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Introduccion

1. Incidenciay factores de riesgo del cancer de mama y de ovario

1.1 Incidencia

El cancer de mama es la principal causa de mortalidad por cancer en las mujeres en
todo el mundo, con una estimacion de 1,68 millones de nuevos casos y mas de 521.000
muertes sélo en 2012(1). En los paises de la Unidn Europea la probabilidad de desarrollar
un cancer de mama antes de los 75 afios es del 8%(2). En Espaiia, la incidencia de cancer
de mama es una de las mas bajas de Europa, se calcula que se diagnostican anualmente
22.000 casos de cancer de mama, siendo la primera causa de mortalidad por cancer en
mujeres con un 30% del total de los tumores diagnosticados(3). Y, por lo que se refiere a la
regién de Murcia, cada afio 560 mujeres son diagnosticadas de un cadncer de mama
invasivo y cerca de 180 mueren por esta causa, con un 4% de los fallecimientos totales en
mujeres (4). Se presentaron tasas de 84/100.000 mujeres, situandose en la media de las
regiones espafolas que disponen de informacién sobre incidencia basada en registros

poblacionales de cancer (5).

La implementacion de programas de deteccién precoz, junto con los avances
diagndsticos y terapéuticos, se han traducido en un incremento de la supervivencia, que se
situa, segun datos recientes de European Cancer Registry-5 (EUROCARE-5) por encima del
80% a los cinco afios del diagndstico en Espafia (6). Por ello, la mortalidad ha perdido
validez a la hora de estudiar la frecuencia de aparicién de estos tumores, aunque sigue
siendo el Unico indicador disponible para estudiar la variabilidad geografica dentro y fuera
de nuestro pais. A nivel internacional, las grandes diferencias observadas hace medio siglo
en la mortalidad por este tumor tienden a desaparecer, proporcionando un patrén mucho

mas homogéneo.

A pesar de que el cancer de ovario no representa mas alld del 20-25% de los tumores
ginecoldgicos, ocasiona practicamente la mitad de las muertes por cancer genital, lo cual
es debido al frecuente diagndstico tardio (mas del 50% en estadios FIGO Il y IV). En EEUU,
segln la “American Cancer Society”, la probabilidad de desarrollar un cancer de ovario a
lo largo de la vida se estima alrededor del 1,5%. En Espaia, anualmente se diagnostican
3.000 casos y produce la muerte de 1.750 mujeres, siendo la quinta causa de muerte por
cancer en mujeres espafolas. La supervivencia del cancer de ovario en Espafa, se sitla en

torno al 43% a los 5 afios tras el diagnéstico (7).
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1.2 Factores de riesgo

La etiologia del cdncer de mama es desconocida, y sélo un 30% de los tumores de
mama pueden ser atribuidos a factores de riesgo conocidos. La investigacion sobre las
causas del cdncer de mama ha progresado hasta el punto de que se puede describir con
cierta certeza el perfil de las mujeres con alto riesgo de la enfermedad. También se esta
ganando comprensién de la biologia subyacente, incluyendo las influencias hormonales y
los cambios moleculares que contribuyen a su desarrollo. Estas diversas lineas de
investigacion cientifica estan convergiendo, y sugieren que el cdncer de mama se produce
como consecuencia de combinaciones de factores y eventos, tales como la herencia de la
susceptibilidad genética, la exposicion a agentes carcinégenos, los niveles de algunas
hormonas enddgenas, el propio sistema inmunoldgico y cambios en la estructura
molecular del acido desoxirrubonucleico (ADN) en las células de la mama que pueden
ocurrir fortuitamente. La mayoria de los factores de riesgo de cancer de mama
reconocidos se refieren a uno o mds de estos factores y a situaciones individuales. Se sabe
gue los factores ambientales y de estilo de vida deben contribuir al riesgo de cancer de
mama. Sin embargo, la mayoria de las exposiciones, eventos ambientales y estilo de vida
asociados con el riesgo de cancer de mama no se establecen necesariamente como causas
de la enfermedad, sino que sirven como marcadores estratificados del riesgo. La
probabilidad de desarrollar cdncer de mama aumenta con la edad, y el riesgo acumulado a
la edad de 70 aiios se cuantifica en 12% (8). El sexo femenino y los niveles hormonales son
un factor importante, una alta exposicion a estrégenos, ya sea por menarquia precoz,
menopausia tardia o primer embarazo a una edad tardia, incrementan el riesgo (9) (10).
Es interesante mencionar, que las mujeres nuliparas presentan un incremento de riesgo
del 30% (11). El cdncer de mama es mas frecuente en poblaciones occidentales y en
subpoblaciones de mayor nivel socioecondmico dentro del pais, lo que sugiere que existen
factores de riesgo relacionados con el estilo de vida. En este apartado se relacionarian con
un incremento de factores de riesgo como el consumo de grasa, de tabaco, de alcohol y la
obesidad (12). Existen factores ambientales como la exposicidn a radiaciones, a campos

electromagnéticos o a productos quimicos.

La historia personal también ejerce una influencia sobre el riesgo. En mujeres jovenes
diagnosticadas de cancer de mama, se ha demostrado un incremento en el riesgo de

desarrollar un segundo cancer de mama primario de 4,5 veces y de 3 veces de desarrollar
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cualquier otro tipo de cancer (12). En cuanto a la historia familiar, se estima que una mujer
con un familiar de primer grado diagnosticado de cdncer de mama, tiene el doble de riesgo
y este riego se incrementa a medida que aumenta el nimero de familiares afectados(13).
Si bien, esta asociaciéon podria surgir a causa del entorno compartido y estilo de vida,

también puede ser debida a la susceptibilidad genética heredada.
2. Cancer de mama y ovario hereditario

Como se ha comentado, el cancer es una enfermedad compleja y heterogénea y en la
mayoria de los casos de etiologia desconocida. Aunque se han descrito numerosos
factores de riesgo, podemos afirmar que la historia familiar es uno de los mas importantes.
Se ha visto que aumenta el riesgo en individuos con un mayor nimero de familiares
afectados con cancer de mama y/o ovario (CM/CO) vy la disminucion de la edad a la que
fueron diagnosticados. El riesgo de cancer de mama (CM) se duplica en parientes de
primer grado de mujeres con cancer de mama, mientras que el de cancer de ovario (CO) se
triplica con parientes afectas de esta enfermedad comparadas con mujeres sin
antecedentes familiares (14). De todos los casos, entre un 5 y un 10% presentan un
componente hereditario que es atribuible a mutaciones heredadas de forma autosdmica
dominante en varios genes de susceptibilidad. Un 15% adicional de mujeres con cancer de
mama presenta algun antecedente familiar, aunque sin un patrén de herencia claro.
Teniendo en cuenta la alta frecuencia de esta neoplasia, el cdncer de mama y ovario

hereditario afecta a un gran nimero de nuestra poblacion (15).

La agregacién familiar de casos de cdncer de mama se conoce desde la antigiiedad,
pero la primera descripcion cientifica la realizé el médico francés Paul Broca en el afio
1866. Con el diagndstico de cancer de mama de su mujer, Broca identificé cinco
generaciones afectadas. La evidencia del fallecimiento de 10 de 24 mujeres por cancer de
mama le hizo sugerir la presencia de algun factor hereditario de predisposicién al cancer

en la familia (16).

La gran mayoria de los canceres de mama son de tipo esporadico. Ciertas células de la
mama acumulan aberraciones genéticas que desembocan en la aparicién del tumor. Los
tumores espordadicos parece que surgen debido a errores combinados de multiples genes
de baja penetrancia junto con la influencia de los factores ambientales y otros factores de

riesgo (17,18).
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Dentro de los objetivos principales en la lucha contra el cancer se encuentra la
identificacion de los genes implicados en el desarrollo tumoral. Las proteinas codificadas
por estos genes normalmente regulan procesos tales como proliferacion, diferenciacion y
muerte celular. También se relacionan con tumorogénesis las que intervienen en la

reparacion del ADN.

2.1 Genética del cancer de mama y ovario hereditario.

Existen diferentes sindromes de predisposicion hereditaria para CM/CO. El mas
frecuente es el sindrome de cancer de mama y ovario hereditario (SCMOH). Tiene una
incidencia estimada de 1/500 — 1/2500 y esta relacionado con alteraciones germinales en
los genes BRCA1 (Breast cancer 1) y BRCA2 (Breast cancer 2) (19). Otros sindromes de
cancer hereditario muestran un incremento de riesgo para el CM en los que podemos
incluir sindrome de Li-Fraumeni (SLF) y el sindrome de Cowden (SC), los cuales estan
relacionados con mutaciones en los genes TP53 (tumor protein 53) y PTEN (Phosphatase
and tensin homolog), respectivamente (20,21). Similar a BRCA1 y BRCA2, TP53 y PTEN,
codifican proteinas que participan en procesos relacionados con la reparacion del ADN y la
regulacién del ciclo celular, son por tanto, genes supresores de tumores. El cancer gastrico
difuso hereditario (CGDH) es otro sindrome hereditario que esta asociado al desarrollo de
cancer de mama lobulillar. Este sindrome es fruto de mutaciones en el gen CDH1
(cadherini, tipo 1, E-cadherina epitelial), que codifica una proteina supresora de tumores

(22).

Actualmente, en mads de dos tercios de las familias de alto riesgo estudiadas no se
detecta ninguna mutacioén en los genes de susceptibilidad al CM/CO identificados hasta el
momento, aceptando que este porcentaje varia segun la poblacidn analizada, los criterios
utilizados para seleccionar a los pacientes y las técnicas de andlisis genético utilizadas. Este
hecho ha llevado a la propuesta de un modelo poligénico que explicaria la mayoria del
exceso de riesgo familiar observado por la combinacidn de variantes de riesgo que se
acumularian en estas familias y serian responsables de la susceptibilidad al CM (23-25). Un
riesgo elevado se puede adquirir por herencia de una Unica variante con una alta
penetrancia, de unas pocas variantes de moderada penetrancia o de un conjunto amplio
de variantes con penetrancia baja. De esta manera, a medida que disminuye la
penetrancia de cada variante se requeriria un mayor nimero de variantes de riesgo

presentes en un mismo individuo para lograr el mismo nivel de riesgo (Figura 1). Por lo
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tanto, variantes de alta penetrancia estaran presentes en familias que se ajustan de una
manera d6ptima a un patrén de herencia mendeliana de un Unico factor, mientras que,
segun disminuye la penetrancia de las variantes, los patrones de herencia se alejaran de la

herencia mendeliana.

Controls

1 OO0 QOO0 OO0 Q (Q X .
22000 X XXX OO0 () ()
03 QOO0 (D @, (2 () ()
S4+4QOQQQQQ (J QOO OO o,

5 @ 0000000 ® O 000 O 0®

Alleles: © Lowrisk @ High risk

Figura 1: Modelo poligénico de la susceptibilidad al cancer de mama. La distribucién de los
alelos de riesgo en ambos casos y controles sigue una distribucién normal. Sin embargo, los
casos tienen un cambio hacia un mayor nimero de alelos de alto riesgo. Tomado de Whiffin y

col. 2014 (26).

Por tanto, la predisposicién al CM/CO posee una alta heterogeneidad genética. Hasta la
fecha, se han clasificado estos genes de susceptibilidad en base al aumento de riesgo que

suponen a los portadores y a la prevalencia que tienen en la poblacién (Figura 2 y Tabla 1):

a) Genes de alta penetrancia: estan asociados con un riesgo relativo (RR) de CM
mayor que 5. Dentro de este grupo, solo alrededor del 25% de los pacientes con
cancer pueden atribuir a mutaciones en la linea germinal en dos genes de alta
susceptibilidad para CM: BRCA1 (27) y BRCA2 (28). Las mutaciones en los genes de
BRCA1 y BRCA2 confieren un riesgo acumulado promedio del 65 o 45% para CM,
respectivamente y del 39 o 11% para el cancer de ovario en edad de 70 afios
respectivamente (29). Ademds, en este grupo destacariamos mutaciones en otros
genes, que predisponen a sindromes hereditarios de susceptibilidad al cancer que

incluyen en sus caracteristicas un incremento de susceptibilidad al CM. Entre ellos
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b)

incluiriamos TP53 en el sindrome de Li-Fraumeni, PTEN en sindrome de Cowden,
STK11 (Serine/Threonine kinasa 11) en sindrome de Peutz-leghers o CDH1 en
sindrome de cdncer gastrico hereditario. Se estima que causa alrededor del 5% de
los CM/CO hereditarios (22,30-32).

Genes de moderada penetrancia: Confieren un RR de cdncer de entre 1.5 y 5. Han
sido descritos genes implicados en la anemia de Fanconi (FA) en aproximadamente
el 5% de los CM hereditarios, dada su segregacién incompleta en familiares
afectados y su “odds ratio” (OR) menor de 3; Dentro de este grupo, encontramos
genes como BRIP1 (BRCA1 Interacting Protein C-Terminal Helicase 1) , PALB2
(partner and localizer of BRCA2) , RAD51C (RADS51 paralog C) y XRCC2 (X-ray repair
complementing defective repair in Chinese hamster cells 2) (33-36). Ademas,
presentan penetrancia similar otros genes no involucrados en la AF, como ATM
(Ataxia telangiectasia mutated) , CHEK2 (checkpoint kinase 29) , NBS1 (Nijmegen
breakage syndrome 1 protein), RAD50 (RAD50 double strand break repair protein),
RAD51D (RAD51 paralog D) y RAD51B (RAD51 paralog B) (37—-41).

Genes de baja penetrancia: Se presentan como RR en torno al 1.5. Se han
identificado mayoritariamente mediante estudios patogénicos de asociaciéon
(GWAS: genome-wide association scans) de cientos de miles de single nucleotide
polymorphism (SNP) en extensas series de miles de casos de CM y controles.
Recientes se han identificado 41 genes de baja susceptibilidad que podrian explicar

alrededor del 14% del riesgo de CM/CO hereditario (42).
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Relative risk
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Figura 2: Genes de susceptibilidad al cdncer de mama y ovario hereditario. En la zona verde
destacan los genes de alto riesgo con muy baja frecuencia en la poblacién general. En la zona
roja se encuentran los genes de moderado riego. Y en el extremo inferior, en la zona naranja,
estarian los genes de baja penetrancia que combinados entre si darian explicacidn al exceso de

riesgo familiar, constituyendo el modelo poligénico. Modificada de Foulkes y col. 2008 (43).

La epigenética también puede ser un componente a tener en cuenta en familias sin
evidencia de mutaciones germinales. Se ha observado la disminuciéon de expresion de
genes de susceptibilidad en canceres esporddicos, lo que puede asociarse a una alteracion
epigenética o a una hipermetilacion de BRCA1/2 (44). La pérdida de funcién de BRCA1
debida una hipermetilacion somatica explica alrededor del 10% de los CM esporadicos. En

un subgrupo de cancer de mama esporadico se demostré la hipermetilacién de BRCA2.
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Baja frecuencia y Baja frecuencia y Elevada frecuencia

alto riesgo moderado riesgo y bajo riesgo

ATM, CHEK2, PALB2,

G BRCA1, BRCA2, TP53, RAD51C, RAD51D, CASP8, FGFR2, 8q24,
enes
PTEN, STK11, CDH1 BRIP1, (NSB1, RAD50, 21q21...(>20 loci)
MRE11?
Frecuencia
Rara (< 0.1%) Rara (< 0.1%) Comun (>10%)

Poblacional

. . <1.25 en heterocigosis
Riesgo Relativo >10 2-4

<1.65 en homocigosis

Riesgo atribuible

Pequeiio Pequefio Elevado
poblacional
Estrategia de Analisis de ligamiento y Estudio de genes Estudio casos-controles
identificacidon clonacidn posicional candidatos Estudios pangendmicos
Porcentaje total
del CMOH 20-25% 2-5% 14%

explicado

Tabla 1: Resumen de genes de susceptibilidad al cdncer de mama y ovario hereditario.
3. Sindrome de cancer de mama y ovario hereditario (SCMOH)

Se trata del sindrome de predisposicién hereditaria al cdncer mas frecuente. Se
caracteriza por un patréon de herencia dominante, multiples casos de cancer de mama y/o
ovario sincrénicos o metacronicos. Los tumores aparecen a una edad mas temprana que
aquellos esporadicos, observdindose a menudo casos de cancer de mama
premenopausicos (19). Para la identificacion de familias con el SCMOH, grupos como el
National Comprehensive Cancer Network (NCCN)(45), UK Cancer Family Study Group
(UKCFSG)(46), National Institute for Health and Clinical Excellence (NICE)(47) o la Seccién
de Cancer Hereditario de la Sociedad Espafola de Oncologia Médica (SEOM) (48) han

establecido una serie de criterios clinicos.

Criterios diagndsticos SCMOH segin SEOM (debe cumplirse al menos uno de los

criterios):
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e Un caso de cdncer de mama menor o igual a 40 aiios.

e Diagnostico de cdncer de mama y ovario en el mismo individuo.

e Dos o mas casos de cancer de mama, uno de los cuales en menor de 50 afios o
bilateral.

e Un caso de cédncer de mama a edad menor o igual a 50 afios o bilateral y un
caso de cancer de ovario en familiares de primer o segundo grado.

e Tres casos de cancer de mama y ovario (al menos un caso de ovario) en
familiares de primer o segundo grado.

e Dos casos de cancer de ovario en familiares de primer o segundo grado.

e Un caso de cancer de mama en varon, y otro caso de cancer de mama (varén o

mujer) u ovario en un familiar de primer o segundo grado.

No existe una definicion de este sindrome que haya sido aceptada de forma
generalizada y distintas sociedades cientificas utilizan criterios ligeramente diferentes. La
edad temprana y el grado de agregacién familiar se definen de manera diferente segin
cada guia y algunas guias incluyen otros tipos de cancer como el pancreatico o criterios
anatomo-patolégicos. En una proporcién de familias con SCMOH la enfermedad sigue un
patron de herencia claramente mendeliano, suele ser el caso de familias grandes y
multigeneracionales. Sin embargo se puede dar el caso en determinadas familias, en las
gue el numero de individuos sea pequeio, que haya una elevada proporcién de varones o
tengan una estructura limitada dando lugar a una distorsién en la percepcion del patrén

de herencia mendeliana (49).

3.1 Principales genes de susceptibilidad al SCMOH: BRCA1 y BRCA2

Por ahora, BRCA1 y BRCA2 son los genes de alta penetrancia asociados a una mayor
proporcién de casos de CM y CO hereditarios. Se identificaron en los afios 90 mediante
andlisis de ligamiento y clonacion posicional donde se identificé a BRCA1 en familias con
casos de CM y CO y BRCAZ2 especialmente en familias con casos de CM masculino (27,28).
La frecuencia poblacional de mutaciones se ha estimado en 1/400-1/800, aunque puede
variar en las poblaciones debido a los diversos efectos fundadores (50). El riesgo de CM en
portadoras es superior a 10 veces el de las mujeres de la poblacion general.

Aproximadamente un 3 a 5% de los casos de cancer de mama (CM) y un 10% de los casos
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de cancer de ovario (CO) se asocian a mutaciones germinales en los genes BRCA1 y BRCA2,

responsables del sindrome del cancer de mama y ovario hereditario (SCMOH)(51,52).

La expresion de BRCA1l y BRCA2 en condiciones normales estd relacionada con el
crecimiento y diferenciacién de las células epiteliales mamarias, especialmente durante la
gestacion y la lactancia. Aunque estos genes se expresan de forma ubicua, parece que su

actividad repercute especialmente en las células de la mama (53,54).

Estos genes actlan en la reparacion de ADN (en su forma germinal evitan la
transformacién neoplasica), y siguen un modelo de herencia autosdmico dominante de
alta penetrancia. Los portadores de mutaciones en alguno de estos genes tienen un riesgo
alto de desarrollar cancer de mama y/u ovario a lo largo de su vida. Por tanto, la deteccidn
de estas mutaciones permite la localizacidn de individuos asintomdaticos portadores que

tienen un riesgo alto de desarrollar un cancer en el transcurso de su vida.
3.1.1 Estructura de BRCA1 y BRCA2

BRCA1 (BReast CAncer gene 1) (NIM*113705), se localiza en la regién cromosdmica
17921, a lo largo de 100 kb (27). Contiene 22 exones codificantes que generan diversos
transcritos pero la mayor atencidén se ha centrado en la proteina de mayor tamafio de

1863 aminoacidos (55) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de los dominios funcionales de BRCA1 y sus proteinas de unidn. Tomado de

@
@

Orry col. (56).

La proteina BRCA1 contiene en su region amino terminal el dominio RING responsable
de la unién a la proteina BARD1 (BRCA1 associated RING domain protein 1)(57,58). La
region central es diana de la fosforilacion mediada por la proteina ATM e interacciona con
proteinas como RB, CMYC, RAD50, RAD51 y PALB2 (59). En el final de esta region, se
localiza el dominio coiled-coil de BRCA1 que interactia con PALB2, fundamental en la

conexién entre BRCA1 y BRCA2. Este complejo estd especificamente involucrado en la
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reparacion de roturas de la doble hebra de ADN (DSBs) mediante el proceso de
recombinacién homologa (RH) (60,61). En el extremo C-terminal, se encuentra el dominio
BRCT que se une a proteinas fosforiladas y esta presente en muchas proteinas que

responden a dafios del ADN (58,62).

BRCA2 (BReast CAncer gene 2) (NIM*600185), se localiza en la regién cromosémica
1312, a lo largo de 70 kb. Estd compuesto por 27 exones, de los cuales 26 codifican una

proteina de 3418 aminoacidos (28). (Figura 4)

RING BRC REPEATS DNA BINDING DOMAINS C-TERMINAL

G @ @ @ b3

RADST

Figura 4. Esquema de los dominios funcionales de BRCAZ2 y sus proteinas de unidon. Tomado de

Orry col (56).

En la estructura de la proteina BRCA2 debemos destacar en su extremo N-terminal el
dominio RING de unién con PALB2 (63), las ocho repeticiones BRC de unién a RAD51 (64) y
el dominio de unién a ADN (DBD) se une al ADN monocatenario (ssDNA) y al bicatenario

(dsDNA) (65).
3.1.2 Funciones de las proteinas BRCA1 y BRCA2

Estas proteinas estan involucradas en la respuesta al dafio celular. La respuesta al dafio
en el ADN implica la activacién de mecanismos de control del ciclo celular que evitan la
progresion del ciclo mientras se activan las rutas de reparacion del dafio. Dentro de los
distintos dafios que puede sufrir el ADN, en concreto, BRCA1 y BRCA2 se encargan,
principalmente, de la reparaciéon de las roturas de doble cadena (DSBs) mediante el
proceso de recombinacién homdloga (RH). BRCA1 posee un papel central en la regulacion
de la recombinacién homdloga pero esta implicado en el control del ciclo celular y de otros
procesos celulares, sin embargo, BRCA2 parece estar implicado principalmente y de una
manera muy directa, en la recombinacion homéloga. Directamente relacionada con la RH
se encuentra la ruta de anemia de Fanconi. La ruta de anemia de Fanconi se activa en
respuesta a dafo al ADN que induce la formacion de enlaces covalentes intercatenarios

(ICL).
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3.1.3 Frecuencia mutacional de BRCA1 y BRCA2

En poblacidon general se estima una prevalencia de portadores de 0,11-0,32% para
BRCA1 y 0,12-0,69% para BRCA2, por lo que el analisis poblacional no tendria un aceptable

rendimiento diagnodstico, siendo necesaria la seleccion de individuos y familias.

En Espafia, se identifican mutaciones patogénicas en un 20-30% de las familias. Los
porcentajes mas altos corresponden a series de familias con 3 0 mas casos de CM y CO. La
proporcidn disminuye en familias solo con casos de CM (10-15%) o en mujeres jovenes sin
antecedentes (5%). La presencia de CO es un indicador de probabilidad de mutacion
heredada, mayormente en BRCA1, incluso en familias con pocas mujeres afectadas. Mas
de la mitad de familias con CM masculino presentan mutaciones en BRCA2 (66—68). Un
estudio espaiiol realizado a partir de 495 casos esporadicos de CM especificamente
seleccionados por no cumplir criterios de alto riesgo para CMOH estimd una prevalencia
mutacional de BRCA1/2 de sdlo el 1.05% (69). Globalmente todos estos resultados nos
indican la importancia de la historia familiar a la hora de determinar una mutacién en
BRCA1/2. Sin embargo, se debe destacar que en casos de CO en familias anglosajonas no
seleccionadas por su historia familiar, se detectaron hasta un 15% de mutaciones

germinales (70).

Existen poblaciones concretas en las que la prevalencia de mutaciones es mas alta
como en la poblacién Judia Askenazi. Esta prevalencia se explica normalmente por la
presencia de mutaciones especificas que sufren un efecto “fundador” y provienen de un

antecesor comun.
4. La Recombinacién homologa (RH)

El genoma eucariota se encuentra bajo un estrés continuado, y uno de sus resultados es
la generacion constante de dafio en el ADN (71). Una de las lesiones del ADN mas toxicas
para una célula es la DSB (rotura en la doble hebra de ADN) (72). Esto es debido a que
afecta a ambas hebras de la doble hélice, por lo tanto no hay cadena complementaria
intacta disponible como molde para la reparacién. Una sola DSB sin reparar puede dar
lugar a la inestabilidad genética y la tumorogénesis (73). Las DSBs pueden surgir a partir de
fuentes enddgenas, como la replicacidn y las endonucleasas celulares, y también a partir

de fuentes exdgenas, como la radiacidn ionizante (RI) y muchos regimenes de
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quimioterapia (74). En consecuencia, las células han desarrollado una serie de vias de
reparacion de las DSBs para tratar estas lesiones. Las dos principales vias de reparacién
son la recombinaciéon homadloga (RH) y la unidn de extremos no homdlogos (NHEJ) (Figura
5). RH utiliza secuencias de ADN homdlogas como molde para la reparacion, mientras que
NHEJ liga los extremos del ADN expuestos a las DSBs sin el uso de una homologia
significativa. RH predomina en células en fase S, cuando una cromadtida complementaria
esta disponible como molde para su reparacién, y es un proceso de alta fidelidad (75).
NHEJ se piensa que es activo durante todo el ciclo celular, y es mds propenso a errores en

comparacion con RH.

DSB
NHE) J
’ 5’to 3”end resection
[ ,
=> —
A
Strand invasion HR l SSA .
and repair >
‘ A
A 4
e D-loop
SDSA DSBR l
Second end capture, double
Holliday junction formation
‘Strand displacement" IE— X
A...... ) §
........... —
A J l A
\Annealing l [ | Resolution

Non-crossover Non-crossover Crossover

Figura 5: Vias de reparacion de las DSBs del ADN. La RH se inicia con la reseccidn de un
extremo creando un extremo 3’de hebra sencilla que puede invadir otra hebra molde para
iniciar la reparacion. Las vias alternativas de RH (via de sintesis dependiente de hibridacién de
hebra o SDSA y reparacion de la DSD o DSBR) se genera a partir de la formacion del bucle-D.
NHEJ implica la unién de extremos no homdlogos de ADN. El SSA ocurre cuando la resecciéon

del extremo se produce en secuencias repetidas. Tomado de Moynahan y col. 2010 (76).
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Anormalidades en la via de RH causan inestabilidad gendmica y reordenamientos
cromosdémicos y han sido asociadas con enfermedades genéticas incluyendo Ataxia-
telangiectasia, sindrome de Nijmegen break, Anemia de Fanconi o sindrome de Bloom. La
inestabilidad gendmica derivada de la alteracién de RH también ha sido relacionada con el

proceso de carcinogénesis (77).

El mecanismo de RH se define por la blsqueda de homologia seguida por el
apareamiento, el intercambio y la regeneracién entre cadenas homologas. A parte de su
papel en la reparaciéon de las DSBs, la RH también desempeiia un papel importante
durante la replicacidn, concretamente en la reparacién de algunos errores que pudieran
surgir cuando en la horquilla de replicacién se encuentra algin dafio que no ha sido
reparado o en la diversidad genética y en la segregacion cromosdmica durante la meiosis
(78). Merece la pena sefalar que la HR esta involucrada en el mantenimiento telomérico
en aquellas células que no poseen telomerasas y elongan los telémeros por un mecanismo

alternativo (ALT: alternative lengthening of telomeres) (79).

La reparacion mediante RH implica una variedad de proteinas, que funcionan de
manera coordinada y jerarquicamente para la deteccidn y reparacién de los DSBs. Las
proteinas que detectan los dafios en el ADN son denominadas “sensores” y desencadenan
la activacién de las proteinas “transductoras” que tiene es su mayoria actividad quinasa y
amplifican la sefas del dafio mediante una cascada de reacciones. Finalmente se activan

los “efectores” para ejecutar la reparacién.

Todas estas proteinas forman una red compleja para la coordinaciéon de distintos
procesos en la reparacion del ADN (Figura 6). Las principales quinasas deteccién de
lesiones de dafio del ADN son ATM /ATR (Ataxia Telangiectasia Mutated)(ATM related)
gue inician una cascada de fosforilacion. Otras dos quinasas, CHK1 y CHK2 (checkpoint
kinase 1 y 2), activan los puestos de control y funcionan como transductores para
transmitir y amplificar el dafio del ADN. Se desencadenan diferentes procesos como la
activacion de la regulacion transcripcional para inducir la expresion de genes especificos
para facilitar la reparacién del ADN eficiente, modificaciones de las histonas y cambios
epigenéticos que afectan a la estructura de la cromatina para permitir el acceso a las
lesiones del ADN. En resumen, la reparacién RH implica una red compleja de proteinas, y
el nimero de proteinas que se sabe estan involucradas en esta red estd en constante

expansion.
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Figura 6. Deteccion de DSBs y procesos desencadenados. Tomado de Pengy col., 2011 (80).

A continuacion revisaremos con mas detalle las etapas del proceso de RH (Figura 7)
(81-83); tras la deteccion de DSBs, en la etapa inicial, se desencadena una cascada iniciada
por las proteinas quinasas ATM y ATR que fosforilan sustratos requeridos para llevar a
cabo el proceso como son las proteinas CHEK2, P53, BRCA1 y H2AX. BRCA1, con la
colaboracién de BARD1 y BRIP1, actua de mediador para reclutar y organizar las proteinas
en los sitios de reparacion. El complejo MRN, formado por MRE11, RAD50 y NBS1, degrada
los extremos del DSB gracias a su actividad exonucleasa 5°-3"y deja los extremos 3’en
forma de ADN monocatenario (ssDNA). A continuacion, la proteina de replicacién A (RPA)
y RAD52 se unen al extremo 3’de la hebra sencilla de ADN para proteger el ADN y prevenir
la formacion de estructuras secundarias. Es BRCA2, mediante la unidon con PALB2, quien
recluta a RAD51. Aunque es la proteina RAD51 quien lleva a cabo el paso bioquimico
definitivo del mecanismo de RH, es BRCA2 quien permite la traslocacién nuclear de RAD51
y favorece su unién al ssDNA para formar una estructura llamada nucleofilamento. Una
vez formado el nucleofilamento proteico de mondmeros de RAD51, se produce el
intercambio de las hebras homdélogas durante los cuales el ssDNA invade el ADN duplex

homdlogo, desplazando la hebra idéntica del duplex y la formacién de un desplazamiento
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bucle. Por dltimo se inicia la sintesis de la nueva cadena de ADN por una polimerasa. La
estructura es resuelta por enzimas helicasas y ligasas especificas. De esta manera la RH
repara el ADN con fidelidad usando la cromatida hermana como un molde para la sintesis

de la nueva cadena de ADN intacta.

A. Double-strand DNA break — recognition and assembly of repair proteins

e rrt— r—
T
ATM ﬂ“l ,‘ Kinasesrecognize double -strand DNA break
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BRCAT1 acts as scaffold, organizes repair proteins

"BARD! " BRIP1 | [Interactwith BRCA1

B. End Resection

-— = Mre11 RAD50 NBS1 MRN complex resects DNA

m Binds 3' overhangs of single -stranded DNA

C.RAD51loading "™

@ Loads @ onto RPA-coated DNA
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@\ RAD51C RADS1D PALB2

D. Strand Invasion - RAD51 nucleoprotein filament invades homologous DNA

— =

E. DNA Synthesis and Repair
Figura 7: Etapas del proceso de recombinacién homdloga; A. Reconocimiento del dafio en la
doble hebra por parte de ATM y ATR, que fosforilan a proteinas como CHEK2, P53, BRCAl y
H2AX. BRCA1, asistido por BARD1 y BRIP1, actia como un andamio para organizar el montaje
de otras proteinas de reparacidon. Resecciéon B. Reseccidon del ADN por el complejo MRN,
formado por MRE11, RAD50 y NBS1 C. RPA se une al extremo 3 'de ADN de cadena sencilla
mientras BRCA2 es reclutado por PALB2 y atrae a RAD51B, RAD51C, RAD51D. D. El filamento
de nucleoproteina RAD51 invade el ADN homodlogo. E. Sintesis y reparacién del ADN. La cadena
de ADN homdloga proporciona una plantilla de alta fidelidad y la sintesis de ADN libre de

errores y reparacion (84).
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A continuacion se muestra especificamente la formacion del filamento de
nucleoproteina (Figura 8). Esta filamento consiste en un arreglo helicoidal de mondmeros
de RAD51 alrededor de la cadena sencilla en el que también pueden estar incluidos
algunos de sus pardlogos (85,86). Mediante las repeticiones BRC de BRCA2 se dirigen los
mondmeros de RAD51 hacia la monohebra de ADN (ssDNA) evitando la uniéon de RAD51 a
el ADN bicatenario (dsDNA). Se sabe que RAD54 interactia con RAD51 enlazando vy
estabilizando el ndcleofilamento. RAD54 también remodela el ADN para permitir el
emparejamiento con el dsDNA homologo y estimula el intercambio de ADN; Se piensa que
incluso podria promover la extensidn heteroduplex (migracién de rama), asi como el
desmontaje del filamento RAD51-dsDNA después de la recombinaciéon gracias a su

actividad de translocacion ATP-dependiente (87).
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Figura 8: Formacién del filamento de nucleoproteina RAD51. BRCA2: verde, RAD51: azul,
RAD54: amarillo. Adaptacion de Forget y col. 2010 (87).
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Como se ha mencionado anteriormente, son muchas las proteinas que interaccionan y
cooperan con BRCA1 y BRCA2 en la reparacidon del ADN y por tanto en el mantenimiento
de la estabilidad gendmica. Es por eso, que se teoriza sobre si los genes codificantes de
esas proteinas pueden ser una alternativa como candidatos en el aumento de
susceptibilidad genética al CMOH. En un principio, se relacionaron varios genes con las
susceptibilidad con el CM, tales como CHEK2, ATM o PALB2 (34,88,89). Pero actualmente,
son muchos los estudios que relacionan genes como BRIP1, RAD51C o RAD51D con la

susceptibilidad al CO principalmente (33,35,40).

Particularmente, tumores con un defecto en el sistema de RH que no sea en las
proteinas BRCA pueden agruparse en tumores BRCAness. Estos tumores presentan un
fenotipo especifico con unas caracteristicas similares a los tumores relacionados con
alteraciones en BRCA, incluyendo la sensibilidad a los agentes alquilantes de ADN (ej.
Platinos), histologia principalmente de tipologia serosa, intervalos libres de enfermedad y
curvas de supervivencia similares. Incluso, los pacientes BRCAness tienen un incremento

de riesgo similar a los portadores de mutaciones en BRCA.
4.1 Genes de la RH relacionados con el SCMOH

Dado el porcentaje de casos de SCMOH en los que la causa genética de susceptibilidad
es desconocida, en los ultimos 10 afios se han hecho importantes esfuerzos tratando de
identificar nuevos genes de susceptibilidad implicados en el sindrome. Para ello se han
realizado estudios de asociacion basados en genes candidatos. Estos estudios consisten en
comparar la frecuencia de variantes génicas en series de cdncer de mama/ovario
hereditario (>1.000 casos) con la frecuencia en individuos sanos (controles) en genes que
por su funcidén pueden estar relacionados potencialmente con la enfermedad. En el caso
de CMOH se han analizado muchos de los genes que interaccionan directa o
indirectamente con BRCA1 y BRCA2 (39). Aunque muchos de estos estudios han sugerido
posibles asociaciones que mas tarde no se han reproducido en series posteriores, han
permitido la identificacion de susceptibilidad al cancer asociada a diversos genes como:
CHEK2, ATM, o los genes implicados en la anemia de Fanconi como BRIP1 y PALB2 o
RAD51C o RAD51D. El riesgo relativo que confieren estas variantes estd entre 2 y 4,
explican un porcentaje minimo de las familias y en ocasiones su prevalencia es muy

variable entre poblaciones.
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Merece especial mencién RAD51C porque existen evidencias de que podria tratarse de
un gen de alto riesgo. Si esto es asi, RAD51C seria el tercer gen identificado de
alta/moderada penetrancia para cancer de mama, tras 15 afios de bldsqueda desde el
descubrimiento de BRCA1 y BRCA2. En el estudio original, publicado en 2010, se describen
mutaciones monoalélicas dominantes en el gen en 6 de 480 (1,3%) casos indice de familias
alemanas afectadas con cancer de mama y ovario (35). Los amplios estudios de
segregacion, pérdida de heterocigosidad y funcionalidad de las variantes encontradas,
aportan fuertes evidencias de que estas se comportarian de forma muy similar a las
mutaciones en BRCA1 y BRCA2. Es necesario replicar estos descubrimientos y es posible
gue existan diferencias entre poblaciones pero ya se han encontrado mutaciones en
RAD51C en familias con cancer de mama y ovario en algunas poblaciones como la
espanola (90,91). Esto hace pensar que el analisis de RAD51C si pueda ser transferido en
poco tiempo a la practica como parte de las pruebas genéticas recomendadas en los casos

de cancer de mama hereditario.
4.1.1 ATM

El gen ATM (Ataxia-telangiectasia mutated) [NIM*607585], se localiza en el
cromosoma 11g22-23, contiene 65 exones codificantes y codifica para una proteina de
3056 aminodcidos con actividad serina-treonina-kinasa. La proteina ATM es un quinasa
gue juega un papel fundamental en la reparaciéon del ADN en el proceso de RH, y en la

progresion del ciclo celular. ATM fosforila a BRCA1 en respuesta a la radiacion ionizante.

Mutaciones homocigéticas en el gen ATM causan el sindrome de Ataxia-Telangiectasia
(AT), caracterizado por ataxia cerebral, inmunodeficiencias y aumento de riesgo para
ciertos tumores, incluido el CM. La incidencia de AT es de 1/40.000 a 1/100.000
nacimientos, sin embargo, portadores heterocigotos son relativamente comunes con una
frecuencia estimada de 0.5-1% en la poblaciéon general (92). En un amplio estudio,
realizado por Thompson y col., se ha estimado en portadores heterocigdticos de variantes
en ATM un aumento de riego de un 2% para el CM, aumentando a un 5% en menores de

50 afios (37).
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4.1.2 CHEK2 (Cell Cycle Checkpoint Kinase 2)

El gen CHEK2 (CHEckpoint Kinasa 2) [MIM +604373] se localiza en 22q12.1 y consta de
14 exones. La proteina es una quinasa de control del punto G2 del ciclo celular y tiene una
funcidn importante en la reparacion del ADN. Se activa a través de la fosforilacion por ATM
tras lesiones en el ADN vy a su vez fosforila otras proteinas como BRCA1, p53 o CDC25C,
relacionadas con el mantenimiento del genoma y el control de la entrada en mitosis o la

apoptosis.

Mediante una combinacion de analisis de ligamiento y seleccién del gen candidato, en
el afo 2002 se describié por primera vez la asociacién de una variante en el gen CHEK2
(1100delC) con un incremento moderado de riesgo en casos de cancer de mama

hereditario no asociados a mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 (38).

Uno de los motivos que hace dificil la traduccién de estos resultados a la clinica es que
la variante 1100delC no segrega completamente con la enfermedad y no es suficiente para
explicar el patrén de herencia familiar. Otra limitacién ya comentada es la diferencia en
prevalencia que esta variante presenta entre poblaciones. La variante es mucho mas
frecuente en paises del norte de Europa (>1%), donde se han podido definir mucho mejor
los riesgos asociados a la misma e incluso se ha llegado a recomendar la realizacién del
test genético en los casos no asociados a mutaciones en BRCA1/2 (88). Mientras, en paises
del sur de Europa, donde la prevalencia de la misma es practicamente nula (<0,1%), no se
recomienda el estudio (93). El papel de CHEK2 en el cancer de ovario también ha sido
estudiado por varios grupos. Concretamente una variante missense de CHEK2 (1157T) ha
sido asociada a tumoraciones benignas y tumores de ovario de bajo grado pero no con

cancer de ovario de alto grado (94).
4.1.3 Genes de la Anemia de Fanconi; PALB2, BRIP1 y RAD51C.

La anemia de Fanconi (AF) es una enfermedad genética recesiva que se caracteriza por
inestabilidad cromosdmica, malformaciones congénitas, alta incidencia de neoplasias
hematoldgicas y no hematoldgicas e hipersensibilidad a agentes que causan enlaces
cruzados con ADN (cross-linking agents), como al mitomicina C (95). AF es genéticamente
heterogénea, producida por mutaciones bi-alélicas en al menos 14 genes diferentes. La
mayoria de estos genes codifican subunidades del complejo “FA core complex”, cuya

principal funcién es la monoubiquitinizacion de FANCD2 (Fanconi anemia
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complementacion grupo D2) y FANCI (Fanconi anemia complementacion grupo 1). Estas
proteinas FA, y proteinas de la RH, entre otras BRCA1 y BRCA2, cooperan en la misma ruta
de respuesta y reparacion del dafio en la doble hebra de ADN producido por
entrecruzamiento (internal cross-linking) (ICLs) (96). En la Figura 9 se esquematiza como
interaccionan las proteinas codificadas por los distintos genes AF y su relaciéon con BRCAI,

BRCA2 y otros genes de la RH.
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Figura 9. Interaccion de la ruta FA/BRCA. Cooperacion entre las proteinas AF y proteinas de la
RH en una ruta comun para la reparacién de los enlaces cruzados en la doble hebra de ADN.

