacar la variante

c.3583del, cuyo caso indice sufrié un cancer de mamay de ovario.

En porcentaje seria: 55.6% de cancer de mama (27.8% bilateral), 38.9% de cdncer de ovario

(11.1% bilateral), 5.5% cancer de mama y ovario.
o Clasificacion histoldgica del cancer de mama en BRCA1

Para estudiar la clasificacion histoldgica de los canceres de mama obtenidos en los pacientes
portadores de VP/VPP en BRCA1 consideramos que cada cancer de mama bilateral equivale a 2
unilaterales, por lo cual, el total de los canceres de mama detectados en los portadores de VP/VPP
en BRCAI fue de 16 (5 unilaterales mas 10 de los 5 bilaterales, mas 1 cancer de mama en la
paciente con cancer de mama y ovario). De estos 16 cdnceres de mama doce fueron ductales, un

medular, y un carcinosarcoma. En dos de ellos no se puedo obtener la informacién (Figura 33).

No disponible
12,50%

Carcinosarcoma
6,25%

Medular 6,25%

Ductal 75%

Figura 33: Distribucién (%) de la clasificacion histoldgica del cancer de mama en pacientes portadores de VP/VPP en

BRCA1L.

o Clasificacion molecular del cancer de mama en BRCA1

Partiendo del mismo principio que el de la clasificacién histoldgica, de los 16 canceres de mama
hallados en los casos indices portadores de VP/VPP en BRCAI, 11 fueron TN, 2LB y 3 no se

consiguio obtener la informacidn relativa por la no disponibilidad en la base de datos (Figura 34).
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No disponible
18,75%

LB 12,50%

TN 68,75%

Figura 34: Distribucion (%) de la clasificacion molecular del cancer de mama en pacientes portadores de VP/VPP en

BRCA1L.

o Clasificacion histoldgica del cdncer de ovario en BRCA1

El tipo de céncer de ovario predominante en los pacientes portadores de VP/VPP en BRCA1 fue
el seroso de alto grado que sumo un total de 6 (75%) de los 8 detectados. De los dos restantes,

uno fue de células claras y el otro endometroide, ambos de alto grado.

4.3.2 Variantes patogénicas detectadas en el gen BRCA2

Se detectaron 19 casos indices portadores de una VP en el gen BRCA2, siendo éste el gen con
mayor representacion en la poblacién de estudio. Desde el punto de vista molecular, destacé un
marcado predominio de las variantes tipo FS. Fenotipicamente hubo mas diversidad en cuanto a
los tipos de canceres manifestados, destacando el cdncer de prdstata que no se detectd en
BRCA1. Sin embargo, al igual que BRCA1 el cancer de mama fue el mayoritario. La Figura 35

esquematiza todas las VP encontradas en este gen.
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Figura 35: Distribucién de las VP sobre el gen BRCA2 y sus principales dominios. Las variantes en rojo indican expresion fenotipica de cdncer de mama, las variantes en negro indican
expresion fenotipica de cdncer de ovario, las variantes en naranja indican expresién fenotipica de cancer de mama y ovario. Figura modificada de Stella et al (110). 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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- ¢.658_659del

o Descripcién molecular y categorizacion clinica

La variante c.658 659del aparece también en la bibliografia como 886delGT, 886 _887delGT
(segun BIC), consiste en una delecién de una guanina y una timina en las respectivas posiciones
gendmica 658 y 659 en el exdn 8 del gen BRCAZ2. La pérdida de estos dos nucledtidos genera una
alteracién del marco de lectura que da lugar a un coddn de parada prematuro en la posicion 4 de
la proteina BRCA2 generando una proteina truncada o incluso la ausencia total de la proteina por

el mecanismo NMD (Figura 35).

Esta variante ha sido categorizada como patogénica por ClinVar con 3 estrellas, ademas ha sido
clasificada como patogénica en Varsome al cumplir con los siguientes criterios de la ACMG: PVS1,

PP5, PM2 (Tabla 15).

o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP fue una mujer diagnosticada a los 44 afios de cancer de ovario

seroso de alto grado (Tabla 16).

- ¢.1310_1313del

o Descripcién molecular y categorizacion clinica

Se puede encontrar en la bibliografia de distintas formas segun BIC (1529del4, 1537del4,
1537_1540delAAAG, 1538del4, €.1301_1304del4, 1310del4, 1538 1541del4,
1538 1541delAAGA). Se trata de una delecion de 3 adeninas y de una guanina entre la posicién
1310y 1313 en el exén 10 del gen BRCA2. Esa pérdida de nucledtidos genera una alteracion del
marco de lectura formando un coddn de parada en la posicién 22 de la proteina BRCAZ2, causando
la perdida de los principales dominios funcionales de la proteina BRCA2, transformandola en una
proteina no funcional o incluso causa la ausencia total de la proteina por el mecanismo NMD

(Figura 35).

Esta variante con efecto fundador de origen norte africano (noroeste de Marruecos) (86) (102),
ha sido clasificada como patogénica por ClinVar con 3 estrellas y ha sido categorizada por
Varsome de la misma forma al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2 (Tabla

15).
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o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP fue una mujer de origen marroqui diagnosticada a los 38 afios

de cancer de mama ductal TN (Tabla 16).

- ¢.1608dup

o Descripcién molecular y categorizacion clinica

La variante ¢.1608dup conocida también como 1835insT (BIC), consiste en una duplicacién de
una timina en la posicion 1608 en el exdn 10 del gen BRCAZ2, lo que genera un coddn de parada
en el lugar donde se duplica la timina, por lo cual no se trata de una variante de tipo FS si no de
una variante tipo NS. La secuencia normal en la cual se duplica la timina es la siguiente: GCC-TCT-
GAA-AG, la introduccion de una timina en la posicion 1608 da lugar a la siguiente secuencia: GCC-
TCT-[T]GA-AAG, por lo cual se forma el coddn TGA, que en la hebra hermana dara lugar al codén
ACT que durante la traduccién formard el coddn de parada UGA en la posicion 537 de la proteina
BRCA2, generando asi una proteina truncada no funcional, ya que los dominios claves de la

proteina BRCA2, se encuentran en posiciones mds avanzadas (Figura 35).

Esta variante ha sido categorizada como patogénica en ClinVar con 3 estrellas, y ha sido clasificada
igualmente por Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2 (Tabla
15).

o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP fue una mujer diagnostica a los 51 afios de un cancer de ovario

bilateral tipo seroso de alto grado (Tabla 16).

- ¢.2701del

o Descripcién molecular y categorizacion clinica

La variante c.2701del aparece también como ¢.2929delC (BIC) o p.(Leu901fster903) e implica la
delecién de una citosina en la posicion 2701 en el exdn 11 del gen BRCA2. Produce una alteracion
del marco de lectura dando lugar a un coddn de parada prematuro en la posicién 2 de la proteina
BRCA2, formando una proteina BRCAZ2 no funcional o incluso ausencia total de la proteina por el

mecanismo NMD (Figura 35).

Esta variante ha sido clasificada como patogénica por ClinVar con 3 estrellas y de la misma forma

lo ha sido por Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2 (Tabla 15).
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o Descripcién clinica

Dos casos indices fueron portadores de esta VP, el primero fue una mujer diagnosticada de un
cancer de ovario seroso de alto grado. El segundo caso indice fue una mujer diagnosticada de
cancer de ovario bilateral seroso de alto grado y de un cadncer de pulmoén. La edad media de

diagndstico de cancer de ovario para esta VP fue de 55 afios (Tabla 16).
- ¢.3847_3848del
o Descripcion molecular y categorizacion clinica

La variante c.3847 _3848del se puede encontrar en la bibliografia como 4075 _4076delGT o
4075delGT (segun BIC), consiste en la delecién de una guanina en la posicion 3847 y 3848 en el
exoén 11 del gen BRCA2. Esta pérdida de nucledtidos provoca una alteracion del marco de lectura
produciendo un codén de parada en el residuo 2 de la proteina BRCA2, dando lugar a una proteina
truncada con la pérdida parcial de los dominios BRC Repeats (6 dominios) y completa del resto
de los dominios funcionales claves o incluso, ausencia total de la proteina por el mecanismo NMD

(Figura 35).

Esta variante ha sido clasificada como patogénica por ClinVar con 3 estrellas y clasificada por
Varsome como patogénica al cumplir con los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2

(Tabla 15).
o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP fue una mujer diagnosticada a los 40 afios de cancer de mama

ductal LB (Tabla 16).
- c.4631dup
o Descripcién molecular y categorizacion clinica

Conocida también como 4859insA (BIC), esta variante implica la duplicaciéon de una adenina en la
posicion 4631 en exdn 11 del gen BRCA2, lo que genera una alteracion del marco de lectura,
formando un coddn de parada prematura en la posicién 4 de la proteina BRCA2, y dando lugar a

una proteina truncada o incluso ausencia total de la proteina por el mecanismo NMD (Figura 35).

Categorizada como patogénica por ClinVar con 3 estrellas, ha sido clasificada de la misma forma

por Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2 (Tabla 15).
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o Descripcién clinica

El caso indice de esta VP fue una mujer diagnosticada de un cadncer de mama bilateral
metacroénico, el primero a los 40 afios y fue de tipo ductal. Sin embargo, no se pudo obtener la
clasificacién molecular por no disponibilidad en la base de datos clinica. El segundo fue a los 49

afios y fue un cancer de mama ductal LB (Tabla 16).

- ¢.4936_4939del

o Descripcion molecular y categorizacion clinica

Esta variante se puede encontrar de distintas formas en la literatura segin BIC (5164del4,
c.5164 5167dely c.5164_5167delGAAA). Consiste en la delecion de una guanina y tres adeninas
entre la posicion 4936y 4939 en el exdn 11 del gen BRCAZ2. Esa pérdida genera una alteracion del
marco de lectura produciendo un coddén de parada en la posicién 23 de la proteina BRCA2, dando
lugar a una proteina truncada no funcional o incluso ausencia total de la proteina por el

mecanismo NMD (Figura 35).

Esta variante ha sido categorizada como patogénica en ClinVar con 3 estrellas y clasificada como
patogénica por Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2 (Tabla
15).

o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP fue una mujer diagnosticada a los 39 afios de cancer de mama

ductal LB (Tabla 16).

- ¢.5073dup

o Descripcién molecular y categorizacion clinica

Como forma alternativa la variante ¢.5073dup aparece en la bibliografia como 5301_5302insA o
como 5301insA (segln BIC). Consiste en una duplicacion de adenina en la posicién 5073 de exén
11 del gen BRCA2; esta duplicacion genera una alteracion del marco de lectura que da lugar a un
codon de parada en el residuo 3 de la proteina BRCA2, produciendo una proteina truncada o

incluso ausencia total de la proteina por el mecanismo NMD (Figura 35).

Esta variante ha sido clasificada como patogénica en ClinVar con 3 estrellas, ha sido también
clasificada como patogénica por Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1,

PP5, PM2 (Tabla 15).

136



Resultados

o Descripcién clinica

Dos casos indices fueron portadores de esta VP, el primero fue una mujer diagnosticada a los 37
afios de un cancer de mama ductal LB, mientras que el segundo fue un hombre diagnosticado a

los 71 aflos de un cancer de prostata (Tabla 16).

- ¢.6486_6489del

o Descripcién molecular y categorizacion clinica

Conocida también como (6714 _6717delACAA, 6714del4 o 6710delACAA segln BIC). Consiste en
la pérdida de tres adeninas y una citosina entre la posicion 6486 y 6489 del exdn 11 del gen
BRCA2, como consecuencia se produce la alteracion del marco de lectura generando un coddn
de parada en la posicion 5 de la proteina BRCA2, obteniéndose una proteina truncada no

funcional o incluso ausencia total de la proteina por el mecanismo NMD (Figura 35).

Esta variante ha sido clasificada como patogénica por ClinVar con 3 estrellas y también por

Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2 (Tabla 15).

o Descripcién clinica

El caso indice de esta VP fue una mujer diagnosticada a los 43 afios de un cancer de ovario seroso

de alto grado (Tabla 16).

- ¢.7007G>A

o Descripcion molecular y categorizacion clinica

Conocida también como 7235G>A (BIC), es una mutacion puntual que produce el cambio de una
guanina por una adenina en el exdn 13 del gen BRCA2. Esta variante de tipo MS, por una parte,
cambia un aa basico que es la arginina por otro de las mismas caracteristicas bioguimicas que es
histidina, lo cual, seglin un estudio funcional llevado por Biswas et al (122), causa una deficiencia
en los mecanismos de reparacion del ADN por recombinacion homologa ya que la mutacion se
localiza en un sitio de unidn con proteinas que participan en dicho mecanismo. Por otra parte,
esta mutacién al localizarse en el Ultimo nucledtido del exén 13, produce una alteracion de
splicing que consiste en la eliminacién del exdn 13, que a su vez genera a un alteracién del marco
de lectura, lo que da lugar a un coddén de parada en la residuo 40 de la proteina BRCA2 (105),

generando asi un proteina truncada sin los dominios BRC Repeats (Figura 35).
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Esta variante ha sido clasificada como patogénica por ClinVar con 3 estrellas y por Varsome

también al cumplir con los siguientes criterios de la ACMG: PP5, PS3, PM5, PP3, PM2 (Tabla 15).

o Descripcion clinica

El caso indice portador de esta VP fue un hombre diagnosticado a los 72 afios de un cancer de

mama ductal LB (Tabla 16).

- €.7234_7235insG

o Descripcion molecular y categorizacion clinica

Existen en la literatura varias formas alternativas de nombrar esta variante segiun BIC
(c.7462_7463insG, ¢.7234insG, ¢.7235insG, ¢.7462insG y 7463insG), consiste en la insercion de
una guanina en el exén 14 del gen BRCAZ2. Dicha insercién genera una alteracion del marco de
lectura que tiene como consecuencia la formacién de un coddn de parada en el segundo codon
de la proteina BRCA2, dando lugar a una proteina truncada no funcional o incluso ausencia total

de la proteina por el mecanismo NMD (Figura 35).

Esta variante con efecto fundador de origen norte africano (86) ha sido clasificada como
patogénica por ClinVar con 3 estrellas y ha sido categorizada de la misma forma por Varsome al

cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2 (Tabla 15).

o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP fue una mujer diagnosticada a los 27 afios de un cancer de

mama ductal LB (Tabla 16).

- ¢.9026_9030del

Conocida también como 9254de5 (BIC), consiste en la delecidn de 5 nucledtidos (ATCAT) entre la
posicion 9026 y 9030 del exdn 23 del gen BRCA2. Esta delecidn se traduce en una alteracion del
marco de lectura que genera un codon de parada en la posicién 7 de la proteina BRCA2, dando
lugar a una proteina truncada con la pérdida de los dominios OB y NLS o incluso ausencia total de

la proteina por el mecanismo NMD (Figura 35).

Esta variante con efecto fundador de origen espafiol (noreste de Espafia) (103) ha sido
categorizada como patogénica por ClinVar con 3 estrellas y ha sido clasificada de la misma forma

por Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2 (Tabla 15).
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o Descripcién clinica

Los dos casos indices portadores de esta VP fueron mujeres con cancer de mama. En el caso de
la primera mujer, fue un cancer de mama ductal; sin embargo, no se pudo obtener la clasificacion
molecular por falta de informacién en la base de datos. La segunda mujer fue un cancer de mama
bilateral metacroénico, el primero diagnosticado a los 54 afios fue ductal LB, mientras que el
segundo diagnosticado a los 60 afios fue ductal LA. La edad media de diagndstico de cancer de

mama para esa VP fue de 48 afios (Tabla 16).

- ¢.9117G>A

o Descripcion molecular y categorizacion clinica

La variante ¢.9117G>A o0 9345G>A (BIC), es una variante que produce el cambio de una guanina
por una adenina en la posicion 9117 del exdn 23 del gen BRCA2. Este cambio a nivel proteico no
tiene ninguna relevancia ya que el codén generado sigue traduciendo una prolina. Sin embargo,
a nivel de splicing, se ha visto que esta mutacion origina su alteracién, ya que afecta el ultimo
nucledtido del exdén 23. Como consecuencia se produce la eliminacién del exdn 23 con la
consiguiente alteracién del marco de lectura, lo que da lugar a un codén de parada en la posicién

4 de la proteina BRCA2, formando asi, una proteina BRCA2 no funcional (107) (106) (Figura 35).

Esta variante ha sido clasificada por ClinVar como patogénica con 3 estrellas y ha sido
categorizada por Varsome como patogénica al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PP5,

PP3, PM2 (Tabla 15).

o Descripcién clinica

Cuatro casos indices fueron portadores de esta VP, todas fueron mujeres, de las cuales una fue
diagnosticada a los 74 afios de un cancer de ovario bilateral seroso de alto grado. Las tres otras,
fueron diagnosticadas de cancer de mama ductal en los 3 casos; sin embargo, en cuanto a la
clasificacién molecular, dos fueron LBy uno LA. La edad media de diagndstico de cancer de mama

para esta VP fue de 40 afios (Tabla 16).

- Relacién genotipo-fenotipo del gen BRCA2

De los 19 casos indices portadores de VP en el gen BRCA2, 11 fueron diagnosticados de cancer
de mama en mujeres (de los cuales 2 fueron cancer de mama bilateral) y 6 fueron diagnosticados
de cancer de ovario (entre ellos la mitad fueron bilaterales). Destaca 2 casos indices varones, uno

diagnosticado de cancer de préstata y el otro diagnosticado de cancer de cancer de mama.
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Los porcentajes que se obtuvieron fueron los siguientes: cdncer de mama en mujeres 58% (10.5%
bilateral), 31.5% cancer de ovario (15.75% bilateral), 5.25% cancer de mama en varén y 5.25%

cancer de proéstata.
o Clasificacion histologica del cancer de mama en BRCA2

Para estudiar la clasificacion histoldgica de los canceres de mama obtenidos en los pacientes
portadores de VP en BRCA2, se considerd que cada cancer de mama bilateral equivale a 2
unilaterales, por lo cual el total de casos cancer de mama diagnosticados fue de 14, los cuales

fueron todos ductales.
o Clasificacion molecular del cadncer de mama en BRCA2

De los 14 cédnceres de mama diagnosticados, el LB fue el mayoritario y el TN el menos detectado.
En dos pacientes no se pudo obtener la clasificacion molecular por falta de informacién en la base

de datos (Figura 36).

ND 14,30%

TN 7,10%

LA 14,30%
LB 64,30%

Figura 36: Distribucidn (%) de los tipos moleculares de cancer de mama en pacientes portadores de VP/VPP en el gen

BRCA2. ND: No Disponible; TN: Triple Negativo; LA: Luminal A; LB: Luminal B.

o Clasificacion histoldgica del cancer de ovario en BRCA2

El 100% de los canceres de ovario diagnosticados en pacientes portadores de una VP en el gen

BRCA?2 fueron de tipo seroso de alto grado.

140



Resultados

4.3.3 Variantes patogénicas detectadas en el gen ATM

El gen ATM fue el tercer gen mas detectado en el estudio, con un total de 9 casos indices
portadores de una VP/VPP en este gen. Desde el punto de vista molecular, hubo variedad en
cuanto a los tipos de VP/VPP detectadas, destaco una variante de tipo IF, la Unica detectada en
la totalidad de la muestra estudiada. Fenotipicamente, hubo un claro predominio de cancer de
mama, solo se detecté un caso indice con cancer de ovario. La Figura 37 muestra las VP/VPP

detectadas en el gen.
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Figura 37: Distribucién de las VP/VPP sobre el gen ATM vy sus principales dominios. Las variantes en rojo indican expresion fenotipica de cancer de mama, las variantes en negro indican
expresion fenotipica de cancer de ovario, las variantes en naranja indican expresion fenotipica de cancer de mama y ovario. Las localizaciones proteicas de los dominios funcionales se

obtuvieron de la herramienta informatica Mutation Mapper-cBioPortal for Cancer Genomics (https://www.chioportal.org/mutation_mapper?standaloneMutationMapperGeneTab).
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- ¢.3402+3A>C

o Descripcién molecular y categorizacion clinica

La variante ¢.3402+3A>C se produce en un sitio dador de splicing, especificamente en el tercer
nucledtido del intrén 23. Segun los experimentos realizados previamente por nuestro grupo de
investigacion (123), esta variante genética genera un cambio de adenina por citosina que da lugar
a dos transcritos aberrantes diferentes: el primero produce la delecién completa del exén 23,
mientras que el segundo ocasiona la delecién parcial del exdn 23 y 24. La delecion completa del
exoén 23 genera un codén de parada en la posicion 22 de la proteina ATM, dando lugar a una
proteina no funcional (Figura 37), mientras que la pérdida parcial del exén 23 y 24 da lugar a una

proteina mas corta pero que conserva todos sus dominios funcionales.

Esta variante ha sido clasificada por Varsome como probablemente patogénica al cumplir los
siguientes criterios de la ACMG: PP3, PM2, PP5. En ClinVar ha sido clasificado como VUS y VPP
(Tabla 15).

o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VPP fue una mujer de 49 afos diagnosticada de cancer de mama

tipo ductal LA (Tabla 16).

- ¢.3576G>A

o Descripcién molecular y categorizacion clinica

La variante ¢.3576G>A o también conocida como 3403del174, es una variante que produce el
cambio de una guanina altamente conservada por una adenina en la posiciéon 3576 en el exén 24
del gen ATM. Esta variante no produce ninglin cambio a nivel proteico de tal forma que el cambio
producido en la posicion 1192 es sinédnimo. Sin embargo, esta mutacion tiene 2 consecuencias,
la primera a nivel proteico, se ha visto en pacientes homocigotos disminuida la capacidad de
fosforilacién de la proteina ATM, importante para activar los mecanismos de reparacién de ADN
(124). También se ha constatado que al ocurrir el cambio en el dltimo nucledtido del exdén 24, se
produce una alteracion del proceso de splicing con la eliminacidén del exén 24, generando la
eliminacién de 58 aa desde la posicién 1135 hasta la posicién 1192 de la proteina ATM sin alterar

el marco de lectura (108) (Figura 37).
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Esta variante ha sido clasificada por ClinVar como patogénica con 2 estrellas y ha sido clasificada
también por Varsome como patogénica al cumplir con los siguientes criterios de la ACMG: PS3,

PP5, PP3, PM2 (Tabla 15).

o Descripcion clinica

El caso indice portador de esta VP, fue una mujer diagnosticada a los 36 afios de un cancer de

mama tipo ductal LA (Tabla 16).

- ¢.3802del

o Descripcion molecular y categorizacion clinica

La variante c.3802del, implica la delecién de una guanina en la posicion 3802 en exdn 26 del gen
ATM, generando un cododn de parada en la posicién 1268 de la proteina ATM, lo que da lugar a
una proteina truncada o ausencia total de traduccién de la proteina debido a la activacion del

mecanismo NMD (Figura 37).

Esa variante ha sido clasificada como patogénica por ClinVar con 2 estrellas. Ha sido categorizada
de la misma forma por Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2

(Tabla 15).

o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP fue una mujer que ademads de ser portadora de esa VP en ATM,
también fue portadora de otra VP en el gen CHEK2. Desarrollé a los 51 afios un cancer de mama
bilateral sincrénico, fue ductal en ambas mamas, pero de clasificacion molecular distinta, uno fue

LAy el otro HER2 (Tabla 16).

- €.4396C>T

o Descripcién molecular y categorizacion clinica

Esta variante produce el cambio de una citosina por una timina en la posicién 4396 en el exén 29
del gen ATM. Este cambio genera un codén de parada prematuro en la posiciéon 1466 de la
proteina ATM dando lugar a una proteina truncada o incluso pérdida completa de la proteina por

activaciéon del mecanismo NMD (Figura 37).

Clasificada como patogénica por ClinVar con 2 estrellas, esta variante ha sido clasificada de la
misma forma por Varsome al cumplir con los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2

(Tabla 15).
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o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP fue una mujer diagnosticada a los 29 afios de cancer de mama

ductal LB (Tabla 16).
- ¢.5188C>T
o Descripcién molecular y categorizacion clinica

La variante ¢.5188C>T, implica el cambio de una citosina por una timina en la posicion 5188 en el
exon 35 del gen ATM, lo que genera un coddn de parada prematuro en la posicién 1730 de la
proteina ATM, dando lugar a una proteina truncada e incluso la ausencia total de la proteina por

la activacion del mecanismo NMD (Figura 37).

