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1. EPIDEMIOLOGIA

El cancer de mama (CM) es el mas comun , asi como la principal causa
de muerte por cancer en mujeres [1]. EI CM femenino comprende un 25% de
todos los casos diagnosticados en todo el mundo y un 11.6% si se tienen en
cuenta ambos sexos [2]. En Espafa la tasa de incidencia estimada en 2015 fue
de 88 casos por cada 100000 habitantes, siendo el cuarto tipo de cancer mas
comun tras el colorrectal, préstata y pulmoén [3]. Los datos de Sociedad Espariola
de Oncologia Médica (SEOM) indican que en 2017 se diagnosticaron
aproximadamente 26000 nuevos casos de CM en Espafia y, en 2016, 6477
muertes fueron debidas a esta causa [4]. La mortalidad por CM en Espafia es el
18% de la mortalidad por cancer [5]. Por otro lado, su incidencia es
marcadamente mayor en paises desarrollados que en aquéllos en vias de
desarrollo. Esta variacion internacional en la incidencia refleja las diferencias en
los medios disponibles para llevar a cabo una deteccion precoz asi como en los
factores de riesgo [2]. El cancer de mama puede tener una presentacion muy
variada con una amplia diversidad en sus caracteristicas morfoldgicas,

consecuencias clinicas, subtipos y prevalencia [6].

El cancer de ovario (CO) es el séptimo cancer mas diagnosticado y la
octava causa de muerte por cancer en mujeres en todo el mundo, suponiendo
un 3.6% de los casos de cancer y un 4.3% de las muertes [7]. El riesgo de
padecer CO, cancer de trompa de Falopio o primario peritoneal es del 1.5% en
la poblacion general. El subtipo patolégico predominante es el epitelial, seguido
del estromal y del germinal [8]. A pesar de los avances en su tratamiento
quirurgico y farmacolégico, sigue siendo el cancer ginecoldgico mas letal, debido
principalmente a la ausencia de un método de cribado para su deteccion precoz.
Esto conlleva que la mayoria de los pacientes sean diagnosticados en fases
avanzadas de la enfermedad [9, 10]. Ademas, presenta una elevada resistencia

a los farmacos citostéaticos usados comunmente [11].

2. FACTORES DE RIESGO
En el desarrollo del CM se han identificado multiples factores de riesgo de
tipo ambiental, hormonal y genético. Dentro de los de tipo hormonal y
reproductivo se incluyen una larga historia menstrual, el uso reciente de

anticonceptivos o la nuliparidad. Sin embargo, la lactancia materna y la actividad

3



Introduccion

fisica se han asociado a una reduccion de riesgo de CM [2]. Hay otros factores
que son potencialmente modificables como el sobrepeso y la obesidad, el
tratamiento con terapia hormonal sustitutiva, la inactividad fisica o el consumo
de alcohol [2]. También se considera un factor de riesgo el nimero de familiares

de primer grado con CM y la edad temprana de diagnostico de éstos [12].

Tanto en CM y CO existe una susceptibilidad genética que se manifiesta
por mutaciones en genes de alta y moderada penetrancia. La historia previa de
cancer es un factor de riesgo, ya que se ha descrito un elevado riesgo de CO en
mujeres portadoras de mutaciones en BRCAl1 y BRCA2 previamente
diagnosticadas de cancer de mama [13]. Ademas, en CO, varios estudios
epidemioldgicos sugieren que diversos factores hormonales y reproductivos
(paridad, lactancia materna, tratamiento anticonceptivo, etc.), asi como
ambientales y de estilo de vida (exposicién al humo del tabaco y consumo de
alcohol, entre otros) estan implicados en su patogénesis como modificadores de
riesgo [14-17].

3. SINDROME DE CANCER DE MAMA Y OVARIO HEREDITARIOS

EI CM es el tipo de cancer que se diagnostica con mas frecuencia y el que
presenta una mayor mortalidad en mujeres tanto en paises desarrollados como
en aquéllos en vias de desarrollo [2]. Aunque la mayoria de los casos de CM son
esporadicos, se estima que el 5-10% de todos los casos de CM en mujeres estan
vinculados a una susceptibilidad hereditaria debida a mutaciones en genes
autosémicos dominantes. Los principales genes relacionados con dicho
sindrome son BRCA1 y BRCA2 (breast-cancer-susceptibility genes), aunque se
han descrito otros genes que, aunque tengan una implicacion menor, también
estan relacionados con un aumento de riesgo de cancer de mama y ovario. De
hecho, el CM es un componente de muchos sindromes de cancer hereditario
como el sindrome de Li-Fraumeni (causado por mutaciones germinales en
TP53), el sindrome de Cowden (causado por mutaciones germinales en PTEN)
o el sindrome de Peutz-Jeghers (causado por mutaciones germinales en
STK11), siendo el mas comun el sindrome de cancer de mama y ovario
hereditario (SCMOH).
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3.1 Contexto y evolucion del analisis genético en el sindrome de cancer de
mama y ovario hereditario

La comprensién de la etiologia genética del cancer de mama dio paso a
la identificacion en los afios 90 de dos genes relacionados con la susceptibilidad
al cancer de mama: BRCAl1 y BRCA2 [18, 19]. Estos genes de elevada
prevalencia se caracterizan por tener un patron de herencia autosomica
dominante en cuanto a la predisposicion al cancer, de tal manera que aquellos
individuos portadores de una mutacion en linea germinal poseen una mayor
predisposicion a padecer cancer a nivel somatico. En este tipo de herencia hay

gue tener en cuenta que aunque la penetrancia es elevada, no es completa [20].

Desde entonces, se ha ido mejorando el conocimiento en la etiologia y
fisiopatologia del cancer hereditario, descubriéndose nuevos genes que también
estan asociados a un riesgo incrementado de padecer CM y/o CO. Por otro lado,
el desarrollo de nuevas tecnologias de analisis genético como la secuenciacion
de nueva generacion (NGS, next generation sequencing) ha permitido que se
abarate el coste de los andlisis genéticos. Todo esto ha conllevado la aparicion
de paneles de genes, lo cuales hacen posible que se puedan estudiar diferentes
genes en un mismo analisis. Sin embargo, la aplicacion de estos paneles en el
ambito clinico del SCMOH esta suponiendo un reto para los profesionales del
laboratorio y los clinicos, ya que se estan encontrando muchas variantes en
diversos genes, previamente no descritas, de las que se desconoce su

implicacion clinica.
3.2 Criterio de seleccion para el estudio genético

Las técnicas de diagndstico genético aplicadas en el campo del SCMOH
se centran en el andlisis de mutaciones en linea germinal de los genes
responsables. Dichas mutaciones estan presentes en todas las células del
organismo, incluidos los gametos, por lo que podran ser transmitidos en
sucesivas generaciones. En base a esto, se distinguen dos tipos de analisis

genético segun su finalidad:

- Diagndsticos: estos se realizan en pacientes afectos de cancer en los que

se tiene sospecha de que esta patologia sea de origen hereditario. Al
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paciente seleccionado para este estudio se le denomina caso indice (CI)
y se le realiza un estudio pormenorizado de aquellos genes que pueden
estar implicados (al menos BRCA1 y BRCAZ2).

- Predictivos de riesgo: estos se llevan a cabo en personas sanas familiares
de un Cl en el que se ha encontrado una variante que explica la
enfermedad. Mediante este andlisis se pretende conocer si dicho familiar
ha heredado la mutacién asociada a un mayor riesgo de padecer cancer.
En este caso se analizara Unicamente la variante genética hallada en el
Cl.

La SEOM recomienda que en ambos casos se realice un correcto
asesoramiento genético pre y post-analisis. Este consejo genético previo al
andlisis garantiza que el paciente sea informado de los beneficios y limitaciones
del analisis genético. Por su parte, el consejo post-andlisis permite informar
sobre el riesgo de desarrollar cancer, asi como dar recomendaciones de

prevencion y diagndstico precoz, o informar sobre las opciones reproductivas.

4. TIPOS DE ERRORES EN EL ADN Y MECANISMOS DE REPARACION
Los dafios en el &cido desoxirribonucleico (ADN) se pueden dividir en dos
grandes grupos: dafios en una uUnica hebra de ADN (single-strand breaks o
SSBs) y dafios en ambas hebras del ADN (double-strand breaks o DSBs). Para
cada tipo de dafio existen mecanismos de reparacion especificos (Figura 1):
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Figura 1. Tipos de errores en el ADN, sus principales vias de reparacion y las

enzimas implicadas [21]

4.1 Dafios en una hebra de ADN

- Reparacion por escision de bases (base-excision repair o BER): es el
mecanismo de reparacidon de roturas de una hebra del ADN vy
modificaciones de bases sin alteracion de la hélice. En este proceso es
fundamental la proteina PARP-1 o poliADP-ribosa polimerasa. Esta sirve
como sensor de las roturas de la cadena de ADN e inicia la cascada
(Figura 2). Al inhibirse la actividad de PARP-1 se produce una
acumulacion de errores sin reparar. Esto permitié desarrollar el concepto
de letalidad sintética y, por tanto, desarrollar farmacos inhibidores de
PARP-1, como Olaparib, que aumentan la supervivencia libre de
progresion en tumores de ovario mutados en BRCA1 o BRCA2 [21, 22].
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Figura 2. Papel de la proteina PARP-1 en la reparacion del ADN, reclutando el complejo
para la reparacion por BER.[23]. PARP-1: poliADP-ribosa polimerasa, BER: reparacion
por excision de bases, PARG: poliADP-ribosa glicohidrasa, APELl: endonucleasa
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- Reparacion por escisiéon de nucledticos (nucleotide-excision repair o
NER): mediante este mecanismo se reparan lesiones distorsionadoras de
la hélice, las cuales se producen por radiacién ultravioleta y quimioterapia
derivada del platino [22].

- Reparacion del desajuste (mismatch repair o MMR): se reconocen
inserciones, deleciones e incorporaciones erréneas de bases. Los genes
implicados en este proceso son MLH1 (mutL homolog 1), MSH2 (mutS
homolog 2), MSH6 (mutS homolog 6), MLH3 (mutL homolog 6) y PMS2
(PMS1 homolog 2). Mutaciones en estos son responsables del sindrome
de Lynch, un sindrome de cancer hereditario que aumenta el riesgo de
desarrollar cancer colorrectal principalmente, pero también de
endometrio, ovario y estbmago entre otros. El fallo de este mecanismo de

reparacion conlleva la acumulacion de secuencias repetidas de
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nucledtidos que fenotipicamente se expresan como inestabilidad de
microsatélites [21].

4.2 Dafios en ambas hebras de ADN

Recombinacion homologa: es un tipo de recombinacion genética durante
la cual las secuencias de nucledtidos son intercambiadas entre dos
cromatidas hermanas de ADN. Es un proceso fundamental para la
conservacion de los organismos, pues mantiene la integridad gendmica
mediante la reparacion de las rupturas de la doble hebra de ADN (DSBSs).
Estos dafios son generados durante la replicacién del ADN (fase S del
ciclo celular) y preferentemente reparados mediante recombinacion con
la crométida hermana. Muchas proteinas relacionadas con el SCMOH
estan implicadas en este mecanismo de reparacibn como ATM (ataxia
telangiectasia mutated), CHEK2 (checkpoint kinase 2) y las proteinas de
la anemia de Fanconi: BRCA1l, BRCA2, PALB2 (partner and localizer of
BRCA2), BRIP1 (BRCA1-interacting protein 1), RAD51C (RAD51 paralog
C) y RAD51D (RAD51 paralog D) [21, 22, 24].