(Tomado de Konstantinopoulos y col., 2015)(97).
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La conexién entre cancer de mama hereditario y AF se confirmd cuando en 2002 se
identificaron mutaciones bi-alélicas deletéreas en el gen BRCA2 en tres pacientes con AF
del subtipo D1, en los que no se habia identificado previamente ninguna alteracion
genética (98). Una vez identificado que BRCA2 era también FANCD1, y que las mutaciones
en heterocigosis conferian riesgo para cdncer de mama, y cuando aparecian en ambos
alelos originaban AF, todos los genes implicados en AF empezaron a ser analizados como
posibles genes de susceptibilidad en cancer de mama. A pesar de desconocer el modo
preciso en que las proteinas FA actuan, el descubrimiento de BRCA2 como uno de los
genes FA, refuerza el papel de la ruta FA en el procesamiento de las dobles roturas
mediante RH. Ademds de BRCA2/FANDI1, se han identificado mutaciones asociadas con un
incremento de riesgo para cancer de mama y/o ovario en los genes BRIP1/FANCI,

PALB2/FANCN y RAD51C/FANCO (33,99,100).

Una caracteristica de las células AF es su hipersensibilidad a los agentes de
entrecruzamiento (cross-linking agents) del ADN. Tres de los trece grupos de
complementacion de la AF son el resultado de mutaciones en BRCA2, PALB2 y BACH1. Se
ha propuesto que la reparacion de los enlaces cruzados entre cadenas de ADN (ICLs)
puede requerir la RH, y por tanto, el papel de BRCA2 en la AF puede ser debido a su
contribucidon a esta RH. Es tentador atribuir un papel de BRCAI1 en AF debido a la
participacién de multiples proteinas que interactian con BRCAI en la prevencién de la
enfermedad de AF, pero hasta el momento no existe ninguna evidencia convincente que

explique tal funcion.

4.1.3.1 PALB2

PALB2 (PArtner and Localizer of BRCA2) [NIM*610355] ubicado en el cromosoma
16p12, contiene 13 exones y se traduce a una proteina que interacciona directamente
tanto con BRCA1 como con BRCA2, proporcionando un enlace fisico entre las dos
proteinas (61). El dominio coiled-coil N-terminal de PALB2 interactiua con el dominio
coiled-coil de BRCA1, y el extremo C-terminal de PALBZ2 interactia con el extremo N-

terminal de BRCA2 (61)(62)(63)(61)(60)(59)(58)(57) (101).

La interaccién de PALB2 con BRCA2 ha demostrado ser esencial para proporcionar
RAD51 hacia la proteina de replicacién A (RPA) unida a la ssDNA (63). Por otra parte, la

interaccion de BRCA1-PALB2 es un requisito previo para el reclutamiento de BRCA2 y

24



Introduccion

RAD51 hacia el sitio dafiado del ADN y por tanto para la RH (60,61). Toda esta evidencia
apoya una jerarquia de reclutamiento a los sitios dafiados de ADN: BRCA1 no depende de
ninguna de estas proteinas para la formacion de focos nucleares, pero PALB2 muestra
cierta dependencia de BRCA1. En cambio, la formacién de focos nucleares de BRCA2
requiere de PALB2, mientras que la formacidon de focos de RAD51 requiere de las tres

proteinas (Figura 10).

RAPBO
Abraxas 0409 aa
pSPTF
DNA damage BRIP [T I 124922 ¢ cop[ 0 897 aa
recognition ATPase  Helicase pSTSE : . -PSPVF
@ BARD! I
DNA end S ——— =
processing BRCAI L) T . 1,863 aa
BRCTIBRCT2
Repair protein o Rt
localization PALB2 S0 B BT 0 1186 aa
WD40
= PALB2 RADSI DSS1 DNA RADSI]
DNA strand SEe ADS
b BRCA2 [| | 3418 aa
Z L BRC repeats «- OB1 OB2 OB3

helical
domain Tower

Figura 10. Interacciones entre las proteinas de la recombinacién homodloga (RH) y sus

dominios. Tomado de Moynahan y col., 2010 (76).

Ademds, se ha demostrado que la fosforilacion de BRCA1 en S988 por CHEK2 promueve
la formacién del complejo BRCA1-BRCA2-PALB2, lo que puede explicar por qué la mutacidn
en este sitio elimina la RH (102). Actualmente, se desconoce si hay otros reguladores del

complejo BRCA1-PALB2-BRCA2.

Dada su relacién especifica con BRCA2, se barajé la posibilidad de que las mutaciones
en PALB2 pudieran predisponer a un grupo similar de neoplasias. En concreto, mutaciones
en PALB2 se han relacionado con la predisposicién al cancer de mama en el varén y al
cancer de pancreas (34,103). Mediante la secuenciacién de PALB2 en 923 individuos con
CM familiar sin mutacidn detectada en BRCA1 ni en BRCA2 y en un millar de controles, se
identificaron mutaciones solamente en 10 individuos con antecedentes familiares (1,1%).

Una de ellas se encontrd entre las Unicas 15 familias con CM masculino estudiadas (6,7%),
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sugiriendo un mayor riesgo de este tipo de cancer asociado a PALB2, de forma similar a la
asociacién con BRCAZ2. El andlisis de cosegregacion de las mutaciones con la enfermedad
en controles y familias llevo a la estimacion de un riesgo relativo de 2,3 asociado a PALB2,
mayor para mujeres menores de 50 afios (3,0) y menor (1,9) por encima de esta edad. La

fraccion de riesgo atribuible a PALB2 en la poblacién general se estimé en 0,23% (34).

Otro estudio de PALB2 en 113 familias finlandesas con CM y CO identificé una
mutacion truncante en 3 de ellas. La frecuencia de dicha mutacién en poblacién finlandesa
fue de 0,9% en casos de CM no seleccionados por su historia familiar y de 0,2% en

controles, consistente con un aumento del riesgo para los portadores de 2 a 4 veces (104).

En poblacién espafiiola la frecuencia mutacional es similar a otros estudios publicados.
En una serie de 132 familias BRCAX con historia familiar de cancer de pancreas se hallaron

2 variantes patogénicas, considerando una prevalencia mutacional de 1.5% (103).

4.1.3.2 BRIP1

BRIP1 (BRCA1-interacting protein 1) [NIM *605882], antes denominada BACH1 (BRCA1-
associated C-terminal helicase 1), es una ATPasa dependiente de ADN y una ADN helicasa
gue interacciona con los dominios BRCT de BRCA1 y presenta funciones de reparacién del
ADN dependientes de BRCA1 y de control del ciclo celular durante la transicién de la fase
G2 a M (105). Las mutaciones en la region BRCT de BRCA1 alteran la asociacion con BRIP1

y conducen a una reparacion ineficiente del ADN.

Se han identificado mutaciones en el gen de BRIP1/FANCJ en mujeres jévenes con CM,
sugiriendo que una funcidon anormal de BRIP1 puede contribuir a la aparicién del tumor. En
un estudio de BRIP1 en mds de mil mujeres con CM y antecedentes familiares (sin
mutacién detectada en BRCA1 ni en BRCA2) y en dos mil controles sanos se identificaron
nueve mutaciones en mujeres afectas y dos entre los controles. Mediante el anadlisis de
segregacion en los familiares de ambos grupos, se estimé en 2,0 el riesgo relativo de CM
asociado a dichas mutaciones (ascendia a 3,5 en portadoras de menos de 50 afos). Segun
la frecuencia poblacional y el riesgo relativo, la fraccidon estimada de riesgo de CM de las

mutaciones en BRIP1 fue 0,2% (33).
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5. RAD51 vy paralogos de RAD51

La proteina RAD51, homologa a RecA en Escherichia coli, es una recombinasa que tiene
un papel central en la RH. Polimeriza alrededor de la ssDNA formando un nucleofilamento
proteico cuya funcion es la busqueda de homologia y la invasién de la hebra homéloga de
ADN. En la figura 11 se observa la interaccion entre el extremo N-terminal de un
mondémero de RAD51 con el extremo C-terminal de otro para polimerizar en forma de

anillo o filamentos (106).

a Outer border of ring

&

Linker £/ 3
v - " Y Human RADS1
‘ 1 ( ,' ' & \Phea7 s
Ly ~ : - & o

Human F86E RAD51

— Pyrococcus furiosus RadA

Inner border of ring

Figura 11: Interaccién entre varios mondmeros de RAD51. Tomado de Davies y Pellegrini, 2007

(106).

Los paralogos de RAD51 son una familia de proteinas que tiene un importante papel en
el mantenimiento de la estabilidad gendmica mediante la reparacion del ADN. Se han
identificado 5 paralogos RAD51 en vertebrados, que interaccionan unos con otros para
constituir dos complejos, RAD51B-RAD51C-RAD51D-XRCC2 (BCDX2 complex) y RAD51C-
XRCC3 (CX3 complex). Figura 12.

Figura 12: Esquema de los complejos BCDX2 (A) y CX3 (B y C). La esfera grande representa el
domino C-terminal y la esfera pequefia el dominio N-terminal de cada proteina (Excepto de
XRCC2). La Linker region esta representada como un codo que une las esferas. Modificado de

Miller y col., 2004 (107).

27



Conclusiones

Como se ha mencionado anteriormente, las principales enzimas involucradas en la RH
son las recombinasas de la familia RAD51. Tienen actividad ATPasa dependiente de ADN y
poseen habilidades de promover el apareamiento ente cadenas homdlogas de ADN. La
actividad recombinasa de RAD51 estd bien definida en el mecanismo de RH, sin embargo,
el mecanismo por el cual los pardlogos de RAD51 intervienen en la RH no esta del todo
definido. Se postula, que el complejo BCDX2 actua promoviendo el reclutamiento y la
estabilizacién de RAD51 alrededor de las dsDNA y sin embargo, el complejo CX3 tendria un
papel posterior a la actuacion de RAD51 mediante su cooperacién en la resolucién de los

entrecruzamiento Holliday juctions (HJ).

Las proteinas paralogas de la familia RAD51 tienen una organizacién molecular muy
similar, conservada a través de la escala evolutiva. Comparten entre el 20-30% de la
secuencia de aminoacidos entre si, esta secuencia conservada se encuentran
predominantemente en el dominio de ATPasa (107). Homadlogos de este dominio han sido
encontrados en la FoF;-ATPsintasa (proteina encargada de la sintesis de ATP) y en diversas

helicasas, lo que sugiere que divergen de un antecesor comun (108).

Estudios de modelizacidn de homologia de proteinas han predicho que los pardlogos de
RAD51, con el XRCC2 como excepcidn, mantienen una estructura cuaternaria organizada

en dos dominios: dominio N—terminal (ND) y Dominio ATPasa (AD)(109). Figura 13.

A B
The N-terminal linker
59 79 350
Rad51B [ ? |-NNZTEE
67 96 376
Rads1C| 71 EEST—
60 78 328
Rad51D o ATPase | S
29 280
XRCC2 ety ATPase |
6 78 346 i

:

XRCC3 (Bl AlPase |

Figura 13: Dominios de los pardlogos de RAD51. A: Alineamiento de proteinas de la familia
recombinasas en funcidon de sus dominios. B: Estructura de una recombinasa en la que se
muestra el dominio N-terminal (ND) y el dominios ATPasa (AD) conectados por la linker region.

Modificado de Shin y col. 2003 (109).
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El dominio N-terminal de las proteinas RAD51 estd formado por cuatro hélices aq,
formando las dos ultimas, as y a4, el motivo HhH. Este motivo es una secuencia de
aproximadamente 20 aminodcidos, presente tanto en eucariotas como en procariotas,
cuya funcién es la unién a secuencias no especificas de ADN. Al final de este dominio, hay
una secuencia de aminodcidos denominada linker region. Esta zona forma un dangulo

0 . ., ..
cercano alos 90"y sirve de conexién entre ambos dominios.

El dominio ATPasa estd constituido por multiples laminas-B, dispuestas de manera
paralela (Bs, B, Bs, Bs, B1, Bs) ¥ antiparalela (B, Bs, Bs) rodeadas por hélices-a y conectadas
por loops. Dentro de este dominio se han identificado los siguientes motivos funcionales

(109):

e Los motivos Walker A y Walker B, que son sitios de unién a ATP y ADN,
respectivamente. El motivo Walker A tiene una estructura conformada por un

dominio de hélice-a-loop-hebra-B y el motivo Walker B es una lamina-p.
e Los denominados Loop-1 Y Loop-2 son motivos de unién a ADN.

e Motivo B8-Zip que junto a motivo loop-1 forman una regidn de polimerizacién.

A continuacién podemos ver en la Figura 14 el alineamiento de las secuencias de aas de
varios de los paradlogos de RAD51 humanos y su alta homologia entre ellos y sus
homoélogos en otras especies como RAD51 en P. furiosus y RAD51D en ratén. La estructura
secundaria de la proteina PfRAD51 se representa sobre los aas con cilindros para las a-
hélice y flechas para las ldmina-B. Los motivos Walker A y Walker B estdn enmarcados en

un rectangulo.
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Figura 14: Alineamiento de las secuencias de las proteinas RAD51. P. furiosus (pf), humano
(hs), ratéon (mm). La estructura secundaria; Cilindro: a-hélice, flechas: ldamina-B. Rectangulo:

Motivos Walker Ay Walker B. Tomado de Miller y col., 2004 (107).
5.1 Interaccion RAD51-BRCA2

La interaccién entre BRCA2 y la recombinasa RAD51 es fundamental para la reparacion
del ADN mediante RH. El modelo de esta interaccion se basa en dos dominios altamente
conservados de la proteina BRCA2 (Figura 4, pagina 13). El dominio DSS1 de unién a ADN
(DBD) localizado en el extremo C-terminal de BRCA2 comprende cuatro dominios
globulares dispuestos de una manera lineal (OB) y un quinto dominio (TD) que sobresale a

partir de OB2 extendiéndose como una “tower” para unirse al dsDNA.
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Otra zona altamente conservada de BRCA2, son las repeticiones BRC. Se tratan de 8
repeticiones compuestas aproximadamente por 30 aas y que son las responsables de la
union a RAD51. La regidon amino-ternimal de BRC4 adopta una estructura en horquilla que
imita el motivo de oligomerizacion de RAD51, ocupando bolsillos hidréfobos que
normalmente estarian ocupados por un mondmero de RAD51 adyacente en un filamento
(110). Este mimetismo proporciona una explicacion estructural basada en cdmo las
repeticiones BRC interfieren con la RH cuando ésta se sobreexpresa en células (111),
aunque es de suponer que también promueva la funcion de RAD51 en su contexto
habitual. La regién C-ternimal BRC4 forma una a-hélice y contribuye a la unién con RAD51
mediante la ocupacion de un bolsillo hidrofébico distinto (112). Por tanto, podemos decir

gue la complejidad en la unién existe incluso dentro de una sola repeticion BRC.

Existen distintas teorias sobre esta interaccién. En un principio se cataloga a BRCA2
como el mediador para el reclutamiento de RAD51 desde el citoplasma al nlcleo y hasta el
dsDNA. Sin embargo, solo una fracciéon de RAD51 celular esta ligada a BRCA2, asique no se
descarta la idea de que otras proteinas celulares desempefien una funciéon en el
reclutamiento de RAD51 (113). Si bien es cierto, en cultivos celulares con la expresion de
BRCA2 truncada, la formacidon focos nucleares de RAD51 se ve disminuida. Cuando las
células presentan unos niveles de BRCA2 normales, aparece la formacion de los

nucleofilamentos de RAD51 (114).

Otro punto importante sobre la promocién de los nucleofilamentos de RAD51 por parte
de BRCA2, es que en ausencia de BRCA2, la formacién de estos nucleofilamentos se ve
inhibida por la proteina de replicacién A (RPA), la cual estad unida fuertemente a la ssDNA.
Las repeticiones BRC, ademas de facilitar el reclutamiento de RAD51 hacia el ssDNA,
aceleran el desplazamiento de la proteina RPA (28), bloquean la nucleacion RAD51 en el

dsDNA vy facilita la formacién de filamentos de RAD51 en el ssDNA (115).

Al estudiar la estructura cristalina formada en la uniéon de BRCA2-RAD51C, se ve como
los “loops” L1y L2, quedan fuera de la estructura, quedando libres para la interaccién con

otras moléculas, en concreto para la unién ssDNA.
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En la Figura 15 se propone un modelo de interaccién entre BRCA2 y RAD51C. Una sola
molécula de BRCA2 puede unirse a multiples moléculas de RAD51 usando las repeticiones
BRC. Gracias al dominio DBD, BRCA2 se ve implicado en el desplazamiento de RPA y se une

al ssDNA mediante los dominios globulares OB y atrae a RAD51 hacia ssDNA (109).

BRC repeats

BRCA2DBD

()Mimicry —_* ~(3)Recruitment
(2)Disassembly RPA

(5)Nucleation 4 V'

(6)Recognition #

Figura 15: Interaccién entre BRCA2-RAD51. Tomada de Shin y col., 2003 (109).
5.2 RAD51C

Dentro de los paralogos de RAD51 podriamos destacar a RAD51C/FANCO bien por su
papel en el mantenimiento de la integridad gendmica o bien por su relacién en AF y en el

CMOH.

RAD51C forma parte de los dos complejos de pardlogos, tanto el complejo BCDX2
(RAD51B/RAD51C/RAD51D/XRCC2) como de CX3 (RAD51C/XRCC3). Aunque los
mecanismos no estan del todo claros, se le han atribuido numerosas funciones celulares

(Figura 16).

Badie y col. desarrollaron un modelo mediante cultivos celulares en los que la
acumulacién de RAD51C en los sitios de DSB no se ve afectada por la pérdida de funcién
de BRCA2, pero que si es dependiente de ATM, por lo que le atribuyen a RAD51C un papel
inicial en la reparacion de DSB y lo cataloga como una proteina de seializacién del dafio en
el ADN (Figura 16a). Ademas, este estudio muestra que RAD51C es requerido para la

fosforilacion de CHEK2 por ATM, funcidn que comparte con su paralogo XRCC3. Ya que
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defectos en la activacién de CHEK2 causa la progresién celular de fase M a G2 a pesar de
detectarse daios en el material genético, esta teoria convierte a RAD51C en una proteina

reguladora del ciclo celular (Figura 16d) (116).

Varios estudios le atribuyen a RAD51C diferentes funciones durante el proceso de RH.
La deplecién de RAD51C no afecta al reclutamiento de BRCA1 o BRCA2 hacia los DSBs
sugiriendo un papel de este paralogo posterior al reclutamiento de BRCA1/2. Por el
contrario, la formacién de focos nucleares de RAD51 y la formacién de nucleofilamento
proteico sufre un descenso con el fallo del complejo CX3 y mds moderado con la deplecién
del complejo BCDX2. A pesar de no conocerse el mecanismo al detalle, se postula a
RAD51C y a otros paralogos como promotores de la formacion del nucleofilamento
proteico de RAD51 (Figura 16b) (117,118). Otros datos sostienen una funcién de RAD51C
en un estadio tardio de la RH, donde RAD51C actuaria después de la invasién de la hebra
mediada por RAD51, por lo tanto estaria implicado en la resolucién de los intermediarios
HJ (Figura 16¢) (119). Pero para la resolucion se requieren actividad helicasa y nucleasa, la
ausencia de este tipo de motivos en RAD51C sugiere que su papel en la resolucién de los

intermediarios HJ puede ser indirecto.

Existen estudios que demuestran la participacién de RAD51C en la ruta de reparacién
de ICLs mediada por las proteinas FA aunque los detalles del proceso no estan del todo
claros. Es probable que RAD51C interaccione con la proteina XRCC3 y que jueguen un
papel en la deteccidon de los ICLs (Figura 16f). Sin embargo, la participacién de RAD51C en
el complejo FA no se ha demostrado ya que se ha visto que la monoubiquitinizacion de

FANCD2 no se ve afectada en células con mutaciones en RAD51C (100).
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Figura 16: Esquema de las funciones de RAD51C. a) Sefializador de DSB mediada por ATM/ATR;

b) Promotor de la formacién de nucleofilamentos de RAD51; c¢) Resolucién de los
intermediarios HJ en la RH; d) Regulador del ciclo celular mediante la activacién de CHEK2; e)
Activacion del complejo FA en respuesta a ICL mediante ATR quinasa; f) Deteccion de ICLs.
Defectos de las funciones de RAD51C en la RH y en el control del ciclo celular puede causar

inestabilidad gendmica, Anemia de Fanconi y cancer. Tomado de Somyajit y col., 2010 (120).
5.2.1 RAD51C como gen de susceptibilidad al cancer

El gen RAD51C (MIM* 602774) fue identificado inicialmente en una familia con fenotipo
de Anemia de Fanconi en la que se detectd una variante missense en homocigosis (100).
Ademads, mutaciones bialélicas en otros genes de RH (BRCA2, PALB2 y BRIP1) se han
descrito en este tipo de sindrome. Mas adelante, la evidencia de que la familia RAD51 son

genes supresores de tumores se hizo realidad a partir de estudios de RAD51Cy RAD51D.
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El primer estudio realizado en familias con CMOH fue publicado por Meindil y col. en
2010. Se analizé RAD51C en 1.100 casos indice de familias alemanas con CM/CO sin
mutaciones detectadas en BRCAI1 ni en BRCA2 y se identificaron seis mutaciones
monoalélicas que conferian un aumento de riesgo para CM y CO. Todas las mutaciones se
identificaron exclusivamente en el grupo de 480 familias con CM y CO (1.3%). En las seis
familias portadoras la media de edad al diagndstico de CM fue de 53 (33-78) y la de CO de
60 (50-81). El patron de segregacion de las seis familias es completo ya que todos los
familiares de primer grado afectos fueron portadores (35). Los amplios estudios de
segregacion, pérdida de heterocigosidad y funcionalidad de las variantes encontradas,
aportan evidencias para pensar que estas familias se comportarian de forma muy similar a
las portadoras de mutacion BRCA1/2. Desde entonces se han realizado multiples estudios
sobre distintas poblaciones obteniendo resultados dispares. En algunas de ellas se
encuentran mutaciones en RAD51C y en otras no, probablemente estds diferencias estén
relacionadas con variaciones poblacionales, con distintos criterios de selecciéon o con el

pequeio tamafio muestral.

En un estudio realizado sobre 1132 casos de CMOH y 272 casos de CO no seleccionados
por historia familiar se encontraron 12 mutaciones patogénicas y se cuantificd el riesgo de
CO con un OR de 5.88, lo que se traduce en un 9% de riesgo acumulado de cancer de
ovario a los 80 afios. No se detectd un incremento significativo en el riesgo de cancer de

mama (90).

En poblacion espafiola se estima que la frecuencia de mutaciones en RAD51C dentro de
los casos de CMOH es del 1.3% (91). Los autores de este estudio, Osorio y col. sugieren que
la prevalencia ha sido hasta el momento subestimada dado que al menos el 50% de las
mutaciones en RAD51C son de tipo missense, por lo que se precisan estudios funcionales

para aclarar su patogenicidad.

Mutaciones monoalélicas en Rad51B, XRCC2 y XRCC3 se han observado en familias con
CM, aunque su implicacion en la susceptibilidad no esta del todo clara. (HILBERS 201, PARK
2012, Golmar 2013). La presencia de una traslocacion cromosdmica en RAD51B ha sido
descrita en algunos tumores benignos (Ingraham 1999, Schoenmarkers 1999), incluyendo
una traslocacion germinal en una familia con multiples casos de timoma (Nicodemme

2005).
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5.3 RAD51D

La identificacién de mutaciones de RAD51C en familias con CMOH dio paso al estudio
de otros paralogos de RAD51. El papel que juega RAD51D en la RH no estd del todo claro.
Forma complejo con RAD51B, RAD51C y XRCC2 (BCDX2 complex). La actividad de este
complejo todavia no esta bien definida in vivo, pero se une predominantemente a la
interseccion de los cuatro brazos de la Holliday unidn (figura 6). RAD51D puede formar un
subcomplejo con XRCC2 que posee un actividad ATPasa sustancialmente estimulada en
presencia de ADN de cadena sencilla (ssDNA). Se cree que el complejo RAD51D-XRCC2 se
une a una helicasa para interrumpir la estructura generada por la invasién de la hebra de

ADN monocatenaria (ssDNA) hacia su cromatida homologa (Holliday unién) (121).

RAD51D juega un papel importante en la proteccion de los teldmeros. Se sabe que la
enzima telomerasa es la principal via de elongacién de los telémeros, sin embargo, la RH
puede ser un mecanismo alternativo del mantenimiento de la longitud de los telémeros
(telomere length maintenance) (ALT) y supervivencia celular. En un modelo celular con
deplecién de RAD51D en células con ausencia o inactivacion de telomerasa se vio

reduccion de los telémeros y un aumento en la incidencia de fusiones teloméricas (122).

La proteina RAD51D humana esta compuesta por 328 aas. Como todos los paralogos de
RAD51 tiene dos dominios en su estructura cuaternaria, dominio N-terminal (1-83 ad) y
dominio ATPasa (84-328) (Figura 17). La interaccion de RAD51D con su paralogo XRCC2 es
a través del extremo N-terminal. Esta regién de RAD51D esta altamente conservada entre
especies, pero tiene una baja homologia con los extremos N-terminal de otros paralogos
RAD51, lo que sugiere una funcidn especifica para esta regidn. En concreto, se le atribuye

propiedades de union especifica a ssDNA (Figura 18) (123).
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Figura 17: Esquema de proteina RAD51D; A): Esquema de los dos dominios de RAD51D. B):
Alineamiento de secuencias de RAD51D de humano, ratén, vaca y rana xenopus. Subrayado en
azul: aas conservados en las cuatro especies. Barras rojas: a-hélice como estructura
secundaria. Linea negra continua: regiones de unidn entre las hélices (loops). Tomada de Kim y

col., 2011 (123).

Rad51D-N linker ssDNA

Rad51D-N

Figura 18: Esquema de la interaccién entre el complejo RAD51D-XRCC2 y el ssDNA. La hebra de
DNA es incorporada al complejo mediante el dominio N-terminal de RAD51D. Tomada de kimy

col., 2011 (123).
5.3.1 RADS51D como gen de susceptibilidad al cancer

La posible implicacion de RAD51C en las familias con CMOH, llevé a la realizacion de
estudios en otros paralogos de RAD51. El primer trabajo publicado sobre el gen RAD51D
(MIM* 614291) por Loveday y col. (40) en 2011 identific6 8 mutaciones en 911 familias
britanicas con fenotipo de CM/CO (0,88%) y una en 1.060 controles sanos (0,09%). La
asociacién de este gen es principalmente con la susceptibilidad al CO, ya que 4 de las
mutaciones se encontraron en 235 familias con dos o mds casos de CO (1,7%) y 3

mutaciones en 59 familias con 3 o mas casos de CO (5,09%). Sin embargo, no se
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encontraron mutaciones en los 737 individuos con historia de cancer de mama
exclusivamente. Loa autores estimaron un riesgo relativo para el CO de 6,3 y 1,32 para el

CM.

En poblacién Espafiola se ha realizado un estudio sobre 842 familias donde se
encontraron 3 mutaciones en 4 familias. Todas ellas fueron detectadas en las 491 familias
con fenotipo de CM/CO (0,82%), aunque no encuentran relacidn con el nimero de casos

de CO en la familia.

Otros estudios no han detectado mutaciones en las familias estudiadas.
6. Importancia del diagndstico genético

6.1 El proceso del asesoramiento genético

La capacidad de poder distinguir pacientes portadores de una mutaciéon en un gen de
susceptibilidad al cancer, permite a los clinicos desarrollar un apropiado asesoramiento y
educacion, vigilancia, y prevencién. Puede proporcionar una estrategia adecuada de la
gestidn clinica a utilizar, con el objetivo de aumentar la supervivencia en mujeres de alto

riesgo y disminuir los costes y complicaciones innecesarias en mujeres de bajo riesgo.

La Sociedad Nacional Americana de Asesores Genéticos (NSGC) define el consejo
genético (124) como “el proceso de asesoramiento que permite a los individuos entender
y adaptarse a las implicaciones médicas, psicoldgicas y familiares de los aspectos genéticos

de una enfermedad”.

Este proceso integra los siguientes elementos:

a) Interpretacién de la historia médica y familiar para establecer el riesgo de aparicion
de la enfermedad genética y/o su recurrencia.

b) Educacién acerca de aspectos hereditarios, estudios genéticos, manejo clinico
prevencion e investigacion de la enfermedad genética.

c) Asesoramiento para facilitar la toma de decisiones informadas y la adaptacion al

riesgo de desarrollar la enfermedad genética.

Este proceso de asesoramiento genético en cancer lo podemos dividir en varias etapas:
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1. Sospecha clinica de un sindrome de cancer hereditario: elaboracién del arbol
genealdgico detallado incluyendo al menos tres generaciones consecutivas; motivos por
los que el paciente acude a la visita y evaluacién de las razones que tiene para solicitar las
pruebas; valoracién de la percepcidon del riesgo de cdncer; educacién sanitaria sobre
prevencion primaria; adopcidn de habitos de vida saludables y promocién de la salud.

2. Valoracidn de la indicacidén del estudio genético: determinar si existe la sospecha
clinica de un sindrome determinado del cual se conocen los genes asociados y cuyo
resultado puede interpretarse a nivel clinico.

3. Informacion sobre las implicaciones médicas personales y familiares de Ia
identificacion de una susceptibilidad genética.

4. Asesoramiento sobre los beneficios y limitaciones de cada tipo de estudio genético:
implicaciones sobre la toma de decisiones médica de deteccidon precoz, prevencion y
tratamiento, asi como las limitaciones relacionadas con la sensibilidad limitada de algunas
técnicas diagnodsticas o la posibilidad de identificar variantes de significado clinico
desconocido.

5. Realizacion del estudio genético, previo consentimiento informado en los casos en
gue se considere indicado.

6. Interpretacion e informacion del resultado del estudio genético cuando se haya
realizado.

7. Plan de seguimiento médico en funcidn del resultado del estudio genético o de la

historia personal y familiar si no se consideré oportuno realizar el test.

6.2 Estudio genético

Podemos definir al test genético de predisposicidon al cdncer como el analisis que nos
informa si un individuo ha heredado una alteracién genética que aumente el riesgo para
ciertos tipos de canceres. Los resultados del test genético tienen repercusiones tanto en el

individuo como en sus familiares.

Segun la American Society of Clinical Oncology (ASCO), el estudio genético solo deberia

ofrecerse cuando (125):

1. El individuo tenga altas probabilidades de ser portador de mutacion.

2. Se pueda garantizar con fiabilidad la interpretacion del resultado.
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3. Los resultados puedan ayudar al diagndstico y manejo médico del paciente o sus

familiares con riesgo hereditario al cancer.

4. Las pruebas genéticas se realicen en el marco de asesoramiento genético.

Previo a realizar cualquier estudio genético, los individuos en riesgo deben estar

informados de las opciones para la prevenciéon, diagndstico precoz y tratamiento. Se

recomienda iniciar el estudio genético en una familia a partir de la persona que tenga mas

posibilidades de ser portadora de la mutacién (caso indice o probando). Si se identifica la

mutacion en el caso indice, podra ampliarse el estudio a otros familiares a riesgo de ser

portadores.

Los resultados del test genético se pueden clasificar en dos grandes grupos:

1. Test informativo:

Aquellos resultados que nos permiten asesorar con la mayor certeza posible a la

persona que se ha realizado dicho test. Dentro de este grupo podemos distinguir dos

opciones:

a) Verdadero positivo: Es aquella situacion en la que la primera persona estudiada de

b)
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la familia se identifica una mutacién en alguno de los genes estudiados, el
resultado es informativo y se interpreta como la existencia de predisposicion a
padecer un tipo determinado de cdncer hereditario. En estos casos, la persona
portadora de la variante puede informar a otros familiares interesados en clarificar
su riesgo. En el caso en el que la mutacion se localice en un gen con herencia
autosémica dominante, los familiares de primer grado tienen un 50% de
probabilidades de tener esa misma mutacién. El resultado de un estudio en una
persona sana perteneciente a una familia con mutacidon conocida también se
clasificaria como verdadero positivo. Para ayudar a manejar este tipo de riesgo se
pueden incluir una serie de recomendaciones como un aumento de las pruebas de
screening, protocolos de quimioprevencidn o cirugia profilactica.

Verdadero negativo: Es aquella situacidon en la que existe una mutacion
identificada en la familia, y la persona que se ha sometido al test no ha heredado
esa mutacion. Se asume que el riesgo a algunos tipos de cancer para la persona
con un resultado negativo verdadero no es mayor que en la poblacién general. A
este tipo de personas se les suele sugerir seguir utilizando las mismas

recomendaciones de cribado de cancer que se dan a la poblacién general.
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2. Test no informativo:

c) Negativo no informativo: No se ha encontrado mutacidén conocida en la familia.
No esta claro con este tipo de resultado si el cancer familiar se debe a otro tipo de
mutacion genética, a otros factores que todavia no se comprenden o a una
mutacion en un gen no estudiado. Este resultado es mas informativo para una
persona con ciertos tipos de cancer de lo que es para las personas que no tienen
antecedentes personales de cancer. A este tipo de personas se les suelen dar
recomendaciones en base a su historia personal y familiar de cancer.

d) Variante de significado clinico desconocido (UV, del inglés unknown variant): Se
ha encontrado una alteracion en alguno de los genes de susceptibilidad, pero no
estd claro lo que significa este resultado para el riesgo de cancer. Este tipo de
resultado podra ser reclasificado en un futuro si se obtienen mds conocimientos
sobre este tipo de variante. Pueden pedirse la sangre y/o muestras de tumores de
otros familiares para poder avanzar en el estudio de esta variante y el riesgo de
cancer. A las personas con una variante de significado clinico desconocido se dan

recomendaciones segln los antecedentes personales y familiares de cancer.
6.3 La genética como estrategia de tratamiento

Las mujeres portadoras de mutacion en los genes BRCA1 o BRCA2 (BRCA1/2) tienen
mas riesgo de desarrollar cancer de mama y ovario (56%-84%) (14). Los canceres asociados
a mutacidn en BRCA1 son mayoritariamente triples negativos, es decir RE, RP, y rHER2/neu
negativos, entre en un 25-50% de los tumores triple negativo se detecta una mutacion en
BRCA1; mientras que los cdnceres espordadicos y los asociados a mutacidén en BRCA2 son
con mas frecuencia positivos para los receptores hormonales. Estas diferencias tienen
implicaciones a la hora de escoger el tratamiento sistémico mas adecuado para cada
paciente, asi, en lineas generales, una portadora de BRCA1 no recibird tratamiento

hormonal y si tratamiento con quimioterapia.

Como hemos comentado anteriormente, muchos de los genes relacionados con la
susceptibilidad genética al CM y CO estan involucrados en la reparacién de la doble cadena
de ADN, tanto los genes FA (PALB2, BRIP1, FANCI), como otros genes de la RH como
BRCA1, BRCA2, los paralogos de RAD51 (RAD51C, RAD51D), o los genes envueltos en la
sefializacion del DSB (ATM o CHEK?2). Los agentes quimioterapicos analogos de los platinos,

como el Cisplatino o el Carboplatino inducen entrecruzamientos ente las purinas del ADN,
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es decir, ICLs y DSB, lo que produce una toxicidad celular y requiere mecanismos de
reparacion como RH. Multiples estudios sugieren que, efectivamente, células con defectos
en la RH serian mas sensibles a la accion de estos agentes. En varios estudios con
diferentes esquemas terapéuticos sobre casos con CM BRCA1 mutados, se observa una
mayor respuesta al cisplatino (126) y un mayor intervalo libre de progresién (127).
Igualmente, la respuesta de los casos con CO a las lineas terapéuticas con cisplatino

estuvieron influenciadas por las mutaciones en BRCA1/2 y otros genes de la RH (128).

El hecho de que los defectos en la reparacion del ADN concedieran a la célula una
vulnerabilidad especifica fue explotado hacia el concepto de letalidad sintética; mutacion e
inhibicién de dos mecanismos celulares para producir la muerte celular. Esta interaccidn
letal fue descrita en células BRCA1 o BRCA2 mutadas a las que se les inducia una pérdida
de la enzima Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP-1)(129). PARP-1 participa en la ruta de
reparacion de roturas de cadena sencilla en el ADN mediante escisién de bases (BER). La
inhibicién de PARP-1 lleva a la acumulacién de dafios en la monohebra de ADN (SSB), que
son convertidos en sDSB en la replicacién. Estos sDSB no pueden ser reparados mediante
RH en células deficientes de BRCA1/2, con el resultado de una citotoxicidad (Figura 19).
Este hallazgo supuso un punto de partida para el desarrollo de farmacos inhibidores de la
PARP-1. Recientemente se ha publicado datos pre-eliminares del ensayo clinico fase Il con
el inhibidor de PARP-1, Olaparib®. Estos datos muestran un intervalo libre de enfermedad
significativamente mayor en pacientes con BRCA1/2 mutado tratadas con Olaparib® frente
a placebo, 11,2 meses frente a 4,3 meses, respectivamente. En pacientes con BRCA no
mutado también hubo diferencias significativa entre el grupo tratado con Olaparib® frente
al grupo tratado con placebo, aunque en este caso la diferencia fue menor, 7,4 meses

frente a 5,5 meses (130).
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Figura 19: Mecanismo de interaccidn entre la ruta de reparacién mediada por enzima Poly
(ADP-ribose) polymerase (PARP-1) y la RH. DSB: Dafios en la doble hebra de ADN; SSB: dafio en
una sola hebra de ADN; HR: Recombinacidn Homoéloga; RPA: Proteina A de la replicacién;
BRCA: Breast cancer susceptibility protein; PARP: Poly (ADP-ribose) polymerase. Tomado de
Pengy col., 2011 (80).

7. Clasificacidn de las variantes genéticas

A continuacidn se revisardn las evidencias cientificas que se pueden utilizar con el
objetivo de clasificar variantes génicas encontradas. De especial relevancia es la calidad de
la informacidn que cada una de las estrategias puede aportar y la cuantificacién estadistica
de esa informacién. De manera general, las evidencias se pueden clasificar en directas e
indirectas. Las directas son aquellas que miden una asociaciéon entre la variante y la
enfermedad. Las indirectas, por su parte, se basan en el efecto observado o predicho de la
variante sobre aspectos del gen en cuestion, que se asumen como determinantes de la

patogénesis (Goldgar et al., 2008)(131).
7.1 Tipos de variantes segun el efecto fisiologico

e Variantes patogénicas (o mutaciones patogénicas): Variantes que resultan una
funcién anormal de gen y en un fenotipo alterado (alta susceptibilidad al cancer
de mama).

e Variantes de significado clinico desconocido : Variantes en la secuencia normal
de una gen cuyo significado bioldgico en cuanto a la patogenicidad o a

benignidad no es conocido.
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e Variantes no patogénicas: Variantes que no tienen efectos adversos sobre la
funcién del gen y no originan un fenotipo alterado. Dentro de éstas, estarian los
polimorfismos genéticos (en concepto estricto, variantes con al menos una

frecuencia del 1% en la poblacidn general).

7.2 Herramientas de valoracion clinica de variantes génicas

7.2.1

Bases de datos

Diferentes grupos de trabajo han organizado bases de datos para incluir resultados de

los analisis de los diferentes laboratorios acerca de las variantes encontradas y su correcta

clasificacién. Entre ellas, podemos nombrar:

a)

b)

d)

e)
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NCBI (Clin var) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/): base de datos publica
dentro del Centro Nacional para la Informacién Biotecnolédgica (NCBI: National
Center for Biotechnology Information) que contiene informacion sobre variaciones
génicas y su significado clinico.

HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php): Amplia base de datos privada
sobre mutaciones de enfermedades hereditarias humanas en la investigacion
genética y gendmica.

Ensembl Genome Browser (http://www.ensembl.org/index.html): se trata de un
proyecto de investigacion bioinformdtica de distintos genomas eucariotas
seleccionados y es de libre acceso. Funciona como una colaboracién entre el
Wellcome Trust Sanger Institute y el Instituto Europeo de Bioinformatica, una
division del Laboratorio Europeo de Biologia Molecular. La principal ventaja que
presenta esta web son sus tutoriales, bien explicados y muy practicos, van paso a
paso comentando cada una de las herramientas que ofrece.

LOVD (http://www.lovd.nl/3.0/home): Se trata de una base de datos publica
desarrollada por Leiden University Medical Center en Holanda, disenada para
recopilar informacién de todo tipo de variantes de una gran cantidad de genes. Por
lo que se refiere a BRCAI1 y BRCA2 (http://brca.iarc.fr/LOVD/home.php), clasifica
las variantes segun la clasificacion de IARC (International Agency for Research on
Cancer).

BIC (www.research.nhgri.nih.gov/bic/): base de datos publica sobre variantes en

BRCA1 y BRCA2 mas extensa, completa y utilizada como referente a nivel mundial.
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f) UMD (http://www.umd.be/BRCA1/ y http://www.umd.be/BRCA2/): Base de datos
publica a través del esfuerzo de 16 laboratorios de diagndstico franceses para

proporcionar informacién actualizada sobre variantes en BRCA1 y BRCA2.

Existen casos en que la informacién recogida en las bases de datos no es concluyente,
bien porque la variante no ha sido descrita con anterioridad o bien porque no hay
evidencias suficientes para su clasificacion y por tanto, sus efectos son desconocidos sobre
la funcion del producto génico o el riesgo de enfermedad. En estos casos la variante en
cuestion es clasificada como variantes de significado clinico desconocido (UVs). En estos
casos se emplean multiples herramientas que van mas alla de la bases de datos para poder
interpretar una UV. De forma individual, estos métodos no son ni fiables al 100%, ni
infalibles cuando se combinan, y pueden dar lugar a diferentes interpretaciones para

muchas UVs.