Esta variante ha sido clasificada por ClinVar como VP/VPP con 2 estrellas. En Varsome esta
variante ha sido clasificada como patogénica al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1,

PP5, PM2 (Tabla 15).
o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP/VPP fue una mujer diagnosticada a los 38 afios de cancer de

mama de clasificacion histoldgica lobulillar y clasificacién molecular LB (Tabla 16).
- ¢.7638_7646del
o Descripcion molecular y categorizacion clinica

Esta variante aparece en la literatura de distintas formas (7636del9, 7637del9, 7639del9,
2546delSRI). Consiste en la eliminacion de la secuencia ‘TAGAATTTC' del exén 52 en el gen ATM.
Produce la eliminacion de tres aa desde la posicion 2547 hasta la posicidn 2549 en la proteina
ATM, sin alterar el marco de lectura. Estudios funcionales han demostrado que esta mutacion
produce la disminucion de la actividad quinasa critica para el funcionamiento de la proteina ATM

y su papel en la reparacion del ADN (125) (Figura 37).

Esta variante ha sido clasificada como VP/VPP con dos estrellas por ClinVar, mientras que ha sido
categorizada como patogénica por Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PS3,

PM4, PM2 (Tabla 15).
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o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP/VPP, fue una mujer diagnosticada a los 59 afios de un cancer

de ovario seroso de alto grado (Tabla 16).
- ¢.8251_8254del
o Descripcién molecular y categorizacion clinica

La variante ¢.8251_8254del implica la delecién de 4 nucledtidos (2 adeninas, una citosina y una
timina), entre la posicion 8251 y 8254 del exdn 56 del gen ATM, lo que produce la alteracién del
marco de lectura y da lugar a un codén de parada en la posicion 54 de la proteina ATM, generando

una proteina truncada no funcional (Figura 37).

Esta variante de origen fundador de la regién de Murcia (84) ha sido clasificada por ClinVar como
patogénica con una estrella lo que significa en este caso, que solo ha sido clasificada por un Unico
laboratorio como patogénica sin que haya mas propuestas de clasificacién. Sin embargo, dicha
clasificacién es respaldada por la clasificacion de Varsome que categoriza esta variante como

patogénica al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2 (Tabla 15).
o Descripcién clinica

Cuatro casos indices fueron portadores de esta VP, todos fueron mujeres de las cuales tres con
cancer de mama y una con cancer de mama y ovario. La primera mujer padecié de un cancer de
mama bilateral metacrénico: el primero, a los 36 afios, fue de tipo ductal pero no se pudo obtener
la clasificacion molecular de la base de datos, el segundo fue invasivo multifocal (ductal y
lobulillar) de tipo LA. La segunda mujer fue diagnosticada de un cancer de mama ductal LA. En
cuanto a la tercera mujer, con cancer de mama, no se pudo obtener la clasificacién histoldgica y
tampoco la molecular debido a la no disponibilidad de informacion en la base de datos. La edad
media de diagndstico de cancer de mama para esta variante fue de 45 afios. La cuarta mujer fue
diagnosticada a los 54 afios de un cancer de mama tipo ductal LB y a los 58 afios de un cancer de
ovario de células claras de alto grado, ademds fue diagnosticada de un cancer de cérvix (Tabla

16).
- Relacién genotipo-fenotipo del gen ATM

De los 10 casos indices portadores de VP/VPP en el gen ATM, 8 fueron diagnosticados de cancer
de mama lo que equivale a un 80% (de los cuales 2 bilaterales equivalente a 20%), uno de cancer

de ovario (10%) y otro de cancer de mama y ovario (10%).
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o Clasificacion histoldgica del cancer de mama en ATM

Para estudiar la clasificacion histoldgica de los canceres de mama obtenidos en los pacientes
portadores de VP/VPP en ATM, se tuvo en cuenta que cada cancer de mama bilateral equivale a
2 unilaterales. Se tomd en cuenta también las caracteristicas del cancer de mama de la paciente
diagnosticada de cancer de mama y ovario, por tanto se obtuvo un total de 11 cdnceres de mama

diagnosticados (Figura 38).

ND 9,10%

Multifocal
(Lob+Duc) 9,10%

Lob 9,10%

Duc 72,70%

Figura 38: Distribucién (%) de los diferentes tipos histoldgicos de cancer de mama en pacientes portadores de VP/VPP

en el gen ATM. Duc: ductal; Lob: lobulillar; ND: No Disponible.

o Clasificacion molecular del cancer de mama en ATM

En cuanto a la clasificacién molecular, se detectaron 5 LA, 3 LB, 1 HER2, mientras que para dos
casos indices no se pudo establecer una clasificacion molecular debido a la no disponibilidad de

la informacion en las bases de datos (Figura 39).

147



Resultados

ND 18,18%

HER9,10% LA 45,45%

LB 27,27%

Figura 39: Distribucion (%) de los diferentes tipos moleculares de cancer de mama en pacientes portadores de VP/VPP

en ATM. LA: Luminal A; LB: Luminal B; ND: No Disponible.

o Clasificacion histoldgica del cancer de ovario en ATM

De los dos canceres de ovario detectados en pacientes portadores de VP/VPP en ATM (teniendo
en cuenta el cancer de ovario del caso indice diagnosticado de cancer de mamay ovario), uno fue

seroso de alto grado vy el otro fue de células claras de alto grado.

4.3.4 Variantes patogénicas detectadas en el gen CHEK?2

Un total de 7 casos indices fueron portadores de alguna VP/VPP en el gen CHEK2. Desde el punto
de vista molecular se identificd un predominio de variantes de tipo MS. Fenotipicamente ningin
paciente desarrollé cancer de ovario, todos los casos indices portadores de VP/VPP en CHEK2
desarrollaron cdncer de mama. A continuacién, la Figura 40 muestra las variantes detectadas en

el gen CHEK?.
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Figura 40: Distribucién de las VP/VPP sobre el gen CHEK2 y sus principales dominios. Las variantes en rojo indican expresion fenotipica de cancer de mama. 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). FHA: dominio asociado a ForkHead; Pkinase: dominio de la proteina quinasa.
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- C.349A>G
o Descripcién molecular y categorizacion clinica

Esta variante, implica el cambio de una adenia por una guanina en el exdn 3 del gen CHEK2, lo
gue produce el cambio de una arginina conservada por una glicina en la posicién 117 de la
proteina CHEK2, dos aa con caracteristicas bioguimicas distintas. Varios estudios funcionales han
demostrado que por un lado, esta mutacién impide la oligomerizacién de la proteina CHEK2
necesaria para su activacion (126); por otro lado, ese cambio afecta a la actividad quinasa del
dominio FHA (ForkHead Asociated Domain), esencial para fosforilar proteinas claves en el control
del ciclo celular como CD25A (126) o CD25C (52) y otras imprescindibles para la reparacion del
ADN dafiado como BRCA1, KAP1y TP53 (52) (Figura 40).

La variante ¢.349A>G ha sido categorizada como VP/VPP por ClinVar con 2 estrellas. Ha sido
también clasificada como patogénica por Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG:

PPS, PS3, PP3, PM2, BP1 (Tabla 15).
o Descripcién clinica

Los dos casos indices portadores de esta VP/VPP, fueron mujeres diagnosticadas de cancer de
mama. La primera fue diagnosticada a los 60 afios de un cancer de mama lobulillar in situ LB,
mientras que la segunda fue diagnosticada de un cancer de mama bilateral metacrénico: el
primero a los 39 afios, fue ductal LB y el segundo, a los 45 afios, fue también ductal LB. La edad

media de diagndstico de cancer de mama para esta VP/VPP fue de 52 afios (Tabla 16).
- cA433CT
o Descripcién molecular y categorizacion clinica

Esta variante implica el cambio una citosina por una timina en el exén 3 del gen CHEK2,
produciendo el cambio de una arginina por un triptéfano en la posicion 145 de la proteina CHEK?2,
dos aa con caracteristicas bioquimicas distintas. Muchos estudios funcionales han demostrado
qgue esta mutacion produce un profundo impacto en la estabilidad de la proteina y altera la
actividad quinasa del dominio FHA, esencial para fosforilar las proteinas necesarias en el control
del ciclo celular como CD25A (126) o CD25C (52) y otras imprescindibles para la reparacion del
ADN dafiado como BRCA1, KAP1y TP53 (52) (Figura 40).
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Esta variante ha sido clasifica como VPP en ClinVar con 2 estrellas, de la misma forma ha sido
categorizada en Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PP5, PM5, PP3, PM2
(Tabla 15).

o Descripcion clinica

El caso indice portador de esta VPP fue una mujer diagnosticada a los 41 afios de un cancer de

mama ductal in situ LB y de un céncer tiroideo (Tabla 16).
- ¢.470T>C
o Descripcion molecular y categorizacion clinica

Esta variante consiste en un cambio de una timina por una citosina en el exén 4 del gen CHEK?2,
lo que genera el cambio de una isoleucina por una treonina en la posicidon 157 de la proteina
CHEK2 (Figura 40). Esta variante es muy controvertida, ya que hay estudios funcionales que
demuestran el impacto sobre la funcion de la proteina (127) y otros que no (52). Por otra parte,
la frecuencia alélica de esta variante es muy elevada, casi 13 veces superior a lo que tendria que
tener una VP en CHEK2 causante de SCMOH; sin embargo, esta variante se ha detectado en varias

familias con cancer de mama en las cuales ademas, la variante co-segrega.

Esta variante en ClinVar no se ha podido caracterizar con unanimidad, de tal forma que 4
laboratorios la han clasificado como VP, 12 como VPP, 7 como VUS, y 1 como factor de riesgo y
otro como VB (128). En Varsome esta variante ha sido clasificada como VUS al cumplir los

siguientes criterios de la ACMG: PS3, PP5, PM5, BS3, BS1, BP4 (Tabla 15).

Un gran metaanalisis que incluyd un total de 15 estudios de casos y controles (19621 casos vy
27001 controles), llevado a cabo por Liu et al (129) llegé a la conclusidon de que existe una relacion

significativa entre esta variante y el riesgo de sufrir un cancer de mama.

Teniendo en cuenta todo lo anterior se considerd esta variante como un alelo de riesgo para sufrir

cancer de mama.
o Descripcidn clinica

El caso indice portador de esta variante fue una mujer diagnosticada a los 50 afios de un cancer

de mama ductal TN (Tabla 16).
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- ¢.715G>T
o Descripcién molecular y categorizacion clinica

La variante ¢.715G>T, conocida también como ¢.844G>T o p.(Glu282ter), implica el cambio de
una guanina por una timina en la posicién 715 en el exdn 6 del gen CHEK2, 1o que genera un
codon de parada en la posicién 239 de la proteina CHEK2, dando lugar a una proteina truncada
con pérdida completa del dominio FHA y parcial de Pkinase (dominio de la proteina quinasa) o

incluso, pérdida total de la proteina debido al mecanismo NMD (Figura 40).

Esta variante ha sido clasificada como VP con 2 estrellas por ClinVar y de la misma forma ha sido
categorizada por Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2 (Tabla
15).

o Descripcién clinica

El caso indice de esta VP fue una mujer diagnosticada de cadncer de mama bilateral metacronico.
El primero a los 40 afios del cual no se pudo obtener la informacion necesaria para la clasificacion
histoldgica y tampoco la molecular debido a la no disponibilidad de informacién en la base de

datos. El segundo se manifestd a los 53 afios y fue ductal LB (Tabla 16).
- ¢.792_792+1insCT
o Descripcién molecular y categorizacion clinica

Esta variante consiste en la insercidon de una citosina y una timina en el exdn 6 del gen CHEK2, lo
que alteraria el marco de lectura generando un coddn de parada en la posicién 11 del nuevo
marco de lectura, dando lugar a una proteina truncada o incluso podria afectar al splicing del

ARNm (Figura 40).

Esta variante no tiene registro en ClinVar, sin embargo ha sido clasificada en Varsome como

patogénica al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1 PM2 (Tabla 15).
o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP fue la misma mujer portadora de la VP ¢.3802del en el gen

ATM (Tabla 16).
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- ¢.1100del

o Descripcién molecular y categorizacion clinica

La variante ¢.1100del, implica la delecidon de una citosina en el exdn 11 del gen CHEK2, esa
delecién produce una alteracién del marco de lectura con la generacion de un codén de parada
prematura en el residuo 15 de la proteina CHEK2, dando lugar a una proteina truncada o incluso

la ausencia total de la proteina por la activacion del mecanismo NMD (Figura 40).

Esta variante con efecto fundador de origen europeo, sobre todo el norte de Europa (104), ha
sido clasificada como patogénica en ClinVar con 1 estrella, debido a discrepancia de un
laboratorio que clasificd la variante como VUS frente a 38 que la clasificaron como patogénica.
Dicha clasificacion es respaldada por la base de datos Varsome que clasifica la variante como

patogénica al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2 (Tabla 15).
o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP fue una mujer diagnosticada a los 57 afios de un cancer de

mama ductal LB (Tabla 16).
- Relacién genotipo-fenotipo del gen CHEK2

Todos los casos indices portadores de una VP/VPP en el gen CHEK2 fueron diagnosticados de
cancer de mama, tres de ellos con cancer de mama bilateral (equivalente al 43%). Desde el punto
de vista histoldgico, el 80% de los canceres de mama detectados fueron ductales y el 10%
lobulillar mientras que el 10% restante no fue posible obtener informacion en la base de datos.
En cuanto a la clasificacion molecular el 10% fueron LA, 60% LB, 10% TN, 10% HER2 y el 10% no

se encontré informacion en la base de datos.

4.3.5 Variantes patogénicas detectadas en el gen PMS2

Solo un caso indice fue portador de un VP de tipo NS en este gen, la Figura 41 esquematiza la VP

detectada en el gen.
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Figura 41: Localizacion de la VP sobre el gen PMS2 y sus principales dominios. La variante en negro indica expresion fenotipica de cancer de ovario. 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). HATPase_c_3: hisitidin-quinasa, ADN girasa, y HSP90 (proteina de shock térmico 90).

DNA_mis_repair: proteina de reparacion por desajuste del ADN; MutL_c: proteina MutL en posicion c-termina
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- ¢.400C>T

o Descripcién molecular y categorizacion clinica

La variante c.400C>T, consiste en un cambio de una citosina por una timina en la posicion 400 del
exon 5 del gen PMS2, lo que produce un codén de parada en la posiciéon 134 de la proteina PMS2,
dando lugar a una proteina truncada o incluso ausencia total de la proteina por activacién del

mecanismo NMD (Figura 41).

Esta variante ha sido clasificada como patogénica por ClinVar con 3 estrellas, de la misma forma

lo ha sido por Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2 (Tabla 15).
o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP fue una mujer diagnosticada a los 43 afios de un cancer de

ovario bilateral seroso de alto grado (Tabla 16).
- Relacién genotipo-fenotipo del gen PMS2

En la literatura las VP detectada en el gen PMS2 han sido relacionadas con el sindrome de Turcot
en pacientes homocigotos, con el sindrome de Lynch, cdncer colorrectal y cancer de ovario. En

nuestro caso fue una mujer con céncer de ovario bilateral y fue de tipo seroso de alto grado.

4.3.6 Variantes patogénicas detectadas en RAD51C

Se detectd un Unico caso indice portador de una VP/VPP de tipo splicing en el gen RAD51C. La

Figura 42 esquematiza la variante detectada.
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Figura 42: Localizacion de la VP/VPP sobre el gen RAD51C y sus principales dominios. La variante en negro indica expresidn fenotipica de cancer de ovario. Las localizaciones proteicas de

los dominios se obtuvieron de la herramienta bioinformatica ProteinPaint (https://proteinpaint.stjude.org/).
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- ¢.905-2_905-1del
o Descripcién molecular y categorizacion clinica

Esta variante puede aparecer en la literatura como 905-2delAG o 905 2_1delAG. Produce la
eliminacion de los dos ultimos nucledtidos (adenina y guanina) del intrén 6 del gen RAD51C, lo
qgue produce la alteracion del proceso de splicing y eliminacién del exdn 7 con alteracion del
marco de lectura generando un codoén de parada en el residuo 41 dando lugar a una proteina

truncada no funcional (130) (Figura 42).

Esta variante ha sido categoriza como VP/VPP por ClinVar con 2 estrellas. En Varsome ha sido
categorizada como patogénicas al cumplir con los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5,

PM2 (Tabla 15).
o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP/VPP fue una mujer diagnostica a los 62 afios de un cancer de

ovario seroso de alto grado (Tabla 16).
- Relacidn genotipo-fenotipo del gen RAD51C

Segun la NCCN (V2.2023), las VP/VPP en el gen RAD51C se asocian principalmente al cancer de
mama y ovario epitelial, y no hay evidencia cientifica suficiente para asociar VP/VPP de este gen
al cancer de pancreas u otro tipo cancer. En nuestro estudio la paciente portadora de la VP/VPP

en RAD51C desarrollé un cdncer de ovario seroso de alto grado.

4.3.7 Variantes patogénicas detectadas en RAD51D

Tres casos indices fueron portadores de una unica VP de tipo NS en RAD51D, sin embargo,
desarrollaron distintos tipos de cénceres (un cancer de mama bilateral, un céncer de mama

unilateral y uno de ovario). La Figura 43 esquematiza la variante detectada en el gen RAD51D.
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Figura 43: Localizacién de la VP sobre el gen RAD51D y sus principales dominios. La variante en naranja indica expresion fenotipica de cancer de mamay ovario. Las localizaciones proteicas

de los dominios se obtuvieron de la plataforma ProteinPaint (https://proteinpaint.stjude.org/).
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- €.694C>T

o Descripcién molecular y categorizacion clinica

Esta variante consiste en un cambio de una citosina por una timina en la posicion 694 en exén 8
del gen RAD51D, lo que produce un cambio de una arginina por un codén de parada en la posicién
232 de la proteina RAD51D, dando lugar a una proteina truncada o incluso una proteina que no

se traduce por degradacion del ARN mensajero debido al mecanismo NMD (Figura 43).

Esa variante ha sido clasificada como patogénica por ClinVar con 2 estrellas. De la misma forma
ha sido categorizada por Varsome al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5 (Tabla

15).

o Descripcién clinica

Tres casos indices fueron portadores de esta VP, el primero fue una mujer diagnosticada de un
cancer de mama bilateral metacrénico; el primero, a los 39 afios, no se pudo clasificar
histoldgicamente y tampoco molecularmente, debido a la no disponibilidad de informacién en la
base de datos, el segundo diagnosticado a los 80 afios y fue ductal LB. El segundo caso indice, fue
una mujer diagnosticada a los 43 afios de un cancer de mama ductal TN. La edad media de
diagndstico de cancer de mama para esta VP fue de 54 afios. Finalmente, el tercer caso indice fue

una mujer diagnosticada a los 43 afios de cancer de ovario seroso de alto grado (Tabla 16).

- Relacién genotipo-fenotipo del gen RAD51D

Las VP del gen RAD51D han sido consideradas con fuertes evidencias como un factor de riesgo
para el desarrollo del cancer de mama y ovario. En cuanto a su papel para el desarrollo de otros
tipos de canceres no se han encontrado suficientes pruebas cientificas al respecto. En nuestro
caso, la misma VP detectada se ha expresado fenotipicamente en dos pacientes en forma de
cancer de mama ductal, pero con clasificacién molecular distinta (uno LB y otro TN) y en una

paciente en forma de cancer de ovario seroso de alto grado.

4.3.8 Variantes patogénicas detectadas en el gen TP53

Se detectaron dos VP/VPP en el gen TP53, una de tipo FS y otra de tipo splicing. El Gnico tipo de
cancer desarrollado fue el cancer de mama. La Figura 44 esquematiza las dos variantes

detectadas.
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Figura 44: Localizacién de las dos VP/VPP sobre el gen TP53 y sus principales dominios. Las variantes en rojo indican expresidn fenotipica de cancer de mama. 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). P53_TM: dominio de transactivacion; P53: dominio de uniéon al ADN; P53_tetramer: dominio de

tetramerizacion.
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- ¢.334_364dup

o Descripcién molecular y categorizacion clinica

La variante c.334-364dup, implica la duplicacion de una secuencia de 31 nucledtidos
(TTGGCTGTCCCAGAATGCAAGAAGCCCAGAC) entre la posicién 334 y 364 en el exdn 4 del gen
TP53, lo que produce la alteracion del marco de lectura y genera un codén de parada prematuro
en el residuo 37 de la proteina TP53, dando lugar a una proteina truncada no funcional (Figura

44).

Esta variante ha sido clasificada por ClinVar como patogénica. Por Varsome ha sido categorizada

como patogénica al cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2 (Tabla 15).

o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VP fue una mujer diagnosticada a los 35 afios de un cancer de

mama ductal TN (Tabla 16).

- ¢.375+2T7>C

o Descripcién molecular y categorizacion clinica

Esta variante ocurre en un sitio dador de splicing, concretamente en el segundo nucledétido del
intron 4 del gen TP53 y produce el cambio de una timina por una citosina. En este estudio se
comprobo in vitro (ver apartado 6 de resultados) que altera el proceso de splicing y genera un
codon de parada prematura en la posicién 23 de la proteina TP53, dando lugar a una proteina

truncada no funcional (Figura 44).

La variante ¢.375+2T>C ha sido clasificada por ClinVar como VPP y por Varsome como VP al

cumplir los siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PP5, PM2 (Tabla 15).

o Descripcién clinica

El caso indice portador de esta VPP fue una mujer diagnosticada a los 30 afios de un cancer de

mama ductal LB (Tabla 16).

- Relacién genotipo-fenotipo del gen TP53

Los dos casos indices portadores de VP/VPP fueron diagnosticados de cadncer de mama, ambos

fueron ductales, pero de clasificacién molecular distinta: uno fue LBy el otro TN.
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4.3.9 Variantes patogénicas detectadas en el gen PALB2

Se detectd solo un caso indice con cancer de ovario portador de una VPP de tipo RG en el gen

PALB2. La Figura 45 esquematiza la variante hallada.
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Figura 45: Localizaciéon de la VPP sobre el gen PALB2 y sus principales dominios. La variante en negro indica expresion fenotipica de cancer de ovario. Las localizaciones proteicas de los
dominios se obtuvieron de la plataforma ProteinPaint (https://proteinpaint.stjude.org/) y de Ducy et al (131). ADN: dominio de unién al ADN, CC: Coiled Coil dominio de unién BRCA1 a

PALB2; ChAM: dominio de unidn a la cromatina; MRG15: gen asociado a MORF en el cromosoma 15; WD40: dominio WD40 principal dominio de unién con BRCA2 y RAD51C.
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- ¢.2587?_3201+7del (exon7-11del)
o Descripcién molecular y categorizacion clinica

Este RG produce la eliminacion del exdn 7 hasta el exén 11 del gen PALB2 y la pérdida del dominio
funcional WD40 (Beta Transducin Repeat), dominio de unos 40 aa, a través del cual se une PALB2

a BRCA2 para la reparacion del ADN por recombinacién (Figura 45).

Considerada como VPP, esta variante fue relacionada con SCMOH y descrita por Blanco et al
(132), el cual describe una mujer de 70 afios y su hermano diagnosticados de cancer de mama,
ambos portadores de la misma variante, lo que significa que la variante co-segregd con la

enfermedad.
o Descripcion clinica

El caso indice portador de esta VPP fue una mujer diagnosticada a los 85 afios de cancer de ovario

seroso de alto grado (Tabla 16).
- Relacién genotipo-fenotipo del gen PALB2

Las VP/VPP en el gen PALB2, se han relacionado con el cancer de ovario y con el cancer de mama
tanto en mujeres como en hombres. En cuanto al cancer de pancreas las evidencias son limitadas.