En la Figura 3 se puede observar la funcion de las proteinas relacionadas
con el SCMOH y su implicacion en el proceso de recombinacién

homologa, la cual ocurre mediante los siguientes pasos:

A. Cuando se produce una rotura de la doble cadena de ADN, se produce
el reconocimiento de este sitio y la unién de proteinas reparadoras.
Las kinasas ATM y ATR reconocen esta rotura y fosforilan a otras
proteinas implicadas en el proceso de reparacion: CHEK2, P53,
BRCA1yH2AX. BRCA1 mantiene ensambladas y organizadas a estas
proteinas. A continuacion, las proteinas BARD1 y BRIP1
interaccionan con BRCAL.

B. Eliminacion de los extremos 3’ por accién del complejo MNR (formado
por Mrell, RAD50 y NBS1)

C. Transporte de RAD51. La proteina RPA se une a los extremos 3’ de
las monohebras de ADN. BRCA2 es reclutado con la ayuda de PALB2
y transporta a RAD51 al ADN cubierto por RPA con la ayuda de
RAD51B, RAD51C y RAD51D.
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D. Invasién de la hebra homéloga de ADN por la proteina RAD51.
E. Sintesisy reparacion del ADN. La cadena de ADN constituye un molde

para una reparacion de ADN de alta fidelidad y libre de error.

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

= ———— ]
ATM Q !!l ) Kinasesrecognize double -strand DNA break
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BARDT BRIP1 Interact with BRCA1

B. End Resection

— Mret1 ' RAD50 NBS1 MRN complex resects DNA

m Binds 3' overhangs of single -stranded DNA

@ Loads f“ w onto RPA-coated DNA

HADSiC ’ RADS1D PALBZ

C. RAD51 loading

D. Strand Invasion - RAD51 nucleoprotein filament invades homologous DNA

—J

E. DNA Synthesis and Repair

Figura 3. Proteinas implicadas en el SCMOH vy su papel dentro del proceso de recombinacion
homologa. Las proteinas implicadas en SCMOH aparecen en rojo, mientras que en naranja se

remarcan otros genes que se han relacionado mas recientemente con este sindrome [24].

- Unién de los extremos no homodlogos (non-homologous end joining o
NHEJ): es un método menos preciso que el anterior y mas propenso a
errores, pero tiene un papel crucial en la minimizacion de dafio en el ADN
en las fases GO y G1 del ciclo celular, cuando no hay una hebra molde
intacta para poder llevar a cabo una reparacién homologa [21, 22].

5. PRINCIPALES GENES RELACIONADOS CON EL SCMOH
Mutaciones en los dos principales genes de susceptibilidad BRCAL y
BRCA2, junto con aquellas en otros genes de alta penetrancia como TP53 y
PTEN, son responsables del 20% de los casos de cancer de mama familiar [25].

Para el 80% restante, los factores genéticos son mas desconocidos y es
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probable que se deban a mutaciones en genes de baja y moderada penetrancia
que actlen junto a otros factores ambientales o hereditarios. Aunque no se
descarta la posibilidad de identificar un nuevo alelo de alta penetrancia, en la
actualidad se sugiere la participacion de multiples genes de susceptibilidad, pero
cada uno de ellos asociado a riesgos menores. De hecho, se estima que mas de
la mitad de los individuos que cumplen los criterios de SCMOH de la National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) y que son portadores de una variante
patogénica causante del sindrome, dicha variante estad en un gen distinto a
BRCAL1 y BRCA2 Estos genes son de baja y moderada penetrancia y, entre
otros, se incluyen los siguientes: CHEK2, BRIP1, ATM y PALB2 [26] (Figura 4).
La mayoria de estos genes son esenciales para la estabilidad gendémica celular
y estan relacionados con la reparacion de dafio en el ADN mediante
recombinacion homdloga. Estos genes también estdn asociados a
susceptibilidad a otros tipos de cancer como ovario, pancreas o colorrectal [6,
25-28]. En total, todos estos grupos de genes comprenden alrededor de un 30%
del riesgo familiar de CM. Por lo tanto, sigue sin conocerse la causa de la mayoria
de las agrupaciones familiares, que puede ser debida a un gran nimero de
variantes, cada una de ellas asociada a un efecto moderado en el riesgo de CM.

11
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Figura 4: Se representa la prevalencia de variante patogénicas en distintos genes en (A) todos

los individuos con CM y (B) aquéllos con un estatus triple negativo (TNBC) [26].

Hasta hace unos afios sélo se planteaba el estudio de los genes BRCAL
y BRCAZ2. Sin embargo, el desarrollo de los paneles de genes ha supuesto una
verdadera revolucion y, en consecuencia, la practica clinica en el campo del
SCMOH ha cambiado. De hecho, actualmente la SEOM recomienda, en el caso
de que se realice un andlisis genético mediante paneles de genes, incluir en
analisis genes como TP53, PALB2, BRIP1, RAD51C y RAD51D [29]. En cuanto
a otros genes, se planteara su estudio en funcién de la historia familiar. A
continuacion se resumen las principales caracteristicas de los principales genes

de interés y su relacion con el SCMOH.
5.1 Genes de la anemia de Fanconi

Las proteinas de la anemia de Fanconi participan en la reparacion de lesiones
especialmente perjudiciales como los entrecruzamientos intercatenarios, asi

como en el mantenimiento de la estabilidad genomica durante la replicacion del
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ADN. Los entrecruzamientos de ADN impiden tanto la transcripcion como la
replicacion, por lo que deben eliminarse durante todas las etapas del ciclo celular
[30].

Mutaciones bialélicas en estos genes producen dicha patologia, la cual se
caracteriza por fallo en la médula 6sea y una elevada susceptibilidad a la
leucemia mieloide aguda y a tumores solidos, asi como a errores del desarrollo.
Los pacientes con anemia de Fanconi presentan hipersensibilidad a los agentes
intercalantes del ADN, resultando en un aumento de las anomalias

cromosomicas como las translocaciones [30].

Por otro lado, como se describe a continuacion en detalle, mutaciones
monoalélicas en estos genes estan vinculadas a un aumento de riesgo de
padecer CM y/o CO en el contexto del SCMOH [31].

5.1.1 BRCA1l

El gen BRCA1l (OMIM: 113705) se localiza en el brazo largo del
cromosoma 17 (17921.31). A partir de 22 exones codificantes se origina una
proteina formada por 1863 aminoacidos (NP_009225). Esta proteina tiene cuatro
dominios: un dominio de dedos de zinc o RING finger (mediante el cual se
dimeriza con BARD1 para formar la E3 ubiquitin ligasa), el dominio coiled-coil
(mediante el cual se une a PALB2) y dos copias del dominio BRCT, el cual es un
dominio conservado que esta presente en diversas proteinas implicadas en la

reparacion del ADN, al facilitar la union de fosfoproteinas (Figura 5) [32, 33].
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Figura 5. Esquema de los dominios funcionales de BRCA1 y de las proteinas que interaccionan

con él. Obtenido de BRCAL1 tumor suppressor network: focusing on its tail [33].

BRCAL1 es un gen supresor de tumores involucrado en funciones celulares
bésicas necesarias para la replicacion celular y sintesis de ADN. Las personas
portadoras de variantes patogénicas en BRCAL tienen un riesgo acumulado a
los 80 afios de padecer CM del 67% [20], estando relacionado sobre todo con el
triple negativo, un tipo de CM sin expresion de receptores de progesterona (PR),
estrogenos (ER) y del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico (HER2)
[34, 35]. Un estudio reciente realizado en poblacion de la Regién de Murcia
asocia mutaciones en BRCA1 con el subtipo ductal infiltrante y, en un menor
porcentaje, con los carcinomas medulares [36]. A su vez, presentan un riesgo
acumulado de padecer CO a los 80 afios del 45%, sobre todo de carcinoma

seroso epitelial de alto grado [20, 36, 37].

Se han encontrado variantes patogénicas a lo largo de toda la secuencia
codificante del gen. La mayoria son variantes que producen alteraciones en el
marco de lectura y producen proteinas truncadas, principalmente mutaciones
puntuales (cambios de un solo nucleétido, o pequefias inserciones o deleciones).
En cuanto a los grandes reordenamientos, la proporcion varia segun la
poblacién, siendo mucho mas frecuentes en BRCA1 que en BRCA2 [38]. En
Espafia, un 8,2% de las variantes patogénicas en BRCA1l son grandes

reordenamientos [39].
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5.1.2 BRCAZ2

El gen BRCA2 (OMIM: 600185) se localiza en el cromosoma largo del
cromosoma 13 (13q13.1). A partir de 26 exones codificantes origina una proteina
de 3418 aminoéacidos (NP_000050). Dicha proteina contiene los dominios
funcionales que estan representados en la Figura 6. El extremo N-terminal se
une a PALB2. A continuacion hay ocho unidades consecutivas de repeticiones
BRC mediante los cuales se produce la unién a RAD51. El dominio de unién a
ADN esta formado por un dominio helicoidal, tres dominios oligonucleotide
binding (OB) y un dominio tower (T). Este dltimo facilita la unién de BRCA tanto
a ADN de hebra unica como de doble. Por ultimo, el extremo C-terminal también
es un punto de unién a RAD51 [40].

BRC repeats H OBOBOB NLS @

eiE = __3
3 € 2 [l s3201) .
| [ OE |
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21 39 1009 2083 DNA binding
PALB2 | RADS51 DSS1 RAD51|

Figura 6. Esquema de los dominios funcionales de BRCA2 y de las proteinas que interaccionan
con él [40].

BRCAZ2 actia como supresor de tumores, y tiene un papel mas especifico
en la reparacion del ADN, ya que regula la actividad del gen RAD51C e
interacciona con PALB2. Los portadores de variantes patogénicas en este gen
tienen un riesgo acumulativo a los 80 afios de padecer CM del 66% y un 12% de
padecer CO [20]. En hombres, se asocia a un mayor riesgo de padecer cancer
de préstata y de cancer de mama en el vardn. Al contrario de BRCA1L, no esta
asociado a un subtipo histolégico de CM particular, sino que es un grupo mas
heterogéneo. Por otro lado, el CO mas comun es, al igual que en portadores de
mutaciones en BRCA1, el seroso [36, 37].

Las variantes patogénicas que se encuentran con mas frecuencia son
pequenas inserciones o0 deleciones, mientras que el resto corresponden a
mutaciones con cambio de un solo aminoacido por otro 0 missense y a

alteraciones del proceso de empalme del acido ribonucleido (ARN) o splicing,
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siendo los grandes reordenamientos mucho menos comunes que en BRCA1L
[38, 39].

5.1.3 PALB2

El gen PALB2 (OMIM: 610355) se encuentra en el brazo corto del
cromosoma 16 (16p12.2). A partir de 13 exones se codifica una proteina de 1186
aminoacidos, la cual acomparfia y localiza a BRCA2, de ahi su nombre (partner
and localizer of BRCA2). Dicha proteina esta formada por dos dominios de unién
a ADN, dos regiones de interaccion con RAD51, un dominio ChAm o de
asociacion a la cromatina, un conjunto de repeticiones WD40 de 40 amino&cidos
y por un dominio de autointeraccion (Figura 7A). PALB2 actia con BRCA2 en la
reparacion del ADN, tal y como se representa en la Figura 7B. La proteina
BRCA2 interacciona con PALB2, con RAD51 y con la unién entre el ADN simple
y el de doble cadena, produciéndose la etapa final del proceso de recombinacion
homologa[41].
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Figura 7. (A) Representacion esquematica de los dominios de PALB2. (B) Modelo de la accién
colaborativa entre colaborativo entre BRCAL1, BRCA2 y PALB2. PALB2 y BRCA2 trabajan
sinérgicamente para estimular la recombinacién homologa. Tras la reseccion del dafio por MRN,
el complejo PALB2-BRCAZ activa RAD51 para que se produzca la invasion de una hebra molde

no dafiada y una posterior reparacion del dafio mediante recombinacién homoéloga [42].