7.2.2 Anadlisis de segregacion en la familia

Se trata de un método que se centra en si la UV cosegrega (se hereda conjuntamente)
con el fenotipo (enfermedad) de una manera constante en funcion de lo esperado para las
mutaciones patogénicas en el gen de interés. Debido a que los familiares de primer grado
tienen un 50% de posibilidades de compartir cualquier cambio especifico de ADN, este
analisis requiere de un gran niumero de personas portadoras de una UV para construir una
relacion de causalidad. Para algunas enfermedades, el andlisis de segregacion puede ser
muy poderoso. Sin embargo, debido a la alta frecuencia de casos de cancer de mama
esporadicos, la informacién derivada de andlisis de segregacién para la interpretacion UV
puede ser no concluyente. Aunque puede ser de gran valor para las familias seleccionadas,
la cosegregacion requiere un analisis estadistico en virtud de un modelo especifico de la
enfermedad de herencia (132,133). Ademads, seria un andlisis mas potente combinar el

analisis de segregacion de varias familias, si la misma UV se observa en varias familias.

7.2.3 Estudio de caso-control

Se basa en la comparaciéon de la frecuencia de la variante de interés en una serie de
casos y de controles. Metodolégicamente es un método robusto que ofrece como
resultado la medida estadistica de riesgo relativo (O.R.). Aunque es un método muy util en
el andlisis de variantes frecuentes (>1%), la mayoria de las UVs son individualmente

infrecuentes (=0,1%) y el tamafio muestral requerido es tan grande que generalmente se
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hace inasumible. En la practica, el estudio caso-control es un método rapido para
descartar posibles variantes no patogénicas. Tras genotipar la variante de interés en un
grupo de controles (n= 100-200), si su frecuencia es 1% o superior es muy improbable que
se trate de una variante patogénica de penetrancia elevada. Ademds, se puede obtener
informacién sobre frecuencias génicas encontradas en los grandes proyectos sobre el
genoma humano, como por ejemplo el proyecto 1000Genomas donde se han analizado
2.504 genomas humanos de toda la poblacién mundial y donde podemos encontrar
frecuencias de poblaciones especificas (134). Hap Map es otro proyecto que ha analizado
variaciones genéticas comunes o SNPs (del inglés Single Nucleotide Polymorphism) y del
cual podemos obtener frecuencias poblacionales mediante la base de dantos SNPs de

NCBI.
7.2.4 Historia personal y familiar

Se basa en el hecho de que las variantes patogénicas tienden a aparecer de manera
mas frecuente en familias con una mayor incidencia de los casos de cancer relacionados
con el sindrome. El analisis de una variante de significado clinico desconocido en familias
con distintos grados de historia familiar permite analizar su distribucién y compararla con
la distribucion de las variantes patogénicas de la misma poblacién. La ventaja de esta
aproximacioén es que Unicamente requiere el analisis del genotipo de un individuo por
familia. La desventaja es que requiere informacion detallada de todas las familias
analizadas en una poblacidn y no solo de aquellas portadoras de UVs (135). Dentro de la
informacién de utilidad que se puede obtener de las familias se puede incluir tanto datos
gue se recogen habitualmente en el consejo genético (edades de diagndstico y tipos de
cancer), asi como datos anatomopatoldgicos (ER, PR, HER2, etc) que no se recogen

habitualmente (131).
7.2.5 Co-ocurrencia en trans

Diversos estudios relacionan que portar una mutacién patogénica de BRCA1 en ambos
cromosomas provocaria la letalidad embionaria (aunque, recientemente, se ha publicado
el primer caso con mutaciones bialélicas en BRCA1 (136) y la herencia bialélila de BRCA2
con la anemia de Fanconi. Estas observaciones, han proporcionado una forma de
reclasificar especificamente las UVs en BRCA1 y BRCA2 como cambios no patdgenos, si por

casualidad la UV se ha visto en el mismo paciente que lleva una mutacién patogénica
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definida en el mismo gen. Sin embargo, no basta una mutaciéon patogénica mas una UV
para realizar esta interpretacion, ya que también hay que demostrar que la mutacién y la
UV se producen en diferentes alelos (que se encuentran en trans), en lugar de que ambos
estén dentro del mismo alelo (cis). Si estan en cis, entonces el paciente todavia tiene una
copia normal del gen BRCA y la UV todavia no se puede valorar. La determinacién de trans
vs. cis se puede demostrar de una forma mas directa mediante la realizacion de andlisis de

BRCA en los familiares (137).
7.2.6 Conservacion evolutiva entre las especies

Existen una serie de programas informaticos (métodos in silico) que permiten analizar si
determinados dominios funcionales, aminoacidos individuales o pares de bases, incluso
nucledtidos en una secuencia de genes se conservan a través de la evolucidn (analisis
filogenético). Areas de un gen que han adquirido sustanciales cambios en la secuencia de
ADN en la evolucién de los seres humanos se cree que son menos esenciales o no son
criticos en la funcién de ese gen. Si la UV se encuentra en una parte muy conservada del
gen, la légica indicaria que una variacion de cualquier tipo puede ser perjudicial; ademas,
cuanto mas grave sea el cambio, mas probable serd que sea nocivo. Por otro lado, si la UV
se encuentra en una region no conservada, tal vez esta UV no sea clinicamente relevante.
Se han llevado a cabo comparaciones entre estos diferentes programas informaticos para
determinar si dan lugar a conclusiones similares (138,139), subrayando una vez mas que

ningun método es actualmente adecuado para reinterpretar las UVs.
7.2.7 Estudios funcionales

Se han desarrollado ensayos funcionales mediante modelos animales que permiten el
estudio de la expresién de una determinada mutacion pudiendo aportar evidencias sobre
su patogenicidad, especialmente cuando los animales reproducen el fenotipo observado
en los humanos. Sin embargo estos ensayos son limitados por el coste y las dificultades en
la obtencidn de dichos modelos. No existe un gold standard por el cual comparar estos
resultados, ya que las mutaciones patogénicas no afectan a todos estos criterios de
valoracién funcionales de la misma manera, por lo que se puede recurrir a multiples
ensayos para identificar una pérdida especifica de funcionalidad. De todos modos, es

necesaria una validacién para estar seguro que la variante encontrada en el laboratorio en
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realidad se correlaciona con otros métodos que distingan las variantes patogénicas de las

neutrales.

7.2.8 Estudios in silico

Existen métodos informaticos que permiten predecir si un cambio de aminoacido afecta a
la funcién de la proteina. Estos algoritmos (métodos in silico) son herramientas Utiles en la
valoracién del efecto funcional de variantes nuevas, en ausencia de estudios funcionales
con modelos animales o celulares. Hay diversos algoritmos de prediccién disponibles en la
red como: Polyphen, SIFT, Pmut, Mutation Taster, Align GVGD. Para hacer una prediccion,
estos programas pueden servirse, ademds de la informacién sobre la funcion de la proteina, de

los siguientes datos:

» La conservacion evolutiva entre distintas especies.

» Regidon del gen y de la proteina a la que afecta a la mutacion. Las
mutaciones que afectan a las regiones codificantes (exones) son
probablemente mas patogénicas que aquellas que afectan a las regiones no
codificantes (intrones). Aunque las mutaciones intrdnicas que afectan a
regiones implicadas en procesos de splicing, seran, a priori, mas
patogénicas que aquellas que estan en el resto del intrén.

» Tipo de cambio de aminodcido. Si las propiedades quimicas de uno y otro
son muy diferentes podria afectar a la estructura de la proteina o a su

funcion si reside en el sitio activo de la misma.

En cualquier caso, siempre se tratard de una aproximacién, dan una idea general, pero
nunca pueden sustituir a los ensayos funcionales, epidemioldgicos y de segregacién. La

caracterizacién final debe hacerse siempre mediante andlisis mas exhaustivos.

Por otro lado también existen algoritmos que predicen si la mutacidn podria afectar a la
maduracién del ARN mensajero (MaxEntScan, NNsplice, Splice Site Finder). Existen
aplicaciones de software de apoyo a las decisiones como Alamut, desarrollada por
Interactive Biosoftware, para el diagndstico de mutaciones en la genética molecular en
medicina. Es una aplicacion que integra la informacién genética proveniente de diferentes
fuentes para describir variantes utilizando la nomenclatura HGVS (Human Genome

Variation Society) y ayuda a interpretar su condicidén patdgena.

48



Introduccion

Para variantes en genes de alta penetrancia, los avances en los métodos de célculo en
los ultimos 10 afios se han alejado de la simple clasificaciéon binaria de UVs como
patégenas o no patdégenas, ofreciendo en cambio una probabilidad numérica de
patogenicidad. En el afio 2000, el grupo de trabajo BIC establecid planes para desarrollar
un sistema que pueda combinar varios tipos independientes de analisis mediante la
combinacion de las razones de verosimilitud (likehood ratio, LR) para predecir la
patogenicidad de UVs. Un LR compara la probabilidad de los datos observados bajo una
hipdtesis de patogenicidad (comparando los datos de UVs a los casos con mutaciones)
frente a una hipédtesis de que las UVs sean no patogénica. Las LRs de todas las fuentes
disponibles se multiplicaron para obtener una "LR integrado” (131,140). Con el uso de un
modelo bayesiano para aquellas UVs que son cambios missense (que son la mayoria), se
puede determinar una probabilidad a priori de la patogenicidad para cada variante
mediante la evaluacién de las caracteristicas biofisicas de aminoacidos y la conservacion
evolutiva de multiples alineamientos de secuencias de proteinas mediante métodos
bioinformaticos in silico como el Align-GVGD (141). Las demas lineas de evidencia
independientes, como las descritas anteriormente (por ejemplo, la segregacion en la se
pueden expresar matematicamente como LR), se pueden integrar con una probabilidad a

priori para generar una probabilidad a posteriori de patogenicidad para cada variante.

Sobre la base del valor numérico de la probabilidad a posteriori, el grupo IARC presentd
una traduccién clinica en el que se proporciona un sistema de clasificacion de cinco niveles
para cada variante (142). Los autores han propuesto cdmo éstos niveles predictores de
patogenicidad pueden ser utilizados para aconsejar a los pacientes sobre la vigilancia del
cancer y cuando es razonable utilizar una variante como marcador para las pruebas de
prediccidon en los familiares en situacion de riesgo. Basados en estos niveles de prediccion,
se utiliza el sistema de clasificacion mostrado en la Tabla 2 para la traduccién clinica de las

variantes detectadas en genes donde el sistema IARC todavia no estda definido.
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Recomendaciones de

Clase de

variante

Definicion

Probabilidad de

patogenicidad

Pruebas clinicas

vigilancia

Vigilancia completa

VP

VPP

uv

VPNP

VNP

Definitivamente
patogénica
Probablemente

patogénica

Desconocida

Probablemente

no patogénica

No patogénica

>0.99

0,95-0,99

0,05-0,949

0,001-0,049

<0,001

Pruebas de riesgo en
familiares para la variante
Pruebas de riesgo en

familiares para la variante

No utilizar como pruebas
de prediccidén en los

familiares en riego

No utilizar como pruebas
de prediccién en los
familiares en riego

No utilizar como pruebas
de prediccién en los

familiares en riego

de alto riesgo
Vigilancia completa
de alto riesgo
Asesoramiento en
base a los
antecedentes
familiares y a otros
factores de riesgo
Asesoramiento
como mutacién no
detectada
Asesoramiento
como mutacién no

detectada

clinica. Modificada de Lindor y col., 2013 (143).
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1. Justificacion del estudio e hipotesis

Actualmente, el cancer de mama es la neoplasia maligna mas frecuentemente
diagnosticada en las mujeres. A pesar de que se conocen multiples factores de riego, la
historia familiar es el factor de riesgo mas importante para el cadncer de mama y ovario,
ademas de la edad y el sexo femenino. Como hemos revisado en esta introduccién, la

genética del cancer de mama hereditario es muy heterogénea.

La identificacién de los genes BRCA1 y BRCA2 supuso un gran avance en el manejo de
las familias con cdncer de mama hereditario, ya que ofrecid la posibilidad de realizar un
test genético mediante el que identificar y descartar los individuos de riesgo en las
familias, recibir asesoramiento genético y tomar las medidas preventivas y de seguimiento
adecuadas. Cuando se identificaron los dos genes hace mds de 15 afios, se pensé que las
mutaciones germinales en los mismos podrian explicar hasta el 80% de los casos de cancer
de mama hereditario (144,145). Sin embargo, pocos afios después se confirmd que este
porcentaje no era tan alto y, sobretodo, que podria ser variable segin la poblaciéon
analizada y los criterios utilizados para seleccionar los pacientes (146). Actualmente se
considera que, en general, estos dos genes no explican mas de un 20% de los casos de

cancer de mama y ovario familiar.

Dado el alto porcentaje de casos de CMOH en los que la causa genética de la
susceptibilidad es desconocida y gracias a la evolucidon tecnolégica, estamos siendo
testigos de una intensa busqueda de genes de susceptibilidad con el objetivo de seguir
mejorando la prevencidn primaria y secundaria de las neoplasias relacionadas con este
sindrome. Consecuentemente, nuevos genes han emergido como genes de susceptibilidad
al cancer de mama vy al cdncer de ovario, incluyendo mutaciones en genes de alta
penetrancia como TP53 o PTEN entre otros, y mutaciones en genes de moderada
penetrancia como CHEK2, RAD51C , RAD51D, asi como otros genes de la recombinacidn
homdloga. Entre todos estos genes de predisposicion se explicaria al menos entre un 30-

40% del exceso de riesgo observado.

Se han realizado algunos estudios en poblacién espaiiola sobre el andlisis mutacional de
BRCA1/2, y otros genes como RAD51C y RAD51D en familias con CMOH y, como en otras
poblaciones, han mostrado prevalencias heterogéneas segun la zona geografica. Es por

ello que, a pesar de las evidencias que hay sobre estos genes y su implicacién en el
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sindrome de cdncer de mama y ovario hereditario, es importante determinar que
prevalencia mutacional se puede encontrar en el grupo de poblacidon sobre el que se
trabaja con el fin de realizar un diagnéstico genético dirigido y mejorar la asistencia clinica

a individuos y familiares afectos de CMOH.
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1. Objetivos

Objetivo general:

Evaluar el rendimiento diagndstico del estudio genético realizado en pacientes de la

Regidn de Murcia con criterios de cancer de mama y ovario hereditario.
Objetivos especificos:

1. Describir fenotipicamente los casos indice y familias de la Regién de Murcia a las que
se les ha realizado el estudio genético durante los afios 2006 y 2015.

2. Estudiar el rendimiento diagndstico del test genético BRCA1 y BRCA2.

3. Conocer la prevalencia mutacional de RAD51C y RAD51D vy describir las variantes
encontradas en estos genes.

4. Realizar estudios de correlacion genotipo-fenotipo: asociacion entre las caracteristicas

clinicas y las variantes génicas detectadas en RAD51Cy RAD51D.
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1. Pacientes en estudio

Desde abril de 2007 hasta diciembre de 2014, se recogieron muestras de sangre
periférica a los casos indice pertenecientes a 645 familias que cumplian criterios de

inclusién para el sindrome cdncer de mama y ovario hereditario.
1.1 Seleccion y clasificacion de los pacientes

La seleccidn de las familias se realizé segun los datos de su historia personal y familiar
de cancer en la consulta de consejo genético del servicio de oncologia del Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia y desde marzo de 2013, ademas, en la
consulta de Consejo Genético de la Unidad de Hematologia y Oncologia Médica del
Hospital Universitario Morales Meseguer. Los criterios utilizados para realizar el estudio de
los genes BRCA1 y BRCA2 a un individuo con determinada agregacién familiar de cancer
estan basados en los criterios de seleccién recomendados por la Sociedad Espafiola de

Oncologia Médica (SEOM) (Tabla 3).

Sin embargo, hubo casos indice a los que se les realizo el test genético a pesar de no
cumplir estrictamente alguno de los criterios de seleccidn anteriormente indicados, a

éstos se les clasific6 como pacientes sin riesgo.

Todos los pacientes fueron debidamente informados de la naturaleza y objetivo del
estudio y todos firmaron el consentimiento informado (Anexo 1) previo a la extraccion de

una muestra de sangre para la realizacion del estudio genético.

A las familias que cumplian los criterios de seleccién se ofrecioé el estudio genético en
primer lugar al caso indice que, en todos los casos posibles, habia sido diagnosticado de
cancer, y en caso de varios individuos afectos en la misma familia se escogié la paciente
diagnosticada de cancer de ovario, la diagnosticada a edad mas precoz, la diagnosticada de
cancer de mama bilateral o el varén diagnosticado de cancer de mama. Como excepcion,
se considerd la realizacién del estudio genético en individuos sanos si todos los familiares
afectos habian fallecido, no se podia contactar con ellos o rehusaban hacerse el estudio
genético, y siempre que el resultado de dicho estudio pudiera condicionar la decisién de

manejo clinico de la persona como, por ejemplo, la realizacién de cirugia profilactica.
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Criterios de alto riesgo

e Cancer de mama diagnosticado antes de los 40 aiios.
e Cancer de mama bilateral diagnosticado antes de los 40 aiios (aunque sea en una
mama).
e Cancer de mama y ovario en una misma paciente.
e Cancer de mama en el varén, menor de 65 aios.
e Dos casos ente familiares de primer o segundo grado con:
- Dos casos de cancer de ovario.
- Un caso de cancer de mamay otro de cancer de ovario.
- Un caso de cancer de mama en el varén y otro de cancer de mama u ovario.
- Un caso de cancer de mama bilateral y otro de cancer de mama (uno al
menos de 50 afios, aunque sea uno de los bilaterales).

e Tres o mas familiares de primer grado con cancer de mama o de ovario.

Criterios de riesgo moderado

e Cancer de mama entre los 41 y los 50 aios.
e Dos familiares de primer grado con cancer de mama entre los 51 y 59 afios.
e Un caso de cancer de mama bilateral mayor de 40 aiios.

e Un caso de cancer de mama en varén mayor o igual a 65 afios.

Tabla 3. Criterios de seleccién de pacientes para el test genético basados en las

recomendaciones de la SEOM.

Una vez realizado el estudio de secuenciacion y grandes reordenamientos en los genes
BRCA1 y BRCA2, y segun las evidencias mostradas hasta el momento, se seleccionaron
para ampliar el estudio genético al gen RAD51C aquellas familias con cancer de mama y/o
ovario y aquellas en las que habia algin caso de cancer de mama bilateral (35,91). Sin
embargo, para el analisis de RAD51D solo se seleccionaron aquellas familias con fenotipo
de cancer de mama y ovario, ya que todos los estudios realizados previamente sobre
familias con fenotipo de cancer de mama exclusivamente no han detectado ninguna

variante patogénica(40,147). Tabla4y5.
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Estudio de RAD51C

e Cumplir criterios de inclusién para el sindrome de cdncer de mama y ovario
hereditario.

e No presentar ninguna variante patogénica ni ninglin gran reordenamiento en los
BRCA1 o BRCA2.

e Presentar el caso indice o algun familiar cancer de mama bilateral.

e Presentar el caso indice o algin familiar un caso de cdncer de ovario.

Tabla 4: Criterios de seleccidon para el andlisis de RAD51C.

Estudio de RAD51D

e Cumplir criterios de inclusién para el sindrome de cdncer de mama y ovario
hereditario.

e No presentar ninguna variante patogénica ni ninglin gran reordenamiento en los
BRCA1, BRCA2 o RAD51C.

e Presentar el caso indice o algun familiar un caso de cancer de ovario.

Tabla 5: Criterios de seleccién para el andlisis de RAD51D.
1.2 Caracteristicas clinicas e inmunohistoquimicas de los pacientes

A los pacientes clasificados como portadores BRCA1, portadores BRCA2 o BRCAX, tras la

consulta de las historias clinicas, se valoré la siguiente informacién:

1.2.1 Informacion detallada de la historia oncoldgica del cancer de mama y/u

ovario del caso indice:

a) Evaluacion del riesgo segun criterios clinicos

b) Tipo de cancer

c) Edad del diagnéstico

d) Histologia del cancer de mama y/u ovario

e) Estadificacion: de T (tamafio o extensién del tumor primario), N (grado de
diseminacion a los ganglios linfaticos) y estadio del tumor en cancer de mama segun
American Joint Committee on Cancer (148) y el estadio del tumor en cédncer de ovario
segln FIGO Staging System (149).

f) Inmunohistoquimica de los canceres de mama: receptores estrogénicos, receptores
Her-2/neu (HER) y clasificacion molecular. En el caso de los receptores Her-2/neu se
consulté el método de herceptest y si éste daba un resultado ambiguo (2+) se confirmd

mediante andlisis con fluorescence in-situ hybridation (FISH). Por lo que se refiere a la
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clasificacién molecular, sobre la base de los perfiles de inmunohistoquimica, los canceres
de mama fueron clasificados de acuerdo con los siguientes subtipos moleculares: luminal
A (RE+ y/o RP+, HER-), luminal B (RE+ y/o RP+, HER+), HER2 positivo (RE- y RP-, HER+) y
triple negativo (RE-, RP-, HER2 -) (150).

En los casos de canceres de mama bilaterales se registraron los datos clinico-
patolégicos tanto del primer tumor como del cancer contralateral. Algunos datos no

pudieron ser recopilados por ausencia de la informacidn en la fuente consultada.
1.2.2 Informacion del tipo de cancer de la historia familiar en los familiares

En el caso de estar afectados los familiares del caso indice en estudio, se registraron el

tipo de cancer y la edad de diagnéstico.

Para recoger toda esta informacion se revisé la historia clinica informatizada del
paciente mediante el programa SELENE®, haciendo uso de la plataforma AGORA® para
obtener informacién no registrada en el Hospital Clinico Virgen de la Arrixaca. Para
obtener informacién de las primeras familias incluidas en el estudio fue necesaria la
revision de las Historias Clinicas almacenadas en el archivo del hospital. Para la
informacién referente al fenotipo familiar fue necesaria una entrevista personal llevada a

cabo en las consultas de consejo genético del servicio de Oncologia.

2. Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN (acido desoxirribonucleico) gendmico de todos los casos indices y sus
familiares mediante el sistema automdatico de Promega (Maxwell 16 Blood DNA
Purification Kit) (Figura 20) a partir de 400uL de sangre periférica, extraida en tubo con

anticoagulante EDTA.

La técnica se basa en la actuacidn de unas particulas paramagnéticas que funcionan
como una fase sdélida mévil que optimiza la captacién, lavado y elucién de la muestra. El
equipo transporta estas particulas paramagnéticas a través de los reactivos de purificacion

de los cartuchos y se mezclan durante el proceso de purificacion.
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T Standard Eson Voiurme (SEV)

Figura 20. A. Maxwell 16 System. B. Guia de utilizacion del Maxwell 16. C Esquema detalle de

la extraccion de ADN.

Se midid la concentraciéon y pureza del ADN mediante espectrofotometria utilizando el
equipo de Thermo Scientific, Nanodrop 1000 (Figura 21). Para valorar la concentracion, se
determind a una absorbancia (A) de 260 nm, a la que absorben los acidos nucleicos. Se
determind la realcion A260/A280 nm con la finalidad de obtener la calidad del ADN

extraido, considerandose un ratio entre 1,5-1,8 como aceptable.
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Figura 21: A. Curva de absorbancia de una muestra de ADN. B. Nanodrop 1000 (Termo).

Las muestras de ADN se almacenaron a una temperatura de -209C incluyéndose en la

genoteca del Laboratorio de Diagndstico Genético.
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3. Amplificacion y purificacion de ADN gendmico
3.1 Amplificacion de los exones

Utilizamos como secuencia de referencia del gen RAD51C la isoforma a, la mas larga
(NM_058216.1, MIM *602724). Del gen RAD51D utilizamos también la secuencia de la
isoforma mas larga (NG_031858.1, MIM*602954).

Se amplificaron cada uno de los exones y regiones flanqueantes de los genes mediante
la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Los cebadores o primers
utilizados para la amplificacién y secuenciacién de RAD51Cy RAD51D, las temperaturas de
anillamento o annealing (T2a) y el tamafo de los amplicones vienen detalladas en las

Tablas 6 y 7, respectivamente.

Tamaiio del

Exon T2a Cebador .
amplicén (pb)

1 cgo F 5-T AGCAGAATCTAACGGAGACT-3’ 504
B R 5-ACAAGACTGCGCAAAGCTG-3’

) 5g0 F 5°- TCCACTCCTAGCATCACTGTT -3’ 399
) R 5’- CCCACCCTTAAAAGGAGAAC -3°

3 600 F 5 -TCATGATTTGGTTGTTTGTCATC-3’ 274
) R 5°- GGTCTCAGATGGGCACAAAT-3’

4 600 F 5'- TGCCAATACATCCAAACAGG-3’ 249
) R 5'- CAGGCAAACGCTATTTTGAC-3’

. 600 F 5 - TCTTGGAGAGAGAGAGCATTTT-3’ 599
) R 5-CAGGCAAACGCTATTTTGAC-3’

6 620 F5'- TGGGGTTTCACAATCTTGG-3’ 551
R 5- GTCTGCTTTCATGAAGCGTATAGT-3’

7 600 F 5 - TCTTGGAGAGAGAGAGCATTTT-3’ 243
R 5- GTCTGCTTTCATGAAGCGTATAGT-3’

3 620 F 5'- ACGGGTAATTTGAAGGGTGT-3’ 362
) R 5°- AGCATCAAAAGCTGTCCTCA-3’

9 620 F 5'- GCCTGGCCCTAGAATAAAGT-3 a1
R 5'- GGTATTTTTCCCATTCACTTCA3-3’

Tabla 6: Cebadores del gen RAD51C. T2a: Temperatura de hibridacién recomendada. Secuencia

de referencia de NCBI NM_058216.1.
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Exon T2a Cebador Tam-arlmo del
amplicén (pb)
1 5go F 5 -TGTCCTCTCTAGGAAGGGGTA-3’ 275
R 5'-AGGTATGCCAGGGCAGTG-3’
21 5g0 F 5’- AGGCCCCAGTCCTCTCTG-3’ 103
R 5’- AGACAAGCCACATTTCTGAGC-3’
29 5g0 F5'-TGGTGGACCTGGTTTCTGC-3’ 103
R 5'- AGACACTCAGGTTTGGAATGTG-3’
3 5g0 F5-TTTGTTGCTGAGCAGTCTGG-3’ 195
R 5°- CCTCCTGCCTCTCTCCTTCT-3’
4 5go F5-TTTTCCCCTGTCTTCCTCCT-3’ 185
R 5°-ACCACCCTCACCCCTAAATC-3’
5 5go F 5'- CCATCTGGACCCTCTCTGAA-3’ 237
R 5- GGGGTTTTCCTGTGTCAGAA-3’
6 5g0 F 5°- CCCCCTACTCCCTCTTATCC-3’ 273
R 5'- AGTAGGACACCTGCCCACAG-3’
7 5g0 F 5'- GCTGACAGGTTCATGAGTGC-3’ 203
R 5’- GCCAGAGACCAGACTCCAGA-3’
3 5g0 F 5°- CCTCCCTCTCTGCTTCTCCT-3’ 188
R5-TTTGGGGTTCAGAAGCTGAC-3’
9 5go F 5 - AGCATTATGGATCTGTAAGTCTGTT-3’ 245
R 5°-CCTCCAGGGCCCAAGATTA-3’
10 5g0 F 5,- GAGGCTGAAACCTTGCAACT-3 ’ 231
R 5°-CAGGCGTTACTGGGAAGAAA-3

Tabla 7: Cebadores

Secuencia de referencia de NCBI NG_031858.1.

Las reacciones de amplificacidn se realizaron para cada uno de los genes segun la Tabla

del gen RAD51D. T2 a: Temperatura de anillamiento recomendada.

8y9.
PCR V (pL) [Final] PCR V (pL) [Final]
H,O 10,875 - H,O 8.4 -
Buffer (5x) 5 1x Buffer (5x) 5 1x
DNTP’s (2mM) 2,5 0,2mM DNTP's (2mM) 2,5 0,2mM
Cl,Mg (25Mm) 2 2mM Cl,Mg (25Mm) 1.5 1.5mM
Cebardor F +R o o
(10Mm) 1+1 0,4uM DMSO (99.9%) 2.5 10%
Cebardor F +R

L 12 2 1+1
Taq (0,5 U/pL) 0,125 0,625U e + 0,4uM
DNA (20ng/uL) 2,5 50ng Taq (0,5 U/pL) 0,125 0,625U
Vol. total 25 DNA (20ng/pL) 2,5 50ng
Tabla 8. Reaccién en Cadena de la
Polimerasa RAD51C. Vol. total 25

Tabla 9. Reaccién en Cadena de la

Polimerasa RAD51D.
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Se utilizaron los modelos de termociclador: 2720 Thermal Cycler de Applied Biosystems,
GeneAmp PCR System 9700 y modelo Veriti de la misma casa. El kit enzimdtico escogido
para las amplificaciones es el kit de Promega Go Taq Hot Start polymerase. La enzima de
Promega necesita un tiempo de activacidn menor que otras de las que estan disponibles
en el mercado, ademas reduce la formacién de productos inespecificos y la formacion de
dimeros de cebadores. En el caso de la PCR de amplificacién de RAD51D, se introduce
dimetilsulféxido (DSMO) como agente reductor de estructuras secundarias del ADN para

un mejor rendimiento de la reaccidn.

La PCR se realizd en varias fases dentro del termociclador; en primer lugar se realiz
una fase de reactivacion de la polimerasa, seguida de una repeticién de ciclos que constan
de desnaturalizacién de hebra molde, anillamiento del cebador y tiempo de extensidn; por
ultimo una fase de extensidn final. Para agilizar el proceso, se agrupan todos cebadores en

3 temperaturas de hibridacion (582C, 602C y 622C) (Tabla 10).

. .. | Desnaturali- L L Extension Conserva-
Activacion L Hibridacion Extension . L
zacion final cion
942C 942C
2’ 1 72°C 72°C
T2a’ 45" 7
45~ 4°C
35 Ciclos oo

Tabla 10: Programa de amplificacion RAD51C y RAD51D. ‘T2 a: Temperatura de hibridacion

especifica de cada par de cebadores.
3.2 Verificacion de la amplificacion

Para verificar la correcta amplificacidon de los fragmentos, se realizdé una electroforesis
en gel de agarosa al 2% con tampdn TBE 1X (Tris 89mM —dacido bérico 89 mM-EDTA
(2mM) a pH 8,4. Bio-Rad (161-0770)) utilizando para el revelado GelRed (0,1 plL
GelRed/1puL gel) (GelRed Nucleic Acid Gel Satin, 10000X in Water. Catalog number: 41003.
Biotium), una solucién de tincion fluorescente de acido nucleico. Se carga
aproximadamente 3L de producto amplificado junto con 1 plL de tampén de carga (0,25%
(W/V) azul de bromofenol, 0,25% (W/V) cianol xileno, 30% (V/V) de glicerol en agua). El
tamafo de las muestras se compard con un marcador de tamano de peso molecular

(pGEM DNA Markers. Promega) Se utilizaron para el revelado el trasiluminador Alpha
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Innotech y la cdmara PowerShot A640 AIAF de Canon y un nuevo sistema de revelado y

captacion de imagenes T:Genius de Syngene.
3.3 Purificacién de los amplicones

A continuacion se purificaron los amplicones mediante un método enzimatico, con el
kit Exosap-It. Este kit incluye dos enzimas, la exonucleasa |, que elimina las cadenas
simples de ADN residuales que se puedan formar en la PCR o restos de cebadores y una
fosfatasa alcalina que elimina los restos de desoxinucledtidos trifosfato (dNTP). Se
mezclaron 5uL del producto de reaccién de PCR con 2 uL de Exosap-It, se incuba 15" a 37

oC y seguidamente 15" a 80 2C en un termociclador para la inactivacidn de la enzima.

PCR Mixture Post-Amplification

ALY ANV AV AWVl Vil 4l Vel

T T q T"\./
T NS T "

T

Excess Primers Excess dNTPs
)
T T T T
Add ExoSAP-IT® ﬂ 37°C, 15 min for treatment
80°C, 15 min to inactivate
)
PCR Product

ALY A NI Al Vi ALV A Vil Al Vel

Nucleosides

[+

Inorganic Phosphate (P;)

Figura 22: Reaccidn enzimdtica para la purificacién del producto de PCR.
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4. Secuenciacion automatica directa

Se utilizé la secuenciacion automadtica por electroforesis capilar como ténica de
deteccion de alteraciones en la secuencia de los genes candidatos. Se realizé una nueva
PCR con el amplicén purificado empleando el Kit BigDye Terminador (BDt) v1.1 de Applied
Biosystems, una adaptacion de la reaccidon enzimatica dideoxi de Sanger (1977). Las
secuencias se analizan por electroforesis capilar en el equipo ABI3130, un analizador de

cuatro capilares (Applied Biosystems).

Para la reaccion de secuenciacion utilizamos los mismos cebadores que para la PCR

pero a una concentracion de 3,2 uM. Se trabaja con un volumen final de 5 pL (Tabla 11).

Reaccion de secuenciacion Vol (puL)
H,0 1,5
Buffer enhancer sequencing (10X) 1,5
Big Dye 0,5
Cebador F 6 R (3,2uM) 0,5
Amplicén purificado 1
Vol. Total 5

Tabla 11: Reaccion de secuenciacion

El programa del termociclador que se utilizdé para la reaccidn de secuenciacién consta
de desnaturalizacién, seguido de 25 ciclos de tres temperaturas, terminando a 4 2C

indefinidamente (Tabla 12).
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L L Hibridacion Extension L.
zacion zacion cion
962C 942C
1 10 60°C
502C 4
57 49C
25 Ciclos oo

Tabla 12: Programa se secuenciacion.
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4.1 Purificacion de los productos de secuenciacion

Tras la reaccién de secuenciacion se eliminaron los restos de dNTP’s sobrantes vy
posibles impurezas. Este procedimiento se puede llevar a cabo mediante dos Kits
diferentes pero ambos estan basados en la descripciéon de Sambrook y col. (1989) de
filtracion de ADN en gel para separar fragmentos de mas de 16 pares de bases (pb) de
restos de dideoxinucleétidos marcados, dNTP’s y otras sales o compuestos de bajo peso

molecular (elimina hasta el 98% de sales presentes).

En primer lugar podemos utilizar las columnas EdgeBio [Performa DTR (Dye Terminator
Removal)]. Gel Filtration Cartridges. El protocolo a seguir se detalla a continuacién. Se
centrifugan las columnas a 3000 rpm durante 2 minutos. Se retira el agua restante y
colocamos la columna en un vial de 1,5 ml nuevo. Ailadimos a los 5 L de la reaccion de
secuenciacion 10 pL de agua miliQ, el volumen final (15uL) lo depositamos en el centro de
la columna. Volvemos a centrifugar a 3000 rpm durante 2 minutos. Al producto eluido se
le afiaden 10 plL de Formamida Hi-Di (Applied Biosystems) que desnaturaliza la doble hebra
del ADN, seguidamente se traspasan las muestras purificadas a una placa de 96 pocillos
(MicroAmpTM. Optical 96-Well Reaction Plate. ApliedBiosystems) adaptada para el

secuenciador.

Cuando el nimero de muestras era elevado se utilizaron las placas de columnas de
Quiagen [DyeEx® (96 pocillos)]. Se centrifugaron las placas a 1000 g durante 1 minuto,
después se anadid 300 uL de agua desionizada a cada una de las columnas y se volvié a
centrifugar a 1000 g durante 3 minutos. Al mismo tiempo se lleva el volumen de reaccién
de secuenciacidon hasta 15uL. Una vez descartado el filtrado de las columnas se aplica el
volumen de reaccién a cada uno de los 96 pocillos de la placa y se vuelve a centrifugar a
1000 g durante 3 minutos, en esta Ultima centrifugacion se utiliza una placa de 96 pocillos
(MicroAmpTM. Optical 96-Well Reaction Plate. ApliedBiosystems) adaptada para el
secuenciador, para recoger el eluido con las muestras ya purificadas. Se afiadien 10 plL de
formamida Hi-Di (Applied Biosystems) a cada pocillo, con el objetivo de desnaturalizar la

doble hebra del ADN.

Las secuencias fueron analizadas por electroforesis capilar a través del equipo ABI3130,

utilizando cuatro capilares de 50 cm y polimero POP7 (Applied Biosystems). Las
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condiciones electroforéticas fueron las siguientes: tiempo de carrera 45 minutos,

temperatura de 602C y el tipo de andlisis fue Sequencing Analysis.

Los andlisis de las secuencias se realizaron con los soportes informdaticos suministrados
por la casa Applied Biosystems: Foundation Data Collection v. 3.0, Sequencing Analysis v.

5.2 y Seqscape v. 2.5.
5. Estudio de grandes reordenamientos

En la técnica Multiplex Ligation Probe Amplification (MLPA) para el estudio de estos

reordenamientos usamos el kit SALSA MLPA probemix P260-B1 PALB2-RAD50-
RAD51C-RAD51D de MRC-Holland (Figura 23). Las sondas utilizadas en el kit para la
deteccidon de grandes reordenamientos génicos vienen indicadas en el Anexo Il. Se
optimizo la técnica en el termociclador Eppendorf que facilita opciones de programa
que son necesarias en este caso.

1. Desnaturalizacion e hibridacion

PCR secuencia primer X PCR secuencia primer Y

Secuencia stuffer
(diferente para
cada sonda)

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

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

Il

4. Analisis de fragmentos

i.H'“Hl.' H I [Armmnnm

Figura 23: Proceso descriptivo de MLPA (Multiplex Ligation Probe Amplification)
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Para cada ensayo se incluyeron dos muestras como poblacién control en las que no se
habia detectado ninguna mutacién causal. El protocolo de la técnica de MLPA para la

deteccidon de grandes reordenamientos se compone de 5 pasos (Tabla 18).

1. Desnaturalizacion de ADN e hibridacion de sondas

e Desnaturalizacién de 5 ul de ADN (30 ng/pL) a 98°C.

e Pausa a 25°C antes de abrir el termociclador

e Adicion de 1,5 L de SALSA probemix y 1,5 uL de MLPA buffer a cada tubo. Mezcla.
e Incubacién a 95°C durante 1° seguida de 18 horas a 60°C (paso limitante debido a la

evaporacién del volumen de reaccién, 8 pL).

2. Reaccion de ligacion

¢ Bajada de temperatura hasta 54°C.
e Afadir 32 plL de la mezcla de ligacion (3 pL de Ligase Buffer A, 3 ulL Ligase buffer By 25
pL de agua miliQ. Se afiade 1 plL de Ligase-65 y se homogeneizd bien.

e Incubacién a 54°C durante 15" seguido de 5'a 98°C.

3. Reaccion de PCR

e Preparacién de Master Mix polimerasa (7,5 pL de agua miliQ, 2 uL de SALSA PCR Mix y
de 0,5 de SALSA Polymerase)

e Afadir 10 pL de la Master Mix polimerasa a cada muestra.

e PCR de 35 ciclos de 30""a 95°C, 30"" a 60°C y60" a 72°C. Finalmente se termina con una
incubacion de 20°a 72°C.

4. Separacion de los productos de amplificacion mediante electroforesis

e Mezcla de 12 pL de Formamida Hi-Di, 1 pL de producto amplificado y 0,5 pL del
marcador de tamafo utilizado, en nuestro caso LIZ500
e Desnaturalizacidon a 862C durante 3'.

e Enfriamiento lo mas rapido posible.

5. Electroforesis capilar en modo de analisis de fragmentos.

Tabla 13: Etapas de la técnica de MLPA.
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5.1 Andlisis de fragmentos

En este paso se llevd a cabo el siguiente procedimiento:

72

a) Electroforesis capilar con el analizador ABI3130 (Applied Biosystems).

b) Andlisis y visualizacidon de los resultados con el software GeneMapper v. 4.0

(Applied Biosystems). En la que deberemos tener en cuenta:

- Fragmentos de control “DQ” (DNA quantity). Los cuales dan lugar a
productos de amplificacion de 64, 70, 76, 82 pb. Estos fragmentos sirven
de control, ya que seran mas evidentes si la cantidad de ADN de las
muestras es muy baja. Estos fragmentos no requieren reaccion de
ligacidon para ser amplificados, por lo que son visibles incluso cuando
falla la etapa de ligacion.

- Fragmentos de control “DD” (DNA denaturation) de 88, 92 y 96 pb.
Fragmentos que consisten en dos sondas sintéticas, cuyo propdsito es
avisarnos de que el ADN no se ha desnaturalizado por completo. Los
fragmentos de 88 pb y de 96 pb son especificos de secuencias que se
localizan en islas CpG muy dificiles de desnaturalizar. Si los productos de
amplificacidon de éstos son menos de un 40% de los fragmentos 92 y
127-454 pb, entonces la desnaturalizacion de ADN de las muestras

puede haber sido incompleta y nuestros resultados poco fiables.

c) Analisis de perfil de picos. Se abrieron como un archivo Excel y se eliminaron los

picos sobrantes que no correspondian a ningun locus control ni a ninglin exén.
Mediante una plantilla de analisis se normalizaron las areas relativas con
respecto a las areas de los controles sanos. A continuacién, se comprobd la
existencia de una posible amplificacion o delecién de un gen. Utilizamos los
rangos de referencia indicados por la casa comercial (MRC Holland),
considerando por debajo de 0,6 sospechoso de delecidn y por encima de 1,4 de
duplicacién, utilizando siempre dos controles sanos como referencia. Ambos se
tendrian que confirmar posteriormente. Debemos tener en cuenta que quizas
algunos SNPs interfieren en la hibridacidn de alguna sonda y pudiera generar un

falso positivo.
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6. Nomenclatura de las variantes y simbologia de los arboles

genealdgicos

La nomenclatura de las distintas variantes localizadas sigue la normativa propuesta por

la Human Genome Variation Society (HGSV) (http://www.hgvs.org/).