Nuestro caso indice fue una mujer diagnosticada de cancer de ovario de tipo seroso de alto grado.

4.3.10 Variantes patogénicas detectadas en el gen BRIP1

Se detectaron dos casos indices portadores de una misma VP/VPP de tipo splicing, el primero con
cancer de mama unilateral y el segundo con cancer de mama bilateral. La Figura 46 esquematiza

la variante detectada.
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Figura 46: Localizacion de la VP/VPP sobre el gen BRIP1 y sus principales dominios. Las variantes en rojo indican expresion fenotipica de cancer de mama. Las localizaciones proteicas de
los dominios se obtuvieron de Moyer et al (133). I: dominio de helicasa I; la: dominio de helicasa la; Il: dominio de helicasa Il; lll; dominio de helicasa II; IV: dominio de helicasa IV; V: dominio

de helicasa V; VI: dominio de helicasa VI; BBD: Dominio de unién BRIP1 a BRCAI.
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- €.206-2A>G
o Descripcién molecular y categorizacion clinica

La variante c.206-2A>G, ocurre en un sitio aceptor de splicing y produce el cambio de una adenina
por una guanina en el penultimo nucledtido del intron 3 del gen BRIP1 (Figura 46). Los andlisis
predictivos in silico predicen un impacto de la variante sobre el proceso de splicing; sin embargo,
no se hicieron estudios funcionales de RT-PCR que confirmen la consecuencia sobre la proteina
resultante. Esta variante se ha detectado en pacientes con cancer de ovario y mama y con una

frecuencia alélica en gnomAD de 0.0009 < 1%.

Esta variante no ha sido clasificada por unanimidad en ClinVar, ya que tres laboratorios la
clasificaron como VPP y otros 3 como VUS. En Varsome ha sido clasificada como VP al cumplir los

siguientes criterios de la ACMG: PVS1, PM2, PP5 (Tabla 15).
o Descripcién clinica

Dos casos indices fueron portadores de esta VP/VPP, el primero fue una mujer diagnosticada de
cancer de mama ductal HER2. El segundo fue otra mujer diagnosticada de un cancer de mama
bilateral sincrénico tipo ductal LA en un seno y ductal LB en el otro. La edad media de diagndstico

del cancer de mama para esta VP/VPP fue de 43 afios (Tabla 16).
- Relacién genotipo-fenotipo del gen BRIP1

Segln la NCCN (V2.2023), las VP/VPP en el gen BRIP1 han sido relacionadas con el cancer de
ovario. Sin embargo, para el cancer de mama, dicha relacion no esta del todo bien establecida,
pero existe un riesgo incrementado cuando el portador de la VP/VPP es de sexo femenino. Los
casos indices de nuestro estudio fueron dos mujeres diagnosticadas de cancer de mama, la
primera con cancer de mama bilateral ductal (LA en una mama y LB en la otra) y la segunda con

cancer de mama unilateral ductal HER2.

4.3.11 Variantes patogénicas detectada en el gen NF1

Se detecté una VPP cuyo caso indice fue diagnosticado de cancer de ovario, la Figura 47

esquematiza la variante detectada.
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Figura 47: Localizacion de la VPP sobre el gen NF1 y sus principales dominios. La variante en negro indica expresion fenotipica de cancer de ovario. Las localizaciones proteicas de los

dominios funcionales se obtuvieron de Napolitano et al (134). CSRD: Cysteine/Serine-Rich Domain; TBD: Tubulin-Binding Domain; GRD: GAP Related Domain; Sec14-PH: Sec14-Homologous
Domain; PHD: Pleckstrin Homology Domain; HLR: HEAT-Like repeat Region; SBR: Syndecan-Binding Region.
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- ¢.4643_4644dup
o Descripcién molecular y categorizacion clinica

Esta VPP implica la insercién de una citosina y una timina entre la posicién 4643y 4644 en el exdn
34 del gen NF1, lo que produce una alteracion del marco de lectura dando lugar a un codén de
parada prematuro en la posicion 5 de la proteina NF1, generando una proteina truncada no

funcional (Figura 47).

Esta variante ha sido clasificada por Varsome como VPP al cumplir los siguientes criterios de la

ACMG: PVS1, PM2 (Tabla 15).
o Descripcion clinica

El caso indice portador de esta VPP, fue una mujer diagnosticada a los 33 afios de un céncer de

mama bilateral seroso de alto grado (Tabla 16).

4.4. Caracterfsticas clinicas de cancer de mama en casos indices portadores de VP/VPP en

BRCA1/2, ATM y CHEK2

En el presente estudio se llevd a cabo estudio estadistico sobre las caracteristicas genotipo-
fenotipo en los genes donde se detectaron mayor nimero de casos indices con cancer de mama

(Tabla 17):
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BRCA1 BRCA2 ATM CHEK2 No portadores
de \V/P/VPP
Totalidad de Cl con CM* N=11 N=11 N=9 N=7 N=279
EDAD media /SD 47,3116 40,1+7,1 42,4+ 8,7 499+ 7,7 44,2 +10,4
(Rango de edad) (33-79) (27-57) (29-54) (41-62) (22-85)
Cl con CMU ** 6 9 7 4 245
Edad media / SD 45,5+ 17,5 37,8+ 4,38 41,6+9,4 52,5+9,1 43,4+ 10,1
(Rango de edad) (33-79) (27-43) (29-54) (41-62) (22-80)
P 0,618 0,004 0,659 0,069 -
CMb** 5 2 2 3 34
P 0,043 1 0,271 0,004
LA 0/16 2/13 5/11 1/10 64/313
P 0,103 0,293 0,056 0,834 -
Clasificacion LB 2/16 8/13 3/11 6/10 107/313
molecular de P 0,099 0,094 0,831 0,074 -
la totalidad de | HER2+ 0/16 0/13 1/11 1/10 15/313
los CM P 0,541 0,246 0,687 0,538 -
detectados*** TN 11/16 1/13 0/11 1/10 70/313
P 0,019 0,105 0,193 0,723 -
ND 3/16 2/13 2/11 1/10 57/313

Tabla 17: Caracteristicas clinicas de cancer de mama en portadores de VP/VPP y no portadores de VP/VPP. Cl: Caso
indice; CM: Cancer de mama; SD: desviacidn estandar; CMU: Cancer de Mama Unilateral; CMb: Cancer de Mama
Bilateral; LA: Luminal A; LB: Luminal B; TN: Triple Negativo; ND: No Disponible. * incluye Cl con cancer de mama
unilateral, cadncer de mama bilateral 2 casos indices con cancer de mama y ovario portador de VP/VPP en BRCA1, ATM
y 3 casos indices con cdncer de mama y ovario no portadores de VP/VPP. ** incluye un caso indice con cancer de mama
bilateral y cédncer de ovario en pacientes no portadores de VP/VPP. *** Para llevar a cabo la estadistica de la
clasificacion molecular de CM, se considerd cada CMb como dos cénceres de mama unilateral. La p se obtuvo
comparando las caracteristicas del cancer de mama de los casos indices portadores de una VP/VPP con los no

portadores de VP/VPP.

Los casos indices portadores de una VP/VPP en el gen BRCA2 tuvieron una edad media mas baja
estadisticamente significativa comparando con los no portadores de VP/VPP (p=0,004). En cuanto
a la bilateralidad fue estadisticamente relacionada con portadores de VP/VPP en el gen BRCA1
(p=0.043) y CHEK2 (p=0,004), y en lo concerniente a la clasificacion molecular del cancer de
mama, el TN fue estadisticamente relacionado con portadores de VP/VPP en el gen BRCA1

(p=0,019).

4.5, Caracteristicas clinicas de cancer de ovario en casos indices portadores de VP/VPP en

BRCA1/2 y ATM

Con respecto al cancer de ovario, la principal caracteristica sobre la cual se estudié una posible
diferencia significativa entre los portadores de VP/VPP y los no portadores VP/VPP fue la edad
media, ya que en nuestro estudio se seleccionaron Unicamente casos indices con cancer de ovario

epitelial no mucinoso y de alto grado.
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No se encontrd ninguna diferencia significativa entre la edad media de cdncer de ovario en casos

indices portadores de VP/VPP en los genes BRCA1/2 y ATM y los no portadores de VP/VPP (Tabla

18):

BRCA1 BRCA2 ATM No portadores
de VP/VPP
Totalidad de Cl con
e 8 6 2 62
EDAD media /SD 56,1+13,4 53,7+11,7 58,5+0,7 60+12,3
(Rango de edad) (40-79) (43-74) (58-59) (38-82)
P 0,616 0,369 0,713 -

Tabla 18: Edad media de casos indices con cancer de ovario portadores de VP/VPP y no portadores de VP/VPP. * Incluye
2 casos indices con cancer de mamay ovario portador de VP/VPP en BRCA1, ATMy 3 casos indices con cancer de mama
y ovario no portadores de VP/VPP. La p se obtuvo comparando la edad media de los casos indices portadores de VP/VPP

en los genes BRCA1/2 y ATM y los nos portadores de VP/VPP.

5. VARIANTES DE SIGNIFICADO CLINICO INCIERTO DETECTADAS EN GENES
CLINICAMENTE ACCIONABLES

5.1. Reclasificacion de las VUS detectadas

Tras la primera categorizacion de las variantes detectadas se obtuvieron 129 VUS distintas, de las
cuales 23 fueron detectadas en mas de un caso indice. Transcurridos 2 afios vy, tras de nuevo,
consultar en las bases de datos y la bibliografia disponible, el 25,6% (33/129) de las VUS
detectadas inicialmente se reclasificaron como VB/VPB, mientras que el 74,4% (96/129) se
mantuvieron la misma clasificacién clinica. Cabe destacar que ninguna de las VUS detectadas se

tuvo que reclasificar como VP/VPP.
5.2. Categorizacién molecular de las VUS reclasificadas

De las 96 VUS obtenidas, segln su clasificacién molecular, se detectaron: 85 MS, 7 de tipo splicing,
2 IF, 1 sindnimay 1 FS. Estas variantes se distribuyeron en 18 de los 20 genes de la NCCN version
3.2019. En la Figura 48, se detalla la distribucidén de estas VUS por genes, el principal gen en el

que se detectaron mas VUS fue el gen ATM.
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NBN 2,08% (2)  BARD12,08% (2) CDH11,03% (1)

STK11 2,08% (2)_\\

EPCAM 2,08% (2)

ATM 22,92% (22)

RAD51D 2,08% (2)
PMS2 2,08% (2)
BRCA1 2,08% (2)

MSH2 3,13% (3)

RAD51C 3,13% (3)

PALB2 4,17% (4)

MSH6 12,50% (12)
NF16,25% (6)

CHEK2 6,25% (6)

BRCA2 11,46%

BRIP17,29% (7) MLH17,29% (7) (11)

Figura 48: Distribucién (%) de las VUS halladas en los 20 genes de la NCCN versién 3.2019 (n=96) en la muestra de

estudio. Entre paréntesis se indica el nimero de variantes.

5.3. Priorizaciéon de las VUS

Tras la aplicacion del algoritmo de priorizacion, de las 96 VUS detectadas, 18 se priorizaron
(18,75%). De ellas, 15 fueron de tipo MS, de las cuales 13 fueron priorizadas gracias al
metapredictor REVEL, lo que equivale a un 13,54 % de la totalidad de las VUS detectadas (13/96).
El gen con mas VUS priorizadas fue el gen BRIP1. La Tabla 19 detalla para cada VUS priorizada su
clasificacién molecular, el exdn o intrén (en caso de variantes de tipo splicing) dénde se sitla, sus
diferentes clasificaciones clinicas segiin cada base de datos y el criterio por el cual fue priorizada.
El 81,25% de las VUS restantes (78/96) se consideraron como no priorizadas, fue en el gen ATM
donde se detectaron un mayor numero. La Tabla 20 detalla para cada VUS no priorizada su
clasificacién molecular, el exdn o intrén (en caso de variantes de tipo splicing) donde se situa, sus
diferentes clasificaciones clinicas segin cada base de datos y clasificacién final como VUS no

priorizada al no cumplir con ninguno de los criterios del algoritmo de priorizacion.

En total fueron 178 variantes diferentes las que se detectaron (49VP/VPP y 129 VUS). La Figura
49A representa la proporcion de los distintos tipos de variantes detectadas segun su clasificacion

clinicas después de la reclasificacién y priorizacion de las 129 VUS iniciales. La Figura 49B detalla
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para cada gen el nimero de VP/VPP, VUS no priorizadas y VUS priorizadas detectadas en los 20
genes de accionabilidad clinica después de la reclasificacién y priorizaciéon de las 129 VUS

detectadas inicialmente.
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Reclasificacion

Tipo de Criterios Clasificacion | Clasificacién | Clasificacion
Gen c.HGVS .HGVS . Ex/Int RefSNP . Seglin
P mutacion / ACMG Varsome Clinvar HGMD/ ID g.
algoritmo
€.9205T>C p.(Cys3069Arg) MS Ex24 rs398122611 PP3, PM2, BP1 VUS VUS/VPB ND VUS-P (REVEL)
BRCA2 ¢.10043dup p.(Asn3348LysfsTer20) FS Ex27 ND PVS1, PM2 VPP ND ND VUS-P (ACMG*)
c.7375C>T p.(Arg2459Cys) MS Ex50 rs730881383 PM2, BP1 VUS VUS vUS/ VUS-P (REVEL)
ATM CM186167
c.8560C>T p.(Arg2854Cys) MS Ex58 rs201958469 PM1, PP3, PM2 VUS VUS/VB VUS/ VUS-P (REVEL)
CM092588
CHEK2 c.1427C>T p.(Thra76Met) MS Ex13 rs142763740 PS3, PP5, PM5, VP VPP/VUS VPP VUS-P (123)
PM2, BP4 CM119709
RAD51C c.3G>A p.(Metllle) MS Ex1 rs769053886 PVS1, PM2 VPP VUS VUS / VUS-P (135)
CM2210533
PALB2 c.2514+3A>G ND SP In5-6 rs515726088 PP3, PM2 VUS VUS ND VUS-P
(Algoritmo)**
c.848G>C p.(Cys283Ser) MS Ex7 ND PP3, PM2, BP1 VUS ND ND VUS-P (REVEL)
BRIP1 €.2308G>T p.(Asp770Tyr) MS 16 ND PP3, PM2, BP1 VUS VUS ND VUS-P (REVEL)
c.2446T>C p.(Trp816Arg) MS Ex17 rs1338241931 PP3, PM2, BP1 VUS VUS ND VUS-P (REVEL)
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: - e s e s .« .. | Reclasificacién
Gen C HGVS HGVS Tipo de Ex/Int RefSNP Criterios Clasificacion | Clasificacién | Clasificacion Seatin
’ P mutacion ACMG Varsome Clinvar HGMD/ ID g.
algoritmo
c.91G>T p.(Ala31Ser) MS Ex1 rs749671520 PM1, PM5, PP3, VP VUS/VPB ND VUS-P (REVEL)
MLH1 PM2
€.92C>G p.(Ala31Gly) MS Ex1 rs730882127 PM1, PM5, PP3, VP VUS ND VUS-P (REVEL)
PM?2
c.568C>T p.(Leu190Phe) MS Ex3 rs763459034 PM1, PM2, PP3 VUS VUS VUS / VUS-P (REVEL)
MSH2 CM2220670
c.2777T>A p.(Ile926Asn) MS Ex16 rs199747712 PP3, PM2, BP1 VUS VUS/VPB ND VUS-P (REVEL)
c.1894A>G p.(Lys632Glu) MS Ex4 rs755847154 PM2, BP1 VUS VUS/VPB VUS/ VUS-P (REVEL)
MSH6 CM2221387
C.2231A>T p.(Glu744Val) MS Ex4 ND PP3+PM2+BP1 VUS ND ND VUS-P (REVEL)
BARD1 c.152C>T p.(Ser51Leu) MS Ex1 rs766788652 PM2, PP3, BP1 VUS VUS ND VUS-P (REVEL)
EPCAM c.491+1G>A ND SP In4-5 rs606231203 PVS1, PM2, PP5 VP VP VP / VUS-P (30)***
CS083989

Tabla 19: VUS priorizadas en funcion del algoritmo de priorizacion. Ex: exdn; In: intrén; ID: nimero de identificacion en la base de datos HGMD; VUS-P: VUS Priorizada; VUS-no P: VUS no
Priorizada; FS: Frameshift; MS: Missense; SP: Splicing; ND: No Disponible. VPB: Variante Probablemente Benigna; VB: Variante Benigna; VPP: Variante Probablemente Patogénica. *La
variante ¢.10043dup del gen BRCA2, se clasificé como VUS-P segliin la ACMG, al ser una variante que se encuentra en el extremo 3" y no afectar a ningiin dominio funcional. ** La variante
€.2514+3A>G se priorizd para poder realizar el estudio de cosegregacion y el estudio de splicing por RT-PCR ya que los predictores de splicing in silico predicen un splicing aberrante. ***
La variante ¢.491+1G>A ha sido clasificada como VP y causante de enteropatia congénita en penacho en pacientes pediatricos. Se ha visto que Unicamente la VP/VPP en el gen EPCAM

localizada en el extremo 3’ son causantes de cancer de ovario.
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Resultados

Tipo de

Criterios

Clasificacion

Clasificacion

Clasificacion

Reclasificacion

el BIR(EHE BRI mutacion Ex/Int RESNP ACMG Varsome Clinvar HGMD/ ID Seg.un
algoritmo
c.727A>G p.(Asn243Asp) MS Ex10 rs587782123 BP4, BP1, VPB VUS ND VUS-no P
BRCA1 PM2
C.2666C>T p.(Ser889Phe) MS Ex10 rs587782123 BP4, BP1, VPB VUS VUS / VUS-no P
PM?2 CM2021162
c.535C>T p.(His179Tyr) MS Ex7 ND BP4, BP1, VPB VUS ND VUS-no P
PM?2
c.1598C>T p.(Thr533lle) MS Ex10 rs781763239 BP4, BP1, VPB VUS ND VUS-no P
BP3, PM2
c.2119G>A p.(Asp707Asn) MS Ex11 rs80358487 BP4, BP1, VPB VUS ND VUS-no P
PM2
c.4316C>A p.(Ala1439Asp) MS Ex11 rs80358667 BP4, BP1, VPB VUS VUS / VUS-no P
PM2 CM1715022
c.5723T>C p.(Leu1908Pro) MS Ex11 rs80358797 BP4, BP1, VPB VUS/VPB ND VUS-no P
BRCA2 PM2
c.6613G>A p.(Val2205Met) MS Ex11 rs80358889 BP4, BP1, VPB VUS/VPB VUS / VUS-no P
PM?2 CM180656
€.7928C>G p.(Ala2643Gly) MS Ex17 rs80359018 BP4, BP1, VPB VUS/VPB ND VUS-no P
PM2
c.8080A>G p.(lle2694Val) MS Ex18 ND BP4, BP1, VPB ND ND VUS-no P
PM2
c.10151G>A p.(Arg3384Gin) MS Ex27 rs80358397 BP4, BP1, VPB VUS ND VUS-no P
PM2
c.610G>A p.(Gly204Arg) MS Ex6 rs147915571 BP4, BP1, VPB VUS/VPB VUS / VUS-no P
ATM (3) PM2 CM1810910
C.662+9A>G ND SP In6-7 | rs1392370340 BP4, PM2 VPB ND ND VUS-no P
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Reclasificacion

Tipo de Criterios Clasificacion | Clasificacion | Clasificacion ,
e Elaleiss PlAEE mutacion Ex/Int RESNP ACMG Varsome ClinVar HGMD/ ID Seg.un
algoritmo
C.946T>A (2) p.(Tyr316Asn) MS Ex8 rs142317485 PM2, PP3, VUS VUS ND VUS-no P
BP1
c.946T>C p.(Tyr316His) MS Ex8 rs142317485 PM2, BP1 VUS VUS/VPB VvUS / VUS-no P
CM1927300
c.1132A>G p.(Ser378Gly) MS Ex9 rs587779811 BP4, BP6, VPB VUS/VPB VvUS / VUS-no P
BP1, PM2 CM0910484
€.2353C>T p.(Arg785Cys) MS Ex15 rs587778065 PM2, PP5, VUS VUS VP / VUS-no P
BP1, BP4 CM990204
€.2492A>G p.(Asp831Gly) MS Ex17 rs587781352 PM2, BP4, VPB VUS VvUsS / VUS-no P
BP1 CM1710902
C.2494C>T p.(Arg832Cys) MS Ex17 rs2229022 BP4, BP1, VUS VUS/VPB VvUsS / VUS-no P
(2) PM2 CM1620446
C.2542G>A p.(Glu848Lys) MS Ex17 rs879254046 BP4, BP1, VPB VUS ND VUS-no P
PM2
€.3242A>G p.(Asn1081Ser) MS Ex22 rs368111672 BP4, BP1, VPB VPB/VUS ND VUS-no P
ATM PM2
c.4909G>T p.(Asp1637Tyr) MS Ex32 rs753870656 PP3, PM2, VUS VUS ND VUS-no P
BP1
¢.5185G>C p.(Val1729Leu) MS Ex35 rs3092907 BP1, BP4, VPB VUS/VPB VvUsS / VUS-no P
BP6, PM2 CM186814
c.5890A>G p.(Lys1964Glu) MS Ex39 rs201963507 PM2, BP1 VUS VUS/VPB VvUS / VUS-no P
CM910514
c.5975A>C p.(Lys1992Thr) MS Ex40 rs150757822 BS3, BP4, VB VUS/VPB VUS / VUS-no P
BP1, PM2 CM1715617
C.6848C>T p.(Ser2283Leu) MS Ex47 rs876660730 BP4, BP1, VPB VUS VUS / VUS-no P
PM2 CM2210240
c.7187C>G p.(Thr2396Ser) MS Ex49 rs370559102 PM2, BP4, VPB VUS/VPB/VB VvUs / VUS-no-P
BP1 CM092586
C.7566A>G p.(GIn2522GlIn) SYN Ex51 rs775621333 BP4, BP7, VPB VUS/VPB VvUS / VUS-no P
PM2 CM181575
c.7788+8G>T ND SP In52- rs112775908 BP4, PM2 VPB VUS VvUS / VUS-no P
53 CS014123
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Reclasificacion

Tipo de Criterios Clasificacion | Clasificacion | Clasificacion ,
e Elaleiss PlAEE mutacion Ex/Int REfSNE ACMG Varsome ClinVar HGMD/ ID Seg.un
algoritmo
c.8311A>G p.(Thr2771Ala) MS Ex57 rs876660587 BP1, BP4, VPB VUS ND VUS-no P
ATM PM2
€.9119T7>C p.(lle3040Thr) MS Ex63 rs369870357 BP4, BP1, VPB VUS ND VUS-no P
PM2
c.246_260del | p.(Asp82_Glu86del) IF Ex2 rs587780181 PM4, PM2 VUS VUS/VPB VUS/VP/ VUS-no P
(2) CD030580
c.313A>C p.(Asn105His) MS Ex2 rs1010061908 PM2, BP1 VUS VUS ND VUS-no P
c.320-5T>A ND SP In2-3 rs121908700 PM2, PP5 VUS VUS/VPB/VB vuUsS / VUS-no P
CHEK2 (3) CS086685 (86)
¢.906A>C p.(Glu302Asp) MS Ex8 rs587780190 PM2, PP3, VUS VUS VvUsS / VUS-no P
BP1 CM199474
c.1325G>A p.(Serd442Asn) MS Ex12 rs779383555 BP4, BP1, VPB VUS ND VUS-no P
PM2
c.572A>G p.(Tyr191Cys) MS Ex6 rs375289386 PM2, PP3, VUS VUS/VPB Vvus / VUS-no P
PMS2 BP1 CM2210499
c.668T>C p.(1le223Thr) MS Ex6 rs771834092 PM2, BP1 VUS ND ND VUS-no P
c.19C>G p.(Arg7Gly) MS Ex1 rs759759863 BP4, BP1, VPB VUS ND VUS-no P
RAD51C - PM2
C.746G>A p.(Arg249His) MS Ex5 rs730881925 PM2, PP3, VUS VUS ND VUS-no P
BP1
€.26G>C p.(Cys9Ser) MS Ex1 rs140825795 BS1, BP4, VB VUS/VPB VUS / VUS-no P
RAD51D BP1, BP6 CM128416
c.715C>T p.(Arg239Trp) MS Ex8 rs770250516 BP1 VPB VUS VUS VUS-no P
CM128414
c.664_666del p.(Leu222del) IF Ex4 rs1400223274 PM4, PM?2, VUS VUS ND VUS-no P
BP4
€.2897T>C p.(11e966Thr) MS Ex9 rs587780214 PM2, BP1 VUS VUS/VPB VvUsS / VUS-no P
PALB2
CM151906
€.3356T>C p.(Leul119Pro) MS Ex13 | rs515726116 PM2, PP3, VUS VUS/VPB VUS / VUS-no P
BP1 CM1210627
epcan | C344TA(2) p.(Met115Lys) MS Ex3 ND BP4, BP1, VPB VUS VB/ VUS-no P
PM2 CM1110060
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Reclasificacion