Mutaciones germinales monoalélicas en este gen impedirian que se
llevara a cabo de forma correcta esta reparacion, provocando un aumento del
riesgo de cancer. La introduccion del analisis de este gen fue avalada por un
estudio que concluyo que, a pesar de la baja frecuencia de las mutaciones en
este gen (0.1%-2.7%), éstas implicaban un riesgo de desarrollar cancer de mama
similar al de BRCA2 [43]. Por otro lado, en un estudio realizado en poblacion
espafola se identificaron variantes patogénicas en PALB2 en aproximadamente

el 1% de los casos de cancer de mama familiar, asi como en el 3-4% de los
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casos de cancer de pancreas familiares [25]. Ademas, hay diversos estudios que
lo relacionan con una mayor susceptibilidad hereditaria a cancer de mama en el

varon [44].

5.1.4 BRIP1

El gen BRIP1 o FANCJ (OMIM: 605882) esta localizado en el brazo largo
del cromosoma 17 (17923.2). Esta formado por 19 exones codificantes que
originan una proteina de 1249 aminoacidos (NP_114432). Dicha proteina esta
compuesta por ocho dominios helicasa, un dominio de union a BLM y otro de
union a MRE11 [45]. Actda como una helicasa que interacciona con BRCA1
durante la reparacion del ADN en la recombinacion homadloga. Ademas, BRIP1
colabora con otras proteinas implicadas en la deteccién de dafio en ADN y su
reparacion. Por otro lado, se piensa que esta proteina tiene otras funciones como
aliviar el estrés de la replicacion al resolver las estructuras de cuadruplex de
guanina (G4), los cuales afectan a la replicacién y la transcripcion y juegan un
papel potencial en la preservacion de estructuras cromosémicas como los

telomeros [46] (Figura 8).

A
1
yo ! la 1 " vV oW
BRIP1 MW - | ] I -~
(FANCJ) W | | | | o . N =
BLM binding domain
L J
MRE11 binding domain
L J
DNA Helicase domains (0, |, Ia, II, lll, IV, V, and VI)

ATP > ADP + P,

5 FANCJ

Figura 8. (A) Esquema de los dominios que forman la proteina BRIP1. (B) BRIP1/FANCJ

resuelve los cuadruplex de guanina para mantener la estabilidad gendmica y la homeostasis
celular [45, 46].

Variantes patogénicas en este gen se asocian a un riesgo incrementado

de CO. Se han detectado mutaciones en este gen en 1.4% de los pacientes con
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CO [47], siendo el riesgo relativo (RR) para cancer de ovario epitelial invasivo
del 11,22 (IC 95%) y del 14,09 (IC 95%) para el cancer de ovario seroso de alto
grado [48].

Aunque en general no se ha encontrado que las mutaciones en BRIP1
estén asociadas a un mayor riesgo de CM, hay un estudio realizado en poblacién
espafola en el que se encontrd asociacion entre determinadas variantes en

BRIP1y PALB2 y el CM con receptores de progesterona positivos [31].

5.1.5 RAD51C y RAD51D

El gen RAD51C (OMIM: 602774) se localiza en el brazo largo del
cromosoma 17 (17g22). A partir de 9 exones codificantes se origina una proteina
de 376 aminoéacidos (NP_478123). El gen RAD51D (OMIM: 602954) también
esta localizado en el mismo cromosoma que el anterior (17g12). A partir de 10

exones da lugar a una proteina de 328 aminoacidos.

Las proteinas codificadas por estos genes, junto con el resto de proteinas
de la familia RAD51 participan en el proceso de recombinacion homologa al
formar un complejo que cataliza el emparejamiento entre el ADN de una hebray
el de dos hebras para que posteriormente se produzca la sintesis y reparacion
del ADN dafado. Para que esto tenga lugar es necesario que BRCA2 reclute a
RADS51 y lo sitie en el ADN dafiado (Figura 9) [49].
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Figura 9. Modelo de accién colaborativa de RAD51 (rojo) y BRCA2 (azul) en la recombinacion

homdloga [49].

Ambos genes se asocian con un riesgo incrementado de CO. El riesgo
acumulado de desarrollar CO en portadores de mutaciones en RAD51C es del
1,3% a los 50 afos. En portadoras de mutaciones en RAD51D suponen un riesgo
acumulado relativo de padecer CO a los 50 afios del 3%. En cuanto al CM, no

hay suficiente evidencia que apoye la implicacién de estos genes [50, 51].

En poblacion esparfiola hay estudios en los que se detecta un 1,3% de
mutaciones en RAD51C en familias con SCMOH, mientras que las mutaciones
en familias con CM son muy raras [52]. Ademas, alrededor de un 1% de las
familias con SCMOH espafiolas sin mutaciones en BRCA1/BRCA2 son
portadoras de mutaciones en RAD51D [53]. Dentro del CM, el mas comun es el
carcinoma ductal in situ pobremente diferenciado[54]. En cuanto al ovario, un
estudio realizado en poblacién de la Region de Murcia indicé que los subtipos

mas asociados con mutaciones en estos genes son el mucinoso y el seroso [55].
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5.2 Otros genes de susceptibilidad relacionados con el SCMOH

5.2.1 ATM

El gen ATM es un gen localizado en el brazo largo del cromosoma 11
(11g22.3). Se caracteriza por su gran tamafo, ya que se compone por 63
exones, de los cuales 62 son codificantes y dan lugar a una proteina de 3056
aminoécidos. Esta tiene cuatro dominios esquematizados en la Figura 10: TAN
(esencial para el mantenimiento de la longitud de los teldmeros y para la
respuesta al dafio del ADN), FAT (el cual interacciona con el dominio ATM kinasa
para estabilizar la region C-terminal de la misma proteina), el domino PI13-Pl4
kinasay FATC (que puede tener una funcién estructural o como dominio de unién

a proteinas) [56-58].

FAT

TAN PIBKPI4K  FATC

Figura 10. Representacién esquematica de los dominios de la proteina ATM [57].

El gen ATM codifica una proteina de la superfamilia de las fosfatidilinositol
3-kinasas, la cual juega un papel esencial en la regulacion del ciclo celular y en
la sefializacion de dafio en ADN de doble cadena. Actla fosforilando a Chk2 en
respuesta a la radiacién ionizante o la rotura de ADN de doble cadena, como se

observa en la Figura 11 [59].
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Figura 11. Tras la deteccién del dafio de ADN de doble cadena, el complejo MRN activa
la ATM kinasa. Una vez fosforilada, ATM fosforila a posteriores efectores como CHEK2 y p53,
los cuales producen la detencién del ciclo celular para dar tiempo a que se repare el ADN. A su
vez, p53 juega un papel importante en la sefializacion de la apoptosis. Finalmente, se produce
el reclutamiento de las proteinas responsables de la reparacion de ADN mediante recombinacién

homéloga activandolo [59].

Mutaciones bialélicas en este gen producen una enfermedad de herencia
autosOmica recesiva conocida como ataxia-teleangiectasia, la cual se
caracteriza por ataxia cerebelar progresiva, telangiectasia, enfermedades
inmunes y predisposicién a cancer (sobre todo linfomas y leucemia), asi como
una sensibilidad anormal a la radiacién ionizante [60, 61]. En cuanto a las
mutaciones en heterocigosis, hay estudios que las asocian con un aumento de
riesgo de CM [62], estimandose un riesgo relativo del 2.8% [63]. Los portadores
de mutaciones en ATM tienen un riesgo en toda una vida de desarrollar CM del
38%. También se sugiere un aumento de riesgo de cancer en otras
localizaciones como estdmago, pancreatico, colorrectal, melanoma, etc.[64]. Por

otro lado, la presencia de mutaciones en este gen tendria implicaciones en el
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tratamiento del paciente ya que se ha estudiado que en portadores de estas
mutaciones que reciben radioterapia aumenta el riesgo de CM contralateral [65].
Sin embargo, no hay evidencia suficiente para desaconsejar la radioterapia en

estos portadores [66].

En poblacién espafiola, se estima que en familias con sélo CM hay una
frecuencia de mutaciones en este gen del 2%, un porcentaje mayor al de otras

poblaciones [67].

5.2.2 CHEK2
El gen CHEK2 (OMIM: 604373) se localiza en el brazo largo del

cromosoma 22 (22g12.1). Existen varios transcritos, siendo el mas comun el
formado por 14 exones codificantes que originan una proteina de 543
aminoacidos (NP_009125), cuyos dominios principales se esquematizan en la
Figura 12. Esta proteina se conoce como checkpoint kinasa 2, una proteina
supresora de tumores, la cual regula la division celular para evitar que las células
se dividan de manera rapida e incontrolada (Figura 11). Variantes patogénicas
en este gen se asocian a un riesgo incrementado de CM en personas con historia
familiar de CM y CO. En pacientes portadores de mutaciones en este gen el
riesgo acumulado de padecer CM en una vida oscila entre el 28-37%. Esta
variante se ha asociado a un mayor riesgo de desarrollar un CM positivo para

receptores de estrégenos [68-70].

SQ/TQ (19-69) Kinase (225-490)
h 4 4
o
FHA (115-165)

Figura 12. Dominios funcionales de la proteina CHEK2: dominio N-terminal con cluster SQ/TQ,

dominio FHA (forkhead-associated domain) y dominio kinasa [59].

5.2.3 TP53

El gen TP53 se localiza en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13.1) y
es un gen supresor de tumores de alta penetrancia. Tiene varios transcritos, de
los cuales el mas largo esta compuesto por 10 exones codificantes y da lugar a

la proteina p53, formada por 393 aminoacidos y que actia como un factor de
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transcripcion nuclear conocido como el guardian del genoma. En la Figura 11 se
resume su funcidn en la detencion del ciclo celular y en la sefializacion de la

apoptosis.

Esta proteina estd formada por los siguientes dominios principales: un
dominio de transactivacion en el extremo N-terminal (el cual es esencial para
inducir factores de transcripcion), un dominio de unién a ADN y un dominio de
oligomerizacién (esencial para la tetramerizacion que es necesaria para el

funcionamiento de TP53 in vivo) (Figura 13) [59].

;ransactivation (6-29) Q\IA binding (94-297) Tetramerization (318-359)
o i — . I 393 aa

Figura 13. Esquema de los principales dominios de TP53 (dominio de transactivacién en naranja,

dominio de unién al ADN en verde y dominio de tetramerizacién en morado) [59]

Mutaciones germinales en TP53 son causantes del sindrome de Li
Fraumeni, una enfermedad genética autosomica dominante que confiere un
elevado riesgo de tumores en diversas localizaciones: sarcoma de tejidos
blandos, osteosarcoma, mama, cerebral, de la glandula adrenal y leucemia,
entre otros [71]. Dentro del cancer de mama, se asocia con el subtipo
inmunohistoquimico HER2-positivo [26]. Las mutaciones de novo en este gen
son frecuentes, en torno a un 7-20%, por lo que es probable que se encuentre
una variante patogénica en TP53 en un caso indice sin que esté presente
necesariamente en sus progenitores [72]. Portadoras sanas de una mutacion en
este gen tienen un riesgo de cancer de mama de 56% a la edad de 45 afios y
mayor de 90% a la edad de 60 afios [73, 74].