En la Figura 24 se indican los simbolos utilizados en la elaboracién de un arbol
genealdgico: los varones se representan como cuadrados y las hembras como circulos. Los
individuos afectados de algun tipo de cancer se indican rellenando los cuadrados o los
circulos de color negro. La linea diagonal indica que el individuo estd fallecido. Dos
individuos unidos por una linea transversal en la parte superior indican que éstos son
gemelos univitelinos. El caso indice se indica con una flecha, y éste no tiene
necesariamente que estar afectado, sino que puede que simplemente consulte por la
presencia de antecedentes familiares. El simbolo + indica que es portador de la variante
patogénica, mientras que el simbolo — se refiere a no portador. Los pequefios circulos

hacen referencia a que el paciente estd pendiente del estudio genético.

O

Mujer Hombre
Individuo afectado Fallecido
de cancer

O

e
Gemelos Caso indice de
la familia
OO @)
Portador/ Pendiente de
No portador estudio genético

Figura 24. Simbologia empleada en la configuracién de los arboles genealdgicos.
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7. Analisis de las variantes

Se realizd una busqueda exhaustiva de todas las variantes encontradas, para lo cual se

utilizaron las siguientes bases de datos, con el objetivo de comprobar si estas habian sido

previamente descritas ademas de conocer su significado patogénico:
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Human Gene Mutation Database (HGMD) (http://www.hgmd.cf.ac.uk
/ac/index.php). Existe informacién sobre gran cantidad de enfermedades

hereditarias. Nos permite conocer citas bibliogréficas de cada variante, analiza
las propiedades biofisicas de los aminoacidos sustituidos, realiza analisis de
conservacién (PSI-BLAST) y calcula predicciones de algunos estudios in silico

(SIFT y MutPred).

Leiden Open Variation Database (LOVD) (http://www.lovd.nl/3.0/home /). Se

trata de una base de datos publica desarrollada por Leiden University Medical
Center en Holanda. Tiene informacion sobre una gran cantidad de genes e
importante informacién sobre citas bibliograficas, ademas esta diseifiada para

recopilar datos sobre los individuos en los cuales ha sido hallada la variante.

National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Plataforma publica estadounidense referente

mundial en informacion biomédica y gendmica. La cantidad de recursos que el
NCBI pone en linea a disposicidn del publico son realmente amplios, tanto en
ndmero como en los ambitos de conocimiento que cubren. Tiene gran cantidad
de bases de datos segun la informacidn y caracteristicas de la busqueda.
Utilizamos la base de datos dbSNP (repositorio central tanto para sustituciones
como pequefias eliminaciones e inserciones de bases de nucledtidos Unicos)
para obtener informacidn sobre el posible efecto fisiopatoldgico de la variante y
de su frecuencia en poblacién europea (a través de la informacidn de Haplotype
Map; HapMap). dbSNP También almacena variaciones raras y comunes con sus
genotipos y frecuencias alélicas, e incluye tanto variantes clinicamente
significativas en humanos como polimorfismos benignos. Actualmente cuenta
con 53 millones de RefSNP clusters (o cddigos rs, que son los cddigos Unicos de
identificacion de las variaciones una vez procesadas tras su envio).

Originalmente fue creada para dar soporte al descubrimiento de polimorfismos
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a gran escala, como el del proyecto HapMap, pero enseguida fue considerado

como repositorio mundial también para otros tipos de variaciones.

Ensembl Genome Browser (http://www.ensembl.org/index.html). Otra muestra

de los enormes esfuerzos publicos por proveer de recursos gendmicos a la
comunidad cientifica es el del proyecto Ensembl que, aunque con enfoque
particular en el genoma humano, contiene informacién de otros genomas
cordados de muchos organismos modelos como el ratén, la rata o el pez cebra.
El proyecto comenzd en 1999 con el fin Ultimo de anotar automaticamente el
genoma, integrar dicha anotaciéon con otros datos bioldgicos disponibles, y
publicar toda esta informacion en linea y de manera gratuita, algo que viene
haciendo desde el 2000. Actualmente, en su version Ensembl Release 68,
disponen de informacién de 70 especies distintas. La cara mas visible del
proyecto es su visor gendmico y su repositorio de recursos gendémicos
integrados, cuya densidad varia en funcién de la especie, siendo las de mayor
completitud la de humano, ratén, rata y pez cebra, precisamente los genomas
mds consultados. Todas las especies disponen de anotaciones genéticas
basadas en evidencias, asi como de recursos de gendmica comparativa,
incluyendo alineamientos y relaciones de homologia, ortologia y paralogia.
Todas estas anotaciones se integran con una enorme cantidad de fuentes
externas de referencia, lo que convierte a Ensembl como un recurso integrador

Unico.

Tras la busqueda exhaustiva en todas estas bases de datos, clasificamos las variantes de

la siguiente manera (ver algoritmo en Figura 25):

Variantes patogénicas (VP): serian aquellas variantes con informacién

contrastada de su patogenicidad en las distintas bases de datos.

Variantes probablemente patogénicas (VPP): Aquellas de nueva descripcion
gue causan un codon de parada prematuro y truncamiento de la proteina o
aquellas que presentan una clara cosegregacion con la enfermedad y/o estan
ausentes en controles sanos o en una extensa cohorte de pacientes (frecuencia

en la poblacion <1%). Las nuevas variantes encontradas son frecuentemente
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clasificadas como UVs debido a la falta de informacion sobre la frecuencia de la

variante en la poblacién en la poblacion general.

Variantes de efecto clinico desconocido (UVs): Aquellas variantes en las que se
desconoce todavia su clasificacién por falta de estudios que lo corroboren vy,
ademas, que no cumplan los criterios de probabilidad de no patogenicidad

propuestos.

Variantes probablemente no patogénicas (VPNP): Aquellas variantes que han
sido descritas previamente, presentan una frecuencia en la poblacién <1% y que
se consideran neutras desde el punto de vista de los métodos de prediccién de

patogenicidad.

Variantes no patogénicas o polimorfismo (VNP): Son aquellas es las que la
frecuencia en al poblacion general es >1% y no presentan ninguna sospecha de

patogenicidad.
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Figura 25: Algoritmo usado para la interpretacién de las variantes detectadas en este estudio. Modificado

de LMM: Laboratory for Molecular Medicine y LSDBs: Locus Specific Databases, bases de datos.
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8. Analisis bioinformatico: métodos in silico

Hoy en dia, existen varias herramientas bioinformaticas, métodos in silico, disponibles
que pueden predecir las consecuencias de las variantes genéticas en la estructura y
funcién de las proteinas. Estos métodos in silico estudian varias caracteristicas como son
los cambios en las propiedades fisico-quimicas de los aminoacidos sustituidos, el grado de
conservacion evolutiva, el entorno de la secuencia de un aminoacido afectado o la

alteracion en las propiedades estructurales de la proteina.

A continuacion presentamos algunas de estas herramientas in silico segln el algoritmo

bioinformatico utilizado.
8.1 Propiedades de los aminoacidos sustituidos

Grantham matrix score (GMS)

La GMS se trata de una medida compuesta por el grado de sustitucién de aminodcidos,
teniendo en cuenta la composicién de la cadena lateral, la polaridad, y el volumen
molecular de los dos aminodcidos (151). Los tres parametros se combinan en una férmula
gue da el mejor ajuste con las frecuencias relativas con las que los aminodcidos pueden
sustituirse mutuamente en diversas proteinas de diferentes especies. Cuanto mayor es la

puntuacion, mayor es la “distancia” biofisica entre los dos aminoacidos.

Los valores en la matriz Grantham varian sustancialmente, los cambios de aa fueron
catalogados como conservados, moderadamente conservados, moderadamente
disimiles y fuertemente disimiles, en funcién de los scores de Grantham (1974); 0-50,

51-100, 101-150 o >100 respectivamente.

8.2 Métodos de analisis de conservacion

Align-Grantham Variation Grantham Deviation (Align-GVGD)

Align-GVGD (http://agvgd.iarc.fr/) es un algoritmo que combina las caracteristicas

biofisicas de los aminodacidos y el alineamiento de secuencias multiples [multiple sequence
alignment (MSA)] de proteinas para predecir dénde se clasifican las sustituciones missense
de genes de interés en un espectro que va desde CO (no conservado), C25, C35, C45, C55 &

C65 (muy conservado). Align-GVGD es una extension de la desviacion de Grantham
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original hacia multiples alineamientos de secuencias y verdaderas comparaciones

multiples simultaneas.

Calcula dos variables que, en conjunto, se relacionan con la severidad de la sustitucion
missense: Grantham Variation (GV) y Grantham Deviation (GD). GV es una medida
cuantitativa que mide el grado de variacién bioquimica entre los aminodcidos que se
encuentran en una posicion dada en el MSA y GD es una medida cuantitativa de la
distancia bioquimica entre la variante missense que estudiamos y el aa Wildtype en un
determinado residuo. El grado de conservacion de las variantes se hara tras el calculo de

estas variables.

En la Tabla 14 y Figura 26 se representan el significado de los diferentes resultados de

GV, GD vy las clases de conservacidon posibles de las variantes tras el cdlculo de estas

variables.
GV GD Grados de conservacion
Posiciones que no Variantes en la fama de co
>100 tienen limitacidn 0 especies que varian en esa No conservada
funcional posicidn proteica €25
s - Limite superior de una | ¢35
L
60-65 |m|'Fe superior de una 60-65 sustitucién missense
variante conservada
conservada cas
0 El residuo es invariante 5100 Sustitucién radical del C55
en el alineamiento aminoacido Muy conservada
C65

Tabla 14: Significado de los resultados de GV, GD y los grados de conservacién de Align-GVGD.

0 10 20 30 40 50 60 70 80 G0 100110120130140150160170180180200 210220

Gv
Figura 26. Grafica de los grados de conservacién de Align-GVGD en funciéon de las variables GD

y GV.
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Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT)

El algoritmo SIFT (http://sift.jcvi.org/) es una herramienta que clasifica las sustituciones

de aminodcidos en una proteina dada y predice si estos cambios provocaran un efecto
fenotipico en la misma. SIFT se basa en la premisa de que los aminoacidos importantes de
una proteina estan conservados en la evolucién, por lo que cambios en los mismos deben
afectar a la funcionalidad de la proteina. Con una secuencia proteica dada, SIFT escoge
proteinas relacionadas y obtiene un alineamiento multiple de estas con la proteina a
analizar, y basandose en los aminodcidos presentes en cada posicién del alineamiento
realiza una prediccién de las sustituciones que afectaradn a la funcién de la proteina. Las
sustituciones en una posicién conservada en el alineamiento seran consideradas como “no
tolerables” para la mayoria de los cambios, mientras que las posiciones que no estan

conservadas en el alineamiento toleraran mejor los cambios de aminodcido (152).

Se introduce la secuencia a analizar en formato FASTA y el programa primero busca
secuencias similares a la introducida por nosotros, después escoge secuencias
estrechamente relacionadas que puedan tener una funcién similar a la nuestra, y luego
obtiene el alineamiento de las secuencias escogidas. Por ultimo, calcula las probabilidades
normalizadas para todas las posibles sustituciones del alineamiento. Las sustituciones con
una puntuaciéon menor de 0,05 serdn clasificadas como deletéreas, y las de puntuacion

mayor o igual a 0,05 seran tolerables o neutrales.

8.3 Métodos bayesianos

Polymorphism Phenotyping v2 (Polyphen-2)

La herramienta Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) predice el impacto

gue puede causar una sustitucion de un aminoacido en la estructura y/o funcién de una

proteina humana mediante consideraciones comparativas.

Dada una sustitucién de un aminodcido en una proteina, PolyPhen-2 extrae varias
caracteristicas relacionadas con la secuencia y la estructura de donde se ha producido la
sustitucidn e introduce estos datos en un clasificador probabilistico para obtener el grado
de perjuicio que supone. Esta prediccion se basa en reglas empiricas que se aplican a la

secuencia, a la informacion filogenética y estructural que caracterizan la sustitucion.
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PolyPhen-2 predice el significado funcional de la variacion mediante un clasificador
Naive Bayes. Para ello hace uso de dos pares de conjuntos de datos con los que trabaja el
clasificador. Por una parte, usa el conjunto de datos HumDiv, que esta formado por los
alelos dafiinos causantes de enfermedades mendelianas que se encuentran en la base de
datos UniProtKB, junto con las diferencias entre las proteinas humanas y sus homélogos
mamiferos mas cercanos. Por otra, esta el conjunto HumVar, formado por las mutaciones
causantes de enfermedades humanas que se encuentran en la base de datos UniProtkB y
el conjunto nsSNPs (nonsynonymous single-nucleotide polymorphisms), sin enfermedades
dafiinas asociadas. El clasificador Naive Bayes obtiene la probabilidad de que una mutacidn
sea dafiina dando una tasa o estimacion de falsos positivos (posibilidad de que una
mutacion sea clasificada como perjudicial cuando en realidad no lo es) y verdaderos

positivos (una mutacién es clasificada como perjudicial y lo es).

Polyphen-2 clasifica a las variantes en una de estas tres categorias: benigna,
posiblemente dafiina y probablemente dafina, basdndose en la probabilidad de
patogenicidad dada por el clasificador de Bayes. La variante es considerada benigna
cuando la probabilidad de patogenicidad es <0,15. Las variantes serdn consideradas
posiblemente daiiinas cuando la probabilidad de patogenicidad este entre 0,15 y 0,85. Por
ultimo seran considerada como probablemente dafiina cuando la probabilidad de
patogenicidad sea >0,85. Ademas el programa da una estimacion de falsos positivos y

falsos negativos.

Mutation Taster

Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org/), a diferencia de los algoritmos
anteriores, ademas de analizar las variantes missense, es capaz de analizar las variantes
sindnimas, no codificantes y pequeiias inserciones no superiores a 12 bases. En funcién de
estos tipos de variantes se utilizan tres diferentes modelos de prediccién: Without_aae,
estd diseflado para las variantes sinénimas y no codificantes que no conducen a
sustitucion de aminoacidos pero podrian tener un efecto en el patrén de empalme de la
transcripcion; Simple_aae, es para variantes missense; y Complex_aae, para las variantes

con efecto mas complejo como framshifts o proteinas truncadas (153).

Utiliza un clasificador Naive Bayes para predecir el potencial patoldgico de una

alteracion, el cual ha sido preparado con datos de variantes recopilados de diferentes
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fuentes. El conjunto de datos que contiene las variantes neutrales es una seleccién de
SNPs e inserciones de dbSNP. La selecciéon de SNPs se basa en las frecuencias de la
poblacién en Haplotype Map (HapMap), lo cual significa que la variante ha de encontrarse
en al menos un 10% de la poblacién. Este procedimiento de filtrado asegura que las
variantes raras que podrian potencialmente causar enfermedades son excluidas. Los datos
de variantes asociadas a enfermedad se han obtenido a partir de Online Mendelian

Inheritance in Man (OMIM), Human Gene Mutation Database (HGMD) y de la literatura.

Las caracteristicas que han sido incluidas por el clasificador son: la conservacién
filogenética del lugar afectado, cambios en el sitio de splicing, perdida en las

caracteristicas de la proteina, cambios en el RNAm asi como en el tamafio de la proteina.

Se introdujo en el programa informatico la secuencia en formato FASTA, y a
continuacion, el cambio a estudiar, Mutation Taster clasifica a la variante como
polimorfismo o como patogénica, basandose en la probabilidad de patogenicidad. Si la
probabilidad esta por debajo de 0,05 es clasificada como polimorfismo, si por el contrario
estd por encima se clasifica como patogénica. Ademas da un valor (p) que refleja la

seguridad de la prediccidn.

8.4 Redes neuronales artificiales (Neural network)

Las redes neuronales artificiales NN (neural network), se han popularizado en medicina
debido a su flexibilidad y dinamismo. Su estructura consta de varias capas y deben

someterse a capacitacién antes de ser funcionales (154).

pMut

pMut (http://mmb2.pcb.ub.es:8080/Pmut/) permite la predicciéon del caracter

patoldgico de mutaciones missense basandose en las caracteristicas de la secuencia y en
un software de una o dos NN, que emplean bases de datos internas, prediccién de
estructura secundaria y conservaciéon de la secuencia. Proporciona una respuesta
afirmativa o negativa y un indice de credibilidad (155). El programa también permite el
rapido escaneo de mutaciones puntuales a lo largo de toda la secuencia (andlisis
mutacionales hotspots), lo cual ayuda a detectar las regiones donde se espera que las

mutaciones tengan un gran impacto patoldgico.
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Se introdujo la secuencia proteica a estudiar en formato FASTA y se incluye la
localizacion y el cambio aminoacidico que se produce. Predice un valor mayor de 0,5 como

patoldgico, variando la fiabilidad entre O (fiabilidad baja) y 9 (altamente fiable).
8.5 Software de apoyo a decisiones (“decision-support software”)

Alamut (versién 2.3)

Alamut es una aplicacion de software de apoyo a las decisiones desarrollada por
Interactive Biosoftware, para el diagndstico de mutaciones en la genética molecular en
medicina. Es una aplicaciéon que integra la informacién genética proveniente de diferentes
fuentes para describir variantes utilizando la nomenclatura HGVS y ayuda a interpretar su
condicidn patdgena. Alamut obtiene su informacidn gendmica de Ensembl y la integra con
datos de otras fuentes como UniProt, dbSNP y PubMed. Integra herramientas
bioinformaticas tanto para variantes missense (Align GVGD, SIFT, MutationTaster y
PolyPhen-2) como en predicciones del splicing en las distintas variantes, utilizando cinco
algoritmos distintos: SpliceSiteFinder (SSF), MaxEntScan (MES), NNSPLICE, GeneSplicer y
Human Splicing Finder (HSF).

8.6 Estudio de variantes intronicas

El procesamiento correcto de los intrones es un requisito imprescindible para la sintesis
de una proteina. Variables genéticas que producen defectos en el splicing se han
demostrado como causa de multiples enfermedades hereditarias (156). El splicing es un
proceso complejo en el que intervienen por una parte un complejo riboproteico conocido
como spliceosoma y por otra parte multitud de sefiales presentes en la secuencia de

ARNm.

Dentro de las sefiales presentes en el ARN, el sitio 5(o donador), el sitio 3"(o aceptor) y
el sitio de ramificacidon (branch point) definen los limites del exdn y el intréon y estan
implicados directamente en la interaccidon con el spliceosoma y en las reacciones de

procesamiento del ARNm.

La precision de la escision del intrén y la unién de los exones durante el empalme del
preARNm se determina por el reconocimiento de secuencias de consenso bien conocidos,
es decir, los sitios donadores 5y los aceptores 3°, ademas del punto de ramificacién

(branch point) (Figura 27).
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Exon 1 Exon 2
,_% ,_%
sitio df empalme 5’ Imjrkén sifio de fmpdme 3
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consenso 5’ ramificacion consenso 3’

Figura 27: Secuencias consenso criticas presentes en el sitio de empalme 5, el punto de
ramificacidon y el sitio de empalme 3°. En la secuencia consenso que rodea el punto de
ramificacion (YNYYRAY), Y es cualquier pirimidina, R es cualquier purina, A es adenina, y N es

cualquier base.

Los programas utilizados para identificacién de sitios donadores y aceptores de splicing
y proteinas intervinientes (Splice site Finder, MaxEntScan, Splice Site Prediction By
Neuronal Network), usan los conocimientos actuales en cuanto a la composicién de
secuencias en los sitios de empalme. Pero ejecutan diferentes algoritmos que permiten la
identificacion de secuencias, que por homologia y grado de conservacién con otras
especies, pueden funcionar como donadores y aceptores de splicing, generando una
matriz de puntuacién en cada caso. Finalmente asignan un valor determinado a la
probabilidad de que la posicion estudiada esté en un sitio aceptor o donador, ayudando a

predecir el efecto patogénico que puede tener la nueva mutacion.

Splice site Finder (SSF)

Splice site Finder (SSF) (http://www.umd.be/searchSpliceSite.html) estd basado en la

utilizacidn de una puntuacion y un esquema de clasificacion basado en tablas de peso de

nucledtidos (nucleotide weight tables) (157).

MaxEntScan (MES).

MaxEntScan (MES)

(http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan scoreseq.html) se basa en el

principio de maxima entropia y fue desarrollado por el Instituto Tecnoldgico de
Massachusetts y descrito en (158). Utiliza grandes conjuntos de datos de los sitios de
empalme humanos y tiene en cuenta las dependencias adyacentes y no adyacentes. Estos

modelos de sitio de empalme asignan un log odd ratio (MAXENT score) a secuencias de 9
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pb (sitio de empalme 5%) o de 23 pb (sitio de empalme 3%). Cuanto mas alta sea la
puntuacion, mayor es la probabilidad de que la secuencia sea un sitio de empalme

verdadero(158) [235].

Splice Site Prediction By Neuronal Network (NNSsplice)

Splice Site Prediction By Neuronal Network (NNSsplice)

(http://www.fruitfly.org/seq tools/splice.html), Utiliza un método basado en redes

neuronales que identifica patrones de secuencia, a la vez que realiza pruebas con un
conjunto de senales de empalme reales. Cuanto mayor sea el conjunto de sefiales de

empalme real utilizado, las predicciones obtenidas seran mejores(159).

Tipo de variantes

Programas Método website
analizadas
Align-GVGD missense GV,GD http://agvgd.iarc.fr,
Pmut missense Redes neuronales (http://mmb2.pcb.ub.es:8080/Pmut/)

Conservacion de

missense y nonsense proteinas http://sift.jcvi.or
SIFT
homologas
. . (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/
Polyphen missense Bayesianos

Jk
missense, nonsense,
silentes, deleciones (con

Mutation Bayesianos (http://www.mutationtaster.org/).
ydesplazamiento del marco

Taster

de lectura) e intrénicas
.. . Tablas de peso de  (http://www.umd.be/searchSpliceSite.ht

SSF Intrénicas y silentes

nucleétidos ml)
L L. (http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/
Principio de maxima
MES Intrénicas y silentes Xmaxentscan_scoreseg.html.).
entropia

. , . . (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splic
NNSsplice Intrénicas y silentes Redes neuronales SPe

e.html).

Tabla 15: Caracteristicas de las herramientas bioinformaticas utilizadas en la prediccidon de

patogenicidad de las nuevas variantes identificadas.
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9. Reclutamiento de controles sanos

Con el fin de estudiar la frecuencia genotipica de variantes no descritas con
anterioridad o de significado clinico desconocido en la poblacién general, se recluté un
grupo de 150 pacientes sin antecedentes personales ni familiares de cancer de mama y/o
ovario de la Regién de Murcia. Los pacientes reclutados fueron mujeres embarazadas que
acudieron al drea de extracciones del Hospital Clinico Virgen de la Arrixaca para la
realizacion del screening de diabetes gestacional. Todos los pacientes incluidos como
controles sanos fueron informados del objetivo del estudio y firmaron un consentimiento

informado (Anexo Ill).

Se recogié una muestra de sangre periférica en un tubo de EDTA, posteriormente se
realizé la extraccion del material genético mediante el sistema automadtico de Promega
(Maxwell 16 Blood DNA Purification Kit) (Figura 20, pagina 63). Las muestras de ADN se
almacenaron a una temperatura de -202C incluyéndose en la genoteca del Laboratorio de

Diagndstico Genético.

El estudio de las variantes de interés se realizé por la adaptacién del método Sanger,
reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) y posterior secuenciacién automatica por

electroforesis.

10. Analisis estadistico

Las variables cuantitativas con una distribucién normal se describieron mediante la
media y la desviacidn tipica. Mientras que las variables cuantitativas que no siguieron una
distribucidn normal se describieron mediante media y rango. Las variables cualitativas se

presentaron en forma de tabla incluyendo las frecuencias relativas y absolutas.

La condiciones de aplicacion de los andlisis estadisticos se verificaron previamente a los
mismos. La normalidad se constatdé mediante el test kolmogorov-Smirnoff y la
homocedasticidad mediante la prueba de Levene. En caso de incumplimiento de alguna de

las condiciones se procedio al andlisis mediante pruebas no paramétricas.

La homogeneidad de la poblacidn con respecto a variables demograficas, antecedentes
médicos y otros pardmetros clinicos se analizé basalmente. Para las variables cuantitativas

se desarrollaron comparaciones de pruebas no paramétricas de U-Mann-Whitney entre los
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grupos de estudio. En el caso se variables cualitativas se compararon mediante el test
exacto de Fisher o test de chi-cuadrado de Person, segun el rendimiento del nimero de

Ccasos.

En todos los estudios, las diferencias fueron consideradas significativas cuando el el
valor de p asociado a la prueba estadistica de contraste era menor de 0,05. Los analisis

estadisticos de realizaron con el programa SPSS v20.0.
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Resultados

1. Descripcion clinica de las pacientes

Un total de 645 familias fueron remitidas desde la unidad de consejo genético para el
estudio molecular de los genes BRCA1 y BRCA2. En relaciéon al tipo de cancer
diagnosticado, mas del 75% de los casos indice seleccionados estuvieron representados
por cancer de mama, presentando un mayor porcentaje el CM unilateral respecto al CM
bilateral, con cifras del 66,8% y 11% respectivamente. Con respecto al cancer de ovario se
obtuvo una frecuencia del 6,2%, dandose coafectacion con cancer de mama en el 4% de
los casos. También fueron registrados en menor proporcion casos de cancer de mama en
el varon, cancer de mama y endometrio, cdncer de pdncreas y cancer de mama bilateral y

ovario (Figura 28).

B Cancer de mama: 431 (66.8%) W Cancer de mama bilateral: 71 (11%)
M Cancer de ovario: 40 (6.2%) ™ No afectado: 31 (4.8%)
B Cancer de mama y ovario: 26 (4%) m Cancer de mama en varén: 17 (2.6%)

I Cancer de mama bilateral y ovario: 5 (0.8%) = Cancer de mamay endometrio:6 (0.9%)
Cancer de pancreas: 2 (0.3%) m Otros: 5 (0.8%)
Desconocido: 6 (1.7%)

Figura 28: Distribucidn de los casos indice segun el tipo de cancer.
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En la Tabla 16 se describen las caracteristicas clinicas de los tumores de mama asi como
de los tumores de ovario de los casos indices incluidos. La edad media de diagndstico en
los tumores de mama fue siete afios menor que la de los tumores de ovario, 43,45 +11,09

anos frente a 50,64 +13,99.

Los tumores de mama se presentan en su mayoria de forma unilateral, alcanzando el
86,3% de los casos, y solo un 13,6% lo hace de forma bilateral. Las neoplasias de ovario

aparecen en coafectacion con tumores de mama en un 29,5% de los casos.

En relaciéon al subtipo histoldgico, los tumores de mama son predominantemente de
subtipo ductal, incluyendo en este grupo el 87,7% de las neoplasias. En un nimero mucho
menor, los subtipos histolégicos lobulillares son el 6,2% de los casos y los medulares el 4%.
Otras histologias como filoides, coloides, papilar, mucinosa o secretora, son menos
frecuentes, representando entre todas ellas el 2,1% de los casos. Los tumores de ovario
presentan una histologia mas heterogénea, aunque también existe un grupo con cierto
predominio, el subtipo seroso representa el 47,2% de los casos. Con histologia mucinosa
se incluyen el 25% de los tumores y endometroide el 13,8%. Las histologias menos
frecuentes en estos tumores son las células claras, con el 8,3%, los tumores transicionales

y mullerianos que representan el 2,7% cada uno.

Los tumores de mama presentan al diagndstico estadios poco avanzados, siendo el mas
frecuente el 1I-A con un 30,2% de los casos. Los tumores de ovario se diagnostican
mayoritariamente en estadios de la escala FIGO avanzados, detectandose en estadio IlI-C

el 34,2% de los casos y en estadio 1V el 13,2% de los casos.
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Cancer de mama Cancer de ovario
Aio de diagndstico (%) Ao de diagnéstico (%)
Media 43,45 £11,09 afios Media 50,64 +13,99
<40 afios 252 (46) <50 38 (53,5)
>40 afios 295 (54) >50 33 (46,4)
Tipo Cancer de mama (%) Co-afectacion
CM unilaterales 480 (86,3) Cancer de ovario 40 (70,5)
CM bilaterales 76 (13,6) Cancer de mamay ovario 31 (29,5)
Subtipo histolégico (%) Subtipo histoldgico (%)
Ductal 412 (87,7) Seroso 17 (47,2)
Medular 19 (4) Mucinoso 9 (25)
Lobulillar 29 (6,2) Endometroide 5(13,8)
Filoides 1(0,2) Células claras 3(8,3)
Coloides 2(0,4) Transicional 1(2,7)
Papilar 4(0,9) Mulleriano 1(2,7)
Mucinoso 2 (0,4)
Secretor 1(0,2)
Estadio (%) Estadio FIGO (%)
0 11 (4,6) I-A 6 (15,8)
I 60 (24,9) I-B 1(2,6)
I1-A 73 (30,3) I-C 5(13,2)
II-B 45 (18,6) 11-A 1(2,6)
1-A 31(12,8) I-B 1(2,6)
-8 19 (7,8) 11-C 2(5,3)
\Y 2 (0,8) -A 2 (5,3)
-8 2 (5,3)
I1-C 13 (34,2)
v 5(13,2)

Tabla 16: Caracteristicas clinicas de los canceres de mama y de ovario incluidos en el estudio.
Estadio FIGO: sistema de estadiaje clinico. Algunos datos de cada pardmetro no estdn

disponibles.
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2. Rendimiento genético del estudio de BRCA1y BRCA2

Tras el estudio de secuenciacion y de grandes reordenamientos en los genes BRCA1 y
BRCA2, se detectaron 213 variantes distintas: 48 patogénicas, 1 variante probablemente
patogénica, 60 variantes de significado clinico desconocido, 24 probablemente no
patogénicas y 80 no patogénicas (Tabla 17). El 40,8% de variantes fueron detectadas en
BRCA1 vy el 59,2% en BRCA2, aunque esta diferencia no es apreciable en el nimero de
variantes patogénicas, 24 y 25, respectivamente. En el Anexo IV se pueden ver las tablas
de las variantes patogénicas y de significado clinico desconocido detectadas en el estudio
en ambos genes. En un total de 106 (16,4%) familias se detecto alguna variante patogénica
(Familias BRCA+), de las cuales 60 familias fueron portadoras de mutaciones en el gen
BRCA1 (56,6%) y 46 en el gen BRCA2 (43,4%). El nUmero de familias en las que se detectd
alguna variante de significado clinico desconocido fue de 70, situando la tasa de UVs en un

10,85% (70/645).

Variantes . Variantes
L. Variantes de
Patogénicas y L o probablemente Total
significado clinico o
probablemente no . no patogénicas y (%)
o desconocido (%) ~
patogénicas (%) no patogénicas (%)
BRCA1 24 (11,3) 19 (8,9) 44 (20,6) 87 (40,8)
25 (11,7)
BRCA2 MP: 24 41 (19,3) 60 (28,2) 126 (59,2)
RG: 1
Total 49 (23) 60 (28,2) 104 (48,8) 213 (100)

Tabla 17: Variantes génicas en BRCA1 y BRCA2 detectadas en la poblacién de estudio. MP:

Mutaciones puntuales; RG: Reordenamientos génicos.

Entre las variantes patogénicas de BRCA1 se encuentran doce variantes que cambian el
marco de lectura por inserciones o pérdidas (frameshift), cinco variantes que alteran el
procesamiento de ARN (splicing), cinco que codifican para un codén de parada o un cambio sin
sentido (nonsense) y dos que provocan un cambio de nucledtido que es considerado
patogénico (missense). Las variantes patogénicas de BRCA2 se distribuyen de la siguiente
manera: quince cambios de lectura, tres variantes que alteran el proceso de splicing, cinco que
codifican un codén de parada, una missense y un gran reordenamiento génico. En total, el 55%
de las variantes patogénicas de estos dos genes fueron de tipo frameshift, el 20,5% fueron de
nonsense, el 16,3% de splicing, el 6,1% missense y el 2% grandes reordenamiento génicos

(Tabla 18).
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Tipo de variante B’:%\l BI:;:‘)\Z TOTAL
Frameshifts 12 (50) 15 (60) 27 (55,1)
Nonsense 5(20,8) 5(20) 10(0,4)
missense 2 (8,3) 1(4) 3(6,1)
splicing 5(20,8) 3(12) 8(16,3)
LGR 1(4) 1(2)
Total 24 (100) 25 (100) 49 (100)

Tabla 18: Clasificacion molecular de las variantes génicas detectadas en BRCA1 y BRCA2.

Para el estudio de rendimiento del test genético en las familias analizadas, se realizé

una clasificacidn de las familias segln los criterios de seleccién utilizados por la unidad de

consejo genético en cancer hereditario. Como se muestra en la Tabla 19, 425 (65,9%)

familias fueron clasificadas como de alto riesgo, 151 (23,4%) de moderado riesgo, 53

(8,2%) no cumplian ningun criterio de seleccién estipulado en ese momento y 16 (2,4%) no

pudieron clasificarse por falta de informacion.

Criterios de Familias Familias
TOTAL (%)
seleccién BRCA+ BRCA-

AR 80 (75,5) 345 (64) 425 (65,9)
MR 18 (17) 133 (24,7) 151 (23,4)

SR 3(2,8) 50 (9,3) 53 (8,2)

Desconocido 5(4,7) 11 (2) 16 (2,5)
Total 106 (100) 539 (100) 645 (100)

Tabla 19: Clasificacion de las familias en funcién de los criterios clinicos. BRCA+: Familias

con mutacion en BRCA1/2; BRCA-: Familias en las que no se han detectado variantes

patogénicas en BRCA1/2; AR: Alto riesgo; MR: Moderado riesgo; Desc. Riesgo desconocido; SR:

Sin riesgo.
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La tasa de deteccidn de variantes patogénicas de BRCA en las familias estudiadas fue de
un 16,4% (106/645). Siguiendo la clasificacidn realizada anteriormente con los criterios de
seleccion empleados por la unidad de consejo genético en cancer hereditario, la tasa de
deteccidon aumentaria ligeramente hasta un 17,4% si se descartasen las 53 familias (8,2%)
que no cumplen ningun criterio de alto o moderado riego. Esta tasa también se ve
afectada por los 16 casos (2,5%) que no se han podido clasificar en base a estos criterios,
situando el rendimiento diagndstico del test genético en un 17% (98/576) si no se tuvieran
en cuenta estos casos. Un dato a tener en cuenta es que el rendimiento del test en las
familias que cumplen criterios de alto riesgo se situa en un 18,8%. En la Figura 29 se puede
ver graficamente estos datos. En importante tener en cuenta que a pesar de que el

rendimiento diagndstico de BRCA1 y BRCA2 es mayor, de esta manera 8 casos positivos no

MR MR

habrian sido detectados.

Grupos
de
riesgo
MR
Tasa de v v
casos 106/645 103/592 98/576 80/425
BRCA + 16,5 % 17,4% 17% 18,8%

Figura 29: Tasas de casos BRCA+ de este estudio segln criterios clinicos. AR: Alto riesgo; MR:

Moderado riesgo; Desc. Riesgo desconocido; SR: Sin riesgo.
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3. Rendimiento genético de RAD51Cy RAD51D

3.1 Seleccion de las familias

Para comenzar el estudio de los genes RAD51C y RAD51D se seleccionaron de entre las
537 familias en las que no se detectdé ninguna variante patogénica en los genes BRCA1 y
BRCA2, aquellas que cumplian criterios de ampliacion de estudio genético. Se
seleccionaron 150 familias, 64 con fenotipo de cancer de mama bilateral (bCM), 17 con
fenotipo exclusivamente de cancer de ovario (CO) y 69 con fenotipo de cancer de mamay
ovario (CM/CO). Este ultimo fenotipo hace referencia tanto a familias con casos de mama
y ovario en la misma mujer y a familias con casos de mama y ovario en distintos
individuos. A las familias con fenotipo de CO y CM/CO se les realizé el analisis de RAD51Cy
RAD51D. A las familias con fenotipo de bCM se les estudié Unicamente el gen RAD51C. En

9 de las familias seleccionadas no se pudo completar el estudio (Figura 30).

FAMILIAS
645

BRCA+ BRCA-

106 537
|

é¢Cumplen criterios para
ampliacion de estudio genético?

! } | }

BRCA1 BRCA2 NO Sl

! !

RAD51C RAD51D

64 [ 77

Figura 30: Esquema de la distribucion de los casos con sospecha de SCMOH. BRCA+: Familias
portadoras de una variante patogénica en BRCA1 o BRCA2. BRCA-: Familias en las que no se
detectd ninguna variante patogénica en BRCA1/2. RAD51C: Familias con algin caso de mama

bilateral y mama y ovario. RAC51D: Familias con casos de cancer de ovario.
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En la parte superior de la Tabla 20 se puede ver la distribucién de familias sobre las que
se amplié el estudio genético. El analisis de RAD51C se realizé a 141 familias (58 con
fenotipo de bCM, 16 con CO y 67 con CM/CO), para 9 familias de las seleccionadas (seis
con fenotipo bCM, una con CO y dos con CM/CO) no hubo material genético disponible en
el laboratorio. Incluso, en 6 familias con fenotipo de CM/CO a las que se les realizé el
analisis de RAD51C no se pudo realizar el estudio de RAD51D porque la muestra fue
insuficiente. Finalmente, el estudio de RAD51D se realizé en 77 familias (16 con CO y 61

con CM/CO).

Con respecto a la distribucidn de los casos indice de las familias seleccionadas se
observa que el cdncer de mama sigue siendo la neoplasia mayoritaria con el 34% de los
casos con CM, el 32% con bCM. Debido al proceso de seleccion, el nimero de casos con
cancer de ovario asciende hasta algo mas del 20%. El porcentaje de casos con coafectacion

de mama y ovario se sitla en un 8%.

Total Seleccionados RAD51C RAD51D

Fenotipo de la familia
N=150 (%) N= 141 (%) N=77 (%)

Ne de familias con bCM 64 (42.6) 58 (41.1) 0
Ne de familias con CO 17 (11.4) 16 (11.3) 16 (20.8)
Ne de familias con CM/CO 69 (46) 67 (47.5) 61 (79.8)
Fenotipo del caso indice
N2 de Cl con CM 51 (34) 49 (34,7) 32 (41,6)
N2 de Cl con bCM 48 (32) 44 (31,3) 0
N2 de Cl con CO 31(20,6) 30(21,3) 30(39)
Ne de Cl con CMO 12 (8) 11 (7,8) 10 (12,9)
N2 de Cl con CMO (bilateral) 1(0,7) 1(0,7) 1(1,3)
N2 de Cl con CM y C. Endometrio 1(0,7) 1(0,7) 0
N2 de Cl con C. Endometrio 1(0,7) 1(0,7) 1(1,3)
N2 de Cl con C. Pancreas 1(0,7) 0 0
N2 de Cl no afectados 4(2,6) 4(2,8) 3(3,9)

Tabla 20: Distribucion de las familias y de los casos indices seleccionados para la ampliacion
del estudio genético. bCM: céancer de mama bilateral; CO: cdncer de ovario; CM/CO: cancer de
mama y ovario en la familia; Cl: casos indice; CM: cancer de mama; CMO: cancer de mama vy

ovario en el mismo individuo.
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3.2 Caracteristicas de los pacientes seleccionados

En la Tabla 21 se describen las caracteristicas clinicas de los cdnceres de mama vy
canceres de ovario de las familias seleccionadas. Destaca el aumento de edad media de los
canceres de mama vy la bajada de la edad de los cdnceres de ovario respecto a las medias
obtenidas en el total de familias del estudio. En los pacientes seleccionados la diferencia
de edades de diagndstico no supera los dos afios, con una media de edad de diagndstico

de 46.55 +11.48 afios en el cdncer de mama y de 48.36 +15.53 en el cancer de ovario.

Otra caracteristica de este grupo de pacientes que se ve afectada por el proceso de
seleccidon previo es el porcentaje de casos indice afectados de cancer de mama
bilateralmente, que asciende hasta un 46%. Los casos de coafectacion de mama y ovario

son el 29,5% de los tumores de ovario.

Respecto al subtipo histolégico, los tumores de mama son mayoritariamente de subtipo
ductal, incluyendo en este grupo el 84,7% de las neoplasias. En un nimero mucho menor,
los subtipos histolégicos lobulillares son el 11,8% de los casos y los medulares el 3,5%. Los
tumores de ovario presentan una histologia mas heterogénea, destacando la serosa y la

mucinosa con un 32% y 36%.

Los tumores de mama se presentan en estadios poco avanzados, siendo los mas
frecuentes el | y el lI-A con un 26,2% de los tumores en ambos estadios. Los tumores de
ovario se diagnostican mayoritariamente en estadios de la escala FIGO avanzados,

detectandose en estadio llI-C el 32,1% de los casos y en estadio IV el 14,3% de los casos.
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Cancer de mama

Cancer de ovario

Ao de diagndstico (%)

Ao de diagndstico (%)

Media 46.55 +11.48 aiios
<40 afos 32 (28)
>40 afios 81(72)

Media 48.36 £15.53 afos
<50 27 (61)
>50 17 (39)

Tipo cancer de mama (%)

Co-afectacion

CM unilaterales 61 (54)

CM bilaterales 52 (46)

Cancer de ovario 31(70,5)

Cancer de mama vy ovario 13 (29,5)

Subtipo histolégico (%)

Subtipo histoldgico (%)

Ductal 72 (84,7)
Lobulillar 10 (11,8)
Medular 3(3,5)

Seroso 8(32)
Mucinoso 9 (36)
Endometroide 4 (16)
Células claras 3(12)
Mulleriano 1(4)

Estadio (%)

Estadio FIGO (%)

0 5(11,9)

| 11 (26,2)
II-A 11 (26,2)
I-B 4(9,5)
I1-A 6 (14,3)
I1-B 5(11,9)

-A 6 (21.4)
-B 1(3.6)
I-C 3(10.7)
II-B 1(3.6)
II-C 2(7.1)
lIl-A 2(7.1)
lll-C 9 (32.1)
\Y 4 (14.3)

Tabla 21: Caracteristicas clinicas de los canceres de mama y de ovario de los casos indice

seleccionados para la ampliacién del estudio genético. Estadio FIGO: sistema de estadiaje

clinico. Algunos datos de cada parametro no estdn disponibles.
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3.3 Variantes detectadas en RAD51C

Se identificaron 7 variantes génicas en RAD51C, cuatro en regiones exdnicas
(representadas en la Figura 31) y 3 en regiones intrénicas. En funcién de la implicacion
clinica, estas siete variantes se clasifican como; una variante patogénica, una variante de
significado clinico desconocido y 5 variantes no patogénicas. En total, el rendimiento
diagndstico de RAD51C en las familias estudiadas fue del 0.7% (1/141). Teniendo en
cuenta el fenotipo de las familias, la variante patogénica se detectd en una familia de las
67 clasificadas como CM/CO, el rendimiento diagndstico del test genético de RAD51C en

estas familias seria del 1.5%.