Tipo de Criterios Clasificacion | Clasificacion | Clasificacion ,
e Elaleiss PlAEE mutacion Ex/Int REfSNE ACMG Varsome ClinVar HGMD/ ID Seg.un
algoritmo
c.316C>T p.(Arg106Cys) MS Ex4 rs587780247 BP4, BP1, VPB VUS/VPB VvUsS / VUS-no P
PM2 CM179129
c.868G>A p.(Gly290Ser) MS Ex7 rs145601931 BP4, BP1, VPB VUS VvUS / VUS-no P
BRIP1 PM2 CM2210346
€.2220G>T p.(GIn740His) MS Ex15 rs45589637 BS3, BP4, VB VUS/VPB VvUS / VUS-no P
(4) BP1, PM2 CM160119
€.2393G>A p.(Arg798GIn) MS Ex17 rs375082407 PM2, PP3, VUS VUS ND VUS-no P
BP1
c.2188A>T p.(Asn730Tyr) MS Ex18 rs758893131 BS1, BS2, VB VUS/VPB ND VUS-no P
BP4, BP1
€.2585C>G p.(Thr862Ser) MS Ex21 rs200302954 BS2, BP4, VB VUS VvuUsS / VUS-no P
BP1 CM143347
€.3436G>A p.(Vall146lle) MS Ex26 rs201047812 BS1, BS2, VB VUS VUus / VUS-no P
NE1 BP4, PM1 CM143376
c.4515-8G>C ND SP In34- rs375758486 BP4, PM2 VPB VUS/VPB ND VUS-no P
35
c.5126C>G p.(Thr1709Ser) MS Ex37 rs772831692 PM?2, PP3, VUS VUS ND VUS-no P
(2) BP1
.8213C>G p.(Thr2738Arg) MS Ex57 ND BP1, BP4, VUS/VPB ND ND VUS-no P
PM2
c.157G>A (2) p.(GluS3Lys) MS Ex2 | rs63751199 PM1, PM2 VUS VUS VUS / VUS-no P
CM228106
c.976G>T (2) p.(Val326Leu) MS Ex11 ND PM1, PM5, VUS VUS ND VUS-no P
PM2
€.1360G>C p.(Gly454Arg) MS Ex12 rs63750527 BP4, BP1, VPB VUS/VPB/VB VUusS / VUS-no P
MLH1 PM?2 CM068363
c.1852A>G p.(Lys618Glu) MS Ex16 rs35001569 BP6, BS1, VB VPB/VB VUS VUS-no P
(6) BS2, BP4, CM973729
PM5, PM2
€.1989+7G>A ND SP In17- ND BP4, PM2 VPB ND ND VUS-no P
18
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Tipo de

Criterios

Clasificacion

Clasificacion

Clasificacion

Reclasificacion

e Elaleiss PlAEE mutacion Ex/Int RESNP ACMG Varsome ClinVar HGMD/ ID Seg.un
algoritmo
vshp | CL787A5G p.(Asn5965er) MS Ex12 | rs41295288 BP4, BPS, VPB VUS/VPB/VB VUS / VUS-no P
(3) PM1, PM2 CM994603
.106G>T p.(Ala36Ser) MS Exl | rs759589301 PMS, BP4, VPB VUS/VB ND VUS-no P
BP1
C.884A>G p.(Lys295Arg) MS Ex4 | rs267608051 BP4, BP1, VUS VUS/VPB vUS / VUS-no P
BP6, PM2 CM1718250
c.1127A>G p.(Glu376Gly) MS Ex4 | rs764150912 BP4, BP1, VPB VUS/VPB ND VUS-no P
PM2
.1871G>T p.(Glu624Val) MS Ex4 | rs763606858 | PM2, PP3, VUS VUS ND VUS-no P
BP1
c.2281A>G p.(Arg761Gly) MS Ex4 | rs199876321 | PM2, BP1, VPB VUS/VPB VUS / VUS-no P
MSHE BP4 CM?228109
€.3046G>T p.(Ala1016Ser) MS Ex4 ND BP4, BP1, VPB VUS ND VUS-no P
PM2
€.3203G>A p.(Arg1068GIn) MS Ex5 | rs398123230 | PM2, BP4, VPB VUS/VPB/VB VUS / VUS-no P
BP1 CM157949
€.3235A>C p.(Ile1079Leu) MS Ex5 | rs587779933 BP1, BP4, VPB VUS ND VUS-no P
PM2
c.3727A5T p.(Thr1243Ser) MS Ex8 | rs147453999 | PM1, PM2, VUS VUS/VPB VUS VUS-no P
(2) BP4 CM179242
c.4004A>C p.(Glu1335Ala) MS Ex10 | rs564434147 BP4, BP1, VPB VUS/VPB VP/VUS VUS-no P
PM2 CM136611
.124C>T p.(Argd2Trp) MS Ex1 | rs765367492 PM2, BP1 VUS VUS ND VUS-no P
STK11 €.992G>A p.(Arg331Gln) MS Ex8 | rs371264852 BS1, BS2, VB VUS/VPB VUS / VUS-no P
BP4, BP1 CM1711274
C.721G>A p.(Ala241Thr) MS Ex7 | rs587781333 PM2, BP1 VUS VUS VUS / VUS-no P
NBN CM1816193
.1925A>G p.(Lys642Arg) MS Ex13 | rs587781547 BP4, BP1, VPB VUS ND VUS-no P
BP3, PM2
€.976A>G p.(Asn326Asp) MS Ex4 rs587780038 BP4, BP1, VPB VUS ND VUS-no P
BARDI BP3, PM2
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Reclasificacion

Tipo de Criterios Clasificacion | Clasificacion | Clasificacion ,
e Elaleiss PlAEE mutacion Ex/Int RESNP ACMG Varsome ClinVar HGMD/ ID Seg.un
algoritmo
c.674T>C p.(1le225Thr) MS Ex5 rs786203207 BP1, BP4, VPB VUS ND VUS-no P
CDH1 PM2

Tabla 20: VUS no priorizada detectadas en el estudio. Ex: exdn; In: intrén; ID: nimero de identificacidon en la base de datos HGMD; VUS-P: VUS Priorizada; VUS-no P: VUS no Priorizada. FS:

Frameshift; SYN: Synonymous; MS: Missense; IF: Inframe; SP: Splicing; ND: No Disponible; VPB: Variante Probablemente Benigna; VB: Variante Benigna; VPP: Variante Probablemente

Patogénica. El nimero entre paréntesis de la segunda columna indica el nimero de casos indices portadores de la VUS
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VuUs
reclasificadas
como VB/VPB 33

(18,53%)

Vvus
reclasificadas 96
(53,94%)

- ‘L’US
priorizadas
18(10,12%)

Numero de variantes tnicas

BRCA1  BRCA2 ATM CHEK2  PMS2 RAD51C RAD51D PALB2 EPCAM  BRIP1 NF1 MLH1 MSH2 ~ MSH6  STK11 NBN BARD1  CDH1 TP53 PTEN

® VP/VPP ® VUS-P = VUS-noP

Figura 49: Las distintas VUS detectadas tras la reclasificacion y priorizacion de las VUS halladas al inicio del estudio. A) Distribucion de todas las distintas variantes detectadas segun su
clasificacion clinica (n=178). B) Distribucidn por genes de las distintas variantes detectadas tras la reclasificacién y priorizacidn de las VUS en los genes de accionabilidad clinica. VP: Variante

Patogénica; VPP: Variante Probablemente Patogénica; VUS-P: Variante de Significado clinico Incierto Priorizada; VUP-no P: Variante de Significado clinico Incierto no Priorizada.
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La reclasificacién de las VUS a VPB/VB se llevd a cabo en todos los genes excepto en el gen CHEK2

vy RAD51D figura 50.
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Figura 50: VUS reclasificadas como VB/VPB.

En lo concerniente a los casos indices, al principio del estudio, 63 casos indices fueron portadores
de al menos una VP/VPP, 126 portadores con un minimo de una VUS y 226 casos indices fueron
no informativos. Tras la reclasificacion y priorizacidon de las VUS, en total, 63 casos indices fueron
portadores de al menos una VP/VPP (no se reclasificd ninguna VUS a VP/VPP), 17 casos indices
fueron portadores siquiera de una VUS priorizada, 76 casos indices fueron portadores de al

menos una VUS no priorizada, y 259 casos indices fueron no informativos con VB/VPB Figura 51.

Cl portador de VUS
reclasificada como
VB/VPB 33 (7,97%)

Cl portador de

VB/VPB 226
(54,59%) Cl portador
de VUS no
priorizada 76
(18,35%)

VUsS
Reclasificada 93
(22,46%)

Cl portador de
VUS priorizada

Cl portador de
17 (4,11%)

VP/VPP 63 (15,22%)

Figura 51: Estado mutacional de la totalidad de la cohorte (n=414) tras la reclasificacién y priorizacién de las 129 VUS

iniciales.
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6. ESTUDIO DE SPLICING DE LA VARIANTE ¢.375+2T>CEN EL GEN TP53

En el presente estudio tras comprobar en los programas de prediccion de splicing in silico que la
variante ¢.375+2T>C en el gen TP53 era susceptible de alterar el proceso de splicing y no
encontrar en la bibliografia ningln estudio in vitro que lo confirmase, se decidié estudiar el efecto
de esta variante sobre el proceso de splicing mediante la técnica de RT-PCR. Para ello, a partir de
la sangre periférica de nuestro caso indice y un portador sano que sirvid de control, se extrajo el
ARN de ambas muestras y se sometieron a la técnica de RT-PCR para obtener el ADNc a partir del
cual por un lado se hizo un andlisis de fragmentos por electroforesis capilar (RT-PCR/EC) y, por

otro, una secuenciacion de Sanger (RT-PCR/Sanger).

En cuanto a la RT-PCR/EC (figura 52) se observaron diferencias cualitativas y cuantitativas
significativas entre el caso indice y la muestra de control, ya que en el caso indice se observé
ademads del transcrito de referencia, representado por el pico de 570,22 nucledtidos, otro pico
de 367,27 nucledtidos que probablemente corresponde al resultado de una delecién parcial del
exén 4. Para confirmar dichos resultados se secuencié el fragmento amplificado mediante
metodologia Sanger. Por tanto, se comprobd que efectivamente la variante ¢.375+2T>C origina
gue el espliceosoma no reconozca el sitio donador de splicing en el intron 4, por lo cual se activa
un dador criptico en el propio exdn 4 (figura 52), lo que conlleva a la pérdida parcial del exén 4
(r.176_375del), lo cual se confirmd por el tamafio del nuevo transcrito aberrante formado. Por
otra parte, se comprobd a nivel proteico que esta pérdida parcial del exdn 4 genera una alteracién
del marco de lectura con la formacién de un coddn de parada prematuro (TGA) en el residuo 23,
lo que produce probablemente la pérdida del dominio P53 (dominio de unién al ADN) y el dominio

P53 tetramer (dominio de tetramerizacion) (figura 52).
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Figura 52: Andlisis por RT-PCR/EC y RT-PCR/Sanger de la VP ¢.375+2T>C. P53: dominio de unién al ADN; P53_tetramer: dominio de tetramerizacion.
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La mujer portadora de dicha VPP, fue una mujer diagnosticada a los 30 afios de cancer de mama
ductal LB. Al ser portadora de una VPP se estudiaron los padres y los hermanos que resultaron no
portadores de la VPP, por lo cual se dedujo que la paciente fue portadora de una VPP de novo. La

Figura 53 detalla el arbol familiar del caso indice.

FAMILIA F2408

c.375+2T>C
40 84
BrCa(69) 8 43
0 0
2 hijos y 2 hijas 55 55 3 hijos y 2 hijas
T e &
33 30 16
BrCa (30)

Figura 53: Arbol familiar del caso indice portadora de la VPP ¢.375+2C>T en el gen TP53. La flecha indica el caso indice.

BrCa: cancer de mama.

7. CARACTERIZACION DE LAS VARIANTES DETECTADAS EN GENES
SUSCEPTIBLES DE SCMOH

7.1. Variantes patogénicas detectadas en genes susceptibles de SCMOH

Tras aplicar la técnica de secuenciacién masiva, utilizando el panel de 50 genes descrito en
Metodologia, y realizar el estudio bioinformatico de los 20 genes clinicamente accionables
recomendados por la guia clinica NCCN v3.2019, se decidié ampliar el estudio bioinformatico a
los 30 genes restantes, con el fin de detectar VP/VPP en el resto de genes disponibles, y establecer

posibles genes candidatos para el SCMOH.

Tras este estudio, se detectaron 9 VP/VPP distintas, de las cuales 1 fue detectada en 2 casos
indices. Las variantes genéticas se distribuyeron en los siguientes genes: MRE11 (1/9), TMEM127
(1/9), NTHL1 (1/9), SDHA (1/9), RET (1/9), POLE (1/9), RAD50 (1/9), XRCC2 (1/9). En cuanto a la

caracterizacién molecular un 44,44 % de las variantes identificadas fueron de tipo FS (4VP-VPP/9),
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un 33,33% de tipo NS (3VP-VPP/9), un 11,11% (1VP-VPP/9) de tipo MS y finalmente un 11,11%
(1VP-VPP/9) de tipo splicing. De los 414 casos indices estudiados, 10 fueron portadores de una
VP/VPP en los 30 genes analizados por lo cual el rendimiento obtenido fue de 2,41%. En la Tabla

21 se detallan las VP/VPP obtenidas.
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Variantes
. . , Tipo d e [Brmesatd Criterios ACMG Clasificacio
Gen Familia patogénicas Proteina 120 .? Exon/intron RefSNP f'.e”‘.’? / aS|.|caC|on
mutacién Clasificacion Varsome ClinVar
detectadas
MRE11 F1996 c.963del p.(Phe321LeufsTer8) FS Ex9 ND PVS1, PM2 / VPP ND
TMEM127 F1953 c.117_120del p.(lle41ArgfsTer39) FS Ex2 rs121908816 PVS1, PP5, PM2 / VP VP
F1927 C.268C>T p.(GIn90Ter) NS Ex2 rs150766139 PVS1, PP5, PM2 / VP VP
NTHLL F2489 c.550-1G>A ND SP In3-4 rs779757251 PVS1, PP5, PM2 / VP VP
F2152 c.91C>T (2)* p.(Arg31Ter) NS Ex2 rs142441643 PVS1, PP5, PM2 / VP VP
SDHA
F2267
RET F2251 c.2370G>T p.(Leu790Phe) MS Ex13 rs75030001 PS1, PP3, PM2, PP5 / VP VP
POLE F2444 c.3957dup p.(Arg1320AlafsTer35) FS Ex31 ND PVS1, PM2 / VPP ND
RAD50 F2331 c.2165dup p.(Glu723GlyfsTer5) FS Ex13 rs397507178 PVS1, PP5, PM2 / VP VP
XRRC2 F2224 c.643C>T p.(Arg215Ter) NS Ex3 rs143153871 PVS1, PP5, PM2 / VP VPP/VUS

Tabla 21: Caracterizacion de las VP/VPP detectadas en los genes susceptibles de SCMOH en el estudio. VP: Variante Patogénica; VPP: Variante Probablemente Patogénica; VUS: Variante

de Significado clinico Incierto; FS: Frameshift; SP: Splicing; MS: Missense; NS: Nonsense; ND: No Disponible; F: familia; Ex: exdn; In: Intrén. * Esta misma VP se detectd en dos probandos.
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7.2. VUS detectadas con el panel de 30 genes

De los 30 genes analizados, se identificaron un total de 124 VUS diferentes en los 24 genes
siguientes: POLE (20/124), MET (13/124), MLH3 (8/124), MSH3 (11/124), RET (10/124), APC
(7/124), BMPRIA (1/124), CDK4 (2/124), CDKN2A (1/124), FH (3/124), KIF1B (6/124), MAX
(1/124), MEN (5/124), MRE11 (5/124), MUTYH (1/124), NTHL1 (4/124), POLD1 (4/124), RAD50
(4/124), RB1 (3/124), SDHA (7/124), SDHB (2/124), VHL (1/124), SMAD4 (3/124), TMEM (2/124).
En el Anexo 6 se detalla las variantes VUS detectadas, clasificacion de las variantes segun la
nomenclatura c.HGVS, el cambio proteico (p. HGVS) producido y el tipo de variante. En la Figura

54 se describe para cada uno de los genes susceptibles estudiado las VUS y VP/VPP detectadas.
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Figura 54: Distintas variantes VUS y VP/VPP detectadas en los 30 genes candidatos estudiados.
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Discusion

1. RENDIMIENTO DIAGNOSTICO DEL PANEL DE LOS 20 GENES DE
ACCIONABILIDAD CLINICA

El estudio desarrollado en la presente tesis doctoral es, seglin nuestro conocimiento, el primer
trabajo a nivel nacional en donde la totalidad de los casos indices se seleccionaron segun las
ultimas recomendaciones descritas por la SEOM (2019) para el SCMOH (136). Con respecto al
tamafio muestral, es el segundo estudio nacional con mayor nimero de casos indices estudiados
después del estudio de Adamo et al (137). Finalmente, al igual que en los trabajos de Molina-
Zayas et al (138) y Adamo et al (137), en los casos indices seleccionados no se realizé un estudio
previo para detectar VP en genes BRCA, sino que se analizd un panel completo de genes (genes
BRCA y no BRCA) mediante NGS desde el inicio del mismo, con la peculiaridad de que en nuestro
estudio se analizaron los 20 genes recomendados por la NCCN versién 3.2019, en comparacién

con los 16 genes estudiados en los dos estudios citados.

Con la intencién de comparar los resultados de rendimiento diagndstico obtenidos en nuestro
estudio se recopilaron los resultados de diferentes estudios nacionales (Tabla 22), europeos

(Tabla 23) y a nivel mundial (Tabla 24).
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Rendimiento
Localizacif’)n g'ec')gréfic?a / ne de n2 de Genes estudiados dia’gnéstico global Criterio's’de
Referencia bibliografica cl genes (nimero de casos seleccion
indices con VP/VPP)
ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, EPCAM, SEOM 2019
Estudio actual Murcia 414 20 MLH1, MSH2, MSH6, NBN, NF1, PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C, 15,22% (63)
RAD51D, STK11, TP53 (136)
_ ATM, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, MLH1, MSH2, MSHE,
Granada /Molina-Zayaset | . 16 PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C, RAD51D, STK11, TP53 13,21% * (51) SEOM 2016
al (138)" ' (93)
ATM, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, MLH1, MSH2, MSH,
Barcelona(‘ 1/3";‘)1“’”0 etal 451 16 NBN, PALB2, PTEN, RAD51D, RAD51C, STK11, TP53. 13,3% * (60) ND

Tabla 22: Comparativa de resultados de rendimiento global (%) por caso indice con otros estudios nacionales. ND: No Disponible. Para los genes no BRCA no se tomaron en cuenta

portadores de VP/VPP detectadas en el gen MUTYH. Tse compararon solo los resultados obtenidos por NGS en este estudio y se descartaron los resultados obtenidos por secuenciacion

Sanger. * Rendimiento calculado.
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Rendimiento
. - diagnéstico
Localizacién geografica / ne de n2 de 1ag , l o .
N global (nimero Criterios de selecciéon
Referencia bibliografica Cl genes .
de casos indices
con VP/VPP)
Estudio actual Murcia 414 20 15,22% (63) SEOM 2019
ACULE (/élg;de =1c 583 25 14,58% * (85) Criterios propios del estudio
Alemania / Schroeder et al [ : : [ i -
/ 620 10 12,1% (75) Consorcio aleman para el cancer de mama y ovario versién S3 (GC-HBOC)
(140) (141)
Al 5/ K / . p p . — )
emania / Kraus et a 531 14 18,07% * (105) Consorcio aleman para el cancer de mama y ovario versién S3 (GC-HBOC)
(142) (141)
el Z’ffg)ldl st 255 94 29,02% * (74) Guia de la sociedad italiana de cdncer de mama (F.0.N.CA.M)
Portugal / Pinto et al Pacientes con numerosos antecedentes familiares de cdncer de mamay
g(144) . 80 17 28,75 % * (23) ovario y/o con una probabilidad de 20% de encontrar una mutacién en los
genes BRCA utilizando el programa BRCAPRO
ia / Krivok / o . . L :
Serbia / Krivokuca et a 348 20 21,26% * (74) Criterios de sistema nacional de salud para el diagndstico de pacientes con

(145) 2

SCMOH a los cuales se afiadieron algunos criterios propios del estudio.

Tabla 23: Comparativa de resultados de rendimiento global por caso indice con otros estudios europeos. No se tomaron en cuenta portadores de VP/VPP detectadas en el gen MUTYH. 1

Se descartaron dos pacientes diagnosticados de cancer colorrectal. 2 Para el calculo del rendimiento global no se tomd en cuenta el grupo 1 de los pacientes sanos. * Rendimiento calculado.
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Localizacion

Rendimiento
diagndstico global

‘e .
geograflcz? / n2 de Cl HeE (nimero de casos Criterios de seleccion
Referencia genes .
bibliografica LGB E
VP/VPP)
Estudio actual Murcia 414 20 15,22% (63) SEOM 2019
Estados Unidos /. Se seleccionaron pacientes con cancer de mama > de 20 afios o cancer de ovario
. ; 31404** 25 10,83% * (3402) a cualquier edad. Se excluyeron mujeres con cancer de mama bilateral o cancer
Kurian et al (146) .
de mamay ovario.
Canada / Lerner-Elis et
al 2585%** 20 9,20% * (234) Criterios del ministerio de sanidad (MOHLTC)
(147)2
otz (fjg)r geetal |5 30 14,21% * (144) Criterios propios del estudio
Ch'”a(ﬁg)"f etal 1 Joge | 21 21,44% * (152) NCCN versién 2.2017
Af;:flzr(\::\?; SeLtWa/I 2/;15"0;1” 319 15 15,05% * (46) Criterios propios del estudio

Tabla 24: Comparativa de resultados de rendimiento global por caso indice con otros estudios mundiales. No se tomaron en cuenta portadores de VP/VPP detectadas en el gen MUTYH. 1

Se tomaron en cuenta solo pacientes afectados con cancer de mama o cancer de ovario. 2 Se tomaron en cuenta para el calculo de las frecuencias mutacionales y el rendimiento global

solo pacientes afectados con cancer de mama en mujeres y varones, cancer de ovario, cancer de mama y ovario, cancer de pancreas y cancer de prostata. 3se excluyeron los pacientes sin

diagndstico de cancer, pero con antecedentes familiares de cdncer mama y/o cancer de ovario. * Rendimiento calculado. ** Nimero de casos indices calculado.
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A nivel nacional, la metodologia y los criterios de seleccidn utilizados en los distintos estudios son
adecuados, ya que todos los rendimientos globales obtenidos fueron superiores al rendimiento

global minimo de 10% recomendado por la SEOM (151).