Al igual que ocurre con los portadores de mutaciones en ATM, los
pacientes con sindrome de Li Fraumeni tienen una sensibilidad aumentada a las

radiaciones [75].

6. CARACTERIZACION Y CLASIFICACION DE VARIANTES
Una vez realizado un analisis genético, se debe llevar a cabo la
clasificacion de las variantes halladas en éste. Dicha clasificacion se puede

realizar desde el punto de vista molecular, en funciéon de como afecta el cambio
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a la estructura del gen o de la proteina que traduce éste; o bien desde el punto

de vista clinico, segun la implicacion que dicha variante tenga en el desarrollo de

una determinada enfermedad.

La nomenclatura de las distintas variantes localizadas sigue la normativa

propuesta por la Human Genome Variation Society (HGVS) [76].

a) Clasificacion molecular de variantes (Figura 14):

Inserciones y deleciones: se introducen o se pierden uno 0 varios
nucleotidos de la secuencia. Si el numero de nucleétidos agregados o
perdidos no es multiplo de tres, se alteraria el marco de lectura (variante
frameshift), produciéndose una proteina truncada.

Cambios de un solo nucleétido (SNP, single nucleotide polymorphism): se
cambia un nucleétido de la secuencia original por otro distinto. Esto puede
tener como consecuencia el cambio no altere la secuencia de
aminoécidos (variante sindbnima o silenciosa), que se produzca un cambio
de aminoacido (variante con cambio de sentido o missense), que se
introduzca un codon de parada prematuro UAG, UGA o UAA (variante sin
sentido o nonsense) o que se altere el proceso de splicing del ARN.
Inversiones: se trata de un cambio estructural en el que un segmento de
cromosoma cambia de sentido dentro del mismo.

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

fragmento de nucledtidos junto al original.

Deletion Indel

T|c|G

Insertion Indel

[ [ 1 |
Deletion Insertion Inversion Duplication

Figura 14. Resumen de los distintos cambios moleculares que pueden alterar el ADN
[77].
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b) Clasificaciéon de variantes desde el punto de vista clinico

Con el objetivo de facilitar la interpretacion de las variantes de las
variantes halladas en un analisis genético, asi como para mejorar el
asesoramiento genético, Lindor y colaboradores desarrollaron un modelo
de clasificacion de variantes, que se muestra en la Tabla 1 [78]. De la
misma forma, la Sociedad Internacional de tumores gastrointestinales
hereditarios desarroll6 un esquema estandarizado de clasificacion de
variantes en cinco clases [79]. Mas recientemente, el Colegio Americano
de Genética Médica y Gendmica ha publicado unas guias para la
interpretacion de variantes, manteniéndose la clasificacion en cinco

clases, las cuales se detallan a continuacion:

Variantes no patogénicas: variantes que no modifican el riesgo de
aparicion del SCMOH.

Variantes probablemente no patogénicas.

Variantes de significado clinico desconocido (VUS, variant of uncertain
significance): aquellos cambios cuya influencia en la susceptibilidad a
presentar SCMOH no esté aun establecidas. Recientemente y debido a la
expansion del uso clinico de los paneles de genes se ha acufado el
concepto de VUS priorizada. Este hace referencia a aquellas variantes de
significado clinico desconocido que, segun indican los estudios in silico y
la bibliografia, entre otros, tienen una mayor probabilidad de tener un
efecto deletéreo en la proteina [80].

Variantes probablemente patogénicas

Variantes patogénicas: variantes causantes de la enfermedad de estudio.
Suelen ser cambios sin sentido o que alteran el marco de lectura, grandes
deleciones o que producen una inactivaciéon completa por alteracién en el

splicing.
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Clase de Probabilidad de Recomendaciones de
Definicién Pruebas clinicas
variante patogenicidad vigilancia
Definitivamente Pruebas de riesgo en Vigilancia completa
VP >0.99
patogénica familiares para la variante de alto riesgo
Probablemente Pruebas de riesgo en Vigilancia completa
VPP 0,95-0,99
patogénica familiares para la variante de alto riesgo

Asesoramiento en

Mo utilizar como pruebas base a los
uv Desconocida 0,05-0,949 de prediccian en los antecedentes
familiares en riego famniliares y a otros

factores de riesgo

No utilizar como pruebas Aspsoramiento
Probablemente
VPNP 0,001-0,045 de prediccién en los como mutacién no
no patogénica
familiares en riego detectada
Mo utilizar como pruebas Asesoramiento
VNP Mo patogénica <0,001 de prediccidn en los como mutacién no
familiares en riego detectada

Tabla 1. Propuesta de clasificacion de las variantes y su correlacion con la

recomendacion clinica. Modificada de Lindor y col., 2013 [78].

7. VARIANTES CON EFECTO FUNDADOR
En el campo de la “genética de poblaciones” se define como efecto
fundador a la pérdida de variacién genética que ocurre cuando se crea una nueva
poblacion a partir de un pequefio numero de individuos que no son
genéticamente representativos de la poblacién de la que proceden. Dichos
“fundadores” sélo portarian una parte de la variabilidad genética de la poblacion

original. Este concepto fue establecido por Ernst Mayr en 1942 [81].

En el ambito de la predisposicion a cancer, este concepto explicaria la
diferencia de frecuencia mutacional en un determinado gen de riesgo entre
distintas poblaciones. Dado el caso de una pequefia poblacion en la que existe
una mutacion fundadora en un gen de predisposicion, es muy probable que la
frecuencia mutacional en dicho gen sea superior a la encontrada en la poblaciéon
general. Sin embargo, es posible encontrar una mutacién fundadora en
localizaciones geograficas distintas, ya que esto podria explicarse por un evento

migratorio de parte de la poblacion.

Cuando se sospecha que una variante hallada se trata de una fundadora,

se debe demostrar que esta asociada a un haplotipo comdn en todos los
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portadores de dicha mutacion. Para ello se utilizan marcadores genéticos
cercanos a la mutacion y que no estén separados por recombinacion meiotica.
Los marcadores mas utiles incluyen polimorfismos de nucleétido Unico y las

repeticiones cortas en tandem, también conocidos como microsatélites.

8. HERRAMIENTAS DISPONIBLES PARA LA CLASIFICACION DE
VARIANTES
Como se ha comentado previamente, el desarrollo tecnolégico en el
ambito del cancer hereditario ha permitido que se analicen muchos genes a la
vez. Esto permite una mejora del rendimiento diagnostico del andlisis genético
pero, a su vez, ha producido un aumento de hallazgos de variantes no descritas
o clasificadas previamente. Por lo tanto, serd labor de los profesionales del
laboratorio asesorar al clinico o al propio paciente sobre el significado clinico de
dichos hallazgos. Para ello se deben consultar bases de datos como LOVD
(Leiden Open Variation Database), ClinVar en National Center for Biotechnology
Information (NCBI), o HGMD (Human Gene Mutation Database). Para predecir
el posible potencial patogénico de estas variantes se pueden usar herramientas
web como MutationTaster, SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) o PolyPhen

(Polymorphism Phenotyping).

Ademas, se recomienda seguir los criterios y guias de las principales
sociedades cientificas, como el Colegio Americano de Genética Médica y
Gendmica (ACMG), la Asociacion de Patologia Molecular (AMP) y la Asociacién
de Ciencias de Genética Clinica (ACGS) [82, 83]. Estas establecen criterios de
evidencia de patogenicidad, que pueden ser muy fuertes, fuertes, moderados y
secundarios, asi como otros criterios que apoyan la benignidad de dichas
variantes. Al combinar estos criterios se pueden categorizar las variantes
halladas segun la clasificaciébn anterior. Dentro de los criterios fuertes y muy
fuertes de patogenicidad estan aquellas variantes que son de novo, que
producen cambios sin sentido, que alteran el marco de lectura o que afectan a
sitios de splicing en genes en los que la pérdida de heterocigosidad en tejido es
un mecanismo conocido de la enfermedad. También hay otros criterios menos
determinantes pero que también se utilizan para clasificar variantes patogénicas

como la co-segregacion de la variante con la enfermedad en los familiares
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afectados o que los estudios in silico sugieran una capacidad de la variante para

alterar el splicing [82, 83].

A continuacion se describen los principales recursos disponibles para
valorar clinicamente las variantes génicas halladas en un estudio genético.
Conocerlas es de gran importancia para saber si dichas variantes han sido
previamente descritas y clasificadas clinicamente o si, por el contrario, son
variantes no descritas y por tanto se desconoce su implicacion en la clinica de

los pacientes.
8.1 Bases de datos

Hay distintas bases de datos creadas por grupos de trabajos

especializados que estan disponibles en la red.

I. ClinVar (https://www.ncbhi.nim.nih.gov/clinvar/): es un archivo publico de
acceso libre en el cual se reportan variantes génicas y su implicacion
clinica, siempre con pruebas que lo apoyen. Esta base de datos pertenece
al Centro Nacional para la informacion Biotecnologica (NCBI).

[I.  dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/index.html): es una base

de datos de polimorfismos (SNPs, single nucleotide variants), pequefias
inserciones y deleciones, microsatélites y variantes no polimoérficas. Al
igual que la anterior, pertenece a NCBI.

[ll.  Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html): es un buscador de genomas
de vertebrados, que apoyan la investigacion en gendmica comparativa,
evolucion, variacion de secuencias y regulacion transcripcional. Ensembl
registra genes, incluye mdultiples alineamientos, predice la funcion
reguladora y reune variantes encontradas relacionadas con una
determinada enfermedad.

IV. HGMD (http://mwww.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php): existe informacién sobre

gran cantidad de enfermedades hereditarias. Nos permite conocer citas
bibliograficas de cada variante.

V. LOVD (Leiden Open Variation Database) (http://www.lovd.nl/3.0/home): es
una base de datos disefiada para recopilar y visualizar variantes en la

secuencia de ADN. Su objetivo principal es encontrar si existe una
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relacion entre dichas variantes y determinadas enfermedades hereditarias

y Su prondstico.
8.2 Programas predictivos o estudios in silico

Hay una gran variedad de herramientas in silico que pueden ayudar a la
correcta interpretacion de las variantes. Los algoritmos utilizados son diferentes
y pueden incluir la importancia de la alteracion tanto a nivel de nucle6tido como
a nivel de aminoacido. Estos programas se pueden dividir en dos grupos:
aguéllos que predicen si el cambio es perjudicial para la funcion o estructura de

la proteina resultante y los que predicen si se altera el splicing.

El impacto de las alteraciones missense depende de varios criterios. Los

principales se resumen a continuacion:

I.  Localizacion dentro de la proteina [82]:

- Si la variante se encuentra en un dominio funcional de conocida
importancia para la funcion de la proteina y en el que las variantes
missense conocidas son todas patogénicas, existe una elevada
probabilidad de que ésta sea patogénica.

- Existen zonas donde se ha descrito una mayor frecuencia de variantes
patogénicas. Se conocen como hot spot y si una variante se encuentra en
esta zona, la posibilidad de que sea patogénica es elevada.

- Que la variante se halle en el mismo codén que otra variante patogénica
apoya una probable patogenicidad de la nueva variante.

. Grado de conservacion: si una zona del genoma estd altamente
conservada a lo largo de la evolucion, se presupone de gran importancia
estructural o funcional, por lo que una alteracion tiene altas posibilidades
de ser deletérea [82].

lll.  Consecuencias bioquimicas del cambio de aminoacidos: si se produce
una sustitucién de un aminoéacido por otro de caracteristicas similares, la
posibilidad de que este cambio sea dafino es menor que si el nuevo
aminodcido tiene unas caracteristicas fisicoquimicas (tamafio, polaridad,

etc.) que el original [82].