BN pominio ATPasa  Walker A Walker B
S | inker

HhH motif

Figura 31: Estructura del cDNA de RAD51C. En la parte superior las variantes detectadas; Azul:
variante no patogénica; Amarillo: variante de significado clinico desconocido; Rojo: patogénica.
Circulos azules: cada familia en la que se ha visto esa variante. En la parte inferior los dominios
a los que codifica esa parte del gen; Gris: motivo de unién al ADN (HhH motif). Verde: region

linker. Naranja: Dominio ATPasa. Morado: Motivo Walker Ay B.

Todas las variantes no patogénicas se encuentran descritas en la base de datos de

dbSNP del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). Las variantes exdnicas c.376G>A y

c.859A>G se detectd en dos y tres casos indice, respectivamente. La variante intrénica c.-
26C>T se identificé 32 veces, dos de ellas en homocigosis. La variante ¢.572-17G>T solo se
ha detectado en un caso y la variante ¢.904+34T>G fue la mas frecuente, detectandose en

64 casos, 21 de ellos en homocigosis.

La variante c.404G>A se encuentra descrita en la bases de datos HGMD como causante
de enfermedad. Se identificd exclusivamente en una de las familias y previamente solo

habia sido descrita en una familia espafiola por Osorio y colaboradores (91).
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La variante c.307T>G no se encuentra descrita en ninguna de las bases de datos

consultadas (HGMD, LOVD y ClinVar) ni en la bibliografia. Se detectd en una familia con

fenotipo de cancer de mama bilateral y se clasific6 como variante de significado clinico

desconocido.

Cambio Cambio Descrita Fenotipo MAF MAF en Mutation
Exdn SIFT Clase
nucleétido proteina previamente  familiar (n=141) CIBERER taster
Variante patogénicas
Causante
2 c.404C>T p.Cys135Tyr  CM125259 cMm/co 0.0035 - Deletérea VP
enfermedad
Variantes de significado clinico desconocido
Causante
2 c.307T>G p.Phel03Val NO bCM 0.0035 - Tolerada UVs
enfermedad
Variantes no patogénicas
e Codificantes
2 c.376G>A p.Alal26Thr  rs61758784 - 0.007 0.004 Tolerada - VNP
Causante de
6 c.859 A>G p.Thr287Ala  rs28363317 - 0.010 0.014 Tolerada VNP
enfermedad
e No codificantes
5°UTR c.-26C>T - rs12946397 - 0.12 0.115 - - VNP
IVS3  ¢.572-17G>T - rs193023469 0.0035 0.004 - - VNP
IVS6 €.904+34T>C - rs28363318 - 0.372 0.289 - - VNP

Tabla 22: Variantes génicas detectadas en RAD51C. bCM: Cancer de mama bilateral; CM/CO:

Cancer de mama y ovario. VP: Variante patogénica. UVs: Variante de significado clinico

desconocido. VNP: Variante no patogénica.

En la Tabla 22 se describen las caracteristicas de las variantes, posicion, cambio a nivel

del ADN codificante y a nivel de la proteina. EI MAF de cada variante en las familias

estudiadas frente al MAF en la aplicacién CIBERER Spanish Variant Server. En las columnas

de SIFT y Mutation taster se muestran los resultados de estos programas in silico.

Finalmente, la columna de clase muestra como se ha clasificado la variante en funcion de

su implicacion clinica.
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Las frecuencias de las variantes obtenidas tanto en las familias de este estudio
(columna MAF n=141) como en el estudio CIBERER son muy similares en las variantes no
patogénicas. Sin embargo, la variante patogénica y la variante de significado clinico

desconocido no se encuentran descritas en el estudio CIBERER.

Los programas in silico mostraron discrepancias a la hora de estimar el efecto de Ila
variante UV, sin embargo coincidieron con el efecto de la variante clasificada como

patogénica.

En la Tabla 23 se muestra la frecuencia genotipica y alélica obtenida tras el andlisis de
RAD51C en los 141 casos. Las variantes intrénicas, c.-26C>T y ¢.904+34T>C, se detectaron
en un alto nimero de casos, 33 y 84 respectivamente. De los 33 casos indice en los que se
ha visto la variante c.-26C>T, dos de ellos son portadores en homocigosis. Los casos
homocigotos para la variante c.904+34T>C son 21 de los 84. A diferencia de estas variantes
intrénicas, la variante ¢.572-17G>T se ha visto en un solo caso. Las variantes exdnicas son
menos frecuentes, siendo la que presenta mas alta tasa de deteccién la variante c.859A>G

con 3 familias portadoras.

En la segunda parte de la tabla se muestra la frecuencia alélica de cada variante
haciendo referencia al nimero de veces que se ha visto ese alelo en funcidn del fenotipo
familiar. Tanto la variante patogénica como la de significado clinico desconocido
presentaron frecuencias alélicas bajas, ya que se obervé el alelo minoritario de cada una

de estas variantes en una sola ocasion (1/282).
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Variantes Genotipo Frecuencia Alélica (%)
bCM cMm/co co TOTAL oM cm/co co TOTAL
N=116 N=134 N=32 N=282
N=58  N=e7  N=16  N=141 — ) %) B (%) A (%) B (%) A (%) B (%) A (%) B (%)
Variantes patogénicas
.404G>A 0 1 0 1 116 (100) 0 133 (99,3) 1(0,7) 32 (100) 0 281 (99,6) 1(0,4)
Variantes de significado clinico desconocido
¢.307T>G 1 0 0 1 115(99,1) 1(0,9) 134 (100) 0 32 (100) 0 281 (99,6) 1(0,4)
Variantes no patogénicas
¢ Codificantes
.376G>A 1 1 0 2 115(99,1)  1(0,9) 133(99,3) 1(0,7)  32(100) 0 280 (99,3) 2(0,7)
.859A>G 1 1 1 3 115(99,1)  1(0,9) 133(99,3) 1(0,7) 31(96,9) 1(3,1) 279(98,9)  3(1,06)
¢ No codificantes
c.-26C>T 11 15 (2) 7 33(2) 105(90,5) 11(9,5) 117(87,3) 17(12,7) 25(78,1) 7(21,9) 247(87,6) 35(12,4)
€.572- 17G>T 1 0 0 1 115(99,1)  1(0,9) 134 (100) 0 32 (100) 0 281 (99,6) 1(0,4)
€.904+34T>C 32(7) 40 (13) 12(1) 84(21) 77 (66,1) 39(33,9) 81 (60,4) 53(39,6) 19(59,4) 13(40,6) 177(62,7) 105 (37,3)

Tabla 23: Frecuencias de las variantes de RAD51C en los casos analizados. Frecuencia genotipica en funcidn del fenotipo familiar (entre paréntesis los
casos en homocigosis). Frecuencia alélica: nimero de veces que se vio ese alelo. Entre paréntesis se expresa el porcentaje de n/N, donde n es el
numero de veces que se observo ese alelo y N es el total de alelos estudiados para ese locus. bCM: Familia con cancer de mama bilateral; CM/CO:

Familia con cancer de mama y ovario. CO: Familia con cdncer de ovario exclusivamente. A: Alelo de mayor frecuencia. B: Alelo de menor frecuencia.
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3.3.1 Variantes patogénicas en RAD51C
» ¢€.404 C>T (p.Cys135Tyr)

Este cambio de la ultima base en el exdn 2 es una variante missense que produce un
cambio en la sintesis de proteina. El aminoacido 135 cambia de cisteina a tirosina (C135Y).
A demads de este cambio de aaa nivel proteico, el nucledtido afectado forma parte de un
sitio 5'(o donador) de splicing que estd implicado directamente en el procesamiento del
ARNm (splicing). Este cambio da lugar a un trascrito alterado que a su vez origina una

proteina andmala y no funcional.

Esta variante estd descrita en la base de datos HGMD como causante de enfermedad y

ha sido descrita exclusivamente en una familia espafiola, Osorio y col (91).
a) Descripcion de la familia

El caso indice de esta familia (F232) es una mujer diagnosticada a los 67 afios de cancer
de mama medular triple negativo (RE-, RP-, RA-, HER-) y diagnosticada a los 73 afos de
cancer de ovario bilateral de histologia serosa y estadio IC de la escala FIGO (Figura 32). Su
madre (Il:1) y su hermana (lll:1) tuvieron un cancer de pancreas a los 77 y 65

respectivamente. Tiene dos hijas sanas portadoras de la variante (IV:1y IV:4).

RAD51C
¢.404G>A (p.Cys135Tyr)

I:2 11
Ca. Pancreas (77)

TR s

1
Ca. Pancreas 21a C. Garganta (62) 34a CM (67) 69 4
65 a fumador CO (73)
74a
IV:9 V:1 IV:2 IV:3 V10 IV:4 IV:5 IV:6 V7 Iv:8
484 46 a 44 a 41a 33a
V12

Figura 32: Arbol familiar de la variante c.404C>T de RAD51C.
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b) Estudios in silico

= Mutation Taster: Causante de enfermedad por la alteracion en la
funcionalidad de la proteina e incluso se prevé que forme un transcrito
aberrante al producir una alteracion en el sitio donador de “splicing”.
= SIFT: Deletérea
= Programas de prediccidn de splicing: Predicen la pérdida del sitio donador de
splicing con una probabilidad media de -70,7%.
e MaxEnt: -100%
e NNSPLICE:-98,9%
e HSF:-13,3%

c¢) Estudios genotipo-fenotipo

El caso indice de esta familia fue diagnosticada de cancer de mama y ovario. No se
dieron otros casos de cancer de mama, ni de ovario en la familia. Si se observaron casos de
cancer de pancreas en dos mujeres, aunque no se pudo estudiar el genotipo. Dos hijas del
caso indice fueron portadoras de la variante. En la Tabla 24 se expresa el n2 de casos en

funcidn de los portadores y del diagndstico.

Cancer de mama Cancer de ovario
Casos Casos cancer
Ne Casos Edad de j Casos Edad de
ortadores (%) diagnostico cahcer (%) diagnostico mamay
(1) (1]
P bilateral (%) Ovario (%)
3 1(33,3) 67 0(33,3) 1(33,3) 73 1(33,3)

Tabla 24: Estudio genotipo-fenotipo de la variante c.404C>T de RAD51C.
d) Frecuencia en poblacion de control

La variante c.404G>A fue vista en heterocigosis en solo una familia de las 141 en las que
se estudid el gen RAD51C. La variante no se ha encontrado en ningln control sano
utilizado en el estudio, por tanto, la frecuencia en los 150 controles sin antecedentes

personales o familiares de cancer de mama y/o ovario fue de 0%. (Tabla 25).
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Variante Frecuencia Alélica (%)
CASOS CONTROLES SANOS
N=282 N=300
A (%) B (%) MAF A (%) B (%) MAF
c.404G>A 281 (99,6) 1(0,4) 0.003 300 (100) 0 0

Tabla 25: Frecuencia alélica de c.404G>A en poblacién seleccionada (casos indice) y en
controles sanos de la Regidn de Murcia. N: nimero de alelos estudiados. A: Alelo mayoritario.

B: Alelo minoritario. MAF: Frecuencia alélica menor.

3.3.2 Variantes de significado clinico desconocido (UVs) en RAD51C
» €.307T>G (p.Phel03Val)

Este cambio de base en el exén 2 fue una variante de tipo missense que produce un
cambio en la proteina en el aminodacido 103 de fenilalanina a Valina (F103V). Este aa
forma parte del dominio ATPasa de la proteina, dominio altamente conservado en la

escala evolutiva.

Este cambio no esta descrito en ninguna de las bases de datos consultas (HGMD, LOVD

y ClinVar).
a) Descripcion de la familia

En la Figura 33 se representa el arbol familiar en la que se detectd la variante ¢.307T>G
en la familia F598:. El caso indice de la familia (Ill:4) presenté un cancer de mama bilateral
diagnosticado a los 57 afos. En la mama derecha se le diagnosticé un carcinoma ductal
infiltrante GRADO Il (pT1cpNOMO; Triple negativo, Ki67 >60%) y en la mama izquierda un
carcinoma ductal infiltrante grado Il (pT2NOMO; Triple negativo, ki 80%). Se hermana fue
diagnosticada de cancer de mama a los 67 afos, una sobrina de un cancer de mama a los
36, una tia materna fallecida con cancer de mama a los 42 afios y una tia paterna fallecida
con cancer de mama a los 48. La hermana (l11:6) y la sobrina (IV:3) fueron portadoras de la

variante.
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e, S T
12 ¢.307T>G (p. Phe103Val)

I3 14 11

R REVE

1112 111 10 9 .7 I:1 3 114 5 6
85 a CM 48§3a CDI (64Ea CGI (70) 53 a 58a 56 a 85a 90a g90a CM (40)

ﬁ+

n-3 101 4 5 116 s
Ca Vejiga 674 BCM (57,57) CM (66)
734
V3 Iv:4 V5 V-1 v:2 V6
CM (36) 473 453 84 37a 423

Figura 33: Arbol familiar de la variante c.307T>G de RAD51C.
b) Estudios in silico

» Mutation Taster: Causante de enfermedad por la alteracion en la
funcionalidad de la proteina.

= SIFT: Tolerada.

= PolyPhen-2: Probablemente patogénica con un score de 0,993 (0-1).

= A-GVGD: Clase C45.

c¢) Estudios genotipo-fenotipo

En la familia hubieron 3 afectados de cancer de mama, uno de ellos de cancer de mama
bilateral y todos ellos fueron portadores de la variante de estudio con una edad media de
diagnédstico de 53 afios. Un vardn con diagndstico de cancer de vejiga fue portador de la
variante. Otros 3 familiares fueron portadores de la variante, 2 de ellos mujeres, y no

estan afectados (Tabla 26).

Cancer de mama Cancer de ovario
Casos Casos cancer
Ne Casos Edad de ] Casos Edad de
ortadores (%) diagnostico cancer (%) diagnostico mamay
(] (1]
P bilateral (%) Ovario (%)
7 3 (43) 53 1(33,3) 0 - 0

Tabla 26: Estudio genotipo-fenotipo de la variante ¢.307T>G de RAD51C.
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d) Frecuencia en poblacién de control

La variante c.307C>T fue detectada en heterocigosis en una sola familia de las 141 en
las que se analizd el gen RAD51C. También se fue identificada en heterocigosis en un
control sano, obteniendose una frecuencia alélica en controles sanos de un 0,3% (Tabla

27).

Variantes Frecuencia Alélica (%)
CASOS CONTROLES SANOS
N=282 N=300
A (%) B (%) MAF A (%) B (%) MAF

¢.307T>G  280(99,6) 1(0,4)  0.003 299(99,6)  1(0.3) 0,003

Tabla 27: Frecuencia alélica de c.307C>T en poblaciéon seleccionada (casos indice) y en
controles sanos de la Regidon de Murcia. N: nimero de alelos estudiados. A: Alelo mayoritario.

B: Alelo minoritario. MAF: Frecuencia alélica menor.

3.3.3 Variantes codificantes no patogénicas en RAD51C
» ¢.376G>A (p.Alal26Thr)

Este cambio de base en el exdn 2 produce un cambio de aa en la posicién 126 de la
proteina de alanina a treonina. A pesar de estar en un dominio importante de la proteina
(dominio ATPasa), parece que este cambio no afecta a la funcién de la proteina. Esta
descrito en las bases de datos LOVD y HGMD como una variante no patogénica. En la base

de datos dbSNP aparece con rs61758784 y esta catalogada como variante no patogénica.

Esta variante fue observada por primera vez en 2011 y clasificada como UV (160).
Posteriormente fue observada en poblacién francesa y Europea y ya se catalogd como
polimorfismo. En 2014, un estudio realizado sobre poblacién espafiola, también la
clasifico6 como polimorfismo con una frecuencia menor alélica (MAF) de 0,006. La
aplicacién CIBERER obtuvo un MAF de 0,004. En este estudio se detectd esta variante en
dos familias, obteniendo como resultado una MAF similar al resto de la poblacion espafiola

(MAF=0,007).

109



Resultados

» ¢.859 A>G (p.Thr287Ala)

Este cambio de base en el exdn 6 produce un cambio en la sintesis de proteina. El
aminoacido 287 cambia de Treonina a Alanina (T287A). Esta variante esta descrita en la
base de datos HGMD como variante de significado clinico desconocido, en la base de datos
LOVD la describe como probablemente no patogénica y en la base de datos dbSNP

(rs28363317) la describe como una variante no patogénica.

En la bibliografia consultada también se encuentran discrepancias. El grupo de Meindl y
col. analiz6 esta y otras variantes tipo missense o cambio de sentido mediante
inmunofluorescencia, comparando la formacién de focos de proteina RAD51C en células
no modificadas y en células con variantes inducidas en RAD51C. La variante T287A
mostraba una disminucidon de la supervivencia celular, pero una formaciéon normal de
focos de RAD51C. Ademas de estos ensayos funcionales, el andlisis de la frecuencia
poblacional mostré una alta presencia de la variante en la poblacidn, tanto en casos, 15 de
los 1.100 casos seleccionados, como en controles 35 de los 2.912 (35). En otro trabajo
publicado por Lu Wenping y col. en 2011 se identificd esta variante en 6 pacientes en una
cohorte de 192 familias estudiadas. A pesar de la prediccién de pérdida de funcionalidad
por parte de programas bioinformaticos como PolyPhen, se hace referencia al ensayo
funcional de Meindl y col y a su estudio casos-control, concluyendo que esta variante no

aumenta el riesgo a cancer de mama (161).

En cuanto a poblacion espafiola, exiten datos del proyecto 1000Genomas donde se
detectd el alelo “G” en un 3% de la poblacién Ibérica, en la aplicacién CIBERER calcula una
frecuencia menor alélica de un 0,014. En este estudio se encontré esta variante en 3

familias situandonos en un MAF de 0,01.

3.3.4 Variantes no codificantes y no patogénicas en RAD51C
> C.-26C>T

Esta variante se encuentra en el extremo 5’'UTR, la region previa al exén 1 de RAD51C.
Se encuentra descrita en las bases de datos dbSNP (rs12946397), LOVD y en la ClinVar

como no patogénica. Segun los programas in silico no tiene efecto sobre el splicing.
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Es una variante frecuente en poblacién espafiola, en el proyecto 1000Genomas se vio el
alelo “T” con una frecuencia de un 13%. En la plataforma CIBERER se obtuvo un MAF de
0,115. En este estudio se vio esta variante en 32 casos indice, en dos de ellos en

homocigosis con un MAF de 0,12.

> ¢.572-17G>T

Esta variante se encuentra en el intron 2 de RAD51C. Se encuentra descrita en la base
de datos dbSNP (rs193023469), en la LOVD y ClinVar como variante no patogénica. Segun

los programas in silico no tiene efecto sobre el splicing.

En el proyecto 1000Genomas se ha visto el alelo “T” con una frecuencia de un 1%. En la
plataforma CIBERER se muestra un MAF de 0,004. En este estudio se identificd esta

variante en un solo caso indice, obteniendo una frecuencia alélica de 0,0035.

> 1VS6+34T>C

Esta variante génica se localiza en la regién intrénica tras el exdn 6 de RAD51C. Estd
descrita en la base de datos dbSNP (rs28363318) como variante no patogénica. Segun los

programas in silico no tiene efecto sobre el splicing.

En el proyecto 1000Genomas se ha visto el alelo “C” con una frecuencia de un 39%. En
la plataforma CIBERER muestran un MAF de 0,289. En este estudio se detectd esta
variante en 64 casos indice, 21 de ellos en homocigosis, obteniendose una frecuencia

alélica de 0,372.
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3.4 Variantes detectadas en RAD51D

Se identificaron 6 variantes génicas en RAD51D, todas ellas en regiones exdnicas
(representadas en la Figura 34). En funcién de la implicacidn clinica, estas siete variantes
se clasifican como; una variante patogénica, dos variantes de significado clinico
desconocido y 3 variantes no patogénicas. En total, el rendimiento diagndstico de RAD51D
en las familias estudiadas ha sido del 1,3% (1/77). Teniendo en cuenta el fenotipo, la
variante patogénica se detecté en una familia de las 16 clasificadas como CO, el

rendimiento diagndstico del test genético de RAD51D en estas familias fue de un 6,2%.

-

@ Dominio ATPasa  Walker A Walker B
N Linker
HhH motif

% c.413A>G —| l |— c.715C>T
1 2 B 4 5 8 9
|

Figura 34: Estructura del cDNA de RAD51D. En la parte superior las variantes detectadas; Azul:
variante no patogénica; Amarillo: variante de significado clinico desconocido; Rojo: patogénica.
Circulos azules: cada familia en la que se observd esa variante. Circulo morado: cada 5 familias
en las que se detectod esa variante, un circulo morado. En la parte inferior los dominios a los
que codifica esa parte del gen; Gris: motivo de unién al ADN (HhH motif). Verde: region linker.

Naranja: Dominio ATPasa. Morado: Motivo Walker Ay B.

Todas las variantes se encuentran descritas en la base de datos de dbSNP del NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). Dentro de las variantes polimodrficas, la variante

€.234C>T se identificd en 12 casos indice, la c.494A>G en 16 casos, dos de ellos en

homocigosis y por ultimo la c.698A>G solo se detectd en un caso.

La variante c.694C>T estd descrita en la bases de datos HGMD como causante de
enfermedad. Se identificé en una sola familia y todos los portadores de la variante fueron
a su vez portadores de una variante no sinénima en el mismo exén, la ¢.715C>T. Lo que
sugiere que estas dos variantes estén probablemente posicionadas en cis y que estemos

ante un efecto fundador.
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La variante c.413A>G estd descrita en bases de datos consultadas (HGMD, LOVD y
ClinVar) como variante de significado clinico desconocido. En este estudio se detectd en

una familia y clasificada como UV.

Cambio Cambio Descrita Fenotipo MAF Fec Mutation
Exon . » SIFT Clase
nucleétido proteina previamente familiar (n=154)  CIBERER taster

Variantes patogénicas

8 c.694C>T p.Arg232X rs587780104 CcO 0.006 - - VP
Varaintes de significado clinico desconocido

5 c.413A>G p.Asn138Ser  rs201676898 (0] 0.006 - Tolerada Neutral UVs

8 c.715C>T p.Arg239Trp rs770250516 (0] 0.006 - Patogenica Neutral UVs
Variantes no patogénicas

e No sinonimas

6 C.494G>A p.Argl65Gin rs4796033 - 0.129 0.114 Tolerada Neutral VNP
Causante

8  c698A>G  p.Glu233gly 28363284 ; 0.006 0016  Tolerada VNP
enfermedad

e Sindnimas

3 €.234C>T p.Ser78Ser rs9901455 - 0.078 0.074 Tolerada Neutral VNP

Tabla 28: Variantes génicas detectadas en RAD51D. bCM: Cancer de mama bilateral; CM/CO:
Cancer de mama y ovario. VP: Variante patogénica. UVs: Variante de significado clinico

desconocido. VNP: Variante no patogénica.

En la Tabla 28 se describen las caracteristicas de las variantes, posiciéon, cambio a nivel
del ADN codificante y a nivel de la proteina. EIl MAF de cada variante en las familias
estudiadas frente al MAF en la aplicacién CIBERER Spanish Variant Server. En las columnas
de SIFT y Mutation taster se muestran los resultados de estos programas in silico.
Finalmente, la columna de clase muestra como se ha clasificado la variante en funcion de

su implicacion clinica.

En el caso de las variantes de RAD51D, las frecuencias obtenidas en este estudio fueron
diferentes en algunos casos de las obtenidas en el estudio CIBERER. La variante c.694A>G

fue identificada con una frecuencia algo menor que en la poblacién estudiada en CIBERER.
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Con la variante ¢.494G>A ocurrio lo contrario, fue mas frecuente en las familias de este
estudio. Como en el caso de RAD51C, las variantes patogénicas y de significado clinico

desconocido no aparecieron en el estudio CIBERER.

Los estudios in silico estimaron el mismo efecto para la variante UV, c.413A>G. En los
dos programas le predijeron un efecto no patogénico. Para otra variante UV, c.715C>T

existieron discrepancias entre los programas.

En la Tabla 29 se muestra la frecuencia genotipica obtenida tras el andlisis de RAD51D
en los 77 casos clasificados en funcién del fenotipo familiar (entre paréntesis los casos en
homocigosis). Las variantes mas frecuentes en el estudio fueron la c.494G>A, que fue
observada en 18 individuos, dos de ellos homocigotos para esta variante. La segunda
variante mas frecuente fue la c.234C>T, que fue vista en 12 individuos, en ningln caso en

homocigosis.

En la misma tabla se muestran las frecuencias alélicas de cada variante haciendo
referencia al nimero de veces que se identificd ese alelo en todos los individuos
estudiados. Tanto la variante patogénica, c.694C>T, como las variantes de significado
clinico desconocido, c.413A>G y c.715C>T, fueron detectadas en una sola ocasion,

mostrando frecuencias alélicas bajas, 0,6 (1/154).
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Variantes Genotipo Frecuencia alélica (%)
CM/CO S L cMm/co co TOTAL
N=122 N=32 N=154
N6l N=16  N=77 A (%) B (%) A (%) B (%) A (%) B (%)
Varaintes patogénicas
.694C>T 0 1 1 122 (100) 0 31(96,8) 1(3,1) 153 (99,4) 1(0,6)
Variantes de significado clinico desconocido
c.413A>G 1 0 1 121 (99,1) 1(0,9) 32 (100) 0 153 (99,4) 1(0,6)
c.715C>T 0 1 1 121(99,1) 1(0,9) 32 (100) 0 153 (99,4) 1(0,6)
Varaintes no patogéncias
e No sinénimas
c.494G>A 15 (2) 3 18 (2) 105 (86,1) 17 (13,9) 29 (90,6) 3(9,4) 134 (87,1) 20(12,9)
c.698A>G 1 0 1 121(99,1) 1(0,9) 32 (100) 0 153 (99,4) 1(0,6)
e Sinénimas
€.234C>T 8 4 12 114 (93,4) 8 (6,6) 28 (87,5) 4(12,5) 142 (92,2) 12 (7,8)

Tabla 29: Frecuencias de las variantes de RAD51C en los casos analizados. Frecuencia genotipica en funcion del fenotipo familiar (entre paréntesis los

casos en homocigosis). Frecuencia alélica: nUmero de veces que se ha visto el alelo. Entre paréntesis se expresa el porcentaje de n/N, donde n es el

nuimero de veces que se ha visto ese alelo y N es el total de alelos. bCM: Familia con cdncer de mama bilateral; CM/CO: Familia con cdncer de mamay

ovario.CO: Familia con cancer de ovario exclusivamente. A: alelo de mayor frecuencia. B: alelo de menor frecuencia
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3.4.1 Variantes patogénicas en RAD51D
» ¢€.694C>T (p.Arg232X)

Se trata de una variante tipo nonsense en el exén 8 de RAD51D que provoca a nivel de
la proteina un codén de parada prematura en el aminoacido 232 situado a mitad del
dominio ATPasa, que genera una proteina truncada con la pérdida del 30% de la misma.

Esta variante esta descrita en la base de datos HGMD como patogénica.
a) Descripcion de la familia

El caso indice (lI:1) de la familia 137 fue una mujer diagnosticada a los 47 afios de un
cistoadenocarcinoma mucinoso papilar en ambos ovarios estadio IB de la escala FIGO. Su
hermana (Il:2) fue diagnosticada a los 46 afios de cancer de ovario papilar seroso
moderadamente diferenciado y también es portadora de la variante. Su padre (1:1) tuvo un

cancer cerebral a los 59 afios (Figura 35).

RAD51D
¢.694C>T (p.R232X)

-__O ¢.715C>T (UVs)

11
Ca. Cerebral (59)

16 115
CO (46) 454

-7 s

194 124

(A% B V3 V4
13a 9a 4a 6a

Figura 35: Arbol familiar de la variante c.694C>T de RAD51D.
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b) Estudios in silico

= Mutation Taster: Causante de enfermedad por la alteracion en la

funcionalidad de la proteina.

c¢) Estudios genotipo-fenotipo

En la familia existen 2 afectadas de cancer de ovario, y las dos fueron portadoras de la
variante de estudio con una edad de diagndstico de 47 y 46 afios, respectivamente. Otros
3 familiares son portadores de la variante, 2 de ellos mujeres de 36 y 25 afos, que no

estan afectadas (Tabla 30).

Cancer de mama Cancer de ovario
Casos cancer
Ne Casos Edad de Casos cancer Casos Edad de
mama
portadores (%) diagnostico bilateral (%) (%) diagnostico . y
Ovario (%)
5 0 - 0 2 (40) 46 0(0)

Tabla 30: Estudio genotipo-fenotipo de la variante ¢.694C>T de RAD51D.
d) Frecuencia en poblacién de control

La variante ¢.694C>T fue detectada en heterocigosis en una familia de las 77 en las que
se estudid el gen RAD51D. La variante no fue detectada en los 150 controles sanos

analizados (Tabla 31).

Variante Frecuencia Alélica (%)
CASOS CONTROLES SANOS
N=154 N=300
A (%) B (%) MAF A (%) B(%) MAF
c.694C>T 153 (99.4) 1(0.6) 0.006 300 (100) 0 -

Tabla 31: Frecuencia alélica de ¢.694C>T en poblacidén seleccionada (casos indice) y en
controles sanos de la Region de Murcia. N: NUmero de alelos estudiados. A: Alelo mayoritario.

B: Alelo minoritario. MAF: Frecuencia alélica menor.
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3.4.2 \Variantes de significado clinico desconocido en RAD51D
» ¢.413A>G (p.Asn138Ser)

Este cambio es una variante tipo missense en el exéon 5 de RAD51D que provoca un
cambio en la posicién 138 de la proteina de arparagina a serina. Esta descrita en la base
de datos dbSNP (rs201676898) y clasificada como variante de significado clinico

desconocido. No esta descrita en las bases de datos HGMD y LOVD.

Esta variante no ha sido descrita anteriormente en poblacidn espafiola y su frecuencia

en otras poblaciones es muy baja, MAF en 1000Genomas fue de 0,0002.
a) Estudio familiar

En el caso de esta familia, no se pudo recopilar apenas informacion. El caso indice y su

madre fueron diagnosticadas de cancer de ovario.
b) Estudio bioinformatico

=  Mutation Taster: Neutral
= S/FT: Tolerada
= A-GVGD: Clase CO.

c¢) Estudios genotipo-fenotipo

No se pudo realizar el estudio genotipo-fenotipo a la familia por no tener informacion

del resto de los familiares.
d) Frecuencia en poblacién de control

La variante c.413A>G fue detectada en heterocigosis en una familia de las 77 en las que
se analizé el gen RAD51D. La variante fue encontrada en heterocigosis en un control sano,

obteniendose una frecuencia en los 150 controles sanos es del 0,3% (Tabla 32).
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Variante Frecuencia Alélica (%)
CASOS CONTROLES SANOS
N=154 N=300
A (%) B (%) MAF A (%) B (%) MAF

¢.307T>G 153 (99,4) 1(0,6) 0,006 299 (99,6) 1(0,3) 0,003
Tabla 32: Frecuencia alélica de c.413A>G en poblacién seleccionada (casos indice) y en
controles sanos de la Region de Murcia. N: Numero de alelos estudiados. A: Alelo mayoritario.

B: Alelo minoritario. MAF: Frecuencia alélica menor.
» ¢.715C>T (p.Arg239Trp)

La variante c.715C>T de tipo missense se localizada en el exon 8 de RAD51D provoca un
cambio en la posicién 239 de la proteina de arginina a triptéfano. Ha sido descrita en las
bases de datos ClinVar (RCV000166936.1), dbSNP (rs770250516) y en la HGMD como

variante de significado clinico desconocido.
a) Descripcion de la familia

Esta variante es fue identificada en una familia en la que ya se habia detectado una
variante patogénica (F137, c.698C>T). Todos los portadores de la variante c.698C>T fueron

portadores de la variante c.715C>T.
b) Estudio bioinformatico

= Mutation Taster: Causante de enfermedad
= S/FT: Deletérea
= PolyPhen-2: Posiblemente patogénica.

= A-GVGD: CO
c) Estudio bibliografico

Esta variante fue descrita por primera vez en 2012 por Wickramanayake y col. en una
familia con la variante c.698C>T. El caso indice tuvo cdncer de ovario a los 43 vy
antecedentes familiares de cancer de mama a edad postmenopdusica en madre y abuela
materna y cancer de ovario en tia paterna (162). Mds tarde en 2014 en el trabajo
publicado por Gutiérrez-Enriquez y col. se vio la variante ¢.715C>T junto a la variante

patogénica c.698C>T en dos familias distintas(147). En todos los casos los portadores de la
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variante patogénica, eran también portadores de la variante missense ¢.715C>T. El hecho
de que las dos variantes se transmitan siempre juntas es debido a que estan las dos en cis

y por lo tanto no podemos conocer el efecto clinico de ellas por separado.

3.4.3 Variantes no patogénicas en RAD51D
» ¢€.234C>T (p.Ser78Ser)

La variante c.234C>T localizada en el exdn 3 de RAD51D produce un cambio sinénimo
de aminodacido. A pesar del cambio a nivel génico de la base citosina por timina, el
aminoacido para el que codifica el coddn resultante fue serina (S78S). Esta variante esta
descrita en las bases de datos dbSNP (rs9901455) vy ClinVar (RCV000162563.1) como no

patogénica.

La frecuencia observada en poblaciéon Ibérica con el proyecto 1000Genomas fue del 7%
para el alelo “T”. La frecuencia observada en el estudio CIBERER en poblacién espafiola
(MAF=0,074) En la cohorte estudiada se observo esta variante en 12 familias, siempre en

heterocigosis, situdndonose la frecuencia alélica similar a lo publicado, MAF=0,074.
> ¢.494G>A (p.Argl65Gin)

Este cambio de base en el exén 6 de RAD51D produce un cambio en la sintesis de la
proteina. El aminoacido 165 cambia de arginina a glutamina (R165Q). Esta variante ha sido
descrita en las bases de datos dbSNP (rs4796033) y ClinVar (RCV000131069.2) como no

patogénica.

La frecuencia observada en poblacién Ibérica con el proyecto 1000Genomas fue del
13% para el alelo “A”. La frecuencia observada en el estudio CIBERER en poblacion
espafiola fue de 0,114. En este estudio de observo esta variante en 16 familias, en dos de

ellas en homocigosis, situandose el MAF en 0,129.
> C.698A>C (p.Glu233Gly)

La variante c.698A>G localizada en el exén 8 provoca un cambio de aminoacido en la
posicién 233 de la proteina de glutamico a glicina (E233G). Esta variante ha sido descrita
en ClinVar (RCV000203773.1) y en dbSNP (rs28363284) como variante no patogénica. En la

base de datos LOVD aparece como variante de significado clinico desconocido.
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La frecuencia observada en poblacién Ibérica con el proyecto 1000Genomas es de 1%
para el alelo “C”. La frecuencia observada en el estudio CIBERER en poblacién espafiola
fue: MAF=0,016. Solo se observod esta variante en una familiam por lo que la frecuencia

alélica menor de la variante fue del 0,004.
3.5 Grandes Reordenamientos génicos

El estudio de grandes reordenamientos génicos (LGR) mediante la técnica de MLPA
requiere un estado 6ptimo del material genético, dado que muchas de las muestras sobre
las que se ha trabajado son muy antiguas, no fue posible realizar la determinacién sobre
todas las familias seleccionadas para el estudio genético de RAD51C y RAD51D. Dentro de
las posibilidades que ofrecian las muestras, se seleccionaron preferentemente aquellas
familias con fenotipo de CM/CO y CO. Se estudiaron 83 familias, 53 con fenotipo de
CM/CO, 15 con CO y 15 con bCM. En la Tabla 33 se muestra la distribucion tanto de las
familias como de los casos indice en funcidn del tipo de cadncer que presentaban. La
proporcidn de casos indice con cancer de mama fue de un 33,7%, con cancer de mama
bilateral de un 16,9% y con cancer de ovario de un 33,7%. Un 10% de los casos estudiados

estaban afectados de mama y ovario.

LGR de RAD51Cy RAD51D

Fenotipo familiar

n=83 (%)
Ne de familias con bCM 15 (18)
Ne de familias con CO 15 (18)
N¢ de familias con CM/CO 53 (64)
Fenotipo del caso indice
N2 de Cl con CM 28 (33,7)
N2 de Cl con bCM 14 (16,9)
Ne de Cl con CO 28 (33,7)
N2 de Cl con CMO 9(10,8)
N2 de Cl con CMy C. Endometrio 1(1,2)
N2 de Cl con C. Endometrio 1(1,2)
N2 de Cl no afectados 2(2,4)

Tabla 33: Distribucion de las familias y de los casos indices a los que se les ha realizado estudio

de grandes reordenamiento génicos. LGR: Grandes Reordenamientos Génicos. Cl: caso indice.
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CM: cancer de mama. CO: cancer de ovario. CMO: cancer de mama y ovario. bCM: cancer de

mama bilateral.

En ninguna de las muestras analizadas se obtienen grandes reordenamientos génicos,

no se identificéd ninguna amplificacién ni delecion (Figura 36).
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Figura 36: Andlisis de los resultados MLPA. Perfil de picos en una plantilla Excel® mediante la

normalizacién de las areas relativas con respecto a las areas de los controles sanos.
4. Estudios de correlacion genotipo-fenotipo

Se realizé una clasificacién de los casos segun el resultado del test genético (Tabla 34).
De tal manera, que se obtuvieron 108/645 (16,7%) casos indice portadores de alguna
variante patogénica en BRCA1, BRCA2, RAD51C o RAD51D y 537/645 (83,3%) casos en los

gue no se detectd ninguna variante patogénica.

El diagndstico de cancer de mama represento el 43,5% de los casos portadores de
mutacidn, frente al 71,5% que represento en el grupo de no portadoras. Sin embargo,
cuando se trata de cancer de mama bilateral o cancer de mama en el vardn, los
porcentajes fueron mayores en el grupo de los portadores; 17,6% de tumores bilateral y

5,5% de tumores en el vardn, frente a 9,7% y 2% en los no portadores.

La frecuencia de céncer de ovario fue mayor en el grupo con resultados de test
genético positivo, un 9,3% frente a un 5,6% en el grupo con test negativo. De igual
manera, el porcentaje de casos con cancer de mama y ovario o con cancer de mama
bilateral y ovario fue mayor en el grupo de los portadores; 9,3% casos con ovario y 13,9%

casos con cancer de mama y ovario, frente a 5,6% y 2% en los no portadores.
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Portadores No portadores

n=108 (%) n=537 (%)
Cancer de mama 47 (43,5) 384 (71,5)
Cancer bilateral de mama 19 (17,6) 52(9,7)
Cancer de mama en varén 6(5,5) 11(2)
Cancer de ovario 10(9,3) 30 (5,6)
Cancer de mama y ovario 15(13,9) 11(2)
Cancer de mama bilateral y ovario 4(3,7) 1(0,2)
Cancer de mama y endometrio 0(0) 6(1,1)
Cancer de pancreas 0(0) 2(0,4)
No afectado 2(1,9) 29 (5,5)
Desconocido 5(4,6) 11(2)

Tabla 34: Clasificacion de los casos segun el resultado del test genético.

Agrupando los diagndsticos de forma mas general, la afectacidon de la mama supone el
66,7% de los casos con test genético positivo, frente al 84.5% de los casos con test
negativo. Los casos de cancer de ovario tuvieron un mayor peso en el grupo de los
pacientes con test genético positivo, un 9,3% frente a un 5,6% en el grupo de los
negativos. La frecuencia de pacientes con cdncer de mama y ovario fue mayor en el grupo
positivo, un 17,6% frente a 2,2% de los pacientes con test genético negativo. En todos los

grupos se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,001)(Figura 37).

90,0 - 84,5
80,0 -
70,0 -
60,0 -
50,0 -
40,0 -
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20,0 -
10,0 -
0,0 -

M Test positivos

M Test negativos

Frecuencia (%)
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NA ™M co CMO
Tipo del cancer del caso indice

Figura 37: Diagrama de barras que representa la frecuencia de los tipos de cancer de los casos
indice en funcién del resultado del estudio genético. NA: Caso indice no afectado; CM: Cancer

de mama; CO: Cancer de ovario; CMO: Cancer de mama y ovario.
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En la Tabla 35 se muestra la distribucién de casos en funcién del diagndstico y el

resultado genético.

De entre todos los casos con test genético negativo, se clasificaron como BRCAX
aquellas familias que cumplian criterios de alto o moderado riesgo, siendo un total de 476
(88,6%). Las familias con test negativo que no cumplian ningun criterio de riesgo se
clasificaron como casos sin riesgo, 50 (9,3%). Finalmente, 11 (2%) casos con test negativo

no se clasificaron por falta de informacidn en las fuentes consultadas.

El nimero de casos de cancer de mama fue de un 75,3% en el grupo BRCAX, de un
52,2% en el grupo BRCA2 y de un 38,3% en el grupo BRCAI. Sin embargo, los casos con
cancer de mama bilateral fueron mas frecuentes en el grupo de BRCA1, con un 20% de los
positivos en BRCA1 frente a un 15,2% en BRCA2. En el grupo BRCAX los casos de mama
bilateral fueron el 10,7%. Los casos de cancer de mama en el vardn representaron un 13%
de los diagndsticos en el grupo BRCA2, no encontrandose ningun caso BRCA1 positivo y

representando el 2,1% de los casos BRCAX.