A nivel europeo, el rendimiento global que se obtuvo en nuestro estudio (15,22%) fue similar a
los rendimientos obtenidos tanto en Francia como en Alemania e inferior al de Serbia (21,26%).
Sin embargo, llamd la atencidon el mayor rendimiento obtenido en el estudio de Portugal (30%),
el cual podria estar influenciado por el pequefio tamafio muestral, los criterios de seleccién, y la
utilizacién de la herramienta bioinformatica BRCAPRO. Con respecto, al elevado rendimiento
obtenido en el estudio de Italia (29,02%) no se ha podido conocer la causay habria que confirmar

este resultado con otros estudios de disefios similares.

A nivel mundial, todos los estudios alcanzaron el rendimiento diagndstico global minimo
recomendado para el diagndstico de pacientes con SCMOH, con la excepcion del estudio de
Lerner-Elis et al (147) que es ligeramente inferior (9,2%). Cabe destacar el estudio de Kurian et al
(146), en el cual el rendimiento global de diagndstico superd apenas el 10% recomendado, a pesar
de aplicar criterios de seleccion menos selectivos que la SEOM. Por tanto, el disefio de este
estudio, en poblacion estadounidense, permitid aumentar la sensibilidad diagndstica
manteniendo un rendimiento diagndstico satisfactorio. No obstante, esta estrategia diagnodstica

supone un mayor ndmero de recursos econémicos y humanos.

2. EVALUACION DE LOS RENDIMIENTOS DE LOS CRITERIOS DE SELECCION

El grupo con mayor rendimiento diagndstico fue el de los criterios individuales (26VP-VPP /176;
14,77%). El segundo grupo de criterio con mayor rendimiento fue el basado en los antecedentes
oncoldgicos de familiares de primer grado (5VP-VPP/39; 12,82%). El grupo con el rendimiento
mas bajo fue el basado en los antecedentes oncoldgicos de familiares de segundo o tercer grado
de la misma rama familiar (7 VP-VPP/60; 11,67%). Los resultados obtenidos coincidieron con el
estudio de Molina-Zayas et al (138) en cuanto al orden de clasificacion, es decir, el de mayor
rendimiento fue criterio individual y el de menor rendimiento fue el basado en la historia familiar
de familiares de segundo y tercer grado, Sin embargo, en el grupo de criterios individuales su
rendimiento fue relativamente superior al nuestro (18,1% vs 14,77%). Esa discrepancia se debio
probablemente a la forma con la cual se calcularon los rendimientos. En nuestro estudio se
procurd sacar los rendimientos teniendo en cuenta solo los casos indices que cumplieron un solo
y Unico criterio para evitar sesgos a la hora de calcular el rendimiento de cada grupo de criterio,

en cambio en el estudio de Molina-Zayas et al, probablemente los rendimientos de cada grupo
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de criterio se tuvieron en cuenta casos indices que cumplieron mas de un criterio, hecho que

habra probablemente sobreestimado el rendimiento del grupo de criterio individual.

En segundo lugar, se procedié a evaluar de forma individual cada uno de los criterios que
formaron los 3 grupos de criterios de seleccion. Uno de los criterios con mayor rendimiento fue
el de pacientes con cancer de mamay ovario sincrénico o metacroénico (2VP-VPP/4; 50%) hallazgo
gue coincidio con la literatura (149) (152). Sorprendentemente uno de los criterios con tasa de
deteccidn muy baja fue el de pacientes <60 afios con cancer de mama TN (2VP-VPP/34; 5,88%)
hallazgo que no coincidié con la literatura, ya que el rendimiento diagndstico para pacientes
diagnosticados de cancer de mama TN antes de los 60 afios en el estudio de Krivokuca et al fue
del 20,5% (145), incluso alcanzd el 40% cuando no se aplicod limite de edad a este criterio de
seleccidon y sin tener en cuenta los antecedentes oncolégicas familiares (153). Otro criterio que
no coincidié con la literatura fue el criterio de cdncer de mama bilateral con el primero
diagnosticado antes de los 50 afios (1 VP-VPP/12; 8,33%), rendimiento mas bajo que el obtenido
en LaDuca et al (14,1%); algunos estudios incluso llegaron a rendimientos que oscilaron entre
16,8% vy 38,5%, al no aplicar limites de edad para este criterio de seleccion (154) (143). La tasa de
deteccién en los casos indices diagnosticados de cancer de mama antes de los 40 afios en la
literatura consultada varié entre 19,9% vy 37% (145) (155), valores bastante mas superiores a los
detectados en nuestro estudio (7VP-VPP/12; 10,45%). Estos hallazgos confirman los estudios
publicados en la bibliografia que consideran como factor limitante a la hora de detectar pacientes
con SCMOH la aplicacién de criterios de selecciéon (156) (157) (158). Ademas, otro hallazgo que
apoyd aun mas el hecho de que los factores de seleccion podrian infra diagnosticar pacientes con
SCMOH fue la deteccidon de dos casos indices de la cohorte seleccionada y portadores de una
VP/VPP, que tuvieron un diagndstico previo de cancer de mama a los 78 afios, pero que no se les
hizo el test genético inicialmente por no cumplir criterios; sin embargo, cuando fue diagnosticada
de céncer de ovario a los 85 afios y por tanto cumplir un criterio de la SEOM 2019, se procedid a
realizar el estudio, que resulté ser informativo con una VP/VPP en el gen BRCA1 . En cuanto a la
segunda paciente, tuvo un cancer de mama a los 54 afios, pero al no cumplir ninguno de los
criterios de la SEOM 2019 relacionados con cancer de mama no se le hizo el test genético hasta
que padecio un cancer de ovario a los 58 afios y resultd ser portadora de una VP/VPP en el gen
ATM. Ambos casos fueron oportunidades perdidas de diagndstico genético temprano y
seguimiento sobre los probables familiares portadores de VP/VPP de estos casos indices. Por esa
razén, los criterios de seleccion de la SEOM individuales relacionados con el cancer de mama
podrian ser un factor limitante para el diagndstico de nuevos casos de SCMOH en nuestra

poblacion.
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Sobre el rendimiento de los criterios de seleccidn, vinculados a los antecedentes oncoldgicos de
familiares, dos criterios destacaron por su elevado rendimiento. El primero fue el criterio de un
cancer de mama en varon dentro de familiares de primer grado (1VP-VPP/4; 25%) que fue el
propio caso indice; este rendimiento coincidié perfectamente con lo publicado en la literatura,
ya que el 15-20% de hombres con cdncer de mama forman parte de familias con cancer de mama
y ovario (159). El segundo criterio fue el de un cdncer de mama bilateral mas otro cancer de mama
antes de los 60 afios en familiares de primer grado (2VP-VPP/ 8; 25%); este criterio no se pudo
comparar con la bibliografia al ser un criterio especifico de la SEOM y no haberse encontrado

ninguna publicacion al respecto.

3. CONTRIBUCION Y CATEGORIZACION MOLECULAR DE LAS VP/VPP
DETECTADAS EN LOS GENES CLINICAMENTE ACCIONABLES EN PACIENTES
CON SCMOH

3.1. Contribucién de cada uno de los 20 genes de la NCCN en el SCMOH

De los 414 casos indices, dos de ellos (0,5%) fueron portadores de dos VP/VPP, el primero en los
genes ATM y CHEK2, mientras que el segundo en los genes BRCAI1 y BRCAZ2. La deteccion de
pacientes portadores de doble VP/VPP se ha incrementado en los Gltimos afios gracias a la NGS.
Hasta el momento, predominan los pacientes portadores de una doble VP/VPP en los genes
BRCA1y BRCA2, aunque cada vez son mas los casos descritos con doble VP en otros genes (160).
Se estima que la frecuencia global de pacientes portadores de doble VP/VPP en los genes BRCA1
y BRCA2 es de 0,3% (161). Con la intencién de comparar los rendimientos diagndsticos por geny
la distribucién de las VP/VPP por genes obtenidos en nuestro estudio, se recopilaron los
resultados estudios nacionales (Tabla 25) (Tabla 26), europeos (Tabla 27) (Tabla 28) y mundiales
(Tabla 29) (Tabla 30).
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Rendimiento diagndstico por gen

(nimero de casos indices)

Rendimiento de Rendimiento de
Localizacion geografica/ | genes BRCAL/2 | genesnoBRCA | oo/ | peeas | arm | cHEK2 | PMs2 | RADSIC | RADSID | TPS3 | PALB2 | BRIPI | NFI
referencia bibliografica (nimero de (nimero de
VP/VPP) VP/VPP)
435% | 459% | 2,42% | 1,70% | 0,24% | 0,24% | 0,72% | 048% | 0,24% | 048% | 0,24%
Estudio actual 8,94% (37 6,76% (28 / / ' ’ ! ! ! ! ! ! !
6 (37) 6(28) (18) (19) (10) (7) (1) (1) (3) (2) (1) (2) (1)
Granada / Moling- . . 130% | 492% | 1,81% | 1,55% 0,52% 0,52% | 2,07%
by 6,22% * (24) 6,99% * (27) - (19) o) p NDe o) NDe o) o NDe NI
Barcelona / Adamo et al 3,77% | 4,88% 0,44% 0,22% 0,22% 0,89% 2% 0,44%
8,65% * (39 4,65% * (21 ’ ’ ' ‘ NI NDe ' / : NI
(137) 6" (39) R gy e | e | (1) @ | © | @

Tabla 25: Comparativa de rendimientos diagnosticos de estudios nacionales. VP: Variante Patogénica; VPP: Variante Probablemente Patogénica; NDe: no detectado; NI: no incluido en

panel de genes estudiado. * Rendimientos de genes BRCA y no BRCA y rendimientos diagndsticos por gen calculado.
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Distribucién de VP/VPP por genes

(nimero de VP/VPP)
Localizacién
geogrdéfica /
referencia Genes BRCA1/2 Genes no BRCA BRCA1 BRCA2 ATM CHEK2 PMS2 | RAD51C | RAD51D TP53 PALB2 BRIP1 NF1
bibliografica
Estudio actual 56,92% (37) 43,08% (28) 27,70% 29,20% 15,38% 10,80% 1,54% 1,54% 4,60% 3,08% 1,54% 3,08% 1,54%
Granada / Molina-
47,10% ** (24) 52,90% ** (27) 9,80% 37,30% 13,70% 11,80% NDe 3,90% NDe 3,90% 15,70% NDe NI
Zayas et al (138)
Barcelona / Adamo et
al 65% * (39) 35% * (21) 28,33% 36,67% 3,33% 1,67% NI NDe 1,67% 6,67% 15% 3,33% NI
(137)

Tabla 26: Comparativa de distribucién de las VP/VPP por genes en los estudios nacionales. VP: Variante Patogénica; VPP: Variante Probablemente Patogénica; NDe: no detectado; NI: no

incluido en panel de genes estudiado. * Rendimientos de genes BRCA y no BRCA y distribucién de VP/VPP por genes calculados. ** Solo se calculd la distribucidn de VP/VPP por genes en

genes BRCA y genes no BRCA. NDe: no detectado; NI: no incluido en panel de genes estudiado.
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Rendimiento diagndstico por gen

(niimero de casos indices)

Rendimiento de Rendimiento de
Localizacidn geografica / | genes BRCAL/2 | genesnoBRCA | poryy | press | atm | cHEK2 | PMs2 | RADSIC | RADSID | TP53 | PALB2 | BRIPI | NFI
referencia bibliogréfica (nimero de (nimero de
VP/VPP) VP/VPP)
4,35% 4,59% 2,42% 1,70% 0,24% 0,24% 0,72% 0,48% | 0,24% | 0,48% 0,24%
Estudio actual 8,94% (37 6,76% (28 ! , ! ! ! ! ! ’ ! ! ’
6(37) 6(28) (18) (19) 1) | o (1) (1) 3) @ | o | @ (1)
Francia / Eliade et al o % o % 1,54% 2,06% 0,51% 0,34% | 0,69% | 0,17%
(139) 8,75% * (51) 6,35% * (37) ND ND ) (12) 3) NDe NI ) @ (1) N
Alemania / Schroeder et o o 4,84% 4,35% 0,65% 0,97% 0,16% | 0,32%
ol (140) 9,20% (57) 2,90% (18) (30) 27) @) ©) NI NDe NDe (1) ) N N
Alemania / Kraus et al 6,71% 5,68% 0,51% 1,72% 0,86% 0,17% 0,34% | 1,03%
12,39% * (72 5,85% * (34 / ’ ! ! NDe ! ! ! ! NI NI
(142) ¢*(72) @34 o) | 63 | @ | o (5) W | @ | ©
Italia / Tedaldi et al o % o % 12,55% 10,20% 1,17% 0,40% 2,34% | 0,80%
(143) 22,75% * (58) 9,02% * (23) (32) (26) 3) NDe NDe NDe 1) NDe ©) 2) NDe
Portugal / Pinto et al 12,50% 8,75% 1,25% 1,25% 5%
21,25% * (17 7,50% * (6 NDe NDe NDe NDe NDe NI
(144) o) 0" ) (10) ) o | W (@)
Serbia / Krivokuca et al o % o % 6,03% 4,60% 1,72% 3,73% 0,29% 0,57% | 3,45%
(145) 10,63% * (37) 10,63% * (37) 1) (16) ) (13) NDe 0 NDe 2 (12) NDe NDe

Tabla 27: Comparativa de rendimientos diagnosticos de estudios europeos. VP: Variante Patogénica; VPP: Variante Probablemente Patogénica; ND: No Disponible; NDe: no detectado; NI:

no incluido en panel de genes estudiado. * Rendimientos de genes BRCA y no BRCA y rendimientos diagnosticos por gen calculados.

202




Discusion

Distribucién de VP/VPP por genes

(nimero de VP/VPP)
Loz geaapei,/ Genes Genes no BRCAI | BRCA2 | ATM CHEK2 | PMS2 | RAD51C | RAD51D | TP53 | PALB2 | BRIP1 | NF1
referencia bibliografica BRCA1/2 BRCA
Estudio actual 56,92% (37) | 43,08% (28) | 27,70% | 29,20% | 1538% | 10,80% | 1,54% | 1,54% | 4,60% | 3,08% | 1,54% | 3,08% | 1,54%
Francia/Eliade et al (139) | 57,95%* (51) | 42,05%* (37) ND ND 10,23% | 13,64% | 3,41% | NDe NI 227% | 455% | 1,14% | NI
A CEE /(ﬁ%')oede' St 76% (57) 24% (18) 40% 36% 5% 8% NI NDe NDe 1% 3% NI NI
Alemania /Kraus et al (142) | 67,92% * (72) | 32,08%* (34) | 36,79% | 31,13% | 2,83% 9,43% NDe | 4,72% | 094% | 1,89% | 566% | NI NI
ltalia / Tedaldi et al (143) | 71,60% * (58) | 28,40% * (23) | 39,50% | 32,10% | 3,70% NDe NDe NDe 1,23% | NDe | 7,41% | 2,47% | NDe
Portugal / Pinto et al (144) | 73,91% * (17) | 26,09% * (6) | 44,48% | 30,43% | 4,35% 4,35% NDe NDe NDe NDe 170}39 NDe NI
()
SEIE g’égﬁ’m el 50% * (37) 50%*(37) | 2838% | 21,62% | 811% | 17,57% | NDe | 1,35% NDe | 2,70% 160}21 NDe | NDe
(o]

Tabla 28: Comparativa de distribucidn de las VP/VPP por genes en los estudios europeos. VP: Variante Patogénica; VPP: Variante Probablemente Patogénica; ND: no disponible; NDe: no

detectado; NI: no incluido en panel de genes estudiado. * Rendimientos de genes BRCA y no BRCA y distribucién de VP/VPP por genes calculados.
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Rendimiento diagndstico por gen
(niimero de casos indices)

e e Rendimiento de Rendimiento de
/ referencia genes BRCAL/2 | genesnoBRCA | pory | ppers | ATM | CHEK2 | PMS2 | RADSIC | RADSID | TPS3 | PALB2 | BRIPI | NFI
biblioarafica (nimero de (nimero de
: VP/VPP) VP/VPP)
435% | 459% | 2,42% | 1,70% | 024% | 024% | 072% | 0,48% | 0,24% | 0.48% | 0,24%
Estudio actual 8,94% (37) 6,76% (28) (18) (19) (10) ) (1) (1) 3) 2) 1) ) 1)
Estados Unidos / . o 317% | 2,87% | 0,91% | 1,09% | 026% | 024% | 0,08% | 0,08% | 0,88% | 0,35%
Kurian et al (146)" 6,04%*(18%) | 504%*(1583) | ‘gosy | (002) | (287) | (343) | (81) | (76) 26) | 6 | @7e) | i | N
Canada / Lerner-Elis et . . 1,89% | 2,13% | 0,66% | 1,24% | 054% | 0,15% | 008 | 0,30% | 0,89% | 0,30%
al (147)? #02%67(104) | SA8RT(3A) | g | sy | 17) | (20 | a4y | (@) @ | @® | @ | ®© N
Caribe / George et al o % o % 9,06% 3,25% 0,10% 0,10% 0,10% 0,10% | 1,28%
e 12,31% * (125) 1,90% * (19) (o) ) 0 0 NDe 0 NDe 0 ) ND NI
China / Shao et al . . 11,85% | 6,20% 0,85% | 0,14% | 0,42% 0,28% | 0,14% | 0,99%
Wk 18,05% * (128) 3,95% * (28) o) a NDe © ) 5 NI o) 0 o) NI
Africa del sur / Van der o % o % 3,76% 6,90% 1,25% 1,25% 0,31% | 0,31% | 0,63%
e 10,66% * (34) 4,39% * (14) () ) (4) (4) NDe | NDe NDe o o o) NDe

Tabla 29: Comparativa de rendimientos diagndsticos de estudios mundiales. VP: Variante Patogénica; VPP: Variante Probablemente Patogénica; NDe: no detectado; NI: no incluido en panel

de genes estudiado. * Rendimientos de genes BRCA y no BRCA y rendimientos diagndsticos por gen calculados. 1 Se tomaron en cuenta solo pacientes afectados con céncer de mama o

cancer de ovario. 2 Se tomaron en cuenta para el cdlculo de las frecuencias mutacionales y el rendimiento global solo pacientes afectados con cancer de mama en mujeres y varones,

cancer de ovario, cancer de mama y ovario, cancer de pancreas y cancer de prostata. 35e excluyeron los pacientes sin diagndstico de cancer, pero con antecedentes familiares de cancer

mama y/o cancer de ovario

204



Discusion

Distribucién de VP/VPP por genes
(nimero de VP/VPP)
Lr‘;fczlr':icc';”b?;?fgrf;‘;:a/ ngzijz GZ”ReCS‘;° BRCA1 | BRCA2 | ATM | CHEK2 | PMs2 | RAD5IC | RAD51D | TP53 | PALB2 | BRIPI NF1
0, 0,
Estudio actual 5?'3972/’ 43('2%%5 27,70% | 29,20% | 1538% | 10,80% | 1,54% | 1,54% | 4,60% | 3,08% | 1,54% | 3,08% | 1,54%
. . o/ * 0/ *
EStad°:tL;;"(‘IZZ)/1K“"a” S?i‘;gg’) 4?’@23 2857% | 2593% | 825% | 9,86% | 2,33% | 2,18% | 075% | 075% | 8% | 3,16% NI
a _Ffi o/ * o/ *
Caral] (L;';')eg Elis et ol 43('1754/;’ 56(’13304/;’ 20,59% | 23,11% | 7,14% | 1345% | 588% | 1,68% | 084% | 3,36% | 9,66% | 3,36% NI
a o/ * o/ *
Ca”be/(f:g)'geet"l 86(’5215/;’ 13’&3)%’ 63,89% | 22,92% | 069% | 069% | NDe | 0,69% NDe | 0,69% | 9,03% ND NI
oy * o/ *
China / Shao et al (149) 3 82(’&58/; 17'(22)6 53,84% | 2821% | NDe 3,85% | 0,64% | 1,92% NI 1,28% | 0,64% | 4,49% NI
1 o/ * 0/ *
Af;:;z:;;se‘;;/l(vlasnofe' 70’21)4’ 29’(3)4’ 25% | 4583% | 833% | 833% | NDe NDe NDe | 2,08% | 2,08% | 4,17% NDe

Tabla 30: Comparativa de distribucién de las VP/VPP por genes en los estudios mundiales. VP: Variante Patogénica; VPP: Variante Probablemente Patogénica; NDe: no detectado; NI: no

incluido en panel de genes estudiado. * Rendimientos de genes BRCA y no BRCA y distribucion de VP/VPP por genes calculados. 1 Se tomaron en cuenta solo pacientes afectados con céncer
de mama o cancer de ovario. 2 Se tomaron en cuenta para el calculo de las frecuencias mutacionales y el rendimiento global solo pacientes afectados con cancer de mama en mujeres y
varones, cancer de ovario, cancer de mama y ovario, cancer de pancreas y cancer de prostata. 3ge excluyeron los pacientes sin diagndstico de cancer, pero con antecedentes familiares

de cancer mama y/o cancer de ovario
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Los rendimientos obtenidos en los genes PMS2, RAD51C, RAD51D, TP53 en nuestro estudio
fueron similares a los encontrados en otros estudios. A continuacion, se discuten los resultados

de rendimientos que no coincidieron con los obtenidos en nuestro estudio:

3.1.1. Genes BRCA

A nivel nacional, los resultados de rendimiento obtenidos en los genes BRCA en nuestro estudio
coincidieron con el estudio catalan de Adamo et al (137); sin embargo, no coincidieron con los
del estudio de Molina-Zayas et al (138) en el cual el rendimiento de los genes BRCA fue inferior
al nuestro, a expensas de una baja tasa de deteccion en el gen BRCAI respecto a la obtenida en
nuestro estudio (9,2% vs 27,7%). Esta diferencia se podria explicar por las distintas poblaciones

estudiadas, y el fenotipo de los casos indices seleccionados.

A nivel europeo, destacan el estudio de Schroeder et al (140), de Tedaldi et al (143) y el estudio
de Pinto et al (144) por una tasa de deteccién de VP/VPP en los genes BRCA que supera el 70%
(Tabla 28). En el caso del estudio de Portugal, la elevada distribucién de las VP/VPP en los genes
BRCA se debid probablemente al empleo de la herramienta bioinformdatico BRCAPRO, mientras
gue en el estudio aleman podria ser relacionado con el nimero reducido de genes estudiados.
Con respecto al estudio italiano se obtuvo rendimiento en genes BRCA superiores al nuestro a

pesar de tener criterios de seleccion parecidos a los empleados en nuestro estudio.

A nivel mundial, sefialar tres estudios con una distribucion de VP/VPP en los genes BRCA que
supero el 70%. En el estudio de George et al (148) la tasa de deteccidén de VP/VPP en los genes
BRCA alcanzé casi el 87%,; este hallazgo se debid a dos VP/VPP de efecto fundador en el gen BRCA1
(c.4357+1G>Ay la c.4611_4612insG) que sumaron casi la mitad de todas la VP/VPP detectadas
en el gen BRCAI (45/92). En cuanto al estudio de Van der Merwe et al (150), la elevada tasa de
deteccién de VP/VPP en los genes BRCA se justificd por la presencia de 3 VP/VPP de efecto
fundador en el gen BRCA2 (c.582G>A, c¢.5771_5774delTTCAy c¢.7934del) que fueron encontradas
en un total de 10 casos indices. Por otro lado, en el estudio de Shao et al (149), la elevada tasa
deteccidon de VP/VPP en los genes BRCA se justifico por una poblacion con un nimero elevado de
pacientes con cancer de ovario (casi el 50% de la poblacidn seleccionada) en donde los genes
BRCA sumaron el 86% (99/115) de la totalidad de la VP/VPP identificadas, con un predominio de
VP/VPP en el gen BRCA1 (57%; 66/115).