La principal limitacion de estas herramientas es la dificultad de su

interpretacion debido a su baja especificidad, o que conlleva que muchas
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variantes se predigan falsamente como patogénicas. Los programas in silico mas
empleados para la interpretacion de variantes missense son PolyPhen2, SIFT,
MutationTaster, Align GVGD, entre otros [82].

En cuanto a los programas que predicen el efecto en el splicing,
generalmente tienen una mayor sensibilidad (90-100%) con respecto a la
especificidad (60-80%). Estos predicen sitios de empalme probables. La gran
mayoria de los intrones conocidos comienzan con un sitio donador que es
complementario a una secuencia estandar del ARN, es particular al dinucle6tido
“‘GU” en el extremo &, y casi todos los intrones terminan con un “AG” en el
extremo 3 (Figura 15). La evidencia actual sugiere que la estructura de la
secuencia del branchpoint también esta conservada en distintas especies. El
principal inconveniente sigue siendo la dificultad de su interpretacion ya que la
mayoria no predicen el efecto de un variante determinada. Ademas, no hay
estudios de evaluacién a gran escala de estas herramientas. Entre los programas
utilizados para predecir el efecto de una variante en el splicing estan
GeneSplicer, Human Splicing Finder, NNSplice y MaxEntScan [82, 84].

exon intron exon

< >
3 35 splice ranct Py- é] )
point

S. cerevisiae GTATGT
H. sapiens GTA A G T

Figura 15. Esquema que representa un pre-ARNm de dos exones y un intrén con
diferentes secuencias relevantes para el proceso de splicing. Sélo los primeros (GT) y
los ultimos (AG) dos nucleétidos del intron se encuentran altamente conservados a lo

largo de la evolucion [85].

8.3 Evaluacién de la frecuencia de la variante en poblacion control

Determinar la frecuencia de una variante en la poblacion general o en una
poblacion control es de utilidad para conocer su patogenicidad. Esto se puede
hacer mediante una busqueda en las bases de datos poblacionales como la del
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Proyecto 1000 Genomas o del Consorcio de Agregacion de Exomas (ExAc). La
primera no permite determinar la ausencia de una variante pero tiene una gran
representacion de diferentes poblaciones. La segunda recoge datos de
frecuencia alélica de mas de 60000 exomas de diferentes poblaciones. En
general, una frecuencia alélica en poblacién control superior a la esperada para
una determinada enfermedad apoya una interpretacion benigna. Por otro
también se puede utilizar una poblacion control propia formada por individuos
sanos para la enfermedad de interés. Sin embargo, muchas variantes benignas
son Unicas para determinados individuos o familias, con lo que la ausencia en
poblacion control no es suficiente para establecer la patogenicidad de la variante
[82].

8.4 Estudios funcionales

Los estudios funcionales son una herramienta poderosa para determinar
la patogenicidad, pero no todos son efectivos para determinar el impacto sobre
el gen o la funcionalidad de la proteina. La evidencia es mayor si el ensayo refleja
la totalidad de la funcion biolégica de la proteina comparada con sdélo una parte
de esta funcion. Los estudios funcionales que determinan el impacto de las
variantes a nivel de ARN mensajero (ARNm) pueden ser altamente informativos
a la hora de evaluar los efectos en la estabilidad del ARNm, su procesamiento y

traduccién entre otros [82].
8.5 Co-ocurrencia en cis/trans

En una enfermedad de tipo recesivo, si la variante a clasificar se encuentra
en el alelo distinto a otra variante previamente clasificada como patogénica
(trans), existe un riesgo incrementado de que la nueva variante sea patogénica.
Si, por el contrario, ambas variantes se encuentran en el mismo alelo (cis), es
mas probable que la nueva variante sea benigna. Esto se debe a que si ambas

variantes se encuentran en cis, el otro alelo estaria intacto (Figura 16).

Por el contrario, si se trata de una patologia de herencia dominante, la
interpretacion seria la contraria, ya que el que ambos alelos se encuentren
dafiados conllevaria un defecto que provocaria la letalidad embrionaria. Por lo
tanto, si la variante a clasificar se encuentra en trans con otra patogénica es mas

probable que la nueva variante sea no patogénica. Este seria el caso de la
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mayoria de los casos de SCMOH ya que esta vinculado a mutaciones en genes
autosémicos dominantes. Sin embargo, como se ha descrito previamente,
aungque mutaciones monoalélicas en muchos de estos genes se asocian a un
incremento de riesgo de cancer, cuando éstas son bialélicas, tienen lugar otro
conjunto de enfermedades de mayor gravedad como son la anemia de Fanconi
(BRCAL, BRCA2, BRIP1, PALB2, RAD51C y RAD51D) o la ataxia telangiectasia
(ATM). En consecuencia, habria que interpretar los datos con cautela. Ademas,
para saber las variantes estan en cis o en trans se deben estudiar los padres del

caso indice, algo que no siempre es posible [82].

TRANS

Figura 16. Esquema que representa la configuracion trans/cis en de una determinada variante

(representada en color amarillo).

8.6 Estudio de co-segregacion

Un estudio de cosegregacion consiste en analizar en otros miembros de
la familia (afectados y no afectados) la variante hallada. Si la variante esta
presente en los familiares afectados y ausente en los no afectados, se podria
afirmar que la variante co-segrega con la enfermedad. Sin embargo, se debe
tener precaucion a la hora de usar la co-segregacion para clasificar clinicamente
una variante, ya que ésta evidencia una relacion entre el locus y la enfermedad
pero no confirma la patogenicidad de la variante en si. Ademas, se deben tener
en cuenta la presencia de posibles fenocopias o de que la co-segregacion se
deba a un desequilibrio de ligamiento con la verdadera variante patogénica.
Actualmente, también se debe profundizar en la relacion biol6gica entre
familiares, ya que existe la posibilidad de no paternidad biolégica (donacion de
espermay ovocitos o adopcion, principalmente) [82].
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9. IMPORTANCIA DEL DIAGNOSTICO GENETICO
Los resultados del asesoramiento genético pueden clasificarse en dos

grupos:

- Test informativo: cuando se halla una variante con relevancia clinica que
permite explicar la situacion clinica del paciente. Dentro de este grupo se pueden

distinguir dos opciones:

a) Verdadero positivo: se trata de un resultado informativo obtenido en el
caso indice de la familia. Dado el caso, éste puede informar a sus familiares para
gue decidan si quieren ser estudiados para conocer su riesgo. Si a uno de estos
familiares se le detectara la misma mutacion, también se trataria de un verdadero

positivo.

b) Verdadero negativo: este resultado se obtendria tras un andlisis
genético realizado en un familiar de un portador de una mutacion, siempre y
cuando no se encuentre la variante hallada previamente en el caso indice.
Cuando esto ocurre, se asume que el familiar tiene un riesgo similar a la

poblacién general de padecer la enfermedad.

- Test no informativo: cuando no se detecta ninguna variante que pueda

explicar la clinica del paciente. Se distinguen dos subgrupos:

c) Negativo no informativo: en el estudio no se ha encontrado ninguna
variante con una relevancia clinica. Por lo tanto, no se puede afirmar pero
tampoco rechazar la posibilidad de que la enfermedad esté relacionada con
causas genéticas. Las recomendaciones dependeran de su historia personal y

familiar de cancer.

d) Variante de significado clinico desconocido: se ha encontrado una
alteracion en alguno de los genes de susceptibilidad a la enfermedad, pero no
se puede asegurar que esta sea la responsable de la situacion clinica de la
familia. Sin embargo, es posible que dicha variante sea clasificada en un futuro
con un mayor conocimiento ésta. Las recomendaciones dependeran de los

antecedentes personales y familiares de cancer.

En funcién del resultado obtenido, éste podra tener consecuencias en el

pronéstico del paciente, la estrategia de tratamiento empleada, asi como en las

34



Introduccién

medidas de prevencion empleadas tanto en el propio paciente como en sus

familiares portadores de la mutacion.
9.1 Prondstico y tratamiento

Segun un meta-analisis de 11 estudios, aquellos pacientes con CM y
portadores de una mutacion en BRCAL tienen una peor supervivencia global que
los no portadores. Esto puede deberse a que los CM relacionados con BRCA1
habitualmente son de alto grado y triple negativos. Sin embargo, no se ha
encontrado una diferencia significativa entre portadores y no portadores de
mutaciones en BRCAZ2 [35, 86].

En cuanto al CO, un meta-analisis mostr6 que los portadores de
mutaciones en BRCA1 y BRCA2 tenian una mayor supervivencia global que los

no portadores, asi como una mayor supervivencia libre de progresion [86].

Por otro lado, los pacientes con CM que son portadores de mutaciones en
BRCAL1 y BRCAZ2 tienen un riesgo mayor de desarrollar un CM contralateral que
aquellos con CM esporadico. Por lo tanto, el diagndstico genético tendra
influencia sobre el tratamiento loco-regional empleado. Diferentes estudios han
demostrado una elevada sensibilidad a esquemas basados en platinos de los
tumores relacionados con mutaciones en BRCA1 y BRCA2, por lo que ésta se
considera la principal terapia neoadyuvante [29, 87]. En el CO relacionado con
BRCA1 y BRCA2 también se ha observado una mejora del prondstico, mayor
tasa de respuesta e intervalos libres de tratamiento entre recaidas mas largos
cuando en el tratamiento se incluyen estos farmacos. Esto puede atribuirse al
defecto en la recombinacién homadloga que producen las mutaciones en estos
genes, lo que provoca un aumento de la sensibilidad a los derivados de platinos

y otros agentes que actuan sobre el ADN como las antraciclinas [88].

Ademas de los anteriores, en los ultimos afios se ha comenzado a
emplear nuevos farmacos denominados inhibidores de PARP-1 como el
Olaparib, Niraparib o Rucaparib. Estos se desarrollaron a partir del concepto de
letalidad sintética, término con el que se conoce a aquellas situaciones en las
gue dos mutaciones o alteraciones por si solas no ocasionan dafio al organismo
pero tienen un efecto letal al combinarse entre si [22]. Esto queda esquematizado

en la Figura 17:

35



Introduccion

A Normal cells B Normal cells + PARPi
Break/Base Damage Break/Base Damage
o
Fork/DSB Fork/DSB
1] @
w BRCA1 PARP? 0 BRCA1 P. 7 PARPI
B wen | 3| e ¢
a. o.
L2 HR-mediated Fork L HR-mediated Fork
Restart; DSB Repair Restart; DSB Repair
Fork restart; DSB repair: Increased BRCA1l-mediated HR;
CELL SURVIVAL fork restart; DSB repair:
CELL SURVIVAL
c BRCA1~/- cancer cells D BRCA1~/-cancer cells + PARPi
Break/Base Damage Break/Base Damage
T
5o oer |
Fork/DSB Fork/DSB
@ [}
0 ol shea PARP? i
i RS 86
o o
L2 L HR-m,  +d Fork
Restr “B Repair
Impaired fork restart; Castastrophic failure of
impaired DSB repair: fork restart/DSB repair:
increased PARP activity: CELL DEATH

GENOMIC INSTABILITY

Figura 17. En células normales, PARP interviene en la reparacion de dafio en una hebra de
ADN. Si se inhibe esta proteina, se refuerza el proceso de recombinacion homéloga a modo de
compensacion. Si por el contrario el defecto esta en el proceso de recombinacion homologa, es
el mecanismo dependiente de PARP el reforzado. Sin embargo, cuando ambas vias estan

alteradas, no hay manera de reparar las lesiones, lo que lleva a la muerte celular [89].
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9.2 Medidas de prevencion

Las medidas de prevencion pueden estar enfocadas a la deteccion precoz

0 a la reduccién de riesgo mediante cirugia.