Los casos indice diagnosticados de cancer de ovario representaron el 13,3% de los casos
BRCA1 positivos, el 2,2% de los BRCA2 y el 4,4% de los BRCAX. El Unico caso con mutacion
en RAD51D fue diagnosticado de cadncer de ovario. Los casos diagnosticados de cancer de
mama y ovario fueron el 16,7% del grupo BRCA1, el 8,7% del grupo BRCA2, el 100% de los
positivos para RAD51C y el 2,3 de los BRCAX. Sin embargo, cuando se trata de pacientes
diagnosticados de cancer de ovario y cancer de mama bilateral, fue mayor el porcentaje de
en el grupo BRCAZ2 positivo, con un 6,5% de los casos frente a un 1,7% en el grupo BRCA1
positivo. Un solo paciente con este diagndstico forma parte del grupo BRCAX, 0,2%. Los
pacientes con diagndstico de cancer de mama y endometrio no presentaron variantes
génicas patogénicas en los genes estudiados, siendo el 0,6% de los casos BRCAX y el 6% del

grupo sin riesgo.
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Portadores (n=108)

No Portadores (n=537)

BRCA1 BRCA2  RAD5IC  RAD5ID BRCAX Sin riesgo Riesgo
desconocido
60 (100%) 46 (100%)  1(100%) 1(100%) | 476(100%) 50 (100%) 11 (100%)

Cancer de mama 23 (38,3) 24 (52,2) 0 (0) 0 (0) 358 (75,3) 24 (48) 2(18,2)
Cancer bilateral de mama 12 (20) 7 (15,2) 0(0) 0(0) 51 (10,7) 0(0) 1(9,1)
Cancer de mama en varén 0(0) 6 (13) 0(0) 0(0) 10 (2,1) 0(0) 1(9,1)
Cancer de ovario 8(13,3) 1(2,2) 0(0) 1(100) 21 (4,4) 9(18) 0(0)
Cancer de mama y ovario 10 (16,7) 4 (8,7) 1(100) 0 (0) 11 (2,3) 0(0) 0(0)
Canc'er de mama bilateral y 1(1,7) 3(6,5) 0(0) 0(0) 1(0,2) 0(0) 0(0)
ovario
Cancer de mamay
endormetrio 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 3(06) 3(6) 0(0)
Cancer de pancreas 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(0,2) 1(2) 0 (0)
No afectado 1(1,7) 1(2,2) 0(0) 0(0) 16 (3,4) 11 (22) 2 (18,2)
Desconocido 5(8,3) 0(0) 0(0) 0(0) 4(0,8) 2 (4) 5(45,4)

Tabla 35: Casos segun el resultado del estudio genético y el tipo de cdncer del caso indice. BRCAX: Familias con criterios de alto o moderado riesgo con test

genético negativo.
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En la Figura 38 se representd graficamente la distribucion de los casos indice en funcién
del gen BRCA afectado. En el caso de los diagndsticos de cdncer de mama y cancer de
mama y ovario las diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas. Sin
embargo, en el cdncer de ovario si hubo diferencia estadisticamente significativa
(p<0,003), con un 14,8% de los casos BRCA1 positivos frente a un 2,2% de los casos con

mutacion en el gen BRCA2.

90,0 -

82,2

W BRCA1

B BRCAZ2

Frecuencia (%)

cm co cmo
Tipo de cancer del caso indice

Figura 38: Diagrama de barras que representa la frecuencia de los tipos de cancer de los casos

indice portadores de variantes patogénicas en funcion del gen BRCA1 o BRCA2.

A continuacién se describen detalladamente las caracteristicas de los canceres de
mama, ovario y la historia oncoldgica de los familiares en funcion de los grupos BRCAI,
BRCA2 y BRCAX. Un cuarto grupo corresponde a las 150 familias seleccionadas por su
fenotipo para la ampliacién del estudio genético de RAD51C y RAD51D (grupo
Seleccionados). En primer lugar se recogieron los datos clinicos referentes a los casos
indice con cancer de mama (Tabla 36), completando la informacion con las caracteristicas
histolégicas en la Tabla 37 e inmunohistoquimicas en la Tabla 38. Posteriormente se
agruparon los datos clinicos de los casos con cancer de ovario en la Tabla 39 vy las

caracteristicas histolégicas en la tabla 40.
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4.1 Cancer de mama

Se analizaron las caracteristicas clinicas de 525 pacientes con cancer de mama (Tabla
36). De todos ellos, 46 fueron portadores de alguna variante patogénica en BRCA1 y 44 en
BRCA2. Dentro del grupo de los BRCAX, 435 casos indice fueron diagnosticados de cancer
de mama. Entre los casos seleccionados para la ampliacién del estudio genético 113

fueron diagnosticados de cancer de mama.

La media de edad de diagndstico en el grupo de BRCA1 fue de 40,6 (+11,6) afios, 45,7
(¥12,5) afos para BRCA2 y de 42,4 (+10,2) para BRCAX, encontrando diferencias

significativas ente los cancer de mama BRCA+ y los BRCAX.

Los canceres de mama con edades de diagndstico menores pertenecen al grupo BRCA1,
con un 15,5% de ellos diagnosticados antes de los 30 y un 46,6% entre los 30 y los 40 afios.
El grupo con tumores de mama diagnosticados a edades mdas avanzadas fue el de

pacientes Seleccionados con un 30,6% de tumores diagnosticados después de los 50 afios.

4.1.1 Historia familiar

En cuanto a la historia familiar, la mayoria de los casos con cancer de mama
presentaron antecedentes familiares de cancer de mama, en concreto, un 86% en el grupo
BRCA1, un 81% en el grupo BRCA2, un 91,7% en el BRCAX y un 68,5% en el grupo de los
pacientes Seleccionados. Se observaron diferencias significativas ente el grupo de BRCA+y
el grupo BRCAX (p=0,024). Entre el grupo BRCA+ y el grupo de Seleccionados estas

diferencias se acentuaron debido al proceso de seleccion. (p=0,01). (Tabla 36).

La historia familiar de cdncer de ovario estuvo presente en un 38,1% de mujeres con
tumores de mama portadoras de mutaciones en BRCA1, en un 26,2% de los casos BRCA2,
en un 13,6% de los BRCAX y en un 33,3% de los Seleccionados. Se encontrdé una fuerte
asociacion en el grupo BRCA+ y los casos de cancer de mama con antecedentes familiares
de cancer de ovario, con diferencias estadisticamente significativas con el grupo BRCAX. El
riesgo estimado de ser portador de una variante patogénica en los genes BRCA para los

casos de CM con historia familiar de CO, es de 3,98 (I1C95%:2,29-6,91).
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4.1.2 Cancer de mama bilateral

En el grupo BRCA1, el 32,6% de las neoplasias de mama tuvieron afectacidn bilateral,
siendo menor este porcentaje en el grupo BRCA2 con el 22,7% de los CM, en el grupo
BRCAX los canceres de mama bilaterales fueron el 12,2%. En el grupo de Seleccionados el
porcentaje fue del 46%. Se encontraron diferencias significativas ente los grupos genéticos
BRCA+ y el grupo BRCAX (p<0,001). Estimdndose un riesgo tres veces mayor de tener un

diagndstico de cdncer de mama bilateral en el grupo BRCA+ (1C95%: 1,12-3,65).

A la hora de analizar las caracteristicas de los tumores contralaterales se observo en el
grupo BRCA1 que el 80% de ellos fueron de tipo metacrénico presentando la edad de
aparicion del tumor contralateral mas baja de todos los grupos, 48 afios de media. El grupo
BRCA2 tuvo un 70% de los tumores bilaterales metacrénicos, con una edad media de
diagndstico del cancer contralateral de 53,3 afios. Los afios de intervalo de aparicion del
cancer contralateral fueron similares entre los grupos por los que no se encontraron

diferencias significativas (Tabla 36).

4.1.3 Cancer de mama en varon

Seis de los casos de cancer de mama en el vardn fueron portadores de variantes
patogénicas, concretamente en el gen BRCA2, siendo el 13,6% de los tumores de mama en
este grupo. En el grupo BRCA1 no hubo ningln caso indice diagnosticado con esta
patologia y en el grupo BRCAX se incluyeron 10 casos, el 2,3% de los tumores de mama en
este grupo. Se obtuvieron diferencias significativas ente los grupos, estimando que un
varon con cancer de mama tiene 3,04 (IC95%: 1,07-8,58) veces mas riesgo de ser portador

de una variante en BRCA.
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Variable Cate N(%)/Media RR2 RR3
8OMa  ppca1 BRCA2 BRCAX Ss::";f o1 p2 p3
N=46 N=44 N=435 (7%

Media de edad

R 40,6 45,7 42,4 46,5
de diagnéstico

(11,6) (12,5) (10,2) (11,5) 0,969 0,012 0,338

(DS)
7 3 26 3
B0 155 69 (61) (27)
Grupos 040 2 13 182 33
:: edad - (46,6) (30,2) (42,2) (29,7)
e 8 16 149 a1
dagnostt M0 177 373 (43 (37)
9 11 75 34
>50
(202)  (256) (17,4)  (30,6)
:"Stf’f'a si 37 34 397 ‘6 0527 0024 001 046 228
amiliar (86) (81) (91,7) (68,5)
de CM c e 36 3 (0,24-  (1,25-
No 091) 4,16)
(14) (190  (83) (31,5)
Historia . 16 11 59 37 0243 <0,001 0,121 3,98
familiar (38,1) (26,2) (13,6)  (33,3) (2,29-
de CO No 26 31 374 74 6,91)
(61,9) (73,8) (864) (66,7)
o 15 10 53 52 0426 <0,001 0125 2,99
- (32,6) (22,7) (12,2)  (46) (1,74-
No 31 34 382 61 5,14)
67,4) (773) (87.8)  (54)
e 3 3 22 22 0566 0,118 0,104
;‘o Sincronico o0y (30)  (42,3)  (43,1)
CC Metacrénico 12 / 30 29
80)  (70)  (57,7) (56,9)
Edad mediade Dx 48 533 5329 5328
cc (DS) (84) (145) (91) (sgs I3 0356 0276
Anos intervalo de 6,3 6,1 5,41 5,41
cc (Ds) 56) (56 (67 (67) 2% 021105
veM . 0 6 10 0 0,01 0028 0,003 3,04 1,06
©)  (13,6)  (2.3) (0) (1,07- (1,01-
No 46 38 423 113 8,58) 1,11)

(100)  (86,4) (97,7)  (100)

Tabla 36: Caracteristicas clinicas de los pacientes con cancer de mama segun los grupos BRCA1, BRCA2,
BRCAX y el grupo de pacientes seleccionados para la ampliacion de estudio genético. CM: Cancer de
mama; CO: Cancer de ovario; bCM: Cancer de mama bilateral; CC: Cancer contralateral; vCM; Cancer
de mama en el varén. P1: Grupo BRCA1 versus grupo BRCA2; P2: Grupo BRCA1/BRCA2 versus BRCAX;
P3: Grupo BRCA1/BRCA2 versus Seleccionados; RR2: Riesgo Relativo Grupo BRCAI1/BRCA2 versus
BRCAX. RR3: Riesgo Relativo Grupo BRCA1/BRCA2 versus Seleccionados. DS: Desviacion estandar.

*Se estimaron los riesgos relativos ente las variables categdricas que fueron significativas (p<0,05).
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4.1.4 Caracteristicas histoldgicas e inmunohistoquimicas

Para el estudio de las caracteristicas histoldgicas e inmunohistoquimicas de los tumores
de mama, se consideraron los canceres contralaterales de las mujeres con cancer de
mama bilateral como entidades independientes. Se contemplaron datos de 603 neoplasias
de mama ya que, ademas de los 525 pacientes con cancer de mama, se incluyeron 78
canceres contralaterales de los 78 pacientes con cancer de mama bilateral (71 mujeres con
cancer de mama bilateral, 5 con cancer de mama bilateral y cdncer de ovario, una con
cancer de mama bilateral y cdncer de endometrio y un varén con cdncer de mama

bilateral).

En la tabla 37 se reflejan las caracteristicas histopatolégicas mostrando un alto
porcentaje de carcinomas de tipo ductal en todos los grupos de estudio sin encontrarse
diferencias estadisticamente significativa. Los carcinomas medulares fueron un 14,3% en
el grupo BRCA1 y los carcinomas lobulillares un 9,8% en el grupo BRCAZ2. Las histologias
mas dispares se localizaron exclusivamente en el grupo de los BRCAX, con un caso de

carcinoma filoides, un carcinoma tipo coloide y un carcinoma papilar.

En cuanto al tamafio del tumor primario, el 48,4% de todos los tumores se clasificaron
como pTO-pTl, el 42,3% como pT2 y el 9,3% como pT3-pT4. No hubo diferencias
significativas entre los distintos grupos. El 47% de todos los tumores no presentd
afectacion de los ganglios linfaticos, el 36,7% presentd una afectacién de ganglios pN1y el
16,3% la presentd en un estadio pN2-pN3. Tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los distintos grupos. El estadio clinico que presentd el 28,8% de las
neoplasias estuvo comprendido entre la clase 0 y I. El 31,2% presentd estadio Il y el 40%

estuvo entre el estadio IlI-IV.
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Variable Categoria
Todos  ppcA1  BRCA2 BRCAx Soiecco .
CcM N (%) N (%) N (%) nados P1 P2 P3 RR2
N (%) N (%)
Histologia 0,007 0,676 0,214
Carcinoma 394 36 37 321 73
ductal (87,3) (85,7) (90,2) (87,3) (83,9)
Carcinoma 19 6 0 13 3
medular (4,3) (14,3) (0) (3,5) (3,5)
Carcinoma 31 0 4 27 10
lobulillar (6,9) (0) (9,8) (7,3) (11,5)
Carcinoma 4 0 0 4 0
mucinoso (0,8) (0) (0) (2,2) (0)
Otros 3 0 0 3 1
(0,7) (0) (0) (0,8) (1,1)
Tumor primario (pT) 0,131 0,768 0,778
119 16 13 90 23
PTO-T1 (48,4)  (51,6) (50)  (47,6)  (57,5)
pT2 104 11 13 80 14
(42,3) (35,5) (50) (42,3) (35)
23 4 0 19 3
PT3-T4 93 (129 (0  (101) (7,5
Ganglios linfaticos regionales (pN) 0,769 0,595 0,958
pNO 118 17 11 90 21
(47) (53,1) (44) (46,4) (51,2)
pN1 92 9 9 74 13
(36,7) (28,1) (36) (38,1) (31,7)
pN2-N3 41 6 5 30 7
(16,3) (18,8) (20) (15,5) (17,1)
Estadio Clinico 0,869 0,649 0,335
0-1 69 8 6 55 16
(28,8) (25,8) (26,1) (29,5) (42)
| 75 12 7 56 11
(31,2) (38,7) (30,4) (29,9) (28,2)
Hi-1v 96 11 10 76 12
(40) (35,5) (43,5) (40,6) (30,8)

Tabla 37: Caracteristicas histoldgicas de los canceres de mama segun los grupos BRCA1, BRCA2, BRCAX y
el grupo de pacientes seleccionados para la ampliacién de estudio genético. P1: Grupo BRCA1 versus grupo
BRCA2; P2: Grupo BRCA1/BRCA2 versus BRCAX; P3: Grupo BRCA1/BRCA2 versus Seleccionados; RR2: Riesgo
Relativo Grupo BRCA1/BRCA2 versus BRCAX. RR3: Riesgo Relativo Grupo BRCA1/BRCA2 versus

Seleccionados.

*Se estimaron los riesgos relativos ente las variables categdricas que fueron significativas (p<0,05)
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Los datos de los receptores inmuhistoquimicos (Tabla 38) mostraron una fuerte
asociaciéon ente los RE negativos y BRCAI (p<0,001). El 66,6% de los tumores BRCA1
positivos no expresaron receptores estrogénicos frente al 19,5% de los BRCA2 o al 22,2%

de los BRCAX.

El 80% de todos los tumores no expresaron receptores HER2. En el grupo BRCAIL, el
8,1% de los tumores si expresaron HER2, en el grupo BRCA2 lo expresaron el 13,3%, en el
grupo BRCAX lo expresaron 22,1% y en los Seleccionados el 23,1%. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p=0,034) en la expresion de HER2 entre las

neoplasias BRCA+ y las BRCAX.

Estas diferencias en la expresién de receptores se traducen en diferencias significativas
entre los grupos genotipicos en cuanto al subtipo molecular se refiere. La alta proporcion
de RE negativos, explica que sea poco comun el subtipo molecular Luminal A en el grupo
de BRCA1, con tan solo el 22,6% de las neoplasias frente al 70% y 62,4% de BRCA2 y BRCAX
respectivamente. Existe una fuerte asociacidn entre en los cdnceres triples negativos y las
mutaciones en BRCA1 (p<0.001), con un riesgo relativo de 14,73 (IC95%: 4,37-49,67).
Incuso, se observo esta asociacion ente BRCA+ y BRCAX (p<0.001). Estimandose que una
mujer con cancer de mama triple negativo tiene 4,29 veces (1C95%: 2,46-7,47) mas riesgo

de ser portadora de una mutacién en BRCA (Tabla 38).

Los subtipos Luminal B y HER2 fueron poco frecuentes, con un 14,6% y un 6,6% de los
tumores, respectivamente. Siendo el grupo con mayor tasa de luminal B el BRCAX con un
16,3% de los casos. El grupo con mayor tasa de tumores de subtipo HER2 fue el BRCA2 con

un 6,6% de los casos. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas.
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Variable Categoria
Todo Seleccio
sCM Bl\? 5,2)1 B:I?;z) BI\T ::Q)X nados P1 P2 P3 RR1* RR2*
N (%) N (%)
0,12 0,37
RE <0,001 <0,001 0,009 (0,44- (0,22-
0,33) 0,61)
Negativos 116 28 8 80 20
(26,2) (66,6) (19,5) (22,2) (24,1)
Positivos 327 14 33 280 63
(73,8) (33,3) (80,5) (77,8) (75,9)
0,42
HER2 0,487 0,034 0,052 (0,18-
0,95)
. 292 34 26 232 50
Negativos o0, (919) (867) (77.9)  (76.9)
Positivos 3 3 4 66 15
(20) (8,1) (13,3) (22,1) (23,1)
0,1 0,43
Luminal A <0,001 0,02 0,036 (0,03- (0,25-
0,31)  0,74)
i 212 7 21 184 39
' (58,6) (22,6) (70)  (62,4) (60)
No 150 24 9 111 26
(41,4) (77,4) (30) (37,6) (40)
Luminal B 0,477 0,073 0,096
Si 53 2 3 48 11
(14,6) (5,4) (10) (16,3) (16,9)
N 309 35 27 247 54
°o (85,4) (94,6) (90) (83,7) (83,1)
HER2+ 0,828 0,805 0,728
si 24 2 2 20 3
' 6,6) (54)  (66) (0,7) (4,6)
N 338 35 28 275 62
o (93,4) (94,5) (93,4) (99,3) (95,4)
14,73 4,29
Triple Negativo <0,001 <0,001 <0,001 (4,37- (2,46-
49,67) 7,47)
s 73 26 4 43 12
! (20,2) (70,3) (13,3) (14,6) (18,8)
No 289 11 26 252 53
(79,8) (29,7) (86,7) (85,4) (81,2)

Tabla 38: Caracteristicas inmunohistoquimicas de los canceres de mama segun los grupos BRCAI,

BRCA2, BRCAX y el grupo de pacientes seleccionados para la ampliacion de estudio genético. P1: Grupo
BRCA1 versus grupo BRCA2; P2: Grupo BRCA1/BRCA2 versus BRCAX; P3: Grupo BRCA1/BRCA2 versus
Seleccionados; RR1: Riesgo Relativo Grupo BRCA1 versus BRCA2; RR2: Riesgo Relativo Grupo BRCA1/BRCA2
versus BRCAX. RR3: Riesgo Relativo Grupo BRCA1/BRCA2 versus Seleccionados.

*Se estimaron los riesgos relativos ente las variables categédricas que fueron significativas (p<0,05)
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4.2 Cancer de ovario

Se realizé un estudio exhaustivo de 71 casos con cancer de ovario de los cuales solo 62
estaban clasificados en los grupos BRCA1, BRCA2 o BRCAX. Esto es debido a que la
seleccion para la ampliacidon de estudio genético de RAD51C o RAD51D no se realizd en
funcién de los criterios de riesgo sino en funcién al fenotipo familiar, incluyendo en el
estudio 9 casos indice con cancer de ovario que no son incluidos en el grupo BRCAX por no

cumplir criterios de alto o moderado riesgo.

La edad media de diagndstico fue de 54,2 (+11,3) afios para los pacientes del grupo
BRCA1, de 53,9 (£12,6) para los pacientes del grupo BRCA2 y 51 (+14,6) afios para el grupo
BRCAX. La edad media de los cancer de ovario en el grupo de pacientes seleccionados fue
la mas baja con 48,4 (+15,5) afos. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre

ninguno de los grupos (Tabla 39).

4.2.1 Historia Familiar

El porcentaje de casos con céncer de ovario y antecedentes familiares de cancer de
mama en el grupo BRCA1 fue de un 70,6%, en el grupo BRCA2 de un 85,7%, en el grupo
BRCAX de un 54,3% y en el grupo de Seleccionados de un 47,7%. Se vieron diferencias
significativas ente los pacientes con cancer de ovario BRCA+ y los pacientes del grupo de
seleccionados (p=0,04), estimando un riesgo relativo de un 0,322 (IC95%: 0,107-0,971)
(Tabla 39).

En los casos de cancer de ovario con antecedentes familiares de la misma patologia se
observd una tendencia a pertenecer al grupo de BRCA+. El 94,1% de los casos de cadncer de
ovario con mutaciones en BRCA1 tuvieron antecedentes familiares de la misma patologia.
En el grupo BRCAZ2 se obtuvo un 74,4% de los casos en esta situacion y en el grupo BRCAX
la mima proporcion, un 74,4%. En el grupo de pacientes Seleccionados el 75% de los casos
de cancer de ovario tuvo historia familiar. Se observaron diferencias significtavias entre
entre el grupo de BRCA1 y el grupo de BRCA2 cuando se trata de casos con cancer de
ovario y familiares con cancer de ovario (p=0,025), estimando que un caso indice con
cancer de ovario y con historia familiar de cancer de ovario tiene 4,2 veces (IC95%: 1,954-

9,027) mas riesgo de ser BRCA1 que BRCA2 (Tabla 39).
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Categoria
Variable Seleccio
LTS nados P1 P2 P3 RR1 RR3
N=18 N=9 N=35
N=44
Media de edad de 54,2 53,9 51 48,4
diagnéstico €O (DS) (11,3) (12,6) (14,6) (1553 807 0179 0168
0,322
12 6 19 21 !
Historia Si 0,394 0,132 0,04 (0,107-
familiar (70,6) (85,7) (54,3) (47,7) 0,071)
de CM No 5 1 16 23
(29,4) (14,3) (45,7) (52,3)
16 5 25 33 4,2
Historia Si 0,025 0,068 0,109 (1,954
familiar (94,2)  (74,4) (74,4) (75) -9,027
de CO No 1 2 10 11
(59) (28,6) (28,6) (25)
0,280
10 6 14 14 !
Si 0,132 0,089 0,014 (0,099-
CMO (55,6) (85,7) (40) (31,8) 0,794)
No 8 1 21 30
(44,4) (14,3) (60) (38,2)
Anos intervalos 22 7,38 7,17 8,86 8,86
céncer (10,3) (605) (7.6)  (76) 897 0679 0679
, 3 4 7 7
Primero Si (30) (66,7)  (50) s0) o9 0705 0,705
caso CO No 7 2 7 7
(70) (33,3) (50) (50)

Tabla 39: Caracteristicas clinicas de los pacientes cancer de ovario segun los grupos BRCA1, BRCA2,

BRCAX y los seleccionados para la ampliacién del estudio genético. CM: Cancer de mama; CO: Cancer de

ovario; CMO: Céncer de mama y ovario; P1: Grupo BRCAI versus grupo BRCA2; P2: Grupo BRCA1/BRCA2

versus BRCAX; P3: Grupo BRCA1/BRCA2 versus Seleccionados; RR2: Riesgo Relativo Grupo BRCA1/BRCA2

versus BRCAX. RR3: Riesgo Relativo Grupo BRCA1/BRCA2 versus Seleccionados; DS: Desviacion estandar.

*Se estimaron los riesgos relativos ente las variables categdricas que fueron significativas (p<0,05).
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4.2.1 Cancer de mamay ovario

La prevalencia de coafectacién de cancer de mama y ovario fue mayor en el grupo de
BRCA2 con respecto al grupo BRCA1 (85,7% en BRCA2 frente al 55,6% de los casos de
BRCA1). Teniendo en cuenta que el numero de familias BRCA1 fue mayor que las BRCA2, la
frecuencia de casos positivos diagnosticados con cdncer de mama y ovario fue similar en
ambos grupos, incluso un poco mayor en el grupo de BRCA1 (15,6% en BRCA2 frente a

20,4% en BRCA1) (Tabla 39).

Los afios de intervalo entre ambas neoplasias fueron de una media de 7,38 en el grupo
BRCA1, de 7,17 en el grupo BRCA2 y de 8,86 en el grupo BRCAX. En el grupo BRCA2
destacd que el 66,7% de los pacientes diagnosticados de las dos neoplasias tuvo primero el
tumor de ovario. En el grupo BRCA1 el 30% tuvo primero el cadncer de ovario y en el grupo

BRCAX el 50%. No se encontraron diferencias significativas.
4.2.2 Caracteristicas histoldgicas

El 48,65% de todos los canceres de ovario fueron de tipo seroso, el 24,4% de tipo
mucinoso, el 13,5% endometroide, el 8% de células clara, el 2,7% mulleriano y el 2,7%
transicional. En el grupo de BRCA1 el porcentaje de carcinomas serosos aumenté hasta el
77,8% y en BRCA2 hasta un 66,6% (Tabla 40). Se encontraron diferencias significativas

entre el grupo BRCA1 y el grupo de Seleccionados (p<0,026).

Los estadios de la escala FIGO se agruparon en dos subgrupos, el primero de ellos
englobd los estadios | y 11, y el segundo los estadios Il y IV. El 61,1% de todas las neoplasias
de ovario pertenecieron al segundo subgrupo, fueron tumores de alto grado. El 80% de los
tumores BRCAI se clasificé entre los estadios Il y IV, asi como el 100% de los tumores
BRCA2 y el 53,5% de los tumores BRCAX. Las diferencias encontradas no fueron

significativas estadisticamente.
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Variable Categoria N(%)
TodosCO BRCA1 BRCA2 BRCAX S::;c;'; o1 oo o3
0, 0, 0, 0,
N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
Histologia 0,206 0,051 0,026
Seroso 18 7 2 9 9
(48,6) (77,8) (66,6) (36) (36)
Mucinoso 9 0 0 9 v
(24,4) (0) (0) (36) (36)
. 5 0 1 4 4
Endometroide (13,5) (0) (33,4) (16) (16)
Células claras 3 0 0 3 3
(8,1) (0) (0) (12) (12)
Mulleriano ! . 0 0 0
(2,7) (11,1) (0) (0) (0)
Transicional ! . 0 0 0
(2,7) (11,1) (0) (0) (0)
Estadio (FIGO) 0,408 0,115 0,083
-1l 14 1 0 10 13
(38,9) (20) (0) (43,5) (46,4)
-1V 22 4 3 13 15
(61,1) (80) (100) (53,5) (53,6)

Tabla 40: Caracteristicas histoldgicas de los canceres de ovario segun los grupos BRCA1, BRCA2,
BRCAX y los seleccionados para la ampliacion del estudio genético. CM: Cancer de mama; CO: Cancer
de ovario; CMO: Cancer de mama y ovario; P1: Grupo BRCA1 versus gurpo BRCA2; P2: Grupo
BRCA1/BRCA2 versus BRCAX; P3: Grupo BRCA1/BRCA2 versus Seleccionados; RR2: Riesgo Relativo
Grupo BRCA1/BRCA2 versus BRCAX. RR3: Riesgo Relativo Grupo BRCA1/BRCA2 versus Seleccionados.

4.3 Tipos de cancer de los antecedentes familiares de los casos indice

En la Tabla 41 se analizaron los tipos de cancer (distintos al cancer de mama)
observados en las familias de los casos indice segln los grupos BRCA+, BRCAX, o los
Seleccionados. Se observé una mayor frecuencia de casos de cancer de ovario en
familiares de los casos BRCA1/2 positivos (33,9% frente a 14,9%), aunque la mayor
proporcién de familiares con cancer de ovario se sitla en el grupo de los seleccionados
para ampliacién de estudio genético (48%). El 11,3% de los casos en BRCA+ tuvo

antecedentes de cancer gastrico, frente al 4,2% en BRCAX y un 6,6% en los seleccionados.
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Se encontraron antecedentes de céncer de pdancreas en el 8,2% de los casos en BRCA+

frente al 7,5% en BRCAX y un 8,6% en los seleccionados.

El cdncer colorrectal estuvo muy presente en el grupo de los seleccionados para la
ampliacidon del estudio (11,5% de los casos en BRCA+ frente a 12,6% en BRCAX y un 17,3%

en los seleccionados).

Casos indice N2 de casos
Otros tipos  con historia ’N‘-’.de casos ’N‘-’.de casos indice
de cancer familiar  ndice BRCA+ indice BRCAX o\ o c1onADOS
. n=106 n=476
familiares n=582 N (%) N (%) n=150
N (%) N (%)
Cancer de 36 (33,9)
ovario 107 (18,3) BRCA1: 24 71 (14,9) 72 (48,0)
BRCA2: 12
. 9 (8,5)
ﬁ:::;rt:e 65 (11,2) BRCAI: 6 56 (11,8) 16 (10,6)
BRCA2: 3
. 6 (5,6)
§::zf;£e 26 (4,5) BRCA1: 3 20 (4,2) 10 (6,6)
BRCA2: 3
Cancer 12200,
e 48 (8,2) BRCA1:7 36 (7,5) 13 (8,6)
BRCA2: 5
) 11(10,4)
Ezrr;‘:,:nde 73 (12,5) BRCA1:3 62 (13) 18 (12)
BRCA2:8
Cancer 75}
e 67 (11,5) BRCA1:5 60 (12,6) 26 (17,3)
BRCA2: 2
Cancer 3(2,8)
hepético 12 (2,1) BRCA1:2 9 (1,9) 0(0)
BRCA2:1
Cancer de 7 (6,6)
cabezay 38 (6,5) BRCA1:3 31 (6,5) 9 (6)
cuello BRCA2:4
Cancer 3(28)
cerebral 19 (3,3) BRCA1:1 16 (3,4) 5(3,3)
BRCA2:2
Otros tipos 10(9,4)
. 107 (18,4) BRCA1:4 97 (20,4) 32 (21,3)
BRCA2:6

Tabla 41: Frecuencias de tipos de canceres distintos al cancer de mama observados en las
familias de los casos indices pertenecientes, segun el grupo de los casos BRCA1/2 positivos,

BRCAX y las familias seleccionadas.
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1. Rendimiento diagndstico del test BRCA.

Entre un 5-10% de los casos de cancer de mama se consideran de tipo hereditario y
atribuibles a mutaciones heredadas en genes de susceptibilidad. Los dos principales genes
conocidos de susceptibilidad y alta penetrancia en el sindrome de cancer de mama y
ovario hereditario (SCMOH) son BRCA1 y BRCA2, aunque solo explican alrededor de un 20-
25% de este tipo de canceres (145,163).

En relacidon a estos datos, la tasa de deteccién de variantes patogénicas en BRCA
obtenida en este estudio fue de 16,5% (106/645). Sin embargo, esta tasa es menor en
comparacion con otros estudios poblacionales (164—-166), situaciéon que podria explicarse
por los 53 pacientes (8,2%) que no cumplian los criterios de alto o moderado riego
establecidos por el grupo de trabajo de consejo genético en cdncer de mama y ovario
hereditario. El largo periodo en el que se empezd el estudio (practicamente 8 afos), y que
ha implicado cambios en los criterios clinicos de seleccién, o bien, los criterios de
clasificacién empleados en este estudio (donde pueden haber intervenido otros factores
no controlados), quiza haya influido en este hallazgo. Ademas se ha de afadir la limitacion
que ha supuesto no poder clasificar 16 casos (2,5%) por tener una informacién incompleta
de los casos indice o de sus familiares. Si se considera la tasa de BRCA+ seleccionando solo
los pacientes que cumplen los criterios de moderado o alto riesgo, el rendimiento
diagnédstico del test BRCA se situaria en un 17% (98/574). Estos resultados son mas
acordes con lo que existe en la bibliografia, aunque de esta manera 8 casos positivos no

habrian sido detectados (Figura 29, pagina 94).

Recientemente, la SEOM ha publicado una nueva guia clinica sobre sindrome de cancer
de mama y ovario hereditario (167). En este trabajo, entre otras novedades, destacan las
nuevas recomendaciones sobre criterios de seleccidon para la realizacidon de test genético a
familias con riesgo incrementado de cadncer de mama y ovario hereditario (Tabla 42). En
estas nuevas recomendaciones encontramos importantes variaciones como la
desaparicién de las distintas categorias de riego (moderado o alto) remplazadas por una
unico nivel de riesgo; la desaparicidn de la restricciéon a familiares de primer y segundo
grado por alusiones a individuos de la misma rama familiar; o la incorporacion de la

histologia e inmunohistoquimica de los tumores del caso indice como caracteristica a
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tener en cuenta (como los tumores de ovario epiteliales de alto grado o los tumores de

mama triple negativo).

Independientemente de la historia familiar

e Diagnoéstico sincrénico o metacrénico de cancer de mama y ovario mismo individuo.

e Un caso de cancer de mama menor o igual a 35 afios (0 menor o igual a 40 afios en

caso de familia no informativa®).

e Un caso de cancer de mama bilateral (primer diagndstico menos o igual a 40 afios).

e Caso de cancer de mama triple negativo menor o igual a los 50 aios.

e Un caso de cancer de ovario epitelial de alto grado no mucinoso (o tubo de Falopio o

cancer peritoneal primario)

Dos o méas familiares® cumplen alguno de los siguientes criterios

e Un caso de cancer de mama bilateral mas un caso de cancer de mama menor o igual

a 50 afos.

e Un cancer de mama en el varén.
e Un caso de cancer de mama y uno de cancer de ovario.
e Dos casos de cancer de mama diagnosticados antes de los 50 afios.

e Tres o mas familiares con cancer de mama y/o ovario b

Tres o mas familiares con cancer de mama y cancer de ovario.

e Tres 0 mas cancer de mama y/o ovario.

Tabla 42. Criterios de seleccidon de pacientes para el test genético recomendados por la
SEOM a partir de la guia clinica de 2015.
® familia no informativa es aquella con menos de dos mujeres que han vivido hasta la edad de
45 afios o mas por cada lado familiar.

b . .
En la misma rama familiar.

En base a estos nuevos criterios se han reclasificado las familias del estudio obteniendo
un 79.4% (512/645) de coincidencia entre criterios y un 20.6% (133/645) de discrepancias.
En total, 474 familias cumplirian los nuevos criterios de seleccién para el estudio genético

y 152 no (Figura 39).
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20
74
Criterios
2014
H AR
MR
m SR

s
e

SI NO

Criterios 2015

Figura 39: Comparacion de las clasificacion de las familias con los criterios utilizados por la
unidad de consejo genético basados en los criterios de la SEOM de 2014 (AR, MR, SR) y los
nuevos criterios propuesto por la SEOM en 2015 (Si: Familias que si cumplen criterios de riesgo

o NO: Familias que no cumplen criterios de riesgo).

Llama la atencién que 20 familias que no cumplian estrictamente los criterios de
seleccidn utilizados en el estudio si cumplen las nuevas directices de la SEOM y pasarian a
ser incluidas en el grupo de riesgo incrementado. En concreto, cuatro de estos casos son
cancer de mama tripe negativo y seis de ellos cancer de ovario de alto grado. Los otros
siete casos son familias con tres o mas casos de cancer en la familia pero no en familiares
de primer o segundo grado. Entre estas 20 familias, 3 de ellas son BRCA+ y en estos casos

todos los casos indice tenia un cancer de ovario de alto grado.

De la misma manera, si se considera la tasa de BRCA+ seleccionando los pacientes en
funcién de las nuevas recomendaciones, se obtiene un rendimiento diagndstico del test
BRCA del 20% (97/483), con la pérdida de deteccién de 9 familias portadoras de

mutaciones en BRCA. Segun los resultados observados, los nuevos criterios propuestos por
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la SEOM son mas sensibles que los empleados por la unidad de consejo genético. Son mas
estrictos a la hora de inclusion en el grupo de riesgo incrementado porque incluyen menos
pacientes para la realizacion del estudio genético y mejoran la capacidad de seleccion de

los pacientes ya que aumentan la tasa de deteccidn en los pacientes seleccionados.

Grupos
de
riesgo
l v v
Tasa de 106/645 102/499 97/483
casos 16,5 % 20,4 % 20,1%
BRCA +

Figura 40: Tasas de casos BRCA+ de este estudio segun los nuevos criterios clinicos de
riesgo incrementado de la SEOM. SI: Familias que si cumplen los criterios; NO: Familias que no

cumplen ninguno de los nuevos criterios propuestos por la SEOM; Desc. Riesgo desconocido.
1.1 Rendimiento diagndstico del test genético segun criterios clinicos.

En este apartado se analizaron los criterios clinicos de manera independiente, con el
objetivo de valorar el rendimiento del test genético BRCA en funcion de cada criterio en

concreto.

En general, los criterios de alto riesgo utilizados en este estudio tuvieron un
rendimiento diagndstico mayor del 20%, siendo los criterios con mejores rendimientos el
cancer de mama y ovario en el mismo individuo (CMO) (con un 50% de positivos) y el
cancer de mama bilateral con al menos una de las neoplasias diagnosticada a edad menor

de los 40 afios (bCM<40)(con un 48% de positivos). En contraposicion, los criterios que
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tuvieron rendimientos mas bajos fueron los casos de cancer de mama a edad menor o
igual de 40 (CM<40) (con un 13% de los positivos) o las familias en las que habia dos casos
de cancer de mama menos o igual de los 50 afios (2CM<50) (con un 9%)(Figura 41). Sin
embargo, y como era de esperar, los criterios de moderado riesgo tuvieron peores
rendimientos. En concreto, en los casos seleccionados con edades de diagnostico de
cancer de mama entre los 41 y los 50 afios (CM 41-50) se obtuvo un rendimiento del 9%.
En las familias seleccionadas con dos casos de cancer de mama ente los 51 y los 59 afos

(2CM 51-59), la tasa de positivos fue del 10% (Figura 42).

250 Criterios de alto riesgo
W N2 Familias M Rto diagndstico %
200
(7]
©
=50
S
©
400
°Z' 50%
48% 43% o o
50 20% 21%  |20% 9% |25% |10%
0

CM<40 CMO bCM<40 vCM<65 2CO CM+CO vCM+ 2CM<50 bCM+ 3CM/CO
CMuCO CM (<40)

Figura 41: Diagrama de barras que expresa el rendimiento diagndstico en funcién de los
criterios de inclusidn de alto riesgo. Barra verde: N2 de familias selecciondas con ese criterio.
Barra roja: Rendimiento del test BRCA en esas familias. CM: Cancer de mama; CMO: Cancer de

mama y ovario; CO: Cancer de ovario; bCM: Cancer de mama bilateral. vCM: Cancer de mama

en el varon.

Criterios de moderado riesgo

100 - M N2 Familias M Rto didgnostico %
(7]
= . 17%
£ 50 - o 10% 29%
©
L
2 0 -

CM 41-50 2CM 51-59 bCM>40 vCM>65

Figura 42: Diagrama de barras que expresa el rendimiento diagndstico en funcién de los
criterios de inclusién de moderado riesgo. Barra verde: N2 de familias selecciondas con ese

criterio. Barra roja: Rendimiento del test BRCA en esas familias. CM: Cancer de mama; bCM:

Cancer de mama bilateral. vCM: Cancer de mama en el vardn.
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En la Figura 43 se representa el rendimiento de los nuevos criterios propuestos por la
SEOM donde destacan los criterios basados en la histologia o inmunohistoquimica del
tumor. El criterio que selecciona los tumores diagnosticados a edades avanzadas con
receptores hormonales negativos (CMTN<50) obtuvo una tasa de deteccién de un 16%. El
cancer de ovario de alto grado sin antecedentes familiares destacados (COHG) obtuvo un
rendimiento diagnostico de un 29%. De nuevo, los criterios con mejores rendimientos
fueron el cancer de mama y ovario en el mismo individuo (CMO) y el cancer de mama
bilateral a edades menores de 40 afios (bCM<40). Con un 11%, el criterio con el
rendimiento diagnostico mds bajo fue aquel en el que se incluian familias con tres o mas

casos de cancer de mama y/o ovario en la misma rama familiar (3 CM o CO) (Figura 43).

Criterios SEOM 2015

W N2 Familias M Rto. Diagndstico %

80 -

50% 48%

(o))
o
1

36%

N2 Familias
D
o

16% 16%

20% 15%

N
o
1

o
|

CM<35 CMTN<50 CMO bCM(<40) COHG bCM + vCiM CM+CO 2CM<50 3CMo
CM<50 co

11%

Figura 43: Rendimiento diagndstico en funcién de los criterios de riesgo incrementado

propuestos por la SEOM a finales de 2015. CM: Cancer de mama; CMO: Cancer de mama y ovario;

CO: Cancer de ovario; bCM: Cancer de mama bilateral. vCM: Cancer de mama en el varén.

2. Prevalencia mutacional de RAD51Cy RAD51D

Para la clasificacién de las variantes detectadas en los genes RAD51C y RAD51D se
aplicaron una serie de criterios bibliograficos, de cosegregacién con la enfermedad y de

frecuencia alélica (Figura 25. Capitulo de material y métodos, pagina 77).