206



Discusion

3.1.2. Genes no BRCA

- GenATM

El tercio de las VP/VPP detectadas en los genes no BRCA en nuestro estudio fue atribuido al gen
ATM, de tal forma que el rendimiento diagnéstico del gen ATM obtenido (2,42%) fue superior a
los rendimientos obtenidos tanto a nivel nacional como los obtenidos a nivel europeo y mundial.
Este hecho se explicaria por la presencia de la variante genética ¢.8251_8254del, en la que fue
demostrado su efecto fundador en la regién de Murcia por Castillo-Guardiola et al (84), la cual
fue detectada en 4/63 casos indices portadores de VP/VPP en nuestro estudio y fue casi la mitad
de todas las VP/VPP detectadas en el gen ATM (4/10). Por otro lado, es importante destacar la
diferencia de frecuencia mutacional que se detecté en el gen ATM entre el estudio presente y el
de Castillo-Guardiola et al, que a pesar de que ambos estudios se llevaron a cabo en la misma
region, el estudio de Castillo-Guardiola et al detectd una frecuencia mutacional en el gen ATM de
4,34% (casi el doble de la encontrada en nuestro estudio). Esta diferencia se debid
fundamentalmente a que toda la cohorte estudiada en el estudio de Castillo-Guardiola et al, fue

seleccionada con resultados previos de BRCA negativos.
- Gen CHEK2

El gen CHEK2, fue el segundo gen mas detectado en nuestro estudio (7VP-VPP/414; 1,70%). Este
rendimiento coincidid con el estudio mundial de Couch et al (162) en el cual se analizaron 58.798
mujeres con historias individuales o familiares de cdncer de mama y se obtuvo una tasa
mutacional del gen CHEK2 de 1,73%. Sin embargo, en el estudio de Krivokuca et al (145), se
obtuvo un rendimiento de casi el doble (3,73%). Esta diferencia de rendimiento se explicaria por
la elevada prevalencia de la variante c.470T>C en los paises de Europa del Este (163); de hecho,
en el estudio de Krivokuca et al, la variante ¢.470T>C constituyé el 78,5% de la totalidad de las

VP/VPP detectadas en el gen CHEK?2.

Por otro lado, cabe destacar que no se pudo comparar el rendimiento diagndstico del gen CHEK2
obtenido en nuestro estudio con el resto de los estudios en los cuales se detectaron VP/VPP en
el gen CHEK2, debido principalmente a la discrepancia de categorizacion de las dos variantes
conflictivas ¢.470T>Cy c.1427C>T, a pesar de los esfuerzos realizados en los Ultimos afios por la
ACMG para la estandarizacién de la interpretacion de las variantes detectadas en los laboratorios
clinicos. En nuestro estudio, la variante ¢.470T>C fue categorizada como VP/VPP y c.1427C>T

como VUS priorizada.
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- Gen PALB2

El gen PALB2, fue unos de los genes que sorprendentemente tuvo un rendimiento diagndstico
muy bajo comparado con el resto de los estudios nacionales, europeos y mundiales. De hecho a
nivel nacional, el gen PALB2 fue el gen mas detectado tanto en el estudio de Molina-Zayas et al
(138) como en el estudio de Adamo et al (137), y el rendimiento obtenido en nuestro estudio
(1VP-VPP/414; 0,21%), fue casi 10 veces inferior al obtenido en los dos estudios citados. Esta
diferencia probablemente se justificaria por las distintas poblaciones estudiadas. De hecho, el
estudio murciano de Castillo-Guardiola et al (84) reitera los hallazgos de nuestro estudio, puesto
que no se llegd a detectar ninguna VP/VPP en el gen PALB2 a pesar de que el disefio del estudio

fue dirigido a la deteccion de VP/VPP en genes no BRCA.
-  Gen NF1

El gen NF1 es un gen claramente involucrado en el SCMOH, el riesgo relativo de sufrir cancer de
mama en los portadores de VP/VPP hasta los 50 afios es de 40% (30). Sin embargo, a pesar de su
papel importante en el desarrollo del SCMOH, y la recomendacién de la NCCN de incluirlo en el
panel de genes, de los 13 estudios comparativos encontrados en la bibliografia, solo 3 lo
incluyeron en su panel, sin llegar a detectar ninguna VP/VPP por lo cual no se pudieron comparar

los resultados obtenidos en nuestro estudio.

3.2.Caracterizacién molecular de las VP/VPP detectadas

En cuanto a la caracterizacién molecular en los genes BRCA, las VP/VPP de tipo FS fueron las
predominantes, hallazgo que coincidié con la bibliografia (149), (150), (138), (147). En lo
concerniente a los RG, se detectaron Unicamente en el gen BRCA1, por lo cual la contribucion de
los RG detectados en los genes BRCA en pacientes con SCMOH en nuestro estudio (2/65; 3,07%)
fue inferior a la del estudio espafiol de la Hoya et al (8,1%) (164). En cuanto a los genes no BRCA,
en general las VP/VPP de tipo FS fueron las predominantes, a la excepcion del gen PALB2 en el
cual se detectd un RG (del ex7-11) descrito por primera vez a nivel nacional en el estudio de
Blanco et al (132), este hallazgo no coincidié con los estudios comparativos, ya que en su mayoria

se detectaron VP/VPP de tipo FS (138), (147), (150).
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4. ESTUDIO GENOTIPO-FENOTIPO EN LAS VP/VPP DETECTADAS EN LOS 20
GENES DE LA NCCN

4.1. Estudio genotipo-fenotipo en las VP/VPP detectadas en los genes BRCA1/2

El cdncer de mama TN fue el cdncer de mama mas diagnosticado en los casos indices portadores
de VP/VPP en el gen BRCA1 (p=0,019) mientras que el LB fue el mas diagnosticado en los
pacientes portadores de VP/VPP en el gen BRCA2. Estos resultados coincidieron con lo publicado
en la bibliografia (165). La edad media de los casos indices con cancer de mama unilateral
portadores de VP/VPP en BRCA2 fue mas baja que la de los casos indices portadores de VP/VPP
en BRCA1 y mas baja que aquellos casos indices con cancer de mama unilateral no portadores de
VP/VPP (p=0,004). Estos hallazgos no coincidieron con la literatura (166). Sin embargo, es
importante destacar que la edad de aparicién de cancer de mama en pacientes portadores de
VP/VPP en los genes BRCA depende de varios otros factores como la historia familiar de los casos
indices, la localizacién de la VP/VPP en el gen, la lactancia materna o la menarquia precoz (167)
(44) (45), hechos que podrian justificar esa discrepancia de resultados. En cuanto a la bilateralidad
del cancer de mama, fue mas relacionada con los casos indices portadores de VP/VPP en BRCA1
(p=0.043) que aquellos portadores de VP/VPP en BRCA2 (p=1). Con respecto a las edades de
diagnéstico, aquellos pacientes con VP/VPP en BRCAI tuvieron una edad media de diagndstico
de céncer de mama bilateral mas baja que aquellos portadores de VP/VPP en BRCA2 (49,5 vs
50,75). Estos hallazgos coincidieron con lo publicado en el estudio de Gabaldé Barrios et al (168)
y con otros estudios mundiales (169) (170) (154). Sin embargo, cabe destacar que la aparicion del
cancer de mama bilateral no depende solo del factor genético, si no que de otros factores
importantes como la edad de diagndstico del primer cancer de mama, los antecedentes
oncoldgicos de cancer de mama en los familiares y el tipo de tratamiento al cual se ha sometido
el paciente (tratamiento con tamoxifeno o incluso la mastectomia contralateral profilactica)
(169). En cuanto al caso indice vardn afectado de cancer de mama y el paciente diagnosticado de
cancer de prdstata fueron portadores de VP/VPP Unicamente en el gen BRCA2, hallazgos que
coincidieron con la literatura publicada (171) (172). En lo concerniente a los casos indices
diagnosticados de cancer de ovario unilateral y bilateral, casi el 72% (13/18) de ellos fueron
portadores de VP/VPP en los genes BRCA, rendimiento que se acercd al obtenido en el estudio
de Yao et al (173), estudio en el cual se analizaron 273 casos indices con cancer de ovario de alto
grado, de los cuales, 93/273 resultaron portadores de alguna VP/VPP en la totalidad de los genes
estudiados y el 81,7% (76/93) fueron portadores de VP/VPP en los genes BRCA. Sin embargo, no

se pudo comparar los resultados histopatoldgicos obtenidos con los disponibles en la bibliografia,
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ya que nuestro estudio tiene como limitacién la inclusion de pacientes Unicamente

diagnosticados de cancer de ovario epitelial no mucinoso y de alto grado.

La aparicién de cancer de mama y ovario es un hallazgo muy poco frecuente. En un estudio
llevado a cabo por Nygvist et al (174), de 5132 pacientes diagnosticados de cancer de mama, solo
34 tuvieron ademas del cadncer de mama un cancer de ovario (0,7%), una frecuencia aproximada
a la nuestra (5/414; 1,2%). Por otra parte, muchos estudios asociaron la aparicion del cancer de
mama y ovario con pacientes portadores de VP/VPP en los genes BRCA, sobre todo en el gen
BRCA1, con una tasa de deteccién que avecina el 80% (175), (176), (177). En nuestro estudio esta
tasa de deteccion fue més baja, ya que de los dos casos indices portadores de VP/VPP y con cancer
de mamay ovario, a solo uno de ellos se le detectd una VP/VPP en el gen BRCA1 lo que se tradujo
en un rendimiento del 50%. Esa discrepancia se justificaria principalmente por el hecho de que
estos estudios se enfocaron exclusivamente en el analisis de los genes BRCA en este tipo de
pacientes sin tomar en cuenta los 18 genes restantes recomendados por la NCCN. En cuanto a
las caracteristicas histopatoldgicas y moleculares de cdncer de mama en los pacientes
diagnosticados de cdncer de mama y ovario, se ha visto que predomina el tipo ductal TN (175).
Nuestro caso indice, si que coincidio con la literatura en cuanto a la clasificacion molecular ya que
fue un cancer de mama TN; sin embargo, histolégicamente el cancer de mama detectado fue un
carcinosarcoma, que es un tipo histolégico que se detecta solo en el 0,2% de todos los tipo
histolégicos de cancer de mama (178), y que hasta la fecha, segun la literatura consultada solo se
ha publicado un caso de una mujer que fue diagnosticada a los 35 afios de un carcinosarcoma de
mama y la vez portadora de una VP/VPP en BRCAI (179). Asi que, el conjunto de ambas
circunstancias (cancer de mama y ovario) y cancer de mama de tipo carcinosarcoma hace que el

caso clinico de esta paciente sea un caso extremadamente poco frecuente.

4.2. Estudio genotipo-fenotipo en las VP/VPP detectadas en los genes no BRCA
4.2.1. ATM

En lo concerniente al cancer de mama, de los 28 casos indices portadores de VP/VPP con cancer
de mama unilateral, 21,43% (6/28) fueron portadores de VP/VPP en el gen ATM, lo que supuso
una tasa de deteccion superior a la del gen BRCA1 (5/28; 17,86%). Por otro lado, en lo
concerniente a la tasa de deteccion de cancer de mama bilateral, de los 13 casos indices
portadores de VP/VPP, 15,38% (2/13) fueron portadores de VP/VPP en el gen ATM, una tasa de
deteccién similar a la del gen BRCAZ2. Estos hallazgos demuestran la importante contribucién del
gen ATM en el cancer de mama en los pacientes con SCMOH de nuestra regién. La edad media

de diagndstico de los pacientes con cancer de mama (unilateral y bilateral) portadores de una
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VP/VPP en el gen ATM fue de 42,5 afios, lo que significa que las recomendaciones de la NCCN de
diagnédstico de pacientes portadores de VP/VPP en el gen ATM a partir de los 40 afios serian
aplicables a nuestra poblacién (30). Sin embargo, cabe destacar que esta edad media de
diagndstico de cancer de mama fue ligeramente mas baja que la obtenida en el estudio espafiol
de Tavera-Tapia et al (47,42 afios) (180). En cuanto a la clasificacién histoldgica y molecular del
cancer de mama, en los pacientes con VP/VPP en el gen ATM, el tipo ductal fue el méas detectado
(72,73%), aunque destaca un 9,10% de tipo lobulillar, mientras que el subtipo molecular
predominante fue el LA. No se detectd ningin cancer de mama TN. Estos hallazgos coincidieron

con la bibliografia publicada (163) (181).

La contribucion del gen ATM en el cdncer de ovario (unilateral y bilateral) fue inferior a la de los
genes BRCA, solo se detectd una paciente con cancer de ovario unilateral portadora de una
VP/VPP en el gen ATM lo que equivale a un rendimiento global de 5,56% (1VP-VPP/18). Este

rendimiento fue similar al obtenido en el estudio de Yao et al (5,37%) (173).

Respecto al cancer de mama y ovario en pacientes portadores de VP/VPP en el gen ATM, sigue
habiendo pocos estudios, ya que la gran mayoria de los estudios publicados sobre pacientes
diagnosticados de cancer de mama y ovario fueron disefiados Unicamente para el estudio de los
genes BRCA por secuenciaciéon de Sanger (176), (177), (175). En los uUltimos afios con la aparicidn
de la NGS, se fueron publicando poco a poco casos de cancer de mama y ovario en pacientes
portadores de VP/VPP en genes distintos a los BRCA. En cuanto al gen ATM, destacan a nivel
nacional dos trabajos (180) (182). En el primero, la variante detectada fue la c.8122G>A, vy la
paciente portadora de esta VP/VPP fue diagnosticada de cancer de mama bilateral y cancer de
ovario, con una tasa de detecciéon de pacientes con cancer de mama y ovario portadores de
VP/VPP en el gen ATM del 12,5% (1/8). Mientras que en el segundo estudio, la variante detectada
fue la c.4776+2T>C cuya paciente fue diagnosticado de cdncer de mama y ovario, y la tasa de
deteccion de pacientes portadores de VP/VPP en el gen ATM con cancer de mama y ovario fue
de 33% (1/3). En nuestro estudio, la VP/VPP en el gen ATM detectada en el paciente con céancer
de mama vy ovario fue la variante con efecto fundador c.8251_8254del, la tasa de deteccién
obtenida en pacientes con cancer de mama y ovario portadores de VP/VPP en el gen ATM fue de
10% (1/10), rendimiento que se acercé al obtenido en el estudio Tavera-Tapia et al (180). La
contribucién del gen ATM en el desarrollo de cdncer de mama y de ovario en pacientes con
SCMOH, en nuestro caso fue de 50%, un rendimiento similar al del gen BRCA1, sin embargo, hace
falta mas estudios dirigidos a este tipo de pacientes para poder determinar realmente la
contribucién de los 20 genes accionables en el desarrollo de cancer de mama y ovario en la

poblacion espafiola.
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4.2.2. CHEK2

Segun la guia de la NCCN version 2.2023 del SCMOH, no existe asociacién de riesgo entre el gen
CHEK2 y el cancer de ovario. Dicha afirmacién coincidié con los resultados obtenidos en el
presente estudio ya que la totalidad de los casos indices portadores de VP/VPP en el gen CHEK2
fueron diagnosticados de cancer de mama. La edad media de diagndstico de cadncer de mama
(unilateral y bilateral) en pacientes portadores de VP/VPP en el gen CHEK2 fue de 49,9 afios,
ligeramente mas alta comparado a la bibliografia publicada (46 afios) (163) (55), pero compatible
con las recomendaciones de la NCCN para el diagnéstico de pacientes portadores de VP/VPP en
el gen CHEK2 con cdncer de mama (40 afios) (30). En cuanto al cancer de mama bilateral, al igual
qgue en el gen BRCA1, se detectd una asociacion estadisticamente significativa entre el gen CHEK2
y el cdncer de mama bilateral (p=0.004). De hecho, el 43% (3/7) de los casos indices portadores
de VP/VPP en CHEK2 fueron diagnosticados de cancer de mama bilateral, estos hallazgos

coincidieron con la bibliografia publicada (163) (169).

4.2.3. RAD51D/C

El gen RAD51D empezd a formar parte de los genes accionable relacionados con el SCMOH en los
10 ultimos afios (183), y su implicacion en el cancer de mama y ovario ya esta bien establecido
por la NCCN (30). A nivel nacional, hasta la fecha, la variante c.649C>T, fue detectada
exclusivamente en pacientes con cancer de ovario unilateral o bilateral (184), (85), (185). Nuestro
estudio aporta un nuevo fenotipo a esta variante, ya que se detectaron dos casos indices
portadores de esta variante diagnosticados de cancer de mama. El primero, fue una mujer
diagnosticada de un cancer de mama bilateral metacrénico, de los cuales el primero detectado a
los 39 afios (no fue posible determinar las caracteristicas histopatoldgicas ni las moleculares
debido a la falta de informacién en la base de datos) y el segundo fue detectado a los 80 afios y
fue ductal LB. Mientras que el segundo caso indice fue una mujer diagnosticada a los 48 afios de
un cancer de mama ductal TN. El tercer caso indice portador de esta VP/VPP fue diagnosticado
de cancer de ovario a los 48 afios lo que coincidid con lo publicado (184) y la franja de edad

recomendada por la NCCN para plantear ooforectomia (45-50 afios) (30).

Al igual que el gen RAD51D, el gen RAD51C empezdé a formar parte de los genes accionables
relacionados con el SCMOH en los 10 ultimos afios (183) y su papel en desarrollo del SCMOH esta
bien definido por la NCCN (30). En la bibliografia, la variante que se detectd en nuestro estudio,
la ¢.905-2_ 905-1del, fue asociada al céncer de ovario (186), cancer de mama unilateral (187)
(188) y cancer de mama en varén (189). El caso indice de nuestro estudio, fue una mujer

diagnosticada a los 62 afios de un cancer de ovario.
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4.2.4. PMS2

La variante ¢.400C>T en heterocigosis fue detectada en la bibliografia en los siguientes casos:
paciente con cancer de mama ductal TN sin historia familiar diagnosticada a los 80 afios (190),
paciente con cancer de ovario seroso de alto grado diagnosticada a los 51 afios (191), paciente
con cancer de ovario y portadora de doble VP/VPP (gen PMS2 y PALB2) (192) y por ultimo, al
compartirse genes en el SCMOH y sindrome de Lynch, se detecté también en una paciente con
cancer colorrectal (193). En nuestro caso, la paciente portadora de esta VP fue diagnosticada a

los 43 afios de un cancer de ovario bilateral seroso de alto grado.

Llamé la atencion la edad muy temprana en la cual la paciente fue diagnosticada de cancer de
ovario porque, no coincidié en absoluto con la edad de diagndstico de cancer de ovario en
pacientes portadores de VP/VPP en el gen PMS2 estimada por la NCCN (51-59 afios) (64). Ademas,
el caso indice se distinguio por la ausencia de antecedentes familiares tanto de cancer de mama
como de cancer de ovario. Estos acontecimientos, resaltan la importancia de considerar como
criterio Unico de inclusién en el diagndstico del SCMOH aquellas pacientes con cédncer de ovario

de alto grado independientemente de la edad de diagndstico.

4.2.5. PALB2

El dnico estudio a nivel nacional, en cual se detectd una delecion del exdon 7-11 fue el estudio de
Blanco et al cuyo paciente fue un hombre diagnosticado de cancer de mama (59). De hecho, se
estima que la frecuencia de deteccion de RG en PALB2 en familias con historia de cancer de mama
es de 0.1% (194). En nuestro estudio, la paciente portadora de este RG, fue una mujer
diagnosticada de cdncer de ovario a los 85 afios, por lo cual nuestro estudio aporta un nuevo

fenotipo relacionado con este RG poco frecuente.

4.2.6. TP53

Los dos casos indices portadores de VP/VPP en el gen TP53 fueron dos mujeres, ambas
diagnosticadas de cancer de mama. La edad media de diagndstico de cancer de mama en las
pacientes portadoras de VP/VPP en este gen (32,5 afios), fue particularmente baja respecto al
resto de los casos indices diagnosticados de cancer de mama y portadores de VP/VPP en el resto
de los genes no BRCA, hallazgo que coincidié con la bibliografia, ya que la edad media de
diagndstico de cancer de mama en pacientes portadores de VP/VPP en el gen TP53 fue de 35
afios (55), lo cual se justifica por el hecho de que este gen esta relacionado con el sindrome de

Li-Fraumeni. Por otra parte, esta edad media, confirmé que las recomendaciones de la NCCN para
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el diagnodstico de pacientes con cancer de mama portadores de VP/VPP en el gen TP53 a partir

de los 20 afios serian aplicables a nuestra poblacién (30).

El sindrome de Li-Fraumeni se caracteriza por el desarrollo de varios tumores: tumores
cerebrales, tumores de tejidos blandos, leucemias y cancer de mama, entre otros.
Afortunadamente, nuestras dos pacientes, hasta la fecha, han sido diagnosticadas Unicamente
de cancer de mama. Ambas pacientes tuvieron un cancer de mama ductal; sin embargo, de
subtipos moleculares distintos, LB en la primera paciente y TN en la segunda. Este Ultimo hallazgo,
se considerd como muy poco frecuente, ya que se estima que solo entre 4-9,2% de los pacientes
con cancer de mama portadores de VP/VPP en TP53 desarrollan cancer de mama TN y que los
subtipos moleculares predominantes en estos pacientes suelen ser canceres de mama con

receptores hormonales positivos o en mayor proporcion HER2+ (195) (196).
4.2.7. BRIP1

A nivel nacional, la variante c.206-2A>G fue detectada solo en un estudio en el cual el paciente
fue diagnosticado de céncer de mama sin especificar ni la edad de diagndstico ni las
caracteristicas histopatoldgicas y moleculares de dicho cancer (197). No obstante, existen varios
estudios nacionales en los cuales se detectaron pacientes portadores de otras VP/VPP en el gen
BRIP1 en los cuales cuyos portadores fueron diagnosticados de cancer de mama unilateral a los
62 afos, cancer de mama unilateral a los 32 afios, cancer de mama bilateral a los 18 afios y
glioblastoma (198), (85), (123). Incluso en el estudio de Rodriguez-Balada et al, se detectd un caso
indice con doble VP/VPP en los genes BRIP1y BRCA2 con cancer de mama bilateral a los 44 afios
(199). En estos estudios, el tipo histoldgico predominante fue ductal, y en cuanto a la clasificacion
molecular, predominé el cancer de mama con receptores hormonales positivos o HER2+,
hallazgos que coincidieron con nuestro estudio, en el cual el primer caso indice fue diagnosticado
de un cancer de mama unilateral ductal HER2+ y el otro caso indice fue diagnosticado de un
cancer de mama bilateral ductal con distintos subtipos moleculares uno fue LA y el otro LB. Sin
embargo, tanto los hallazgos encontrados a nivel nacional como los de nuestro estudio, no
coincidieron con el estudio mundial de Buys et al, en el cual el cdncer de mama en pacientes
portadores de VP/VPP en el gen BRIP1 fue principalmente TN (p<0.001) (200). Esta discrepancia
podria estar relacionada, por una parte, por los pocos casos indices con cdncer de mama
portadores de VP/VPP en BRIP1 detectados en nuestro estudio que fueron 2 frente a 110
detectados en el estudio de Buys et al y, por otra parte, la diversidad de origenes de la poblacién
estudiada en el estudio de Buys et al. La edad media de diagndstico de cancer de mama fue de

43 afios, lo que coincidié con la bibliografia (201).
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4.2.8. NF1

El caso indice portador de la VP/VPP en el gen NF1 fue diagnosticado de cancer de ovario bilateral.
El papel de las VP/VPP en el gen NF1 para el desarrollo del cancer de ovario no ha sido del todo
establecido por la NCCN, a diferencia del cancer de mama. Sin embargo, se sabe que es frecuente
encontrar a nivel somatico VP/VPP en el gen NF1 de pacientes con céncer de ovario (202).
Ademads, el estudio de Ece Solmaz et al (203) publicado recientemente, detecté un caso de una
paciente con cancer de ovario con una mutacion germinal en el gen NF1 sin que exista co-
ocurrencia de otra VP/VPP como en otras publicaciones (204) (205). Nuestro caso y el de Ece
Solmaz et al demuestran el potencial papel que podria tener el gen NF1 en el desarrollo de cancer

ovario, a la espera de mas estudios que acrediten dicho papel en pacientes con SCMOH.