9.2.1 Deteccidn precoz

La Sociedad Espafiola de Oncologia Médica ha establecido medidas de

deteccidon temprana en portadores de mutaciones en BRCA1 y BRCA2:

- En el CM, el uso conjunto de la resonancia magnética de la mama y de
la mamografia aumenta la sensibilidad del cribado en mujeres portadoras.
Por lo tanto, se recomienda una resonancia magnética anual a partir de
los 25 afos y a partir de los 30 se aflade una mamografia a este control
hasta los 70 afios. En cuanto a los varones la evidencia es menor, pero
se recomienda comenzar el cribado mediante mamografia a partir de los
40 afios.

- En cuanto al CO, la deteccién precoz no esta garantizada, pero si ho se
ha optado por la cirugia reductora de riesgo se recomienda realizar
ecografias transvaginales y determinacién de Cal25 a partir de los 35
anos [29].

9.2.2 Cirugia reductora de riesgo
En el caso del CM, la mastectomia bilateral es una opcion para portadores
sanos en BRCAl1 y BRCA2, asi como la mastectomia contralateral en los

afectados jovenes.

En cuanto al CO, se recomienda la salpingooforectomia bilateral entre los
35-40 afios tras completar los deseos reproductivos, ya que no existen métodos

seguros de deteccién precoz [29].

En lo referente al resto de genes relacionados con el SCMOH, no existe
tanta experiencia clinica como para BRCA1 y BRCA2. La NCCN ha establecido
unas guias clinicas con recomendaciones diferentes para cada gen en funcion
de la evidencia actual. En la mayoria de los casos estas recomendaciones se

limitan a las medidas de deteccion precoz, mientras son mas cautas en lo
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referente a las medidas quirargicas, por las consecuencias que estas conllevan
[66].
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Hipotesis y objetivos

1. IMPORTANCIA Y JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
El CM es el mas comldn en mujeres en todo el mundo, mientras que el
cancer de ovario representa entre el 20-25% de los tumores ginecolégicos y

presenta gran malignidad.

Aunque la mayoria de los casos de CM y CO son esporadicos, se estima
que el 5-10% de todos los casos estan vinculados a una susceptibilidad
hereditaria debida a mutaciones en genes autosomicos dominantes de alta y

moderada penetrancia.

La comprension de la etiologia genética permitié que en los afios 90 se
identificasen los dos genes principales de susceptibilidad al cancer de mama:
BRCA1 y BRCA2 (breast-cancer-susceptibility genes). Sin embargo, en la
actualidad se sugiere la participacion de mdultiples genes, cada uno de ellos
asociado a riesgos menores, que a su vez actlan junto a factores ambientales.
Entre estos genes se incluyen genes de alta riesgo para CM (TP53, PTEN y
PALB2) asi como genes de moderado riesgo de CM (CHEK2, ATM, NF1y NBN),
genes con riesgo de CM impreciso pero elevado (CDH1 y STK11) y genes con
riesgo para CO (RAD51D, BRIP1, y genes MMR), entre otros [29]. Estos genes
se asocian con susceptibilidad a otros tipos de cancer como el de pancreas,
colon y préstata, entre otros. Muchos de ellos son esenciales para mantener la
estabilidad gendmica de las células y estan relacionados funcionalmente con la

reparacion de ADN mediante recombinacién homéloga.

La aparicién de la secuenciacién de nueva generacién ha permitido el
desarrollo de paneles de genes. En consecuencia, la practica clinica en el campo
de SCMOH ha cambiado, ya que varios genes pueden ser estudiados en el
mismo analisis y, por tanto, con un menor coste econdmico que si se estudiaran

de manera individual.

Sin embargo, este aumento de informacién debe ir acompafiado de una
correcta interpretacion de la misma. Al tratarse de una tecnologia de incipiente
instauracion en el ambito clinico existen todavia muchas incertidumbres en
cuanto al vinculo entre los resultados obtenidos y su implicacion en la practica
clinica. Es frecuente que mediante esta tecnologia se encuentren variantes de

nueva descripcion, por lo que la responsabilidad de los profesionales del
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laboratorio sera clasificar e interpretar estas variantes. El desarrollo de este
proyecto permitirA que en un futuro proximo, tanto los profesionales del
laboratorio como los clinicos responsables del asesoramiento genético tengan
un mayor conocimiento de los principales genes y variantes implicados en el

SCMOH en nuestra poblacion.

Por otro lado, la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica establecié unos
criterios de seleccidn de pacientes para el estudio genético de los genes BRCA1
y BRCAZ2. En el caso de considerarse la realizacion de un panel de genes, se
recomienda incluir genes con utilidad clinica, como TP53, PALB2 BRIP1 y
RAD51C. Es por esto que recientemente se ha planteado la situacion de la
existencia de un gran numero de pacientes con estudio no informativo para
BRCA1 y BRCA2 que se pueden beneficiar de una ampliaciéon del estudio
genético mediante un panel de genes relacionados. Por lo tanto, es de interés
profundizar en la idoneidad de estos criterios en el panorama actual, asi como

evaluar la posibilidad de actualizarlos.

2. OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar la utilidad clinica del andlisis mediante paneles de genes en pacientes

con sindrome de cancer de mama y ovario hereditario.
Obijetivos especificos:

1. Determinar el rendimiento diagndéstico del analisis mediante paneles de
genes en pacientes con SCMOH y con un test previo de BRCA1y BRCA2
no informativo.

2. Evaluar los criterios de seleccion para realizar el analisis genético
mediante panel de genes.

3. Caracterizar las variantes genéticas encontradas en los genes incluidos
en el panel, tanto desde el punto de vista molecular como clinico.

4. Evaluar la frecuencia mutacional de los distintos genes estudiados en
nuestra poblacion

5. Llevar a cabo un estudio de correlacion genotipo-fenotipo en aquellas

variantes clinicamente relevantes halladas.
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6. Describir la incidencia de variantes de significado clinico desconocido, asi
como de VUS priorizadas.
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Metodologia

1. PACIENTES EN ESTUDIO
Entre abril de 2016 y mayo de 2018, se seleccionaron los casos indice
pertenecientes a 138 familias que cumplian criterios de inclusion para el

sindrome de cancer de mama y ovario hereditario.
1.1 Seleccién y clasificacion de los pacientes

La seleccion de las familias se realiz6 segun los datos de su historia
personal y familiar de cancer en las consultas de Consejo Genético de los
servicio de Oncologia Médica del Hospital Clinico Universitario de la Arrixaca y
Hospital Universitario Morales Meseguer, ambos en Murcia. Los criterios
utilizados para realizar el estudio de los genes BRCA1 y BRCA2 a un individuo
con determinada agregacion familiar de cancer estan basados en los criterios

de seleccién recomendados por la SEOM [29] (Tabla 2).

Mujeres con cancer de mama y ovario sincronico
0 metacronico.

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

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

CM triple negativo diagnosticado a los 50 afios o
antes.

Diagnéstico de CO de alto grado epitelial no
mucinoso (o de las trompas de Falopio o cancer
peritoneal primario.

CM bilateral + otro cancer antes de los 50 afios
2 o0 mas familiares de | CM en el varon

primer grado con una de | CM mas CO

estas combinaciones Dos casos de CM diagnosticados antes de los 50
afnos.

Criterios  independientes
de la historia familiar

3 0 mas familiares directos
de la misma rama familiar | 23 CM y/o CO

con CMy/o CO
Tabla 2. Criterios establecidos por la SEOM para realizar el estudio genético de BRCA1 y

BRCA2. CM: cancer de mama, CO: cancer de ovario.
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Posteriormente, en las reuniones periddicas del Comité de Consejo

Genético de SCMOH, integrado por los responsables de las consultas

previamente mencionadas y por los facultativos especialistas en Analisis

Clinicos responsables del Laboratorio de Gendmica (LDG), se escogieron

aquellos pacientes a los que se ampliaria el estudio a un analisis de paneles de

genes. En dicho comité se consensuaron los criterios de inclusién para el

analisis genético mediante panel de genes:

Andlisis genético para BRCA1 y BRCA2 no informativo mas alguno de los

siguientes:

Criterios que tienen en cuenta la historia familiar de cancer:

C1: Tres o mas individuos de dos generaciones distintas que estan
afectados por cancer de mama u ovario. Al menos dos individuos
deben haber sido diagnosticados antes de los 50 afios 0 uno antes de
los 40.

C2: Dos 0 mas individuos han sido diagnosticados de cancer de mama
u ovario antes de los 35 afios.

C3: Se ha diagnosticado un caso de cancer de mama en el varon y
otro de mama u ovario antes de los 50 afios.

C4: Un caso de ovario antes de los 35 afios y un caso de cancer de

mama antes de los 50 afios en un familiar de primer grado.

Criterios que tienen en cuenta la historia personal de cancer:

C5: Diagnostico de carcinomas de mama y ovario en la misma
paciente, siempre y cuando uno de ellos sea diagnosticado antes de
los 50 afos.

C6: Un unico individuo ha sido diagnosticado de cancer de mama u

ovario antes de los 25 afos.

Ademas, se determind que la decision final de ampliar o no este estudio

se tomaria en el contexto del Comité de Consejo Genético, por lo que hubo

algunos casos indice que no cumplian estrictamente los criterios de seleccion

indicados.
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Todos los pacientes fueron debidamente informados de la naturaleza y
objetivo del estudio y todos firmaron el consentimiento informado (Anexo A)
previo a la extraccién de una muestra de sangre para la realizacion del estudio

genético.
1.2 Caracteristicas clinicas e inmunohistoquimicas de los pacientes

Se consultaron las historias clinicas de todos los pacientes incluidos en el

estudio y se recogio la siguiente informacion:

1.2.1 Informacion detallada de la historia oncoldgica del caso indice:

a) Tipo de céancer
b) Edad del diagndstico
c) Histologia del cancer

d) Estadificacion: T (tamafio o extension del tumor primario), N (grado de

diseminacién a los ganglios linfaticos) y M (presencia o no de metastasis).

e) Inmunohistoquimica de los canceres de mama: receptores estrogénicos,

receptores Her-2/neu (HER) y clasificacion molecular.

En los casos de canceres de mama bilaterales se registraron los datos
clinico-patoldgicos tanto del primer tumor como del cancer contralateral. Algunos
datos no pudieron ser recopilados por ausencia de la informacion 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 diagnostico.