En los 141 casos indice estudiados para RAD51Cy en los 77 para RAD51D, se detectaron
13 variantes distintas: 2 patogénicas (15,4%), 3 UVs (23%) y 8 no patogénicas (61,6%). En
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el 0,7% (1/141) de los casos estudiados se observd una variante patogénica en RAD51Cy

en RAD51D la prevalencia mutacional fue de 1,2% (1/77).
2.1 Prevalencia mutacional de RAD51C

Estudios similares a esta memoria obtuvieron resultados dispares, con un rango en la
tasa de detecciéon mutacional desde 0 a 2,9% (35,91,160,161,168-176). Estas diferencias
de prevalencia pueden ser debidas a la baja frecuencia de mutaciones de estos genes o a
las diferencias en los criterios de seleccién utilizados. Ademads, es importante tener en
cuenta que existen caracteristicas especificas de las poblaciones que afectan de forma
considerable a las frecuencias poblacionales. Un ejemplo de estas caracteristicas

especificas es la presencia del efecto fundador de una variante en una poblacidn.

Sobre RAD51C se han realizado tres estudios en poblacién espafiola en familias con
cancer de mama y/o cancer de ovario. En el primero de ellos, realizado en 2011 por
Romero y col. (174) solo se detectd una variante patogénica en 492 (0,2%) familias
estudiadas. Curiosamente, el portador de la variante (c.774delT) era sueco. Esa mutacion
fue descrita por Vuorela y col. (176) en un caso de cancer de ovario en un estudio sobre
poblacién sueca y finlandesa. Ya en 2012, Osorio y col. (91), publicaron un trabajo sobre
785 familias espafiolas en las que se identificaron 17 variantes, 5 de ellas patogénicas. Lo
caracteristico de este estudio es que 4 de las variantes patogénicas fueron detectadas en
las 300 familias en las que coexistia el cdncer de mama y de ovario, obteniendo un
rendimiento genético de 1,3% (4/300) para familias con este fenotipo. Sin embargo, el
hallazgo de mutaciones en familias exclusivamente con cancer de mama fue mucho
menor, una mutacién en 438 familias (0,2%). En 2014, Blanco y col. (175), detectaron 3
mutaciones en una cohorte de 516 familias (0,6%), localizadas dos de ellas en dos familias
gue pertenecian a las 89 familias con cancer de mama y ovario, obteniendo un

rendimiento del test en este grupo de un 2,25%.

En el ambito Internacional un total 12 estudios han descrito mutaciones en el gen
RAD51C con una alta variabilidad entorno a la prevalencia mutacional obtenida, entre 0,1-
2,9%. Sin embargo, otros 8 estudios publicados no encontraron mutaciones en su
poblacién de estudio. En la Tabla 43 se muestra un resumen de todos los trabajos
realizados hasta la fecha. Las prevalencias mas altas se describen en un estudio sobre

poblacién francesa (2,6%)(177) y en un estudio en Reino Unido (2,9%) (178).
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2.1.1 Andlisis mutacional por subgrupos

Para una mejor evaluacion del test genético de los pardlogos de RAD51 es necesario
estudiar el rendimiento diagnostico en funcion del fenotipo familiar. En total, la tasa de
mutaciones de RAD51C en este estudio fue de 0,7% (1/141). La variante patogénica se
detectd en una familia clasificada como CM/CO. Si el andlisis genético se hubiese dirigido a

este grupo de familias, el rendimiento del test hubiese sido mayor, un 1,5% (1/67).
2.1.1.1 RADS51C en familias con cancer de mama y ovario

Desde el primer estudio publicado por Meindl y col. (35), en 2010, ya se evidencié una
mayor asociacion de mutaciones en RAD51C con familias en la que coexistia cdncer de
mama y ovario (6 mutaciones detectadas en 480 familias con este fenotipo y ninguna en
620 familias con fenotipo exclusivamente de cancer de mama). Loveday y col. (90), en un
amplio estudio, recogieron 1.102 familias del Reino Unido con historia de cdncer de mama
y /o ovario e identificaron 8 variantes patogénicas (0,7%). La prevalencia fue mayor en
familias con multiples casos de cancer de ovario (1,3% en familias con dos o mds casos de
cancer de ovario y un 3% en familias con 3 o mas casos de cancer de ovario). Pelttari y col.
(168), realizd un analisis de 277 familias: 130 con historia exclusivamente de céncer de
mama (CM), 139 familias en las que coexistia el cdncer de mama y ovario (CM/CO)y 8
Unicamente con casos de cancer de ovario (CO). Entre estas familias identificd dos
mutaciones recurrentes en 4 familias (c.93delG y c.837 + 1G>A). La delecion se determind
en una familia con 4 canceres de mama y un familiar con mama y ovario (CM/CO) y en otra
familia en la que Unicamente habia dos casos de céncer de ovario (CO). La variante
c.837+1G>A se detectd en una familia con cancer de mama y ovario (CM/CO) y en una
familia con ovario exclusivamente (CO). En total, se obtuvo un rendimiento de 1,4% en
familias con fenotipo de mama y ovario (2/139) y de un 25% en familias con fenotipo de
ovario (2/8). Debido a los resultados obtenidos, Pelttari continud el estudio realizando un
screening de estas dos variantes en la poblacidn finlandesa donde incluyé grupos de
pacientes con cancer de ovario sin historia familiar y un amplio grupo de controles sanos.
En esta cohorte de pacientes, mutaciones en RAD51C fueron asociadas a un aumento de
riesgo de cancer de mama y ovario (OR= 13,59, 1C95% 1,89-94,6) pero especialmente se
relacionaron con un aumento de riesgo para cancer de ovario en ausencia de cancer de
mama (OR=213,95 1C95% 25,6-1.769), incluso en cancer de ovario sin historia familiar

(OR=6,31 1C95% 1,15-34,6). Todas las variantes patogénicas que han sido identificadas en
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este grupo de familias sumaban un total de 29, y teniendo en cuenta que se estudiaron

3.439, se obtuvo una prevalencia global de 0,8%.

2.1.1.2 RAD51C en familias con cancer de ovario

Los estudios realizados hasta el momento cuentan con un nimero menor de familias
con fenotipo exclusivamente de cadncer de ovario. Loveday y col. (90) encuentran una
mutacién en 30 familias con cdncer de ovario exclusivamente. Estos autores, estiman el
riesgo relativo de cancer de ovario para portadores de mutaciones de RAD51C en un 5,88
(1C 95% 2,91-11,88). Coulet y col. (177) identificaron una mutaciéon en una cohorte de 35
pacientes con cancer de ovario, 8 de los cuales tenian al menos, un familiar con cancer de
ovario (2,9%). En el estudio realizado por Thompson y col. (175) sobre 1.338 familias se
detectaron 3 mutaciones, una de ellas entre las 21 familias con fenotipo exclusivamente
de cancer de ovario (4,8%). Globalmente, se han estudiado 372 familias con este fenotipo
detectandose 5 mutaciones en total, lo que significa una prevalencia de 1,3%. A pesar de
estos altos rendimientos, en los estudios sobre poblacidon espafiola, no se identifico
ninguna variante patogénica en las 16 familias del presente estudio con dicho fenotipo, ni

en las 17 estudiadas por Blanco y col. (Tabla 43).

2.1.1.3 RADS51C en cancer de ovario sin historia familiar

Cuatro grandes trabajos han estudiado la prevalencia de mutaciones en RAD51C sobre
casos de cancer de ovario sin antecedentes familiares de cdncer de mama y ovario.
Loveday y col. (90) detectd 3 mutaciones en 272 casos de cancer de ovario sin historia
familiar, con una prevalencia del 1,1%. Thompson y col. (160) incluyé 267 canceres de
ovario sin historia familiar obteniendo una Unica mutacién este todos ellos (0,4%).
Cunningham y col. (178) identificé mutaciones de RAD51C en 26 casos de 899 cdnceres de
ovario sin antecedentes familiares, obteniendo una frecuencia mutacional del 2,9%. Si bien
es cierto, esta Ultima cifra podria estar sobreestimada por los autores ya que se incluyen
como mutaciones tres variantes tipo missense, A126T, T287A y Gly264Ser, las cuales estan
categorizadas en otros estudios como no patogénicas. Por ultimo, un estudio realizado por
Pennington y col. (179) obtuvo una frecuencia mutacional de un 1% sobre 311 cancer de
ovario sin antecedentes familiares. Entre todos los estudios publicados sobre este grupo
de familias, se han detectado 37 mutaciones sobre 2439 casos estudiados, con una

frecuencia mutacional del 1,5%. Si excluimos el estudio realizado por Cunningham y col., la
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prevalencia de mutaciones de RAD51C en casos de ovario sin antecedentes familiares

estaria sobre el 0,7%.
2.1.1.4 RADS51C en familias con cancer de mama

A pesar de que la relacién entre mutaciones de RAD51C y el cancer de ovario esta
mucho mas clara no se debe perder de vista su implicacién en el cdncer de mama. En este
estudio, una de las 58 familias con antecedentes de cancer de mama exclusivamente fue
portadora de una variante no descrita con anterioridad clasificada como variante de
significado clinico desconocido, ¢.307T>C. Actualmente, solo existen tres estudios en los
que se hayan detectado mutaciones en este tipo de familias y dos de ellos fueron
realizados sobre poblacidn espaifiola. Osorio y col., identifico la variante missense
c.428A>G (p.GIn143Arg) en 1 de las 438 familias con cancer de mama exclusivamente
(0.2%) (variante catalogada como patogénica mediante ensayos funcionales)(91). Blanco y
col. detectdé la mutacidon c.577C>T (p.Argl93Stop) en una de las 410 familias CM y
Schnurbein y col. encuentré un gran delecion del exén 5 al 9 en dos familias, una de ellas
sin individuos afectados de cancer de ovario (175,180). Recientemente, se ha publicado un
trabajo realizado por Jonson y col. sobre poblacién danesa. Sobre 1.228 individuos se
detectaron 5 mutaciones en 6 familias (0,5%). En este trabajo, 4 de las familias no tenian
ningun caso de cancer de ovario familiar, incluso dos de ellas solo presentaron un caso de
cancer de mama a edad temprana (181). Hasta la fecha, solo se han detectado 8 variantes
patogénicas sobre 4.044 familias estudiadas con fenotipo de cadncer de mama

exclusivamente (0,19%).
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PACIENTES ANALIZADOS MUTACIONES

ESUDIO PAiS TOTAL cMm Ccm/co co uCo CONTROL | TOTAL(%) CM(%) CM/CO(%) CO(%) uCO(%) CONTROL (%)
Meindl y col. (2010) (35) Alemania 1100 620 480 0 0 0 6(0,5) 0 6(1,25) 0 0 0
Pelttari y col. (2011) (168) Finlandia 2747 +1838(Zl++469816 139 8 409 2086 8(0,3) 0+0+0+0  2(1,4) 2 (25) 4(1) 2(0,1)
Vuorela y col. (2011) (176) Finlandia 1936 112+993 35 0 232 +332 871 2(0,1) 0 1(2,8) 0 1(0,4) 0
Walsh y col.(2011) EE.UU 360 0 0 0 281 0 2 (0,6) N/S N/S N/S 0 0
loveday y col.(2011) (90) UK 1404 0 1102 30 272 1156 12 (0,9) 0 8(0,7) 1(3,3) 3(1,1) 1(0,09)
Osorio y col.(2012) (91) Espafia 785 485 300 0 0 550 5(0,6) 1(0,2) 4(1,3) 0 01[0] 010]
Romero y col. (2011) (174) Espaia 492 391 101 [0] [0] [0] [1(0,2)] [0] [1(1)] [0]
Thompson y col.(2012) (160) Australia 1655 1053 314 21 267 427 3(0,2) 0 1(0,3) 1(4,8) 1(0,4) 0
Coulet y col. (2013) (177) Francia 117 0 82 35 0 0 3(2,6) 0 2(2,4) 1(2,9) 0 0
Schnurbeiny col. (2013) (180)  Alemania 825 500 325 0 0 0 2(0,3) 1(0,2) 1(0,3) 0 0 0
Penninghton(2013) (179) EE.UU 311 0 0 0 311 0 2(1,0) 0 0 0 2(1,0) 0
Castera y col. (2014) Francia 708 - - - 0 0 3(0,4) - - - 0 0
Cunninghamy col. (2014)
(178) UK 899 0 0 0 899 0 26 (2,9) 0 0 0 26 (2,9) 0
blanco vy col. (2014) (175) Espafia 516 410 89 17 0 3(0,6) 1(0,24) 2(2,2) 0 0
Jonson y col.(2016) (181) EE.UU 1228 - - - 0 0 6(0,5) 4 2 0 0 0
Presente estudio Espaia 148 58 67 16 0 150 2(1,35) 1(1,7) 1(1,49) 0 0
Akbari y col.(2010) (171) Francia 454 N/S N/S N/S 0 0 0 N/S N/S N/S 0 0
Zheng y col. (2010) (170) EE.UU 92 0 92 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Clague y col.(2011) (173) EE.UU 286 113 34 119 0 0 0 0 0 0 0 0
Wongy col.(2011) (182) Australia 70 67 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
De leeneery col. (2012) Bélgica 351 0 239 112 0 0 0 0 0 0 0 0
Kushnir y col. (2012)(183) Judios 206 190 2 14 0 200 0 0 0 0 0 0
Luw y col. (2012) (161) EE.UU 192 157 35 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 16882 4044 3439 372 2439 5440 86 (0,5) 8(0,19) 29 (0,8) 5(1,3) 37(1,5) 3(0.05)

Tabla 43: Resumen de todos los estudios realizados sobre RAD51C. CM: Cancer de mama; CM/CO: Cancer de mama y ovario; CO; Cancer de ovario; uCO:

Cancer de ovario sin historia familiar previa. Ente paréntesis: Rendimiento del test RAD51C.
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2.2 Prevalencia mutacional de RAD51D

En cuanto a RAD51D, se analizaron 77 familias entre las cuales se identificé una
variante patogénica. Se obtuvo una prevalencia mutacional en RAD51D del 1,3% (1/77).
Teniendo en cuenta el fenotipo de las familias y que la variante patogénica se detectd en
una familia de las 16 clasificadas como CO, el rendimiento del test genético de RAD51C en

este tipo familias hubiese sido del 6,2%.

Como sucede con RAD51C, la prevalencia mutacional de este gen varia en un rango de
entre 0,8 y 2,1 (40,147,162,184-186). Las caracteristicas especificas de las poblaciones
estudiadas es un factor a tener en cuenta a la hora de realizar comparaciones entre
estudios. En el caso de RAD51D, se detectd la presencia de efecto fundador de una
variante en poblacién finlandesa, describiendo la mayor prevalencia mutacional descrita

hasta la fecha, un 2,1% (185) (Tabla 44).

En poblacidn espaiola se realizé un solo estudio llevado a cabo por Gutiérrez-Enriquez
y col. en 2014 (147). En él se analizaron 842 casos indices recogidos de 6 centros
espanoles, localizados entre Cataluiia, Valladolid, Madrid y Galicia. 713 casos fueron
seleccionados por su historia personal y familiar de CM/CO y 129 uUnicamente con
antecedentes personales CM o CO a edad temprana. Se detectaron 3 mutaciones en 4
familias de las 491 con el fenotipo de mama y ovario, obteniendo una tasa mutacional de

0,82%.

2.2.1 Prevalencia mutacional por subgrupos

2.2.1.1 RAD51D en familias con cancer de mama

Las mutaciones en RAD51D han sido asociadas a un incremento de cancer de ovario
hereditario, y aunque han sido observadas en un contexto de familias con cancer de mama
y ovario, la asociacién con el cdncer de mama no estd clara. Existen varios estudios sobre
familias con fenotipo de cancer de mama y en ninguno se ha detectado variantes
patogénicas. En el estudio realizado en poblacidn espafiola en 2014, Gutiérrez-Enriquez y
col. (147) no encontraron ninguna variante patogénica en las 171 familias con fenotipo de
cancer de mama exclusivamente. En las 737 familias con este fenotipo seleccionadas por

Loveday vy col. (40), las 741 por Thomposn y col. (187) y las 226 por Wickramanyake vy col.
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(162) no se ha detectado ninguna variante patogénica. Segun estos datos, en este estudio
no se incluyé para el analisis de RAD51D ninguna familia con fenotipo exclusivamente de

cancer de mama.
2.2.1.2 RAD51D en familias con cancer de mama y ovario

Como ocurre con RAD51C, las familias con cdncer de mama y ovario son el grupo de
riesgo donde mayor rendimiento diagnostico del test de RAD51D se obtiene globalmente.
Desde un principio, Loveday y col. (40) en 2011 detectarén 8 mutaciones en una cohorte
de 1.648 familias. Las 8 mutaciones se detectarén en las 911 familias en las que coexistia el
cancer de mama y ovario (0,88%). Osher y col. (184) ya en 2012 realizaré un screening
sobre 175 familias con este fenotipo, detectando una variante patogénica (0,57%). Es el
estudio de Pelttari y col. (185) donde se detecta una mayor prevalencia mutacional en
estas familias, 2 familias con la misma mutacion, ¢.576+1G>A, entre las 40 seleccionadas
con este fenotipo (5%). Ante estos resultados, el mismo grupo realizé un genotipado de
esta variante en 2.200 pacientes con cancer de mama y en 553 con cancer de ovario,
identificando esta variante en 5 pacientes de 707 con historia de cancer de ovario (0,7%) y
en 2 pacientes de 2.105 con historia exclusivamente de cdncer de mama (0,09%). El
haplotipo de 10 individos de 4 de las familias con la mutacién demostré que los familias
tenian un ascentro comun, por lo que la alta prevalencia detectada por Pelttari es devida a
un efecto fundador en su poblacidn. En poblacién Esparfiola, Guitérrez-Enriquez y col. (147)
detectan 4 variantes patogénicas en una cohorte de 842 familias, y todas las variantes se
detectan en el grupo de las 491 familias con cancer de mama y/o ovario (0,81%).
Globalmente, se han genotipado 1.981 familias con este fenotipo y se ha detectado en
ellas un total de 15 variantes patogénicas, obteniendo una prevalencia mutacional del
0,75%. Sin embargo, en este estudio, no se ha encontrado ninguna variante patogénica de

RAD51D en las 61 familias con cancer de mama y ovario.
2.2.1.3 RAD51D en familias con cancer de ovario

Las familias con fenotipo exclusivamente de cancer de ovario no estan muy
representadas en los estudios realizados sobre RAD51D. En total existen 381 de estas
familias genotipadas. Es en el estudio de Song y col. (186) de 2015 donde se analizaron un
mayor numero de estas familias. Entre 294 familias se detecté una Unica mutacion

(0,34%). Thompson y col. y Guitiérrez-Enriquez (147,187) incluyeron 16 y 51 familias con
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este fenotipo respectivamente. En ninguno de los estudios se detectarén variantes
patogénicas. Sin embargo, en el presente estudio, se ha detectado una variante
patogénica en 16 de las familias estudiadas con este fenotipo, resultado un rendimeinto
del 6,25%. Este porcentaje se prevee sobreestimado debido a que el nimero de familias
con este fenotipo no es muy alto. Se deben seguir analizado las familias de la Region con el
fin de obtener una mayor evidencia sobre la prevalencia de RAD51D. Globalmente, se han

descrito 2 mutaciones en un total de 517 familias (0,38%).

2.2.1.4 RAD51D en cancer de ovario sin historia familiar

El primer trabajo que estudié la prevalencia mutacional de RAD51D en casos de cancer
de ovario no seleccionados por la historia familiar fue Wirckmanayake y col. (162)
selecioné 360 mujeres con cancer de ovario, de trompas o peritoneal primario y 449
mujeres y 10 hombres de 226 familias con al menos 4 canceres de mama y/o ovario.
Detecté 3 mutaciones entre el grupo de las 360 mujeres aparentemente sin historia
familiar. De entre las tres portadoras de variantes patogénicas, una de ellas tenia historia
familiar. Ella tenia un cancer de ovario de alto grado a la edad de 43, su madre y su abuela
materna habian tenido cancer de mama despues de la menopausia y una tia paterna tenia
un cancer de ovario a edad temprana. Esta familia es portadora de la variante nonsense
€.694C>T, variante detectada en una familia de este estudio. Thompson y col. (187)
también seleccionaron 245 casos de cancer de ovario sin historia familiar entre los cuales
detectaron 2 variantes patogénicas (0,8%). En el estudio espafiol, de Gutiérrez-Enriquez y
col. (147), tambien huvo 129 casos sin historia familiar, pero en este caso no se detectd
ninguna variante patogénica. El mayor estudio de casos sin historia familiar es el realizado
por Song y col. en 2015. En él se incluyeron 3429 casos, 2307 sin historia familiar, entre los

cuales se detectaron 11 variantes patogénicas de RAD51D (0,35%).
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Pacientes analizados Mutaciones
AUTOR PAIS TOTAL CM cm/co co uCO CONTROL | TOTAL(%) CM (%) CM/CO (%) CO (%) uCO (%) CONTROL (%)

loveday y col. ] ]
(2011)(40) UK 1648 737 911 0 0 1060 8(0,48) 0 8(0,88) 1
Oshery col. Canaday
(2012)(184) Bélgica 70 0 175 0 0 0 1(0,57) 0 1(0,57) 0 0 0
Wickramanyake y
col. (2012) (162) EE.UU 586 226 0 0 360 0 3(0,51) 0 - - 3(0,83) -
(Pf;gtf” yeol(2012)  piiandia 95 51 40 4 0 0 2(2,1) 0 2(5) 0 ] ]
Thompson y col. UK,
(2013) (187) Australia 1060 741 303 16 245 466 2(0,2) 0 0 0 2(0,8) 1
Gutiérrez-Enriquez y o
col. (2014) (147) Espana 842 171 491 51 129 0 4(0,47) 0 4 (0,81) 0 0 0
S l. (2015 UK,
(f;;y col. (2015) EEUU., 3429 O 0 294 3135 2772 12(035) 0 0 1(0,34) 11(0,35) 1(0,036)

Australia
Presente estudio Espafia 77 0 61 16 0 150 1(1,29) - 0 1(6,25) -
Total 7912 1926 1981 381 3869 4448 33(0,42) 0 15(0,75) 2(0,52) 16(0,41) 3(0,07)

Tabla 44: Resumen de los estudios publicados sobre RAD51D. CM: Cancer de mama; CM/CO: Céancer de mama y ovario; CO; Cancer de ovario; uCO:

Cancer de ovario sin historia familiar previa.
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3. Variantes génicas detectadas

En el analisis de los 141 casos indices a los que se les estudid el gen RAD51C, se
detectaron 7 variantes génicas diferentes que fueron vistas en 127 ocasiones. En el 90% de
los analisis realizados se detectd una variante génica (127/141) pero en el 98,4% (125/127)
de veces se trata de variantes no patogénicas. En el andlisis de RAD51D a los 77 casos
indice, se detectaron 6 variantes génicas diferentes que fueron vistas en 34 ocasiones. En
este gen, solo se detectan variantes en el 44% de las determinaciones, y aunque en gran
parte de las veces se trata de variantes no patogénicas, las variantes de significado clinico
desconocido toman mas presencia alcanzando un 5,9% (2/34) (Tabla 45). Es importante
tener en cuenta que el nimero de estudios publicados y el nimero de casos estudiados de
RAD51D es menos de la mitad que los realizados sobre RAD51C, por lo que es normal que

el significado de algunas variantes detectadas en RAD51D no esté del todo definido.

RAD51C RAD51D
Clase variante
Prevalencia Porcentaje Prevalencia  Porcentaje

Patogénica (VP) 1/127 0,8% 1/34 2,9%
Probablemente

patogénica 0/127 0% 0/34 0%
(VPP)
?lf\slz;’““'da 1/127 0,8% 2/34 5,9%
Probablemente

no patogénica 0/127 0% 0/34 0%
(VPN)
('\\'/°N‘:‘)'t°ge"'°a 125/127 98,4% 31/34 91,2%

Tabla 45: Prevalencia de las variantes segun su clasificacion fisiopatoldgica.

Entre las 13 variantes detectadas entre RAD51C y RAD51D, 8 de ellas fueron de tipo
missense (61,5%), 3 fueron intrénicas (23,1%), 1 nonsense (7,7%) y 1 sindnima (7,7%).
Como ya apunté el grupo de Osorio y col., la mayoria de las variantes detectadas en estos
genes son de naturaleza missense, lo que complica su caracterizacién a nivel funcional ya
gue ante cambios puntuales de aminodcidos en la proteina es dificil predecir el efecto que
el cambio supone y a veces hace que sea necesario la realizacidon de ensayos funcionales
para determinar el efecto a nivel celular (91). Ante este tipo de variantes, ademas de los
programas in silico, se utiliza el grado de conservacidn de los aminoacidos afectados entre

los paralogos de RAD51 (Figura 44).
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Figura 44:

Alineamiento de proteinas paralogas de RAD51. Residuos totalmente

conservados (subrayados en azul), parcialmente conservados (gris). Variantes RAD51C

(negrita), RAD51D (sombreado en verde). Variante patogénica (rojo), UVs (amarillo),

polimorfismo (rosa).
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3.1 Variantes patogénicas

Entre las ocho variantes missense encontradas, debemos destacar la variante
Cys135Tyr en RAD51C. Esta variante es inferida en los programas in silico como
potencialmente patogénica, incluso en el alineamiento de proteinas pardlogas podemos
ver como la cisteina en las posicién 135 de RAD51C es un aminodacido con cierto grado de
conservacion entre RAD51 y los paralogos (4/6). Pero el efecto de esta variante génica en
la proteina no solo es el cambio de aminoacido, sino que el cambio c.404 C>T afecta a la
ultima base exdn 2, base involucrada en el proceso de splicing como sitio aceptor (3°). Los
tres programas in silico (MaxEnt, NNSPLICE, HSF) predicen una maduracién alternativa del
ARNmM con una probabilidad muy alta. Los estudios a nivel de ARN no pudieron realizarse.
Un importante estudio, realizado en familias espafiolas, caracteriza esta mutacién
mediante un ensayo funcional donde se evalla el potencial de la célula para ejercer la
reparacion del ADN. El ensayo se basa en la comparacion de la formacion de focos o
agrupaciones de proteina RAD51C en nucleos de fibroblastos, obteniendo como resultado
una pérdida de expresién de RAD51C en la poblacién celular con esta alteracidn génica. En

la Figura 45 se observan los distintos niveles de expresidn proteica.

RAD51C

Figura 45: Diferentes grados de expresion de RAD51C en fibroblastos. (A) células wild type
muestran mas del 50% (3 de 5) nucleos con mas de 10 focos por nucleo. (B) células
parcialmente complementadas con RAD51C missense (C135Y), muestran menos del 50% (3 de

7) con un menor nimero de focos por nucleo.
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3.2 Variantes de significado clinico desconocido (UVs)

Ante otras variantes missense, la clasificacion a nivel funcional no esta tan definida.
Podemos contar con las herramientas in silico capaces de predecir las consecuencias de los
cambios en la proteina, pero no debemos considerarlas como definitivas para determinar
si una variantes es probablemente patogénica o tiene poco significado clinico (131,188). A
pesar de ello, hemos aplicado una serie de herramientas in silico que abarcan parametros
como las propiedades biofisicas de los aminodcidos sustituidos (Grantham), andlisis de
conservacion (Polyphen-2 y MutationTaster) o el efecto en el splicing (SSF, MES y
NNSPLICE) (Tabla 46).

Estudios in ., . . Controles
. " Localizacion  Tipo cambio .
Variante silico con . . Tipo de sanos
. ., en dominio de "
uv prediccion . ... Familia N=150
. funcional aminodcido
patogéncia (%)
De aa.
aromatico, sin
cargae
MutationTaster r(":hr 2; (;bal];o
RAD51C <¢.307T>G  Polyphen-2 ATP-asa I i bCM 0,6
. ramificado,
Align-GVGD .
sin carga e
hidrofébico
(val)
De aa. con
carga
negativa y
c.413A>G  Polyphen-2 ATP-asa polar (Asn) a co 0,6
aa.sincargay
polar (Ser)
RAD51D
De aa. con
MutationTaster carga positiva
c.715C>T SIFT ATP-asa  YPolr(Argla ., 0
Polyphen-2 aa. aromatico,
sincargay
apolar (Trp)

Tabla 46: Variantes missense en los genes RAD51Cy RAD51D clasificadas como variantes de

significado clinico desconocido.

Ademas de las herramientas in silico, el estudio de estas variantes en poblacién control
es una herramienta utilizada para la clasificacidn de las UVs. Gracias al reclutamiento de

150 controles se pudieron estudiar las variantes de significado clinico desconocido en una
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muestra de poblacién de la Regién de Murcia. El analisis mediante secuenciacion mostré la
presencia de ¢.307T>G y de c.413A>G en la poblacién sana, con un caso por variante,
resultaron tener una frecuencia de 0,6%. La variante ¢.715C>T no se detectd en ningun
control sano. A pesar de que este método es util cuando se trata de variantes frecuentes
(>1%), en este caso las UVs se encuentran por debajo de ese 1% y seria necesario utilizar
otras herramientas como estudios funcionales para poder determinar una estimacion de

riesgo de estas variantes.

Otra herramienta de interés ante estos casos es el andlisis de cosegregaciéon de las
variantes con la enfermedad. Para la variante ¢.307T>G de RAD51C se han podido
genotipar 10 miembros de la familia, donde 3 no son portadores de la variante y 7 si lo
son. Entre todos los portadores, hay 4 casos afectados de cancer (57%). Dos casos de
cancer de mama, un caso de cancer de mama bilateral y un caso de cancer de vejiga en un
hombre. La media de edad de diagnéstico del cancer de mama es de 53 afos. Todos los
portadores sanos, incluidas las dos mujeres, se encuentran por debajo de los 53 afios
(Figura X. Pagina X del capitulo de resultado). Por el momento, el analisis de la familia
muestra cosegregacion de la enfermedad con la variante. Es importante, realizar un
especial seguimiento en las portadoras de la mutacidn que no estan afectadas para poder

esclarecer el papel de esta variante en el riesgo a padecer cancer de mama.

Los estudios de cosegregacion para la variante c.413A>G de RAD51D no se ha podido
realizar por falta de datos sobre la familia. En el caso de la variante ¢c.715C>T se trata de
variante que se detecta en todos los casos conocidos junto a la variante nonsense
€.694C>T, que codifica un coddén de parada a mitad el dominio ATPasa. En el estudio de
cosegregacion de la familia portadora de estas dos variantes se han genotipado a 5
individuos, y todos ellos son portadores tanto de la variante ¢.715C>T como de la variante
€.694C>T. De los 5 portadores, hay dos afectadas de cdncer de ovario a edades muy
cercanas, 46 y 47 afos. De los 3 portadores sanos tenemos dos mujeres con edades por
debajo de la edad media de diagndstico del cancer de ovario en la familia (46 afios) y un
varén. El hecho de que estas variantes se detecten siempre juntas, nos muestras que
estamos ante una co-ocurrencia en cis de una variante claramente patogénica (c.694C>T
que codifica un coddn de parada) con una variante que produce un cambio en la pauta de

lectura. Ante esta situacidon el efecto clinico de la variante missense sera siempre
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desconocido ya que el riesgo estimado para los portadores dependerad de la variante

nonsense y serd independiente de si la variante desconocida en patogénica o neutral (131).

3.3 Variantes no patogénicas

Se detectaron un total de 8 variantes no patogénicas, 5 en el gen RAD51Cy 3 en el gen
RAD51D. Como ya hemos comentado antes, las variantes no patogénicas forman el grueso
de las variantes detectadas en el analisis de RAD51Cy RAD51D, siendo el 98,4% vy el 91,2%

respectivamente.

Dos de estas variantes son de tipo missense en el gen RAD51C. Una de ellas, la variante
c.859A>G (p.Thr287Ala) da lugar a un cambio en un aminodacido bastante conservado
entre los paralogos de RAD51 (5/6), aun asi, los datos sobre frecuencias poblacionales
hacen ver que es una variante frecuente en la poblacidon. Actualmente estd catalogada
como una variante no patogénica pero en la bibliografia consultada se encuentran
discrepancias relativas a la clasificacion. En este estudio se ha detectado esta variante en
tres familias (MAF: 0,01), sin embargo, en otros estudios de poblacidn espafiola el nimero
de familias con esta variante es superior. En el estudio de Blanco y col. se detecté en 18
familias de 516, obteniendo una frecuencia de alélica de 1.7%. La frecuencia alélicas del
estudio CIBERER demuestra que el cambio ¢.859A>G estd presente en mds de un 1% en la
poblacién general (MAF: 0,014). La otra variante missense no patogénica de RAD51C,
c.376G>A (p.Alal26Thr), es un cambio que afecta a un aminoacido incluido dentro del
motivo Walker A. A pesar de estar en un motivo importante de la proteina, es una posicion

poco conservada entre los pardlogos de RAD51.

Pero entre las variantes no patogénicas de RAD51C, el 60% son de tipo intrénico. Todas
ellas se encuentran en zonas intrénicas profundas, lo cual explica que no formen parte de
los sitios clasicos de procesamiento y no alteren el proceso de splicing. Es importante
remarcar que dos de ellas se han encontrado en una frecuencia bastante alta de casos, lo

gue supone una frecuencia mayor del 1%.

En el caso del gen RAD51D nos encontramos 3 variantes no patogénicas pero que
aparecen en un numero menor de casos. Como en el caso anterior, dos de ellas son de
tipo missense y una de tipo sinénima. La variante c.494G>A (p.Argl65GIn) afecta a un
aminodcido muy poco conservado entre los pardlogos. Es una variante con una frecuencia

muy alta en la poblacidon. En nuestra poblacion hemos observado esta variante en 16
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familias, en dos de ellas en homocigosis, situdndonos en un MAF de 0,129. En poblacién
europea se ha visto el alelo minoritario en un 13% de la poblacién estudiada. La variante
missense C.698A>C (p.Glu233Gly) afecta a un aminodacido no conservado entre los
pardlogos. Existe cierta discrepancia entre los primeros estudios sobre la susceptibilidad
genética que esta variante puede conferir, aunque actualmente esta variante esta
claramente catalogada como no patogénica. En este estudio se ha detectado en una Unica
familia, resultando un MAF de 0,006. Sin embargo, en otros estudios la frecuencia de esta
variante es mayor. En el estudio de Gutiérrez-Enriquéz y col. obtienen un MAF para esta
variante de 0,016 y en la poblacién general estudiada por C/IBERER se observa un MAF de
0,016.

Por ultimo, la variante sindnima en RAD51D, c.234 C>T (p.Ser78Ser), ha sido detectada
en doce familias, obteniendo un MAF de 0,078. Tanto en otros estudios como en

poblacién general, la variante se observa en una frecuencia muy similar.
3.4 Grandes reordenamientos génicos

Estos grandes reordenamientos consisten principalmente en deleciones vy
amplificaciones de uno o varios exones. Normalmente, no se puede realizar su deteccion
mediante secuenciacién por electroforesis capilar, por lo que se utilizan métodos
alternativos como la transferencia Southen, el MLPA, PCR cuantitativa o hibridacion
gendmica comparada (189). Recientemente, algunas tecnologias de secuenciacién masiva
(lumina) han demostrado tener la capacidad para detectar grandes reordenamientos
(190-192), aunque las normas y directrices sobre el analisis de este tipo de variantes
mediante plataformas de next generation sequencing todavia no se ha establecido en el
ambito asistencial (193). El método MLPA(194) es por el momento el método mas utilizado

para buscar grandes reordenamientos.

En toda la cohorte de familias de este estudio, se han detectado en 8 de ellas un total
de un reordenamiento génico en BRCAZ2. Se trata de una delecidn del exdn dos en siete
familias. En BRCA1 no se detectd ningln reordenamiento. La prevalencia ha sido de un
1,24% (8/645) entre todos los casos de riesgo de SCMOH. Estos resultados contrastan con
la frecuencia de grandes reordenamientos entre las mutaciones patogénicas en BRCA1 en
otras cohortes como la estadounidense (22%)(192), italiana (10,5%)(195) o espafiola
(8,2%)(196). Sin embargo la prevalencia encontrada en BRCA2 (1,24%) estaria acorde con
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la prevalencia en otros estudios espafioles (1,5%)(197), o en Italia (2,4%)(195). La
recurrencia de la delecion del exén 2 ha llevado a estudios de haplotipo para corroborar
gue estamos a unte un efecto fundador y todas las familias comparten un ancestro comun

(datos no publicados).

A diferencia de la mayoria de estudios realizados a nivel nacional e internacional en los
gue no se realiza el estudio de grandes reordenamientos, nosotros no podiamos pasar por
alto el hecho de tener en nuestra poblacién un efecto fundador de este tipo de
mutaciones. Mediante el método de MLPA, se estudiaron los grandes reordenamientos de
los genes RAD51C y RAD51D sin encontrar ninguna duplicacidon ni delecién. Hasta el
momento, solo se ha publicado un gran reordenamiento génico en RAD51C. Fue detectado
por Schnurbein y col.(180) en un estudio realizado sobre 500 familias con fenotipo de
cancer de mamay 325 con fenotipo de cancer de mama y ovario. Se trata una delecién de
36.637 pares de bases comprendidas desde el exdn 5 al exdn 9. Esta delecion se identificd
en dos familias independientes una con fenotipo de cancer de mama y otra con fenotipo
de cancer de mama y ovario. En la primera familia, el caso indice fue diagnosticado de
cancer de mama bilateral a los 33 y 39 afios. Su madre habia sufrido un cancer de colon a
las 44 afios y su padre no era portador de la variante. En la publicacién interpretan
directamente que la mutacién fue heredada de la madre a la que no se pudo realizar el
estudio genético. En ningun otro miembro de la familia se ha detectado al mutacion, por lo
gue no hay q descartar que sea una mutacion de novo. En la segunda familia se identifico
la variante en dos gemelas dicigdticas diagnosticadas de cancer de mama y de cancer de
ovario a los 42 y 43 afios respectivamente. Fenotipicamente, se debe resaltar que las tres
tumores de mama de las dos portadoras fueron clasificados de carcinoma ductal

infiltrante, de grado intermedio-alto y triple negativo.
3.5 Variantes detectadas en poblacién espafiola

Como se comentd anteriormente, existen tres estudios publicados hasta la fecha sobre
RAD51C en poblacién espafiola, pero las familias estudiadas en uno de ellos (Romero y
col.)(198) se incluyen dentro de la poblacién de estudio de otro (Osorio y col.)(91), por lo
tanto, para la realizacién de un resumen de las variantes génicas de RAD51C en poblacion
espanola se tuvo en cuenta solo el mas amplio de estos dos estudios (Osorio y col). En
total se analizaron 1.442 familias espafiolas, Osorio y col. describieron 785, Blanco y

col.(175) estudiaron 516 de estas familias y este estudio 141. En la Tabla 47 se exponen
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todas las variantes detectadas en RAD51C, sumando un total de 23 variantes génicas. En
funcién del significado clinico se obtuvieron 7 variante patogénicas (30,5%), 5 de
significado clinico desconocido (21,7%) y 11 no patogénicas (47,8%). Referente al tipo
molecular de la variante, se observd que el 47,9% (11/23) de las variantes son de tipo
missense, el 34,8% son intrénicas, el 8,7% son nonsense, el 4,3% frameshift y el 4,3%

sindnimas.