4.3. Estudio genotipo-fenotipo en pacientes portadores de 2VP/VPP

La doble heterocigosis es un hallazgo poco habitual, aunque en los Ultimos afios estd aumentando
el numero de publicaciones al respecto debido al uso mas generalizado de la NGS en los

laboratorios de diagnéstico genético (160).

4.3.1. Pacientes portadores de doble VP/VPP en los genes BRCA1 y BRCA2

Se estima que la frecuencia de pacientes portadores de doble VP/VPP en los genes BRCAI y
BRCA2 es de 0,3% (161). En nuestro estudio solo un caso indice fue portador de una doble VP/VPP
en los genes BRCA1 y BRCA2, y la frecuencia obtenida fue del 0,24% (1/414). Ambas variantes
fueron de tipo FS, de tal forma que la variante que se detectd en el gen BRCAI fue la
c.3756_3759del y en el gen BRCA2 fue la c.658_659del. En la bibliografia consultada, la mayoria
de los casos con doble heterocigosis en los genes BRCA1y BRCA2 fueron pacientes diagnosticados
de cadncer de mama unilateral o bilateral (206), (207), (208), (150), (209), (210). De hecho, el
estudio de Palmirotta et al, en el cual se recopild un total de 34 casos indices con doble VP/VPP
en los genes BRCA1 y BRCA2, solo una mujer fue diagnosticada a los 50 afios de un cancer de
ovario (211). El caso indice detectado en nuestro estudio fue una mujer diagnosticada a los 44
afios de un cancer de ovario seroso de alto grado, con una edad de diagndstico mas baja que la
edad media de diagndstico de cancer de ovario de casos indices portadores de VP/VPP solo en el
gen BRCA1 o en el gen BRCA2 por separado (52,9 y 53,7 afios respectivamente). Este hallazgo no
coincidié con lo publicado en el estudio de Le Page et al, en el cual la edad media de las pacientes
con cancer de ovario y portadoras de doble VP/VPP en los genes BRCAI y BRCA2 fue similar a la
de las pacientes con cancer de ovario portadoras de VP/VPP solo en el gen BRCAI (212). En cuanto

al comportamiento del cancer de ovario en los pacientes con doble VP/VPP en los genes BRCA1
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y BRCA2, se asemejaria mas al de los pacientes con VP/VPP en el gen BRCAI (peor prondstico);
sin embargo, se necesitan mas estudios con un mayor numero de pacientes para llegar a

conclusiones estadisticamente concluyentes.

4.3.2. Pacientes portadores de doble VP/VPP en los genes ATM y CHEK2

El caso indice portador de doble VP/VPP en los genes CHEK2 y ATM fue una mujer diagnosticada
a los 51 afios de un cancer de mama bilateral sincrénico. A nivel nacional, el Unico estudio
publicado en el cual se detectd esta doble mutacion fue el estudio de Fonfria et al en el cual el
caso indice portador de esta doble VP/VPP fue una mujer diagnosticada a los 48 afios de cancer
de mama unilateral con receptores hormonales positivos (198). La falta de publicaciones sobre
casos indices con este perfil mutacional dificulta el poder establecer una relacién genotipo-
fenotipo clara para este tipo de pacientes. Lo Unico que se puede predecir segun lo publicado
(192), (213), (214), es un probable predominio de cancer de mama en este tipo de pacientes a

falta de mas estudios que confirmen dicha suposicién.

5. VARIANTES DE SIGNIFICADO CLINICO DESCONOCIDO

5.1. Reclasificacion de las VUS

La incorporacién de la NGS en los laboratorios clinicos permitié aumentar los rendimientos
diagndsticos, pero, como contrapartida conllevd a un aumento exponencial del nimero de las
VUS detectadas. Aunque las recomendaciones de expertos y la declaracién europea de consenso
recientemente publicado aconsejan no tomar ninguna decisidn clinica ni hacer estudios en los
familiares de los casos indices con VUS (215), el hallazgo de una VUS no deja de ser un reto para
los clinicos y el laboratorio clinico, debido al desconocimiento de su implicacién en el desarrollo
de la enfermedad y por el cambio de clasificacién clinica al cual estdn sometidas este tipo de
variantes. De hecho, tras la reclasificacion de las VUS obtenidas al principio del estudio, el 25,58%
(33/129) se reclasificaron como VB/VPB, dato méas elevado que el obtenido el estudio
internacional de Mersch et al (81), en el cual de las 26670 VUS detectadas inicialmente, 1867 (7%)
se reclasificaron como VB/VPB en un periodo de 10 afios de seguimiento. Esta diferencia podria
estar justificada por los diferentes criterios empleados para la reclasificacion y el mayor nimero

de publicaciones e informacién respecto a las variantes a medida que transcurre el tiempo.

Por otro lado, segun las recomendaciones de expertos y la declaracion europea de consenso
recientemente publicada, se recomienda informar las VUS detectadas en los genes BRCA y otros
genes de riesgo relativo alto (215). Sin embargo, el mismo consenso aconseja no tomar ninguna

decision clinica ni hacer estudios en los familiares de los casos indices con VUS. Como estrategia,
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el Comité de Asesoramiento Genético Cancer Hereditario de la Regién de Murcia ha decidido de
forma consensuada no informar todas las VUS, si no que Unicamente aquellas VUS priorizadas,
para por un lado, no incrementar de forma innecesaria la incertidumbre de los pacientes
portadores de una VUS y la de los clinicos vy, por otro lado, poder realizar estudios adicionales
sobre los familiares y los casos indices portadores de una VUS priorizada. Ademas, de esta forma,
la reclasificacion de una VUS a VB/VPB no tendria ninguna repercusion sobre el caso indice o los
clinicos responsables de la consulta de asesoramiento genético. Sin embargo, la reclasificacién
de las VUS es un proceso que permite descargar la carga de trabajo a nivel del laboratorio, ya que
el cambio de una VUS a VB/VPB implica generalmente una reclasificacion definitiva de la variante

(81), y por lo tanto el cese de su seguimiento por parte del personal facultativo del laboratorio.

A diferencia de las VUS reclasificadas como VB/VPB, una VUS reclasificada como VP/VPP si que
tiene repercusion clinica sobre los casos indices y sus familiares. Afortunadamente, el porcentaje
de las VUS reclasificadas a VP/VPP es muy bajo (147), pero esta reclasificacion tiene
trascendencias clinicas y psicoldgicas sobre los casos indices y los familiares portadores de la
supuesta variante reclasificada. Las repercusiones clinicas consisten en someter a los portadores
de la VP/VPP a varias pruebas diagndsticas con relativa frecuencia como mamografias o
resonancias magnéticas entre otras, ademas, del planteamiento de cirugias profilacticas, segin
las recomendaciones de la guia clinica de la NCCN, que a su vez varian dependiendo de la edad
de los pacientes y del gen mutado (30). En cuanto al impacto psicoldgico, suele evidenciarse mas
alargo plazo, y se resume en la inseguridad de estos pacientes sobre su estado de salud, el miedo
aumentado de padecer el cancer o de sufrir nuevo cancer y un elevado riesgo de sufrir una

depresién (216).

5.2. Distribucién y categorizacion molecular de las VUS detectadas en los 20

genes de la NCCN

En total, después de la reclasificacion, se detectaron 96 VUS distintas, distribuidas en 18 genes.
El gen con mas VUS detectadas fue el gen ATM, hallazgo que coincidid con los estudios nacionales
(84), (85), europeos (201), e internacionales (149). Por otra parte el tipo de mutacion
predominante en las VUS fue el tipo MS (89/96; 88,5%) lo que coincidié con la bibliografia (149),
y se explicaria por la dificil interpretacién de dichas variantes, ya que su patogenicidad depende
de la localizacién de la variante, es decir, si se localiza en un dominio funcional o no, y si es el
caso, el efecto que puede causar dicha variante sobre el dominio funcional y como consecuencia,

la funcion de la proteina.
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5.3. Priorizacion de las VUS

La aparicion de la NGS, el cambio continuo de clasificacidn clinica al cual estan sometidas las VUS
y los criterios de seleccién de los pacientes para el diagndstico genético cada vez mas inclusivos,
han hecho aumentar considerablemente la carga de trabajo y el nUmero de que se tienen que
revisar periddicamente por el personal facultativo del laboratorio clinico y el de las consultas de
asesoramiento genético. Con el fin de optimizar los recursos y hacer frente a esta elevada carga
de trabajo, surgié el concepto de las VUS priorizadas que son aquellas VUS susceptibles de ser
reclasificadas como VP/VPP. Este concepto permitid establecer un sistema de revision eficiente
gracias al cual se enfocarian mas los esfuerzos sobre las VUS priorizadas haciendo estudios
adicionales que permitirian determinar su efecto clinico y su implicacién en el SCMOH, sin dejar
de lado las VUS no priorizadas. Para ellos en los ultimos afios se disefiaron varios algoritmos de
priorizacion de VUS por nuestro grupo de trabajo, que se han ido modificando segun las
evidencias cientificas publicadas, el ultimd publicado y el empleado en nuestro estudio, fue el
algoritmo de Rosado-Jiménez et al (86) que tiene como modelo de base el algoritmo de Bonache
et al (85) y el de Castillo-Guardiola et al (123), los cuales se aplicaron varias modificaciones
basadas en las ultimas publicaciones cientificas relacionadas con la prediccién de patogenicidad
de las variantes genéticas (217), (218), (91), (219), (220) Figura 55. En cuanto al algoritmo de
Bonache et al destacamos tres diferencias respecto al algoritmo empleado en nuestro estudio. La
primera fue que el algoritmo de nuestro estudio se aplicd Unicamente sobre genes clinicamente
accionables a diferencia del algoritmo de Bonache et al. La segunda implicé las variantes de tipo
splicing con prediccién de splicing aberrante, de tal forma que el algoritmo que usamos considerd
solo aquellas variantes que estuvieran alrededor de + 10 pb del sitio de splicing mientras que el
algoritmo de Bonache et al tomd en cuenta aquellas variantes que estuvieran alrededor de + 50
pb de bases del sitio de splicing. Finalmente, la tercera diferencia estuvo relacionada con las
variantes de tipo MS, de modo que la principal herramienta empleada en el algoritmo de nuestro
estudio para priorizar este tipo de variantes fue el metapredictor REVEL, una herramienta no
empleada en el algoritmo de Bonache et al, y que hoy en dia, es considerada como una de las
mejores herramientas in silico para categorizar este tipo de variantes (90) (91). En cuanto al
algoritmo de Castillo-Guardiola et al, la Unica diferencia entre ambos fue el score del
metapredictor REVEL empleado para discriminar entre benignidad y patogenicidad, que en el
caso del estudio de Castillo-Guardiola et al fue de 0,58 mientras que el empleado en nuestro
estudio fue de 0,7, con el consiguiente aumento de la especificidad en la clasificacion de variantes

genéticas.
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variatantes:
GATK y VarScan2

$

Clasificacion de las variantes y aplicacion de
filtros:
1) ANNOVAR
2) Seleccion de pacientes heterozigotos
y aplicacion de filtro de MFA =1% en
1000genomes
3) Alamut Visual annotation
4) Aplicacion de filtro en ExAC de FA
=0.5% en poblacion europea no nordica

n Identificacion de las

Priorizacion de las VUS

- Variantes de tipo FS, NS y variantes de
tipo splicing a + 2 pb del sitio de splicing

- Variantes de tipo MS, sinénimas y
intréonicas que estén a = 50 pb del sitio de
splicing y que in silico predicen un efecto

jJdeletéreo sobre la proteina o el proceso de
splicing

Variante génica en un gen de
B accionabilidad clinica

Criterios de clasificacion
segln la ACMG

VP VPP VuUs VPB VB

Hallada en genes accionables seleccionados
mas uno de los siguientes criterios:

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

= \Variante exdnica con una puntuacion z 0.7 en REVEL.
= Wariante con elevada probabilidad de ser deletérea segun
bibliografia disponible.

si NO

[ VUS priorizada ] [ VUS no priorizada J

Figura 55: Algoritmos de priorizacion de las VUS. A: algoritmo de priorizacion de Bonache et al (85). B: algoritmo
empleado en nuestro estudio desarrollado por Rosado-/iménez et al (86). MFA: Minima Frecuencia Alélica; FA:

Frecuencia Alélica; FS: Frameshift; NS: Nonsense; MS: Missense; pb: Pares de Bases.

Tras la aplicacion del algoritmo de priorizacion se pudieron priorizar el 18,75% (18/96) de las VUS
detectadas, mientras que en el estudio de Bonache et al, se priorizaron solo el 9,13% (35/383) de
las VUS detectadas. Esta diferencia, se debid probablemente a que en el estudio de Bonache et
al se aplico el algoritmo a las VUS detectadas en todos los genes analizados en el panel y no solo

a los genes de accionabilidad clinica y por otra parte el empleo del soporte informatico (Alamut),
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gue emplea algoritmos de priorizacién distintos al metapredictor REVEL empleado en nuestro
estudio. En cuanto al estudio de Castillo-Guardiola et al, el 24% (19/79) de las VUS fueron
priorizadas, un porcentaje superior al obtenido en nuestro estudio. Esta diferencia se debe
probablemente a los diferentes umbrales empleados en cada estudio para discriminar la
patogenicidad de la benignidad al emplear en metapredictor REVEL. El score de 0.58 empleado
en el estudio de Castillo-Guardiola et al, aumenta la sensibilidad a costa de una disminucién de la
especificidad lo que se traduce en la priorizacion de un mayor nimero de VUS. Por esta razony,
en consonancia con lo descrito por diversos laboratorios clinicos, se decidié en el algoritmo
empleado en nuestro estudio, desarrollado por Rosado-/iménez et al (86), subir el score a 0,7.
Este score se asocia a una sensibilidad de 0,5786, mas baja y una especificidad mas alta, de
0,9556, que la del algoritmo de Castillo-Guardiola et al. De esta forma se consiguid reducir el
numero de VUS priorizadas, lo que permitié optimizar los recursos del laboratorio clinico para
poder llevar a cabo estudios complementarios necesarios para dilucidar el efecto clinico y la

implicacion en el SCMOH, Unicamente, en aquellas VUS mas susceptibles de patogenicidad.

Finalmente, cabe destacar el papel fundamental del metapredictor REVEL en la priorizacion de
las VUS detectadas en el estudio; en efecto, el 88,5% (89/96) de estas VUS fueron de tipo MS de

las cuales, gracias al empleo del metapredictor REVEL, el 14,6% (13/89) se pudieron priorizar.

6. APLICACION DE LA TECNICA MOLECULAR RT-PCR EN EL ESTUDIO
FUNCIONAL DE LAS VARIANTES SUSCEPTIBLES DE MADURACION
ALTERNATIVA DEL ARN MENSAJERO

La contribucion de las VP/VPP de tipo splicing en SCMOH es considerable ya que 12,31% de las
VP/VPP detectadas en los genes de accionabilidad clinica en nuestro estudio fueron de tipo
splicing. En el estudio de Castillo-Guardiola et al (84), el 9% de las VP/VPP en los genes no BRCA
fueron de tipo splicing y el estudio de Gabaldd Barrios et al (82), el 21,61% de las VP/VPP en los
genes BRCA fueron de tipo splicing. Ambos estudios se llevaron a cabo en la regién de Murcia, lo
que nos indica la importante contribucién de las VP/VPP de tipo splicing en nuestra regién y
demuestran la necesidad de estudiar mediante RT-PCR aquellas VUS vy, sobre todo, aquellas VUS
priorizadas susceptibles de alterar el proceso de splicing, para poder categorizarlas desde el

punto de vista clinico de la forma mas adecuada.

Nuestro grupo de trabajo gracias al empleo de la RT-PCR ha podido clasificar cuatro variantes

susceptibles de alterar el proceso de splicing que se resumen en la siguiente Tabla 31:
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Variante

c.3402+3A>C

c.1008G>A

c.8488-
1_8489delinsTCCATTACA

c.375+2T>C

Gen

ATM

CHEK2

BRCA2

TP53

Clasificacion clinica antes
de la RT-PCR

VUS-P

VUS-P

VUS-P

VUS-P

Clasificacidn clinica
después de la RT-PCR

VPP

VUS-no P

VUS-P

VPP

Justificacion

La delecién del exdn 23 produce un
codon de parada prematuro en la
posicidon 22 y como consecuencia una
proteina no funcional, mientras que la
delecion parcial del ex 23 y 24 produce
una proteina mas corta, pero con todos
los dominios funcionales.

Al no alterar el proceso de splicing esta
variante tiene menos probabilidad de
ser patogénica por lo cual se reclasifico
como VUS-no P debido a la ausencia de
datos complementarios

Altera el proceso de splicing sin
producir la alteracién del marco de
lectura, por lo cual se mantiene como
VUS-P hasta que se puede completar el
estudio de cosegregacién para su
clasificacion definitiva

Delecion parcial del exdn 4 que produce
un codon de parada en la posicién 23y
como consecuencia una proteina no
funcional

Referencia

(123)

Este estudio

Tabla 31: Variantes susceptibles de splicing aberrante comprobadas por RT-PCR. VUS-P: Variante de Significado clinico Incierto Priorizada; VUS-no P: Variante de Significado clinico Incierto no Priorizada;

VPP: Variante Probablemente Patogénica.
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7. RENDIMIENTO DIAGNOSTICO, CLASIFICACION MOLECULAR Y CLINICA DE
GENES SUSCEPTIBLES DE SCMOH

Al aplicar el filtro de los 30 genes investigados, detectamos 9 distintas VP/VPP. Sin embargo, 7 de
ellas detectadas en los genes (TMEM127, SDHA, NTHL1, POLE, RET) fueron un hallazgo incidental
ya que no correlacionaban ni con la clinica de los casos indices portadores de dichas VP/VPP ni

con su historia familiar.

En cuanto las tres otras VP/VPP, se detectaron en los siguientes genes susceptibles: MRE11,
XRCC1 y RAD50. Considerando que estos 3 genes pudiesen tener un papel en el desarrollo de

cancer de mama u ovario, se incrementaria el rendimiento en un 0,72% (3 casos indices/414).

El desarrollo de la NGS en los laboratorios clinicos ha hecho que aumente de forma drastica la
asociacion entre genes detectados y determinadas entidades clinicas, a pesar, de la falta de
evidencia cientifica que pueda respaldar dicha relacién (221). Estas asociaciones genotipo-
fenotipo no justificadas, pueden influir en la toma de decisién de los clinicos de forma negativa
en lo concerniente al manejo de los pacientes. Para ello, ClinGen (Clinical Genome Resource)
plataforma patrocinada por la NIH (accesible en el siguiente enlace https://clinicalgenome.org/)
desarrollé en su pagina web un apartado especifico dedicado al estudio de la relacién genotipo-
fenotipo (Gene-Disease Validity), en el cual se desarrollé un framework que proporciona una
medida semicuantitativa que permite saber tal como es de fuerte la relacién entre un gen vy el
desarrollo de la enfermedad. Lo hace basandose en los Ultimos estudios y articulos publicados
sobre el gen desde el punto de vista genético (estudios de cosegregacion, estudios de caso-
control entre otros) que suman un total de 12 puntos y desde el punto de vista experimental
(alteracién de la funcién de la proteina, cultivos celulares entre otros) sumarian un total de 6
puntos. Segun la puntuacion obtenida la relacion entre el gen y el desarrollo de la enfermedad se
categorizaria en: definitivamente demostrada, fuerte, moderada, limitada, sin evidencia o
asociacion genotipo-fenotipo conflictiva que puede ser disputada o refutada (222). Para ello se
formaron varios comités de expertos dentro de los cuales el comité especializado de cadncer de
mama y ovario, el GCEP (ClinGen Breast/Ovarian Gene Curation Expert Panel) responsable por un
lado de la clasificacion final de la relacién genotipo-fenotipo en los genes susceptibles del
desarrollo del SCMOH y por el otro, de revisar periédicamente dicha relacidon en base a los
estudios que se vayan publicando. A continuacion, y en base a esta plataforma y la Ultima guia
clinica de la NCCN V2.2023, se discute la implicacién de las 3 VP/VPP detectadas en los 3
siguientes genes de baja penetrancia MRE11, XRCC2, RAD50:
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7.1. MRE11

El gen MRE11 forma parte del complejo MRN que reconoce los sitios de rotura de ADN y fosforila
el gen ATM para desencadenar el procesos de reparacion de las DSB por recombinacién
homodloga (223). La variante detectada en este estudio, fue la c.963del, una variante de tipo FS
cuyo caso indice fue una mujer diagnosticada a los 68 afios de un cancer de mama bilateral
sincrénico ductal en ambas mamas, pero con subtipos moleculares distintos, LA en la mama
derecha y HER2+ en la mama izquierda. Por otro lado, la paciente destacd por sus numerosos

antecedentes oncoldgicos familiares.

No se pudo hacer el estudio de cosegregacién, pero existen estudios en la bibliografia que
demuestran la cosegregacion de VP/VPP en el gen MRE11 en familias con cancer de mama (224),
(223). Sin embargo, en la Ultima revisién del GCEP del afio 2023 el gen MRE11 sufrié un cambio
de clasificacion genotipo-fenotipo drastico, pasando de tener una asociacion limitada con el
cancer de mama a ser categorizada como refutado, lo que significa que no hay evidencias
cientificas actuales que respalden la relacién genotipo-fenotipo. Mientras que su relacion con el
cancer de ovario hoy en dia esta cuestionada. Segun la NCCN, se puede incluir en un panel de
genes el gen MRE11, a pesar de ser un gen de baja penetrancia y que las evidencias cientificas de
su asociacion al cdncer de mama u ovario son insuficientes; sin embargo, subraya que el manejo
de estos pacientes se haga de forma personalizado segun la historia familiar de cada paciente y
otros factores clinicos. Por lo cual, no consideramos oportuno incluir este gen en el diagndstico
del SCMOH en la préctica asistencial debido a las bajas evidencias cientificas que vinculan este
gen al SCMOH, a la inseguridad tanto del paciente como del clinico que podria generar el hallazgo
de una VP/VPP en este gen vy, finalmente, a la sobrecarga innecesaria de los recursos debido al
elevado nimero de VUS que se detectarian y, a las cuales habra que hacer frente en cuanto a

seguimiento y reevaluacion.

7.2.XRCC2

El gen XRCC2 participa en la reparacion de las DSB por recombinacién homodloga (225). La VP/VPP
detectada en este estudio fue la c.643C>T, una variante de tipo NS cuyo caso indice fue una mujer
diagnosticada a los 53 afios de cancer de mama unilateral, no encontrandose informacién
relacionada ni con el tipo histolégico ni el subtipo molecular del cancer de mama. El Unico
antecedente oncoldgico familiar fue su madre diagnosticada de un cancer de mama bilateral
metacroénico. Al igual que el gen MRE11, el gen XRCC2 en la ultima revisién del GCEP del afio 2023
sufrié un cambio de clasificacién genotipo-fenotipo importante, ya que en cuanto al cancer de

mama cambid de una asociacién genotipo-fenotipo limitada a refutada, y respecto al cancer de
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ovario a dia de hoy, se desconoce la relacidén genotipo-fenotipo. Al igual que el gen MRE11, la
NCCN considera que se puede incluir el gen XRCC2 en un panel de genes, a pesar de ser un gen
de baja penetrancia y que las evidencias cientificas de su asociacién al cdncer de mama u ovario
son insuficientes. Sin embargo, resalta que el manejo de estos pacientes se tendria que hacer de
forma personalizado segun la historia familiar de cada paciente y otros factores clinicos. Por lo
cual por las mismas razones citadas en el gen MRE11 se considera innecesaria la inclusién del gen

XRCC2 en el diagndstico de SCMOH en la practica asistencial.