Para recoger toda esta informaciébn se revis6 la historia clinica
informatizada del paciente mediante el programa SELENE®, para los pacientes
del Hospital Clinico Virgen de la Arrixaca, asi como la plataforma AGORA® para
los pacientes del Hospital Universitario Morales Meseguer. Ademas, en algunas
familias de mayor antigledad fue necesario revisar datos clinicos en formato

papel almacenadas en el archivo del LDG.
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2. ANALISIS GENETICO

Una vez seleccionados los pacientes, en el Laboratorio de Gendmica se
realizé el estudio genético con paneles de genes mediante secuenciacion masiva
de nueva generacion (NGS). Para ello, previamente se extrajo acido
desoxirribonucleico (ADN) genémico de todos los casos indices y familiares
mediante el sistema automatico de Promega (Maxwell 16 Blood DNA Purification
kit) a partir de 400 pL de sangre periférica, extraida en tubo con anticoagulante
EDTA. A continuacion se empleo el kit BRCA Hereditary MasterTM Plus de
Agilent®y posterior secuenciacion con la plataforma de Miseq, lllumina. Dicho kit
incluy6 el analisis de los siguientes genes de alta y moderada penetrancia
relacionados con el SCMOH: BRCA1, BRCA2, TP53, STK11, PTEN, CDH1,
ATM, MUTYH, CHEK2, PALB2, BRIP1, RAD51C, RAD51D, RAD50, BLM, NBN,
EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, BARD1, MRE11A, MEN1, XRCC2 y
FAM175A. Posteriormente, el personal facultativo realizd6 el analisis
bioinformatico, para el que se utilizé la plataforma Sophia DDM. Esta se
desarrolld6 en 2011 por Sophia Genetics para hacer frente al gran nimero de
datos obtenidos en los analisis mediante secuenciacion de nueva generacion, ya

que detecta, anota y pre-clasifica las variantes genémicas.

Finalmente, el doctorando llevé a cabo la clasificacion molecular y clinica
de las variantes obtenidas, asi como el estudio de secuenciacién por Sanger
para la validacion de las variantes patogénicas y probablemente patogénicas
halladas en los Cl y el estudio de familiares. Para ello se empleé la reaccién
enzimatica dideoxi desarrollada por F. Sanger en 1977 [90], siguiendo los pasos

que a continuacion se detallan.
2.1 Seleccion de la region a amplificar

Para seleccionar la region a amplificar se utilizaron bases de datos como
la del Centro Nacional para Informacién en Biotecnologia (NCBI, National Center
for Biotechnology Information) o Ensembl que permiten explorar las distintas
regiones del gen. De esta forma se pudo localizar la posicion a nivel genémico y
codificante de las variantes a comprobar. Esta informacion se utilizé para elegir
los exones a amplificar en cada uno de los genes en los que se habia encontrado

una variante clinicamente relevante.
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2.2 Amplificacion y purificacion de ADN gendémico

2.2.1 Disefio de cebadores o primers

Para asegurarnos de que la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,
polymerase chain reaction) de amplificacion se realizara de forma correcta y
especifica nos apoyamos en una interfaz de web: Primer3plus. La especificidad
de la unién de un primer esta determinada por sus distintas propiedades como
la temperatura de fusién (Tm), el contenido de GC y su autocomplementariedad.
Estos factores pueden ser calculados con Primer3plus, de manera que como
resultado se obtiene una seleccion de los primers mas adecuados para amplificar
la secuencia de interés [91]. En la Tabla 3 se detallan los cebadores utilizados
para la comprobacién de las variantes patogénicas o probablemente patogénicas
obtenidas, especificandose el gen, la temperatura de anillamiento (Ta) utilizada

y el tamafio de los amplicones.
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Tamafio del
Cebador amplicén

(pb)
5 63 F5-TTGTGCCTTTGACCAGAATG-3 377
R5-GATCTCGAATCAGGCGCTTA-3’

Ta

Gen | Exon (°C)

37 63 F5-TCAAACTATTGGGTGGATTTGTT-3 287
R5-TGGGATTCCATCTTAAATCCAT-3

F5-CCCACTGCAGTATCTAGACAGTAA-3
ATM 52 63 R5-AAAAGGTACGTATGTTTAATCCAAA-3’ 297

56 63 F5-ATTGGTTTGAGTGCCCTTTG-3 247
R5-TGTTTTTGGTGAACTAACAGAAGT-3’

F&-CTGGTTCTACTGTTTCTAAGTATGTGA-3

62 63 R5-TGAAAAACTGACAACAGGACCTT-3'

250

3 64 F5-ATTCAACAGCCCTCTGATGC-3’ 299
R5’-GGGAAAATATCTAAAAACAATGACC-3

CHEK2

4 63 F5-TCTGCTATTCAAAGTCTGAAACAA-3’ 283
R5’-CACTTAAACCATATTCTGTAAGGACA-3

F5-CCTTTCTTACAGCCCCCTGG-3'
BRIPL | 7| o7 R5-ACTCACGTTTTTCCCATCTAGCA-3 309

F5-CTTACAGGAGTCTACTCTGAGGAAAT-3
XRCC2 3 63 R5-CACACATAGGAGGATCCCTTG-3’ 500

F5-GTCCAGATGAAGCTCCCCAGA-3’
TPS3 4 64 R5-GCCAGGCATTGAAGTCTCAT-3’ 241

Tabla 3. Secuencia de los primers utilizados en la PCR de amplificacion.

2.2.2 Amplificacion de los exones

Se amplificaron cada uno de los exones y regiones flanqueantes de los
genes mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa.

Las reacciones de amplificacion se realizaron para cada uno de los

fragmentos segun la Tabla 4.
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Concentracion
PCR V (ulh) final
H20 10,875 -
Tampon (5x) 5 1x
DNTPs (2mM) 2,5 0,2 mM
ClaMg (25 mM) 2 2 mM
Cebador F+R (10 uM) 1+1 0,4 mM
Taqg (5 U/ul) 0,125 0,625 U
ADN (20 ng/ul) 2,5 50 ng
Tabla 4. PCR de amplificacién para un volumen total de 25 pl. F:

fordward, R: reverse, DNTPs: deoxinucleésidos trifosfato.

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 enzimatico escogido para las amplificaciones fue el kit de Promega
Go Taq Hot Start polymerase. La enzima de Promega necesita un tiempo de
activacion menor que otras de las que estan disponibles en el mercado. Ademas,
reduce la formacion de productos inespecificos y la formacion de dimeros de

cebadores.

La PCR se realizé en varias fases dentro del termociclador (Figura 18):
reactivacion de la polimerasa, 30 ciclos de desnaturalizacion de la hebra molde-

anillamiento del cebador-extension de la secuencia y extension final.

Activacion De_sna_tlura- Hibridacién Extension Extension final Conservacion
lizacion
94eC 94eC
2:00 0:30
729C 72°C
2:00 10:00
Ta
0:30 49C

Figura 18. Programa utilizado en la PCR de amplificacién. Ta: temperatura de

anillamiento.
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Verificacion de la amplificacion

Para verificar la correcta amplificacion de los fragmento, se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 2% con tampon TBE 1X (Tris 89mM-acido
borico 89mM-EDTA 2mM) a pH 8.4 de Bio-Rad. Para el revelado se utilizd
GelRed (0.1 pl GelRed/1 pl gel) (GelRed Nucleic Acid Gel Satin, 10000X en
agua. Catalog number: 41003. Biotium), una solucion de tincion fluorescente de
acido nucleico. Se cargaron aproximadamente 3 ul de producto amplificado junto
con 1 pl de tampon de carga (0.25% (W/V) azul de bromofenol, 0.25 (W/V) cianol
xileno, 30% (V/V) de glicerol en agua). Para el revelado se utilizé el sistema

Genius de Syngene de captacion de imagenes.

Purificacion de los amplicones

A continuacién se purificaron los amplicones mediante un método
enzimatico con el kit Exosap-It. Este kit incluye dos enzimas: la exonucleasa I,
que elimina las cadenas simples de ADN residuales que se puedan formar en la
PCR o restos de cebadores y la fosfatasa alcalina, que elimina los restos de
desoxinucleétidos trifosfato (ANTP) (Figura 19). Se mezclaron 5 pl de producto
de reaccion de PCR con 2 ul de Exosap-It. Con un termociclador se incuba 15
minutos a 37°C y seguidamente 15 minutos a 80°C, consiguiéndose la

inactivacion de la enzima.

Add ExoSAP-IT

Exprass reagent

11l ‘

Primers Exod

NU‘:A.:DY”:“:“; m
Double-stranded z
DNA 'y
m ; lé’r

m:‘ '
~

>, 4 min for treatment

>. 1 min to inactivate
Imact PCR product
%;’ ‘” Nucleosides

ganic

ph :j:f;;‘_y!—l{x',._'~ P)

EEx oo \

Figura 19. Purificacion enzimética de la reaccién de PCR con el reactivo ExoSap-IT. Modificado

de ThermoFisher scientific.
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Secuenciacion automatica directa

Se utilizé la secuencia automatica por electroforesis capilar como técnica
de comprobacion de alteraciones deletéreas detectadas en el panel de genes.
Se realiz6 una nueva PCR con el amplicon purificado empleando el Kit BigDye
Terminator (BDt) v1.1 de Applied Biosystems, una adaptacion de la reaccion
enzimatica dideoxi de Sanger [90]. Las secuencias se analizaron por
electroforesis capilar en el analizador ABI3130 de cuatro capilares (Applied

Biosystems).

Para la reaccion de secuenciacion se utilizaron los mismos cebadores que
para la PCR pero a una concentracion de 3.2 pl. Se trabaj6é con un volumen final
de 5 ul. (Tabla 5).

Reaccion de
secuenciacion V()
H20 15
Tampon potenciador de
L 15
la secuenciacion (10x)

Big Dye 0,5
Cebador F+R (3,2 uM) 0,5
Amplicon purificado 1

Volumen total 5

Tabla 5. Reacciéon de secuenciacion. F: fordward, R: reverse.

Se utiliz6 una mezcla de los cuatro deoxi-nucleétidos y dideoxi-
nucleétidos terminadores marcados con diferentes fluorocromos. Estos ultimos
son utilizados como sustratos por la ADN polimerasa pero, una vez incorporados,

detienen la elongacion de la cadena (Figura 20).
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Reaction
Mixture
ACGT
— Annealing Extension
— . J”-~2o
.,__:“"J - .S
P L L]
( LA e - L2
-
A
L
PRODUCTS
o Denaturation Al
. AIQ_l
Original 5 ACl
Template = H AC {)If_z
A C C G[T]
ACCGIT ﬂr
— A CCGTA[T]

Figura 20. Proceso de secuenciacion (imagen obtenida de ThermoFisher Scientific)

El programa del termociclador que se utilizé para la reaccion de
secuenciacion consta de las siguientes fases: desnaturalizacion y 25 ciclos de

hibridacion y extension (Figura 21).

Desnaturalizacidn Hibridacién Extension Conservacion
962C 962C
1:00 0:10
602C
4:00
50eC
0:05 4eC
[= =]

Figura 21. Programa utilizado en la reaccion de secuenciacion.
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Purificacion de los productos de secuenciacion

Tras la reacciéon de secuenciacidn se eliminaron los restos de dNTPs

sobrantes y posibles impurezas.

Se utilizaron las columnas EdgeBio Performa DTR (Dye Terminator

Removal) Gel Filtration Cartridges. El protocolo a seguir es el siguiente:

- Centrifugacion de las columnas a 3000 rpm durante 2 minutos. Se
elimina el agua restante y se coloca la columna en un vial de 1.5 ml
nuevo.

- Se afiaden 10 pl de agua miliQ a 5 ul de la reaccién de secuenciacion,
obteniéndose un volumen final de 15 pl. Este es depositado en el
centro de la columna.

- Centrifugacién a 3000 rpm durante 2 minutos.

- Se afladen 10 pl de Formamida Hi-Di (Applied Biosystems) al producto
eluido. De esta forma se desnaturaliza la doble hebra del ADN.

- Se traspasan las muestras purificadas a una placa de 96 pocillos
(MicroAmpTM. Optical 96-Well Reaction Plate. Applied Biosystems)

adaptada para el secuenciador.