Hasta la fecha, hay un uUnico estudio sobre RAD51D en poblacién espaiola publicado.
Gutiérrez-Enriquez y col. (147) analizaron 842 familias a las que se sumaron las 77
estudiadas en este estudio. En total, se detectaron 17 variantes génicas (Tabla 48), de las
que 3 se clasificaron como variantes patogénicas (17,6%), 8 como UV (47,1%) y 6 como no
patogénicas (35,3%). En funcidn del tipo molecular de las variantes, se obtuvo un 47% de
variantes missense, un 23,5% fueron intrénicas, un 11,8% sindnimas, un 5,9% de splicing, y

en la misma proporcioén las variante nonsense y frameshift.
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Localizacién Variante Cambio proteina Tipo de variante Efecto Feno-tipo Familias MAF Referencia
familiar N=2884
5'UTR C.-118G>A - intrénica No patogénica - - - A
5'UTR c.-26C>T - intrénica No patogénica - 161 0,0673 A, B, C
1 C.89C>A P.Ala30Glu missense uv C™M 1 0,0003 A
1 c.106G>A p.Glu36Lys missense uv ™M 1 0,0003 A
1 c.134A>G p.Glu45Gly missense uv M 1 0,0003 A
IVS 1 c.146-67dupA - intronica No patogénica cm/co 1 0,0003 A
Ex 2 c.307T>G p.Phe103Val missense uv CM 1 0,0003 C
Ex 2 c.376G>A p.Alal26Thr missense No patogénica - 9 0,0038 A B, C
Ex 2 c.404G>A p.Cys135Tyr missense Patogénica cm/co 2 0,0007 AC
IVS 2 .404+63_404+71dup9 - intronica No patogénica - 2 0,0007 B
IVS 2 c.405-58A>G - intrénica uv - 1 0,0003 B
Ex 3 €.414G>C p.Leul38Phe missense Patogénica cMm/co 1 0,0003 A
Ex3 c.428A>G p.GIn143Arg missense Patogénica (o] 1 0,0003 A
IVS 3 c.572-17G>T - intronica No patogénica - 10 0,0035 A B,C
Ex4 c.577C>T p.Arg193Stop nonsense Patogénica (o] 1 0,0003 B
Ex 4 c.586T>C p.Leu196Leu sinénima uv CM 1 0,0003 A
Ex4 €.656T>C p.Leu219Ser missense Patogénica cMm/co 2 0,0007 A, B
IVS 4 c.705+79A>G intronica No patogénica - 1 0,0003 B
Ex5 €.709C>T p.Arg237Stop nonsense Patogénica cMm/co 1 0,0003 B
Ex5 c.774delT p.Arg258fs frameshift Patogénica cm/co 1 0,0003 A
Ex 6 c.859A>G p.Thr287Ala missense No patogénica Ccm/co 33 0,0125 A B,C
Ex 6 c.869T>C p.1le290Thr missense No patogénica ™M 1 0,0003 A
IVS 6 €.904+34T>G - intronica No patogénica - 311 0,2451 A B, C

Tabla 47: Resumen de las variantes de RAD51C descritas en poblacidn espafiola. MAF: Frecuencia menor alélica; N: total de alelos estudiados; UV:
Variante de significado clinico desconocido; CM: Cancer de mama; CO: Céncer de ovario; CM/CO: Cancer de mama y ovario. A: Detectada en el estudio de

Osorio y col.(91) B: Detectada en el estudio de Blanco y col. (175) ; C: Detectada en este estudio.
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Localizacién Variante Cambio proteina Tipo variante Efecto Ff:\rrinoi:ii:: Familias Nﬂggs Referencia

5'UTR c.-60C>T - intronica uv - 1 0,0005 D
Ex1 c.1A>T p.Metl splicing Patogénica cm/co 1 0,0005 D
Ex 1 €.26G>C p.Cys9Ser missense uv - 1 0,0005 D
VS 1 €.83-4T>C - intronica uv - 1 0,0005 D
Ex 3 c.234C>T p.Ser78Ser sindnima No patogénica - 136 0,0740 G D
Ex5 ¢.355T>C p.Cys119Arg missense uv - 1 0,0005

Ex 5 c.413A>G p.Asn138Ser missense uv - 1 0,0005

IVS 5 c.480+75T>G - intrénica No patogénica - 5 0,0027

Ex 6 c.494G>A p.Argl65Gin missense No patogénica - 201 0,1104 C,D
Ex7 €.667+2_667+23del p.Val193Alafs*4 frameshift Patogénica bCM 1 0,0005 D
Ex 7 €.629C>T p.Ala210Val missense uv CcmMm/co 1 0,0005 D
Ex 8 €.694C>T p.Arg232Stop nonsense Patogénica cMm/co 3 0,0016 C,D
Ex 8 €.695G>A p.Arg232Gin missense No patogénica - 5 0,0027 D
Ex 8 C.698A>g p.Glu233Gly missense No patogénica - 28 0,0152 C,D
Ex 8 c.715C>T p.Arg239Trp missense uv CMm/COo 3 0,0016 C,D
Ex9 c.879G>A p.Ala293Ala sindnima No patogénica - 1 0,0005 D
IVS 9 c.904-11T>A - intronica uv - 1 0,0005 D

Tabla 48: Resumen de las variantes de RAD51D descritas en poblacién espafiola. MAF: Frecuencia menor alélica; N: total de alelos estudiados; UV:
Variante de significado clinico desconocido; CM: Cancer de mama; CO: Cancer de ovario; CM/CO: Cancer de mama y ovario; C: Detectada en este estudio.

D: Detectada en el estudio de Gutiérrez-Enrriquez y col. (147).
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4. Estudios de correlacion genotipo-fenotipo

Para realizar un andlisis fenotipico de los portadores de variantes patogénicas de
RAD51Cy RAD51D se compararon las familias positivas de este estudio con otras familias

portadoras de las mismas variantes.

En el caso de la variante c.404C>T de RAD51C se estudiaron las dos familias en las que se
detectd (Tabla 49). En el presente trabajo, la variante fue detectada en una mujer afectada
de cdncer de mama medaular triple negativo a los 67 y a los 73 de cancer de ovario bilateral
de histologia serosa y estadio IC de la escala FIGO. (Figura 4. Pag: X). La otra familia en la
que se detectd esta variante fue descrita por Osorio y col. (91) en un estudio realizado en
poblacién espafiola. En esta segunda familia el caso indice estaba afectado de céncer de

mama a los 64 y cancer de ovario a los 73.

Tipo Edad
tumor  diagnostico

Familia Individuo Histologia Grado Estadio RE PR  HER2

Mama 67 Medular Neg Neg Neg
1 1 Ovari

vario 73 Seroso IC

bilateral

Mama 64 Ductal 2 Pos Pos -
2 1 Ovari

vario 73 Seroso 3 Pos Neg Neg

bilateral

Tabla 49: fenotipo de las familias portadoras de la variante c.404C>T.

Las dos mujeres portadoras de esta variante presentan edades muy similares en el
diagndstico, resultando una media de edad de aparicion del cdncer de mama a los 65 afios
y del cdncer de ovario a los 73. Son edades muy por encima de las edades medias de
diagndstico en los portadores de mutaciones en BRCA1 y BRCA2, que en este estudio han
sido de 40,6 y 45,7 afios en el cancer de mama cancer de mama y de 54,2 y 53,9 en el

cancer de ovario.

La variante ¢c.307T>G (p.Phe103Val) es una variante de significado clinico desconocido
gue solo se ha descrito en una familia de este estudio. En esta familia el caso indice esta
afectada de un cancer de mama bilateral sincrdnico a los 57 afios. Otras dos portadoras de
la variante en la familia estan afectadas de cancer de mama a los 67 y a los 36 afios (Tabla

50).
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- Tipo Edad : ) .
Individuo Histologia Grado Estadio RE PR HER2
tumor diagnostico
Mama 57 ductal 3 1 Neg Neg Neg
1
bilateral 57 ductal 2 2 Neg Neg Neg
2 Mama 67
3 mama 36

Tabla 50: fenotipo de la familia portadora de la variante ¢.307T>G.

Es dificil estimar si las mutaciones en RAD51C confieren susceptibilidad a un fenotipo
de tumor especifico, ya que se disponen de pocos casos y los datos histopatolédgicos son
limitados. Un estudio sobre caracteristicas de los tumores asociados a mutaciones en
RAD51C fue realizado por Gevensleben y col. (199) en 2014. En este estudio se analizan las
caracteristicas de 22 cdncer de mama y 10 cancer de ovario de 30 mujeres, 11 portadoras
de variantes de significado clinico desconocido y 19 portadoras de mutaciones. Los autores
observan que los tumores de mama asociados a mutaciones en RAD5IC son
predominantemente receptores hormonales positivos y HER2 negativo, son de tipo
invasivo pero no detectan ningun subtipo histoldgico predominante y diagnosticados en
estadios tempranos. Solo dos tumores asociados a mutaciones eran negativos para todos
los receptores. A diferencia de estos datos, en este estudio, tanto en el caso de la variante
patogénica como en el caso de la UV, los tumores de mama fueron triple negativo y

diagnosticados a edades avanzadas.

En cuanto a las caracteristicas morfoldgicas de los CO, Gevensleben y col. (199) no
encuentran diferencias significativas con los CO esporddicos pero describen que en
general, los CO asociados a RAD51C estan pobremente diferenciados (G3), son de
histologia serosa y se diagnostican en un estadio avanzado (estadio llI-IV). Cunningham y
col. (178) relacionan las mutaciones en RAD51C con carcinomas serosos de alto grado
diagnosticados a edad temprana. Sin embargo, en el estudio realizado por Song y col.
(186) sobre 3.429 pacientes con CO, las edades de diagndstico en portadores son
mayoritariamente avanzadas. Ningun portador de mutacidon en RAD51C fue diagnosticado
antes de los 40 aios, solo el 29% lo hizo a edades comprendidas entre los 40-49, el 36% lo
hizo a edades entre los 50-59 y el 36% restante fue diagnosticado a edades por encima de
los 60 afios. En este mismo estudio, un 71% de los portadores tenian un cancer de ovario

de alto grado y el 29% no. En este caso, la variante de RAD51C c.404C>T se detectd en una
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mujer con cancer de ovario diagnosticado a edad avanzada de la paciente y en un estadio
poco avanzado (IC). El diagndstico precoz del cancer de ovario en la paciente puede estar
influenciado por que el hecho de haber sido diagnostica previamente de un cancer de

mama triple negativo.

En el caso de RAD51D la variante ¢c.694C>T (p.Arg232X) se ha detectado cuatro familias
diferentes. En este estudio, el caso indice es una mujer diagnosticada a los 47 afios de un
cistoadenocarcinoma mucinoso papilar de alto en ambos ovarios estadio IB de la escala
FIGO. Su hermana fue diagnosticada a los 46 afios de cdncer de ovario papilar seroso
moderadamente diferenciado y también es portadora de la variante. Otras dos familias
espanolas presentan esta variante. Una de ellas con caso indice de cancer de ovario a los
44 afios y otra con un caso de cancer de ovario bilateral a los 42 afios. La ultima familia con

esta variante presenta un caso indice con cancer de ovario a los 43 (Tabla 51).

Familia Individuo  Tipo tumor Edad Histologia Grado Estadio
diagnostico
1° 1 Ovario bilateral 47 Mucinoso 4 B
2 Ovario 46 Seroso
2" 1 Ovario 44 Seroso 3
3° 1 Ovario bilateral 42
4 1 Ovario 43 Carcinoma 3 4

Tabla 51: fenotipo de las familias portadoras de la variante c.404C>T.

°Familia de este estudio
®Familia del estudio de Gutiérrez-Enriquez (147).

“Familia del estudio de Wickramanayke (162).

Con esta variante la enfermedad se expresa de forma casi idéntica en todos los
portadores. Muestra un fenotipo de cancer de ovario a edad temprana, a unos 44 afos de
media. Esta edad esta por debajo de la edad media de diagndstico de cancer de ovario en
portadores de BRCA1 o BRCA2, 54,2 y 53,9 afios respectivamente. En el amplio estudio
publicado en 2015 sobre 3.429 CO, no hubo ningun portador de mutacién en RAD51D
diagnosticado antes de los 40 afios, solo el 8,3% lo hizo entre los 40-49, el 50% entre los

50-59 y el 42% fue diagnosticado a edades mayores de 60 afios.
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5. Aplicabilidad de los resultados a la practica clinica

Actualmente, estamos inmersos en un rapido cambio en el campo de los estudios
genéticos con fines clinicos. Gracias a los avances de la tecnologia somos capaces de
analizar simultdneamente una multitud de genes. Tanto en la Ultima versién (2.2015) de la
guia clinica en oncologia del National Comprehesive Cancer Network® (NCCN), como en el
ultimo articulo publicado por la SEOM se recomienda, ademds del estudio de BRCA1 y
BRCA2, el analisis de otros genes predictores de riesgo para el sindrome de céncer de

mama y ovario hereditario (45,167)

En un amplio estudio sobre 911 pacientes BRCAX, la realizacién de un panel de 19
genes tuvo como resultado la identificacién de 67 mutaciones, aumentando en un 7,4% el
rendimiento del test genético BRCA. La mayoria de las mutaciones, concretamente el 72%,
fueron identificadas en genes de la recombinacién homdloga y moderado riesgo (BRIP1,
ATM. RAD51C, CHEK2, NBN, PANLB2, RAD50 y MRE11). El resto de mutaciones fueron
identificadas en genes del Sd. De Lynch (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM) y otros genes
de alta penetrancia como PTEN o TP53 (200).

Genes como, RAD51C y RAD51D, se postulan como genes de susceptibilidad para
cancer de ovario de penetrancia moderada-alta, asociados a carcinomas epiteliales de
ovario manifestados a edades no muy tempranas. Diferente a lo que ocurre con las
mutaciones de BRCA, la asociacion con el cancer de mama no estd del todo definida,
aunque si parecen estar influenciados los casos de cancer de mama con historia familiar de

cancer de ovario(201).

En teoria, estos avances deben ofrecer un mejor entendimiento de los sindromes de
cancer hereditario y por lo tanto deben suponer una mejora sustancial en el proceso de
asesoramiento genético. Pero la realidad es que muchos de los nuevos genes que se estan
relacionando con sindromes de cancer hereditario son genes de moderada o baja
penetrancia para los que todavia no esta clara la estimacién de riesgo que suponen para
los portadores. Por el momento, no existe consenso en las guias clinicas de asesoramiento
genético sobre las medidas adoptadas y por tanto su aplicabilidad a la practica clinica no
es facilmente reproducible. Ademas, como en el caso de los genes de alta penetrancia, es

posible que el riesgo asociado a genes de moderada penetrancia no sea debido
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exclusivamente a estos genes, sino que puede estar influenciado por otras variantes
génicas presentes en el individuo (modelo poligénico) o incluso por factores ambientales.
En la guia de clinica de NCCN, ante genes que pueden potenciar el riesgo de cdncer ovario
en los que las evidencias de intervencion adn son insuficientes, se recomienda como
estrategia reductora de riesgo la salpingo-ooferectomia bilateral (RRSO) aunque siempre
teniendo en cuenta el fenotipo familiar. Por tanto, a la hora de realizar acciones
preventivas en portadoras sigue siendo fundamental evaluar la historia familiar y otros

factores clinicos.

Aunque el potencial efecto de la deteccion de una mutacion en un gen de
susceptibilidad es mayor para los familiares que para el paciente en si mismo, existen
nuevas oportunidades de tratamiento basadas en el genotipo de los paciente. Las
pacientes afectadas de cancer de ovario que son portadoras de mutaciones en BRCA
tienen un mejor prondstico y una mejor respuesta a los tratamientos con platinos.
Ademas, las nuevas terapias en las que se combinan los platinos con el uso de los
inhibidores de la PARP (IPARP), estdn basadas en el defecto en el mecanismo de
reparacion, siendo un nuevo aliciente para la deteccién de mutaciones en genes de la
recombinaciéon homdloga. Este concepto de letalidad sintética puede ayudar al aumento

del tiempo libre de enfermedad en los pacientes afectados.
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Conclusion 1

El 16,5% de la poblacién de este estudio fue portadora de alguna variante patogénica
en BRCA1/2. Con la aplicacidon de los nuevos criterios de seleccién desarrollados por la
SEOM, la tasa de deteccién aumentd hasta el 20,1%. Los resultados obtenidos justifican la
implementacién de estos nuevos criterios al Programa de Consejo Genético en cancer de

mama y ovario hereditario.

Conclusion 2

El criterio propuesto por la SEOM que selecciona los tumores de mama diagnosticados
a edades avanzadas con receptores hormonales negativos (CMTN<50) obtuvo una tasa de
deteccion de un 16% . El rendimiento del test genético de BRCA en los casos con cancer de
ovario de alto grado sin antecedentes familiares destacados (COHG) fue de un 29%. Estos
rendimientos justifican su incorporacion como criterios de seleccién en el sindrome de

cancer de mama y ovario hereditario.

Conclusion 3

El 0,7% de los casos estudiados fueron portadores de alguna variante patogénica en
RAD51C, teniendo en cuenta el fenotipo familiar, la prevalencia mutacional de RAD51C en
familias con cdncer de mama y ovario fue de un 1,5% . Con respecto a RAD51D, el 1,2% de
las familias estudiadas fueron portadoras de variantes patogénicas, siendo la prevalencia
mutacional en familias con cancer de ovario de un 6,25%. Los datos obtenidos en la

poblacién de estudio estuvieron en concordancia a lo descrito en la bibliografia.

Conclusion 4

La variante c.404C>T de RAD51C se asocié a cancer de mama y ovario en la misma
paciente a edad avanzada. Sin embargo, la variante ¢.694C>T (p.Arg232X) de RAD51D se
asocié a familias con fenotipo exclusivamente de cancer de ovario diagnosticado a edades

tempranas.
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Conclusion 5

Segun los datos obtenidos se recomienda la inclusion de los genes RAD51C y RAD51D
en el disefio de un panel de genes con el cual poder ampliar el estudio genético de

BRCA1/2 en las familias BRCAX que cumplan los criterios de seleccidn elegidos.
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Anexo |

‘2 l | ’ Ii : Espacioreservado parala etiqueta identificativa

Hospial Universitano “Virgea de s Arricaca

Consentimiento informado para la realizacion de
pruebas genéticas de cancer hereditario

UNIDAD DE CONSEJO GENETICO DE CANCER HEREDITARIO

SERVICIO DE ONCOLOGIA MEDICA

Introduccién

Este formulario describe los beneficios, riesgos y limitaciones de las pruebas genéticas de

susceptibilidad heredada al cancer.Esta es una prueba voluntariay es posible que usted desee obtener
asesoramiento genético antes de firmar este formulario.

El proposito de esta informacion no es preocuparle ni liberar de responsabilidad al médico.

Simplemente representa un esfuerzo para que usted conozca mejor los hechos y pueda tomar la
decision libre y voluntaria, de autorizar o rechazar dicho procedimiento.

Debe saber usted que es una norma de obligado cumplimiento para el/la médico que le
atiende, informarley solicitar su autorizacion o rechazo siempre que la urgencia lo permita.

¢Para qué se hace?

Estaprueba analiza un gen o genes especificos para detectar cambios genéticos denominados

mutaciones. El gen o los genes analizados se asocian a un sindrome especifico de cancer hereditario.

Esta prueba ayudard a determinar si una persona tiene un riesgo significativamente mayor de
desarrollar ciertos tumores debidos a una mutacion (o mutaciones) del gen de predisposicion al cancer.

Las pruehas genéticas permiten calcular el riesgo de cancer hereditariode manera mas precisa que el

que se logra considerando solo los antecedentes personales y familiares de la persona.

¢Qué le vamos a hacer?

Para este estudio se le extraerdsangre para llenar un tubo de ensayo que se analizarden un

laboratorio de este centro. En algunas ocasiones es posible que sea necesario que esta muestra sea
enviada aotro laboratorio de referencia para completar el estudio.

¢Qué beneficios se esperan obtener de este procedimiento?

Los resultados de esta prueba podrian ayudarle a usted y a su médico a tomar decisiones

informadas sobre su atencion médica, tales como pruebas de deteccion, cirugias para reducir el riesgo y
estrategias de tratamiento con farmacos con finalidad preventiva.

Laidentificacionde una mutacion (o mutaciones) en un gen en una familia permite que otros

familiares consanguineos determinen si comparten o no el mismo riesgo de cancer hereditario. Si
obtiene un resultado positivo, se le proporcionarala informacion de como se hereda este tumoryde la
probabilidad de que sus hijos y parientes consanguineos puedan haber heredado la misma mutacion (o
mutaciones) en el gen o genes analizados.

Si obtiene un resultado negativo para una mutacion que se sabe que existe en su familia, no

puede transmitir esta mutacion a sus hijos y porlo general, se considera que usted tiene el mismo riesgo
de cancer que la poblacion general.
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¢Qué riesgos tiene?

Las pruebas genéticas por lo general requieren que el ADN se extraiga de una muestra de

sangre. Los efectos secundarios de una extraccion de sangre son poco comunes pero podrian incluir:
mareos, desmayos, dolor, hemorragia, formacion de hematomas, y en raras ocasiones, infeccion.

Los resultados de esta prueba seran comunicados exclusivamente a usted y seran custodiados

por el Hospital para evitar cuestiones relativas a una posible discriminacion por partede sistemas de
seguro medico.

Limitaciones

Esta prueba analiza solo algunos genes asociados a un sindrome o sindromes especificos de

cancer hereditario. Las pruebas genéticas determinan el riesgo de cancer sélo para aquellos tipos de
céncer asociados a los genes que se analizan.

Resultados de la prueba e interpretacién

Los resultados de su prueba deben evaluarse teniendo en cuenta los antecedentes clinicos

personales y familiares, los resultados del examen fisico y las pruebas de laboratorio y diagnosticas
pertinentes. Los resultados posibles son:

* Positivo: se identificc una mutacion asociada a un mayor riesgo de cancer
hereditario. Conocer esta informacion podria ayudarle a usted y a su médico a
tomar decisiones sobre su atencion médica, tales como pruebas de deteccion,
cirugias para reducir el riesgo y estrategias de tratamiento con farmacos con
finalidad preventiva.

*  Negativo: no se identifico ninguna mutacion.

o Si usted es la primera persona de su familia en someterse a la prueba,

corre al menos el mismo riesgo que la poblacion general. Aun asi, su
riesgo de cancer hereditario podria ser mayor al promedio debidoauna
predisposicion genética no detectable mediante esta prueba, yaseaen el
gen o genes analizados o en cualquier otro gen asociado con el cancer
hereditario.

o Siobhtiene un resultado negativo para una mutacion que se sabe existe en

su familia, se considera que usted tiene el mismo riesgo quela poblacion
general.

* Incierto: se detecté un cambio genético pero no se sabe si este cambio estad
asociado al riesgo de cancer. Su riesgo de cancer es al menos igual al de la
poblacion general. Ademas, su riesgo podria ser todavia mas elevado que el
promedio debido a este cambio o auna predisposicion genética no detectable por
esta prueba, ya sea en el gen o los genes analizados o en otro gen asociado al
cancer hereditario.

Los resultados de las pruebas genéticas tienen consecuencias para los parientes
consanguineos. Con el respaldo de esta Unidad de Consejo Genético, usted podria evaluar la posibilidad
de compartir sus resultados con algunos de sus parientes consanguineos que podrian también estar en
riesgo. Si decide hacerlo deberia evaluar la mejor forma de dar a conocer estainformacion, para lo cual
también le ofrecemos nuestro apoyo profesional.

La no realizacion de este procedimiento supone tener que basarnos en los antecedentes

personales o familiares para intentar hacer una aproximacion al riesgo personal de padecer un cancer
aparentemente hereditario. Estas aproximaciones son menos precisas que las basadas en estudios
genéticos y dificultan la toma de decisiones posterior para el seguimiento u otras medidas preventivas.
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éQué alternativas hay?

La alternativa alarealizacion de estudios genéticos es |a aproximacion al riesgo basada en el

estudio de los antecedentes personales y familiares, aunque los resultados son menos precisos que los
proporcionados por estos estudios genéticos cuando estan indicados.

Puede usted ampliar la informacién todo lo que desee, asf como consultar cuantas dudas
tenga, y ademds puede revocar el consentimiento en el momento que usted lo considere oportuno.

Yo como paciente.

Yo como representante legal del

paciente

AUTORIZO a la Unidad de Consejo Genético del Cancer Hereditario del Servicio de Oncologia
Médica a realizar el ESTUDIO GENETICO DE CANCER HEREDITARIO previamente descrito. He sido
informado/a verbalmente y por escrito de su naturaleza, riesgos y posibles alternativas, y he recibido las
aclaraciones a mis dudas por parte de mi médico.

El Paciente:

El Representante Legal:

DNI:

El Médico:

N2 Colegiado:

Murcia, a de de
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Table 1. SALSA MLPA P260-B1 PALB2-RAD50-RAD51C-RAD51D probemix

Length Chromosomal position
(nt) SAISRHILPA peobe Reference  RADSO  PALB2  RADSID  RADSIC
64-70-76-82 | Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
88-92-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 X-fragment: Specific for the X chromosome
105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome
130 * Reference probe 19616-L26704 4pi3
136 * RADS51C probe 20193-L27481 Exon 2
142 * RADS51D probe 20194-1.27482 Exon 10
148 * PALB2 probe 20195-L27483 Exon 9
154 * RADS0 probe 20196-L27484 Exon 14
160 * Reference probe 09787-L10202 15g21
166 * RADS51D probe 20198-L.27486 Exon 6
172 ¥ PALB2 probe 07501-L27938 Exon 10
178:% RADS51D probe 20199-L.27487 Exon 1
184 ¥ RADS51C probe 16393-L27657 Exon 3
190 Reference probe 08067-L19457 9p13
196 * RADS0 probe 20200-L27488 Exon 25
202 ¥ RADS51C probe 16395-L27659 Exon 1
208 * RADS50 probe 20201-L27489 Exon 10
218 * X RADS51D probe 20203-SP0939-L27491 Exon 3
225'* Reference probe 10902-L14355 9q34
232 ¥ RADS51C probe 16398-L27871 Exon 6
238 * RADSO0 probe 20204-L27492 Exon 23
245 * PALB2 probe 20205-L28341 Exon 2
253 RAD51C probe 16399-L28036 Exon 9
262 * Reference probe 16433-L28037 18g21
267 * RAD51D probe 20206-L28038 Exon 9
274 ¥ PALB2 probe 16391-L27658 Exon 1
281 * RADS51D probe 20207-L.28039 Exon 7
288 * PALB2 probe 20208-L28040 Exon 4
293 * Reference probe 15724-L27656 12q12
301 RADS51C probe 16400-L18815 Exon 4
310 PALB?2 probe 07502-L22722 Exon 11
318 * X RAD51D probe 20209-SP0940-L27940 Exon 8
328 X RAD51C probe 16402-5P0363-L19302 Exon 8
336 RADS0 probe 08999-L19778 Exon 4
344 * Reference probe 12785-L27941 2q12
350 ¥ PALB2 probe 07504-L27660 Exon 13
359 ¥ RAD51C probe 20139-L27378 Exon 7
368 * RAD51D probe 20210-L27498 Exon 4
375 ¥ PALB?2 probe 07497-L19690 Exon 6
388 * RAD51D probe 20211-L27499 Exon 2
395 * Reference probe 11901-L27676 6pi2
406 * PALB2 probe 20212-L27500 Exon 3
414 * RADSO0 probe 20213-L27501 Exon 2
423 * PALB2 probe 20214-L27943 Exon 8
427 * RADS51C probe 20215-L27503 Exon 5
436 ¥ RADS50 probe 09002-L27944 Exon 21
445 RADS50 probe 08998-L09098 Exon 1
459 * Reference probe 16581-L27675 7pi4
466 * XX | PALB2 probe 20216-S5P0941-L.27504 Exon 12
477 * PALB2 probe 20217-L27505 Exon 5
485 * RADS51D probe 20218-L.27945 Exon 5
494 * PALB2 probe 20219-L27946 Exon 7
500 * Reference probe 19555-L27674 2pi3

Tabla B1: Todas las sondas del Kit SALSA MLPA P260-B1 PALB2-RAD50-RAD51C-RAD51D

probemix.
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Length | SALSA MLPA RAD51D Ligation site Partial sequence Distance to
(nt) probe Exon NM_002878.3 (24 nt adjacent to ligation site) | next probe
start codon 257-259 (ex 1)
178 20199-127487 Exon 1 139-140 TCTCCTCCGGCA-GCCAGCGLGCCT 0.6 kb
388 20211-127499 Exon 2 396-395 reverse AGCTCACCTTGT-AAGACAAGCCAC 0.7 kb
20203-SP0939- 512-513 and GTCCACTGGCAT-44nt spanning
218K 127491 Exon 3 38 nt after exon 3 0ligo-AGGATGGGGCCT 11.0 kb
368 20210-127498 Exon 4 551-552 CTGGTCTCTATA-CTGGAGAAGTGA 0.3 kb
485 20218-127945 Exon 5 5 nt before exon 5 AATGCCCOCCACC-CCCAGGTATGTC 0.7 kb
166 20198-127486 Exon 6 788-789 ACATCTTCCAGA-TGCTGGATGTGC 2.9 kb
281 20207-L28039 Exon 7 840-841 TCAGGTGACTGG-TTCTTCAGGAAC 0.3 kb
20209-5P0940- TGGCCTTGATGA-35nt spanning
318 XK 127940 Exon 8 938-939 and 973-974 0ligo-GACCTTGGCATG 2.0 kb
267 20206-1.28038 Exon 9 1060-1061 GGACGCTCCTGG-AGCTTTGTGCCC 0.3 kb
142 20194-1 27482 Exon 10 1228-1229 GCCACATTACAG-GGTGATCAGACA
stop codon 1241-1243 (ex 10)
Tabla B2: Sondas de RAD51D.
K Sonda que consta de tres partes y tiene dos sitios de ligacion.
Length | SALSA MLPA RAD51C Ligation site Partial sequence Distance to
(nt) probe Exon NM_058216.1 (24 nt adjacent to ligation site) | next probe
start codon 43-45 (ex 1)
202 16395-L27659 Exon 1 143-144 GGGGTTCCAGAC-TGCTGAGGAACT 2.3 kb
136 20193-L27481 Exon 2 340-341 CCCAGGGCTTCA-TAATCACCTTCT 1.7 kb
184 16393-L27657 Exon 3 578-579 CTGCATTCAGCA-CCTTCAGCTTAT 6.5 kb
301 16400-L18815 Exon 4 705-706 GAGTTACTGGCA-CAAGTTTATCTT 6.7 kb
427 20215-L27503 Exon 5 866-867 CCTTGCAAATAA-TCACAGATTAGC 11.0 kb
232 16398-127871 Exon 6 133 nt after exon 6 ATCTTAGCACTA-AGCACAGTACCG 3.2 kb
359 20139-L.27378 Exon 7 995-996 CTTTCATTGGGA-CCGAAAGCAAAG 8.4 kb
16402-SP0363- 1035-1036 and AAGTCACCCAGC-32nt spanning
328 X L19302 Exon 8 1067-1068 oligo-AGTCAGTATTAT 1.7 kb
253 16399-.28036 Exon 9 1122-1123 TTGCAAACAGAA-GGTTCCTTGAGC
stop codon 1171-1173 (ex 9)

Tabla B3: Sondas de RAD51C.

* Sonda que consta de tres partes y tiene dos sitios de ligacion.
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Anexo lll
SERVICIO DE ANALISIS CLINICOS
PN
;8 SECCION DE HORMONAS-LAB
= D L .
§ 9 DIAGNOSTICO GENETICO March Geste
%

CONTROLES PARA ESTUDIO DE C. MAMA

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO GENETICO

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente entre las mujeres del mundo occidental.
En Espafa, se calcula que se diagnostican anualmente 22.000 casos de cancer de mama, lo
que supone el 30% del total de los tumores diagnosticados en mujeres. Entre un 5y un 10% de
todos los casos presentan un componente hereditario. Se han identificado dos genes
principales de susceptibilidad (BRCA1 y BRCA2). Sin embargo, publicaciones recientes
recomiendan ampliar el estudio a variantes actualmente desconocidas, asi como realizar

investigaciones en otros genes que podrian estar relacionados.

Para ello, es necesario el reclutamiento de personas sanas, que no cumplan ninguno de los

criterios clinicos de inclusion de cancer de mama y ovario hereditario.

Es por ello, que solicitamos tu colaboraciéon de forma voluntaria como control sano,

agradeciendo de antemano tu participacion desinteresada.

,con DNI y fecha de

NACIMIENTO. ... e

Declaro haber recibido completa informacion sobre los propoésitos del estudio genético y
estar de acuerdo con que se utlice el ADN obtenido a partir de una muestra de sangre
periférica, asi como su posterior almacenamiento.

Segun lo establecido el la ley Orgéanica 15/1999, de proteccién de datos de caracter personal, mis datos de
caracter personal y sanitario quedaran registrados en un fichero propiedad del Hospital Universitario Virgen de
la Arrixaca, pudiendo ser utilizados y cedidos Unica y exclusivamente a los efectos de la actuacién encargada,
gozando de los derechos de acceso, rectificacion y cancelacidon. Todos los datos que se derivan del proceso

quedaran reflejados en la correspondiente historia clinica, que sera custodiada en las instalaciones de la
entidad para garantizar su correcta conservacion y recuperacion.

Paciente (control sano) Facultativo

Fdo: Fdo:

Murcia, a .... de ................. de .......
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Anexo IV
Exén/Intrén (cam“Siuot ::‘i:t:ina) N‘—’.(;a)sos Referencia
2 (:gﬁﬁ?) 1(1,67) Adem y col. 2003 (202). BIC
2 (p.Le:fziE?zggleﬁValfs) 10 (16,67) Diez y col. 2003 (66). BIC
2 o ;';"Z—Sﬁﬂ‘f‘;m) 2(3,33) Diez y col. 2003 (66). BIC
5 (pc.;:lyi?fGGw) 1(1,67) | Freidmany col. 1994 (203). BIC
5 (;'jrlgy;?y) 4 (6,67) Diez y col. 2003 (66). BIC
I-5 c.212+1G>A 8(13,33) Diez y col 2003 (66). BIC
6 ?ﬁ%—é?:&ellgg 1(1,67) | Bergmany col. 2005 (204). BIC
P e .
11 (p.Hi(s:.391583L(iilé*23) 1(1,67) No descrita
11 (pCGlli;;;) 1(1,67) Eerola (2005) y col. (205) BIC
11 (p.jl.(:eLSZS(?gs?(EZS) 1(1,67) No descrita
11 (pcéﬁj 1623?31;\951;3;5'2 . 1(1,67) Diez y col 2003 (66). BIC
11 (;169;;22;) 4 (6,67) Gabaldé y col. 2014 (206).
11 C%iii_szzsz)fggé?/-\ 1(1,67) No descrita
11 (;élznol%%;() 1(1,67) No descrita
11 (p?ljjf(())::TTer) 1(1,67) No descrita
11 Cf:éfﬂ—fffﬁf:;'lcl‘;’;f 2(3,33) | Durochery col. 1996 (207). BIC
11 c.3583delC 3(5) De Juan Jiménez y col. 2008
(p. H1195fsX1209) (69). HGMD
11 fpgﬁ%izslffz"g; 1(1,67) Takahashi y col. 1995 (208).
I-13 c.4357+1delG 1(1,67) Musolino et al. 2007 (209).
18 (p;f;)19659(:9>TTrp) 1(1,67) De Juan J(izmoé;r;fe;lyccol. 2012
18 (p.CA|Sal12730Cs>3u) 8(13,33) | Futreal PAy col. 1994 (210). BIC
20 (p'éiii‘;zgif;f;)’(“l%zg) 1(1,67) | Simard ycol. 1994 (211). BIC
20 ¢. 5277+1G>A 2 (3,33) Diez y col. 2003 (66). BIC
TOTAL 2 60 (100)

Tabla X: Variantes patogénicas BRCA1. M: Tipo de varainte; F: frameshift; M: missense; N:

nonsense; S: splicing.
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Ex6n/Intrén M.u tacion . M No. casos (%) Referencia
(cambio proteina)
Gutiérrez-Enriquez y col.
2 Del Ex 2 LGR 7 (15,22) 2007 (197).
€.262_263delCT Salgado J. y col. 2010
3 (p. Leu88fs*99) F 2 (4,35) (212). HGMD
c.1597delA ,
(p.ThrS33Leufs*25) F 1(2,17) Diez y col. 2003 (66). BIC
Freidmany col. 1994
5
10 €.1608dupT (p.Ser5367fs) F 2 (4,35) (203). BIC
€.2095C>T .
11 (p. GIn699*) N 1(2,17) No descrita
Miramar et al. 2008
11 c.2701delC F 1(2,17) (213). UMD
c.3264dupT Llort y col. 2002 (214).
1 (p.GIn1089SerfsX10) F 4(8,70) BIC
11 €.3280A>T (p.Lys1094%) N 1(2,17) No descrita
€.3331_3334delCAAG Stegel et al. 2011 (215).
1 (p.GIn1111fsX1115) F 1(217) HGMD
11 C.3455T>G (p.leull52*) | N 3(6,52) Ca“X'MO\é'ICet al 2009.
11 €.3922G>T (p.Glu1308*) N 1(2,17) Diez et al. (2003) (66).
€.4936_4939delGAAA .
11 0.GIU1646GInfs*1668 F 1(2,17) No descrita
c.4963delT
1 (p.Tyr1655ThrfsX15) F 1(217) UMD
¢.5073dupA Marshall M et al. 2009
11 F 1(2,17
(p.Lys1691_Trp1692fs) (2,17) (216) BIC
c.5145_5148delGTAT Llort et al. 2002 (214).
11 (p.Leu1715Tyrfs*1123 F 1(2,17) BIC
11 €.5669_5673delATGGC F 1(2,17) No descrita
€.6491_6494delAGTT (p. L
11 GIn2164Argfs*3) F 2 (4,35) Lubinski y col. 2004 (217)
Farrugia et al
1 .7007G>A 1(2,17
3 ¢.7007G> > (2,17) (2008)(218). BIC
1-17 c.7977-1G>A S 1(2,17) No descrita
c.8201delC
1 1(2,1 D
8 (p.Pro2734Leufs*4) F (2,17) UM
€.9026_9030delATCAT Berta Campos y col.
2 iy 2
3 (p.Tyr3009_His3010fs F (4,35) 2003 (219) BIC
Bonatti y col. 2006
2 .911 1
0 €. 9117G>A S 6 (13,04) (220) BIC
€.9285C>G
2 2 Di (2 .
5 (p.Asp3095Glu) M (4,35) iez y col. (2003) (66)
€.9310 9311delAA Ramdtnas Janavicius,
25 (p.Lys3104Valfs) F 1(2,17) 2010 (221). BIC
Plaschke y col. 2000
%
25 €.9382C>T (p.Arg3128%*) N 1(2,17) (222). BIC
TOTAL 25 46 (100)
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Tabla X: Variantes patogénicas BRCA2. M: Tipo de varainte; F: frameshift; M: missense; N:

nonsense; S: splicing.

i i Mutacion
Exon/Intron . . M No. Casos (%) Reference
(cambio proteina)
-2 €.-19-21 -19-20insAT 5°UTR 1 BIC
-2 c.81-55T>C | 2 Borg A. y col. 2010 (223)
I-5 €. 213-116T>C I 1 No descrita
I-6 ¢.302-87T>C | 1 BIC
I-6 ¢.302-41T>G I 1 No descrita
1 c.946A>G M 1 Burk-Herrick Ay col.
(p.Ser316Gly) 2006 (224). BIC
c.981A>G . Borg A.y col. (2010)
11 Si 1
(p.Thr327Thr) (223). BIC
€.2662C>T Meyer y col. 2003 (225).
11 ] M 1
(p.His888Tyr) BIC
c.2733A>G ] o
11 Si 1 Riahi y col. 2014 (226)
(p.Gly911Gly)
c.3433G>T .
11 (p.Val1145Phe) M 1 No descrita
c.3928A>G )
11 M 1 No descrita
(p.Thr1310Ala)
¢.5100A>G ] )
18 Si 1 Judkins y col. 2005 (227)
(p.Thr1700Thr)
1-21 €.5332+32C>T I 2 No descrita
1-21 €.5333-47A>T I 1 No descrita
i .2 228).
1-21 €.5333-8C>T | 1 Simardy col. 2007 (228)
BIC
- €.5334T7>C i 1 Houdayer y col. 2012
(p.Asp1778Asp) (229).
¢.5507_5508delAG ,
24 F 1 No descrita
(p.Glul1836Valfs*43)
TOTAL 19 21

Tabla X: Variantes de significado clinico desconocido BRCA2. M: Tipo de variante; F:

frameshift, M: missense; |: intrénica; Si: sindnima.
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Mutacion

Exdn/Intrén . i M. No. casos Referencia
(cambio proteina)
-1 c.-75C>G | 1 Diez y col. 2003 (66)
-2 c.68-7T>A I 1 No descrita
-3 c.316+167T>C I 1 No descrita
-5 C.475+14C>T ! 1 No descrita
Houdayer y col. 2012
-6 €.516+14C>T | 1 (229).
Borg Ay col. 2010
-7 €.631+25C>T I 1 (223). BIC
-8 €.682-54T>C | 1 No descrita
10 ¢.1240G>C (Ala338Thr) M 1 No descrita
10 c.1717G>A (p.Ala573Thr) M 1 No descrita
10 ¢.1803A>G (p.Lys601Lys) Si 1 No descrita
11 €.2464T>C M 1 Thompson y col.
(p.Cys822Arg) 2013 (230). BIC
11 c.2803G>A M 1 Vogel y col. 2007.
(p.Asp935Asn) (231). BIC
. Wagner y col. 1999
11 c.2883G>A (p.GIn961Gln) Si 1 (232). BIC
11 c.3032C>G M 1 Balia y col. 2011 (233).
(p.Thr1011Arg) BIC
c.32257>C
11 i 1 HGMD
(p.Ser1075Ser) S G
11 c.3516G>A i 1 Borg A.y col. 2010
(p.Ser1172Ser) (223). BIC
c.3767A>C
11 M 1 MD
(p.His1256Pro) u
c.4146_4148delAGA
11 - IFD 1 W 2 . Bl
(p.1382delGlu) uetal 2005. BIC
c.4256A>C
11 1 .
(p.Lys1419Thr) M No descrita
c.4316C>A
11 1 B
(p.Ala1439Asp) M Ic
c.5027G>A
11 1 .
(p.Ser1676Asn) M No descrita
€.6293C>T
11 1 B
(p.Ser2098Phe) M Ic
" €.6322C5T " . Balia y col. 2011
(p.Arg2108Cys) (233). BIC
-12 €.6938-21T>C | 1 No descrita

Tabla X.1: Variantes de significado clinico desconocido de BRCA2. M: Tipo de variante; F:

frameshift; M: missense; |: intrénica; Si: sindnima.
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i i Mutacion .
Exén/Intrén . i M. No. casos (%) Referencia
(cambio proteina)
-13 ¢.7008-14del | 1 No descrita
C.7559G>T
15 (p.Arg2520Leu) M 1 UMD
I-16 €.7806-40A>G I 1 Borg A. y col. 2010 (223).
1-18 €.8331+133G>A I 1 Not reported
20 €.8503T>C M 1 Johnsony col. 2007
(p.Ser2835Pro) (234). BIC
20 c.8632+47dup12 I 1 No descrita
C.8854A>G
22 (p.Met2952Val) M 1 HGMD
C.9065A>G . .
23 (p.Glu3021Glu) Si 2 No descrita
1-24 €.9256+61A>T I 1 No descrita
1-25 c.9501+3A>T I 1 BIC
1-26 C.9648+84G>A | 1 Borg A. et ‘;'l C201o (223).
€.9783C>T ) .
27 (p.Asp3261Asp) Si 1 No descrita
c.9843A>G .
27 (p.Pro3281Pro) S 2 BIC
57 c.9875C>T M 6 Karchin R. Y col. 2008
(p.Pro3292Leu) (235). BIC
€.10043insA .
27 (p.Asn3348fsX3368) F ! No descrita
c.10103 C>T .
27 (p.Ser3368Phe) M 1 No descrita
c.10110G>A . ,
27 (p.Arg3370Arg) Si 2 Diez y col. 2003 (66). BIC
TOTAL 41 49

Tabla X.2: Variantes de significado clinico desconocido de BRCA2. M: Tipo de variante; F:

frameshift; M: missense; |: intrénica; Si: sindnima.
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