7.3.RAD50

El gen RAD50 forma parte del complejo MRN, al igual que el gen MRE11 participa en el
reconocimiento de los sitios de rotura de ADN y desencadena los procesos de reparacion de las
DSB por recombinaciéon homaloga (226). La VP/VPP detectada fue la c.2165dup cuya portadora
fue diagnosticada a los 74 afios de cancer de ovario de células claras. En cuanto a los
antecedentes oncoldgicos familiares, destaca una sobrina diagnosticada de cancer de mama a los
55 afios y una prima hermana materna también diagnosticada de cancer de mama. Hasta la fecha,
el GCEP, clasifica la relacién genotipo-fenotipo del gen RAD50 con el cancer de ovario como una
relacion cuestionada, y en cuanto a la relacién genotipo-fenotipo con el cancer de mama se
caracteriza como refutada. Aunque el gen RAD50 forma parte de los genes de baja penetrancia
gue considera la NCCN que se pueden incluir en un panel de genes para el diagnéstico de SCMOH,
debido a la falta de evidencia cientifica actual que vincula el gen RAD50 al SCMOH, no se considera
en este trabajo aconsejable la inclusion de este gen en la practica asistencial por la posible
inquietud que podria generar una VP/VPP tanto al clinico como al paciente, y la sobrecarga
innecesaria que implicaria el andlisis de este gen en cuanto a las VUS que se tendrian que

reevaluar de forma periddica.
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Conclusiones

Conclusién 1

En este estudio, con un rendimiento diagndstico obtenido del 15,22%, se confirma la necesidad
de incorporar en el analisis genético el panel de genes clinicamente accionables recomendado
por la guia clinica NCCN, seleccionando de forma adecuada a los pacientes candidatos a estudio,

a través de una consulta de asesoramiento genético en cancer hereditario.
Conclusién 2

El fenotipo de cancer de ovario epitelial de alto grado es el que presenta un mayor rendimiento
diagnostico dentro del SCMOH, por lo que se confirma la importancia de seleccionar a este grupo
de pacientes independientemente de su historia familiar. Sin embargo, el empleo de los criterios
de seleccién individuales de la SEOM 2019, relacionados con el cdncer de mama es un factor

limitante a la hora de detectar pacientes con cancer SCMOH portadores de una VP/VPP.

Conclusion 3

En este estudio, y en concordancia con lo descrito en la bibliografia, las VP/VPP detectadas en los
genes BRCA presentan una mayor contribucion en el SCMOH que las VP/VPP de los genes no
BRCA, con un 56,9% frente al 43,1% respectivamente. No obstante, la aportacién de estos ultimos
es considerable, destacando en nuestro estudio la elevada contribucion del gen ATM, que fue
superior al resto de los estudios europeos y mundiales, debido a la VP ¢.8251_8254del, en donde

se ha demostrado previamente su efecto fundador en poblacion murciana.

Conclusién 4

Existe una asociacién estadisticamente significativa entre el cancer de mama triple negativo y el
gen BRCA1, y el cadncer de mama bilateral y los genes BRCA1 y CHEK2. Con respecto a la edad
media de diagndstico de cancer de mama unilateral, esta es mds baja en aquellos pacientes

portadores de una VP/VPP en BRCA2.

Conclusion 5

La reevaluacién de las VUS consigue disminuir de forma considerable el nimero de éstas, siendo
recomendable que los laboratorios asistenciales utilicen esta estrategia de reevaluacion
periddicamente. De forma complementaria, el algoritmo de priorizacion de VUS permite a los
laboratorios clinicos gestionar de forma mas eficiente sus recursos y hacer frente al nimero
elevado de VUS que se detectan diariamente tras el andlisis de paneles de genes en la practica

asistencial.
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Conclusién 6

La metodologia basada en la técnica RT-PCR es una herramienta fundamental en la clasificacién
de aquellas variantes genéticas susceptibles de generar un splicing aberrante segun los
programas de prediccion bioinformaticos. De hecho, esta técnica ha servido para demostrar que
la variante genética ¢.375+2T>C en el gen TP53 produce una maduraciéon aberrante del transcrito

gue, en el caso de sintesis proteica, generaria una proteina truncada.

Conclusién 7

En el estudio de genes candidatos para el SCMOH cabria destacar las VP obtenidas en los genes
de baja penetrancia MRE11, RAD50 y XRCC2. Sin embargo, y segln la evidencia actual, en estos
casos solo es posible realizar el seguimiento de los casos indices y familiares portadores de las
VP/VPP detectadas. Por tanto, estos genes solo se deberian de usar para fines de investigacion
hasta que haya una mayor evidencia cientifica. Mientras tanto, en la practica asistencial es
recomendable utilizar Unicamente paneles que incorporen todos los genes clinicamente

accionables descritos por las sociedades cientificas para cada sindrome hereditario.
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Anexos

.
Servicia i
Murciano
de Salbud

Hospital Universitario
"Virgen de la Arrixaca”

Cira. Madrid - Canagena - Ted. 962 36 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 reunion 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

1°, 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 protocalo en relacidn 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 participacién en el estudio. )

- El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados eticos.

- La capacidad de los Investigadores 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

ISen"icirs Wurciano de Salud
| Hospital "Virgen de la Arrixaca”
Comite Etico de investigacion Cliniga
MURCILA

|
Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca

Anexo 1: Certificado de Comité Etico de Investigacidn Clinica del HCUVA

231



Anexos

Area |

“ZDOCUMENTO DE INFORMACION AL PACIENTE PARA LA
REALIZACION DE ESTUDIO GENETICO.

Informacion

Segun los criterios clinicos actuales se le ofrece la posibilidad de realizar un andlisis genético a fin de
determinar si es portador de una variante génica asociada a la enfermedad que padece.

En funcién de los resultados obtenidos en el andlisis genético, se le puede indicar la necesidad de realizar
el andlisis genético a sus familiares directos, y asi poder aplicar medidas preventivas en el desarrollo de la
enfermedad en éstos.

Muestra obtenida

Para el estudio genético sera necesario que se le realice una extraccién de sangre periférica. En algunas
ocasiones, el laboratorio podria tener dificultades en analizar la muestra y podria pedirsele una nueva
extraccion, o realizarla a través de una muestra de saliva. La extraccidon de sangre puede ser incomoda,
ocasionalmente puede producir cierto dolor y, raramente, desmayo.

Analisis genético

La muestra obtenida serad analizada por la técnica de secuenciacion masiva (en el caso indice) o
metodologia Sanger (en el caso de los familiares).

Las variantes génicas obtenidas seran analizadas utilizando las bases de datos y publicaciones disponibles
en el momento del estudio.

La muestra sera conservada en el Laboratorio de Gendémica del Servicio de Analisis Clinicos del Hospital
Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca, como material necesario ante la necesidad de posteriores
estudios, siempre que usted lo autorice.

Informacion de los resultados

Tras el analisis de la muestra se redactard un informe en el cual se le informara de aquellas variantes
génicas detectadas asociadas a la enfermedad que padece.

No se le informara de aquellos hallazgos que no estén relacionados directamente con la enfermedad que
padece.

Si las evidencias cientificas que aparezcan en el transcurso de los préximos afios llevan a modificaciones
significativas en el significado clinico de una variante, el estudio serd revisado y se le enviara un nuevo
informe actualizado.

Confidencialidad y datos personales
La confidencialidad y privacidad serdn respetadas.
Sus datos genéticos se conservaran en el Laboratorio de Gendmica del Servicio de Anélisis Clinicos de este

hospital. Si asi lo consiente, estos datos podran ser utilizados en diversas investigaciones y publicaciones

con el fin de aportar nuevos datos en el mayor conocimiento de la enfermedad.

Nombre del paciente: Firma:
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Areal
Murcia Oeste
Orrizaca

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

(marcar con una x donde proceda)

L] He recibido una copia del documento de informacién al paciente y he comprendido la
informacion.

] Autorizo a mi médico a obtener una muestra y la informacién clinica relevante para su
procesamiento.

Il Comprendo que los datos que se obtengan a partir de mi seran estrictamente confidenciales

y tratados de acuerdo con la ley Orgénica, 15/1999 de diciembre, de Proteccion de Datos de
Caracter Personal y legislacién que la desarrolla, asi como la conformidad a la Ley 14/2007, de 3
de julio, de Investigacion Biomédica.

] comprendo que, en el interés de la ciencia, resimenes de los resultados de este analisis

podrian ser publicados en ambitos cientificos. No obstante, en ninglin caso serd posible identificar
en ellos informacién confidencial relativa a mi persona.

] Autorizo a gue mi muestra pueda conservarse en el Laboratorio de Gendmica para futuros
estudios.

Nombre y apellidos del/la paciente:

Firma del/la paciente:

En el caso de un menor de edad o con capacidades intelectuales disminuidas:

Nombre del representante legal:

Firma del representante legal:

Nombre del médico que solicita el estudio:

Firma del médico:

Murcia, a de de

Anexo 2: Consentimiento informado para la realizacion del test genético.
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GEN Transcrito MANE Select
BRCA1 NM_007294.4
BRCA2 NM_000059.4
CHEK2 NM_007194.4

ATM NM_000051.4
PMS2 NM_000535.7

RAD51C NM_058216.3
RAD51D NM_002878.4

TP53 NM_000546.6
EPCAM NM_002354.3
BRIP1 NM_032043.3

NF1 NM_001042492.3
NTHL1 NM_002528.7
MRE11 NM_005591.4
RAD50 NM_005732.4

TMEM127 NM_017849.4

POLE NM_006231.4
XRCC2 NM_005431.2

RET NM_020975.6
SDHA NM_004168.4

Anexo 3: Transcritos de secuencias de referencia utilizados y longitud de aa de proteinas que codifican.
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Anexos

Gen Variante génica Exdn Ta (°C) Primers
¢.70_73dup 2 T60 S5F-GACTGTTGTCATTAGTTCTTT-3F
5R-GGTACAATTCTGTTCATTTG-3R
c.181T>G 4 (5) TD 55-45 S5F- GGCTATTTGCCTTTTGAGTA-3F
S5R- TTTTCCTACTGTGGTTGCTT-3R
c.211A>G 4 (5) TD 55-45 S5F- GGCTATTTGCCTTTTGAGTA-3F
S5R- TTTTCCTACTGTGGTTGCTT-3R
c.212+1G>A 4 (5) TD 55-45 S5F- GGCTATTTGCCTTTTGAGTA-3F
S5R- TTTTCCTACTGTGGTTGCTT-3R
€.798_799del 10.2 (11.2) T55 S5F-GGCATCCAGAAAAGTATCAGG-3F
SR-TTTTTTTCTGTGCTGGGAGTC-3R
c.835del 10.2 (11.2) T55 S5F-GGCATCCAGAAAAGTATCAGG-3F
SR-TTTTTTTCTGTGCTGGGAGTC-3R
BRCA1 c.1016dup 10.3(11.3) T55 5F-GGGCTGGAAGTAAGGAAACAT-3F
S5R-CTACTTTGGCATTTGATTCAGAC-3R
¢.1651_1652ins 10.5(11.5) TD 55-45 5F- AGGAGCATTTGTTACTGAG-3F
5R- AGACTTCCTCAGCCTATT-3R
c.3583del 10.11 (11.11) T58 5F- GACATTAAGGAAAGTTCTGTCG-3F
5R- TTCCTGAGATGCCTTTGCCA-3R
c.3756_3759del 10.11 (11.11) T58 5F- GACATTAAGGAAAGTTCTGTCG-3F
5R- TTCCTGAGATGCCTTTGCCA-3R
c.4357+1del 12 (13) TD 60-50 SF-TTTAATGGAAAGCTTCTCAAA-3F
S5R-GATAAAGGGGAAGGAAAGAAT-3R
c.5123C>A 17 (18) T65 5F- GAGGCCCTTTAGCTTCTTAGGACAGC-3F
5R- GAGACCCATTTTCCCAGCATCACCAGC-3R
c.5324T>G 20 (21) TD 55-45 S5F-AAGCTCTTCCTTTTAGAAAGTC-3F
5R-GTAGAGAAATAGAATAGCCTCT-3R
c.658_659del 8 TD 55-45 SF-GATTGACCTTTCTAATTACTATAC-3F
S5R-AAATAATTTAACAAGGCATTCC-3R
€.1310_1313del 10.C TD 55-45 S5F-AGTGGAAGTGACAAAATCTCCAAG-3F
S5R-AGATATTGCCTGCTTTACTGCAAG-3R
BRCAZ €.1608dup 10.D TD 60-50 S5F-CCATTAAATGAGGAAACAGTGGTA-3F
5R- AGCTACAGAATTCTGTGTGGTGGT-3R
c.2701del 11.3 TD 55-45 5F- ACTTTTCTCAGACAATGAGA-3F

5R-CTAAGAGTCCTGCCCATTTG-3R
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Gen Variante génica Exon Ta (°C) Primers
c.3847_3848del 11.7 TD 55-45 5F-GCTGTGAAACTGTTTAGTGA-3F
5R-GCAAGTCCGTTACATCTTTA-3R
c.4631dup 11.10 TD 55-45 S5F-CAACCCGAACGTGATGAAAA-3F
5R-CTTAGGTGGCACCACAGTCT-3R
c.4936_4939del 11.11 TD 55-45 5F-TCACAGCTGCCCCAAAGTGT-3F
S5R-ATTCTTTCTGGTTGACCATC-3R
¢.5073dup 11.11 TD 55-45 S5F-TCACAGCTGCCCCAAAGTGT-3F
5R- ATTCTTTCTGGTTGACCATC-3R
BRCA2 c.6486_6489del 11.17 TD 55-45 5F-GAAACCCAGAGCACTGTGTA-3F
5R-CTACTGCTTCTGTTTCAAAG-3R
c.7007G>A 13 TD 55-45 5F-CAGTAACATGGATATTCTCTTAG-3F
S5R-AGTGTCATTATTTTTAGAAATGTTC-3R
€.7234_7235insG 14.B TD 55-45 5F- AATGAGACACTTGATTACTAC-3F
5R-AAAGGCAAAAATTCATCACAC-3R
€.9026_9030dEel 23 TD55-45 S5F-CACTTCTTCCATTGCATCTT-3F
5R- AACAAGCACTTATCAAAACTG-3R
c.9117G>A 23 TD55-45 S5F-CACTTCTTCCATTGCATCTT-3F
5R-AACAAGCACTTATCAAAACTG-3R
c.3576G>A 24 T62 5F- TCTGGAGTTCAGTTGGGATTTT-3F
5R- GGAAGCTTCTAATAAAATACTCATCCA-3R
c.3802del 26 T63 0 T64 5F- TGGTGGTGGTATGTTCTAAGCT-3F
5R- TGCTAGATAATGATTACCACAAGCT-3R
c.4396C>T 29 T63 S5F- TTGTAGCCGAGTATCTAATTAAACAAG-3F
AT 5R- AGGTTGAGGATGCAGTGAGC-3R
M ¢.5188C>T 35 T63 S5F- TGTGTACTTGATAGGCATTTGA-3F
5R- TGACCCACAGCAAACAGAAC-3R
€.7638_7646del 52 T63 5F- CCCACTGCAGTATCTAGACAGTAA-3F
5R- AAAAGGTACGTATGTTTAATCCAAA-3R
€.8251_8254del 56 T63 S5F- CTGGTTCTACTGTTTCTAAGTATGTGA-3F
5R- TGAAAAACTGACAACAGGACCTT-3R
c.349A>G 3 T60 5F- ATTCAACAGCCCTCTGATGC-3F
E 5R- GGGAAAATATCTAAAAACAATGACC-3R
CHEK2 c.433C>T 3 T60 5F- ATTCAACAGCCCTCTGATGC-3F

5R- GGGAAAATATCTAAAAACAATGACC-3R
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Gen Variante génica Exon Ta (°C) Primers
c.470T>C 4 T63 5F- TCTGCTATTCAAAGTCTGAAACAA-3F
5R- CACTTAAACCATATTCTGTAAGGACA-3R
c.715G>T 6 T64 5F- CCCAGGAGTGGTAGGTCTCA-3F
CHEK?2 5R- AGGTGATCAGCCTTTTATTGG-3R
€.792_792+1insCT 6 T64 5F-CCCAGGAGTGGTAGGTCTCA-3F
5R-AGGTGATCAGCCTTTTATTGG-3R
¢.1100del 11 T61 5F- TGGCAAGTTCAACATTATTCC-3F
5R- CCTACCAGTCTGTGCAGCAA-3R
T65 5F- ACGTCGAAAGCAGCCAATGGGAGTT-3F
PMS2 c.400C>T < 5R-CTTCCACCTGTGCATACCACAGGCT-3R
760 5F- CTTGATTATCTCAGAGGGATCGTCA-3F
5R- TCTCACTGTGTTGCCCAGTCCTAAT-3R
RAD51C ¢.905-2_905-1del 7 T60 S5F-TCTTGGAGAGAGAGAGCATTTT-3F
S5R-GTCTGCTTTCATGAAGCGTATAGT-3R
RAD51D C.694C>T 8 T58 5F- CCTCCCTCTCTGCTTCTCCT-3F
5R- TTTGGGGTTCAGAAGCTGAC-3R
c.334_364dup 4 T64 5F- GTCCAGATGAAGCTCCCAGA-3F
5R- GCCAGGCATTGAAGTCTCAT-3R
TP>3 c.375+2T7>C 3F 63 5F-ACAACGTTCTGTCCCCCTTG-FAM-3F
6R S5R-TCGACATAGTGTGGTGGTGC-3R
EPCAM c.491+1G>A 4 T64 5F- CCTCCTGGGTGTGTCCTTTA-3F
5R- ATGGAAGATTTGAGCCACCA-3R
BRIP1 €.206-2A>G 4 T64 5F- AGGAAACCTCCCAATCCTGG-3F
5R- CAGATATCAACTGACCCAGGCA-3R
NF1 c.4643_4644dup 34 T62 5F- GCAACCAGTTACAAGTTAAAGAAATG-3F
5R- GCCTGGTGGCAAACTCTC-3R
NTHL1 C.244C>T 2 T64 5F-GGACAGTTGTGGCATGAACG-3F
5R-CTGTAGCCACTCAGCAGGTC-3R
MRE11 c.963del 9 T64 5F-TGCACATCACCCTGAGGAAA-3F
5R-AGAGTAGAGGGAAGCCTTTATGT-3R
TMEM127 c.117-12del 2 T60 5F-CCCCCTATCCTCTGGTGTCA-3F
5R-AGGAAACGGCCCCATAACTG-3R
RAD50 c.2707del 16 T63 S5F-TAATTTGCAACGTCGTCAGC-3F
5R-CAGTCTCGTTCTGTCACCCA-3R

Anexo 4: Secuencias de primers empleados para la amplificacion de las secuencias dianas. F: forward; R: reverse; Ta: Temperatura de Anillamiento. Los niUmeros entre paréntesis de los

exones se refieren a la antigua nomenclatura BIC.
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Gen RG Sonda

BRCA1 Delecié.n, exc’ml 16-23 P002-D2
Delecion exon 19

CDK4 Duplicacién exon 5-6 P419-B1
MUTHY Duplicacién exén 15 P0O72
PALB2 Delecion exon 7-11 P260-C1
RAD50 Duplicacién exén 16 No disponible

RB1 Duplicacién exén 15-17 P047

Anexo 5: Sondas MLPA empleadas para comprobar los RG. RG: Reordenamiento Génico.
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An

exos

Gen Variante c.HGVS
c.3857G>A (3)
c.6049C>T
€.3245G>A
c.1852G>A
€.2974G>A
C.2645A>G
c.4523G>A (2)
c.16G>C (5)
c.3718G>A (3)
c.861T>A
c.154C>T (3)
c.3971G>A
c.6445C>T
c.4169G>A (2)
c.4145G>A
¢.2510T>C
c.5659G>A
€.2090C>G
c.4168C>T
c.3082G>A
c.708T>G
€.2638-10_2638-9del (10)
c.3576T>C (2)
€.3029C>T (5)
c.607T>A (4)
MET c.497T>C
c.1451A>G (2)
€.3290A>G
c.1489A>G
c.2372C>T
€.229G>A
€.2962C>T
c.1076G>T
€.2262A>G
c.353A>T
c.3166C>T
€.203_204insGCCCCCAGCGCCCCCAGCGCCCCCACC
¢.1400A>C
€.692C>T
c.1258A>G
c.186_187insGCCGCAGCGGCCGCAGCGCCCGCAGCG (2)
c.1862T>C
€.181delinsCCAGCGCCCCCAGCGCCCCCAGCGCCCC
c.97A>G

POLE

MSH3

p.R1286H
p.R2017C
p.R1082H
p.E618K
p.A992T
p.N882S
p.R1508H
p.G6R
p.E1240K
p.D287E
p.R52W
p.R1324H
p.R2149C
p.R1390H
p.R1382H
p.F837S
p.V1887M
p.P697R
p.R1390C
p.E1028K
p.D236E
p.H1192H
p.T1010I
p.5203T
p.1166T
p.H484R
p.H1097R
p.N497D
p.P791L
p.D77N
p.R988C
p.R359L
p.I754M
p.N118I
p.L1056F
p.HA67P
p.P231L
p.5420G

p.1621T

p.533G

Proteina p.HGVS
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Gen

RET

MLH3

APC

SDHA

KIF1B

MEN1

Variante c.HGVS

c.1531G>A
€.32437>C

€.1529C>T (5)
€.1642G>T (2)

c.3112A>G
c.1699G>A
C.2372A>T
c.3052C>T
c.1904G>A
c.129C>A
c.4289G>A

C.3440A5T (3)

c.4351G>A
c.2905C>T
c.2775C>A
€.2911G>A
c.3752G>A
C.2425A>G
c.1441G>A

c.2776T>C (2)

€.2819C>T
c.707A>G
c.1564A>G
c.4372C>T
c.1240C>T
c.-7A>C
c.1367C>T

€.1396G>A (2)

c.17G>A
c.1368G>A
c.1382T7>C

c.1064+5G>A (2)

€.3866C>T
€.3422A>G
€.3202G>A
€.3649C>G
c.1633G>A
c.2754C>T

c.287A>C
c.1618C>T
€.1405G>C
c.1296G>A

Cc.762G>A

p.E511K
p.D1081D
p.A510V
p.G548C
p.T1038A
p.D567N
p.Y791F
p.L1018F
p.R635H
p.D43E
p.R1430H
p.N1147I
p.E1451K
p.P969S
p.N925K
p.V971l
p.R1251Q
p.M809V
p.V4A81M
p.5926P
p.5940L
p.Q236R
p.M522V
p.P1458S
p.R414C
p.S456L
p.A466T
p.G6D
p.S4565
p.V461A
p.51289F
p.K1141R
p.G1068S
p.P1217A
p.G545R
p.Y918Y
p.Qo6P
p.P540S
p.E469Q
p.L432L
p.L254L

Proteina p.HGVS
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Gen

MRE11

POLD1

RAD50

NTHL1

SMAD4

FH

RB1

CDK4

TMEM127

SDHB

MUTYH
BMPR1A
CDKN2A

MAX
VHL

Variante c.HGVS
c.476T>C (2)
c.726C>G
c.1481A>G
€.1483G>C
c.118C>A
c.521G>A
€.2959dup
€.2938G>A
€.2821-4G>A
€.214G>A
c.980G>A (4)
€.2548C>T (2)
c.3036+5G>A
c.644C>T
€.298C>T
c.788G>A
c.*6G>A (2)
c.677C>T (2)
C.667+3G>A

c.787+1_788-1del (2)

€.1286C>T
€.1048C>T
c.616G>A
c.1499-10del (2)
c.929G>A
c.1422-8del
€.245G>A
€.625C>T
€.292G>A
€.662C>T
c.752G>A
c.11T>C
c.1276C>T
c.1327C>T
c.170C>T
c.37-3C>T
c.73C>G

Proteina p.HGVS
p.V159A
p.1242M
p.E494G
p.D495H

p.L40I
p.R174Q

p.D987Gfs*41

p.E980K

p.V72I
p.R327H
p.R850C
p.P215L
p.R100C
p.R263H
p.A226V

p.S429F
p.R350W
p.V206!

p.G310E
p.R82Q
p.R209C
p.A98T
p.P221L
p.R251K
p.VAA
p.R426C
p.R443C
p.A57V

p.P25A

Anexo 6: VUS detectadas tras el analisis de los 30 genes susceptibles. El nUmero entre paréntesis indica el total de

casos indices portadores de la VUS.
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