Electroforesis capilar

Las secuencias fueron analizadas por electroforesis capilar a traves del
equipo ABI3130, utilizando capilares de 50 cm y polimero POP7 (Applied
Biosystems). Las condiciones electroforéticas fueron las siguientes: tiempo de
carrera 45 minutos, temperatura de 60°C y el tipo de andlisis fue Sequencing

Analysis.

Las secuencias obtenidas y marcadas con fluorocromos se separaron por
electroforesis capilar, la cual permite separar fragmentos cuya longitud solo
difiere en un nucledtido. Al final del capilar hay un laser que excita a las moléculas
marcadas con fluorescencia y se detecta dicha fluorescencia, la cual queda

registrada.
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Los analisis de las secuencias se realizaron con los soportes informaticos

suministrados por la casa Applied Biosystems: Foundation Data Collection v3.0,

Sequencing analysis v.5.2 y Seqscape v.2.5 (Figura 22)

744 2772 2800 2828 2eS6  ze@4 291z 2940 2968 7996 3024 3052 3080 3108 3136 3164 319z 3220 3748 3276 3304
rrrrrrrrrlr b ol ot v HHENTRE ol BEDRDNTe 1
T ' G G k

2&‘210 2Ll l 213 21‘121521621 18210 220 2222‘7 22 2 22 226 22 22 3" 2302 1 3 233 2‘3523226 23 ’723 23t 4(24124 243 24 24246 211 243 Zﬂg 25[ 5 252 2525 "55 256 25

el il sl

o

Figura 22. Imagen de un patron electroforético en el que se observa una variante en

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

3. SIMBOLOGIA DE LOS ARBOLES GENEALOGICOS

En la Figura 23 se indican los simbolos utilizados en la elaboracion de un
arbol genealdgico: los varones se representan como cuadrados y las hembras
como circulos. Los individuos afectados por cancer aparecen con el simbolo
relleno en color negro. La linea diagonal indica que el individuo esta fallecido.
Dos individuos unidos por una linea transversal en la parte superior indican que
se trata de gemelos univitelinos. En el caso se distingue por una flecha. El
simbolo “+” se utiliza para los portadores de la variante estudiada, mientras que

el simbolo “-” se refiere al no portador.
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O

Mujer Hombre
Individuo afectado Fallecido
de cancer

O

?al

Gemelos Caso indice de
la familia

O O
Portador/ Pendiente de
No portador estudio genético

Figura 23. Simbologia empleada en la configuracion de arboles genealdgicos.

4. SECUENCIAS DE REFERENCIA UTILIZADAS
En la Tabla 6 se muestran el transcrito utilizado para cada gen. En
aguellos en los que se utilice mas de una secuencia de referencia distinta, se

indicara dado el caso.
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GEN SECUENCIA GEN SECUENCIA
ATM NM_000051.3 MSH6 NM_000179.2
BARD1 NM_000465.3 MUTYH NM_001128425.1
BLM NM_000057.2 NBN NM_002485.4
BRCA1 NM_007294.3 PALB2 NM_024675.3
BRCAZ2 NM_000059.3 PMS2 NM_000535.5
BRIP1 NM_032043.2 PTEN NM_000314.4
CDH1 NM_001317184.1 RAD50 NM_005732.3
CHEK2 NM_007194 RAD51C NM_058216.1
FAM175A NM_139076.2 RAD51D NM_001142571.1
MEN1 NM_130804.2 TPS3 NM_000546.5
MLH1 NM_000249.3 XRCC2 NM_005431.2

MSH?2 NM_000251.2

Tabla 6. Secuencias de referencia utilizada para cada gen

5. CATEGORIZACION DE VARIANTES
Dicha clasificacion realiz6 tanto desde el punto de vista molecular, en
funcion de como afecta el cambio a la estructura del gen o de la proteina que
traduce éste; como desde el punto de vista clinico, segun la implicacién que

dicha variante tenga en el desarrollo de una determinada enfermedad.

5.1 Andalisis molecular

A continuacién se detallan las herramientas web utilizadas para el analisis

molecular de las variantes:

- Plataforma Sophia DDM. Dicha plataforma fue desarrollada por Sophia
Genetics y mostro la lista de variantes encontradas en cada paciente junto
con informacién técnica como el namero de lecturas y la profundidad de
lectura, asi como una serie de detalles de cada una de ellas: posicién en
el codificante, la secuencia de referencia utilizada, el exén en el que se
encontrd, el numero identificativo en reference SNP en el caso de que la

variante estuviese registrada en la base de datos dbSNP y datos de
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frecuencias en la poblacion (Figura 24). En este estudio se tuvieron en

cuenta solo las variantes con una frecuencia alélica mayor o igual a 20.
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Figura 24. Interfaz del software Sophia DDM.

Mutalyzer. Para nombrar las distintas variantes localizadas se utilizé la
nomenclatura que sigue la normativa propuesta por la Human Genome
Variation Society (HGVS). Con el fin de hacerlo correctamente, se emple6
la herramienta web Mutalyzer.

National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/). Se trata de una plataforma publica
estadounidense que promueve la ciencia y la salud al proporcionar acceso
a informacion biomédica. Dispone de una gran cantidad de recursos y
bases de datos que abarcan distintos ambitos de conocimiento:

o Gene y Protein: Se utilizaron para la comprobacion de la
posicion de la variante a nivel de gendémico, codificante y
proteina.

o dbSNP: es un repositorio central de variantes génicas en
diferentes especies. En ella se incluyen variaciones de un Unico

nucleotido, pequefas inserciones y deleciones, asi como
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microsatélites, entre otros. Se utiliz6 para identificar las

variantes ya que cada una tiene su propio y Unico cédigo rs o

RefSNP cluster.
Ensemb Genome Browser. Es un navegador genémico para genomas de
vertebrados que apoya la investigacion sobre la evolucion, la comparacion
de genomas, asi como de la variacion de secuencias, entre otros. Es un
sistema de almacenamiento, acceso y manipulacion de ensamblajes del
genoma. Ademas, recoge datos sobre distintas enfermedades [92]. El
proyecto comenzé en 1999 ante la inminente finalizacion del Proyecto
Genoma Humano con el fin de proporcionar y centralizar recursos para
genetistas y biélogos moleculares que estudiaban el genoma humano.
Desde el afio 2000 se ha utilizado para para la anotacion y visualizacion
de genomas de vertebrados, asi como para integrar dichas anotaciones
con otros datos bioldgicos disponibles y publicar toda esta informacion de
manera gratuita. Actualmente, en su version 94 incluye informacion de
mas de 120 especies distintas, siendo las mas consultadas la de humano,
ratdn y pez cebra. Se utilizé para localizar las variantes halladas en una

determinada secuencia gendmica, transcrito o secuencia proteica.

5.2 Andlisis clinico

Mediante la busqueda exhaustiva en las siguientes bases de datos y el

empleo de distintas herramientas in silico, las variantes se categorizaron de

acuerdo a un sistema de cinco categorias asociado a recomendaciones clinicas

[79]. Las categorias fueron las siguientes:
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Variantes benignas: carecen de relevancia clinica ya que no modifican el
riesgo de padecer la enfermedad.

Variantes probablemente benignas.

Variantes de significado clinico desconocido: aquellos cambios cuya
influencia en la susceptibilidad a presentar la enfermedad no estan aun
establecidas.

Variantes probablemente patogénicas.

Variantes patogénicas: variantes causantes de la enfermedad de estudio.

Suelen ser cambios sin sentido o que alteran el marco de lectura, grandes
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deleciones o que producen una inactivacion completa por alteracién en el

splicing.

Para llevar a cabo esta clasificacion se utilizaron los criterios de la guia
clinica del Colegio Americano de Genética Médica y Gendmica (ACMG). Estos
criterios de clasificacion presentan distintos grados de evidencia de
patogenicidad (Tabla 7) y de benignidad (Tabla 8). De forma que mediante un
algoritmo que utiliza la combinacion de ambos se pueden clasificar las variantes
(Tabla 9).

Evidencia de

patogenicidad Categoria

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

Advertencias:
Muy fuerte - Atencion a los genes en los que la pérdida de funcion no es un
mecanismo conocido de enfermedad.
- Precaucion a la hora de interpretar las variantes con pérdida de
funcion en el extremo 3” o al final del gen.
- Atencion en las variantes de splicing que predicen la pérdida de un
exén pero que dejan intacta el resto de la proteina.
Precaucion cuando haya presencia de multiples transcritos.
PS1: EI mismo cambio de aminoacido ha sido establecido como variante
patogénica independientemente del cambio de nucledétido.

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

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

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

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

Categoria

Moderado

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

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

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

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

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

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

PM6: La variante se asume como de novo, pero sin confirmacién de la
paternidad y maternidad.

Secundario

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

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

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

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

PP4: El fenotipo del paciente o la historia familiar es altamente especifica
para una enfermedad con una Unica etiologia genética.

PP5: Fuentes reconocidas informaron de manera reciente dicha variante
como patogénica, pero no hay evidencia disponible para que el laboratorio
realice una evaluacion independiente.

Tabla 7. Criterios para clasificar variantes patogénicas
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Evidencia Categoria

BA1l La frecuencia alélica es >5% en el proyecto 1000 genomas, Exome

Independiente Sequencing Project o en el Exome Aggregation Consortium.

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

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

BS3 Estudios funcionales in vitro o in vivo muestran que no se produce un
Fuerte efecto dafiino en la funcién de la proteina o splicing.

Advertencia: la presencia de fenocopias en fenotipos comunes pueden
simular una ausencia de segregacion entre individuos afectos. Ademas,
puede haber familias con mas de una variante patogénica que contribuyan
a una enfermedad de herencia autosémica dominante, lo que también puede
confundir sobre una aparente ausencia de segregacion.

BS4 Ausencia de segregacion en miembros afectados de una familia.

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

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

BP3 Inserciones/deleciones en regiones repetitivas sin funcién conocida.

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

Secundario

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

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

BP7 Es una variante sindnima y los algoritmos de prediccion del splicing
predicen que no se alteran los sitios consenso ni se crea un nuevo sitio de
splicing ni se trata de un nucledtido altamente conservado.

Tabla 8. Criterios para clasificar variantes benignas
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(i) Muy fuerte (PVS1) y
a) 21 Fuerte (PS1-PS4) o
b) 2 Moderados (PM1-PM6) o
c) 1 Moderado (PM1-PM6) y un Secundario( PP1-
PP5) o
Patogénica d) =2 Secundarios (PP1-PP5)
(i) =2 Fuertes (PS1-PS4) o
(ii) 1 Fuerte (PS1-PS4)y
a) 23 Moderados (PM1-PM6) o
b) 2 Moderados (PM1-PM6) y =22 Secundarios o
c) 1 Moderado (PM1-PM6) y 24 Secundarios

(i) Muy fuerte (PVS1) y 1 Moderado (PM1-PM6) o

(i) 1 Fuerte (PS1-PS4)y 1-2 Moderado (PM1-PM6) o
(i) 1 Fuerte (PS1-PS4)y =2 Secundarios (PP1-PP5) o
(iv) 23 Moderados (PM1-PM6) o

Probablemente

patogenica (v) 2 Moderados (PM1-PM6) y 22 Secundarios (PP1-
PP5)
(vi) 1 Moderado (PM1-PM6) y 24 Secundarios (PP1-PP5)
Benigna () 1 Independiente (BAl) o

(i) =2 Fuertes (BS1-BS4)

Probablemente | (i) 1 Fuerte (BS1-BS4)y 1 Secundario (BP1-BP7) o
benigna (i) = Secundarios (BP1-BP7)

() No se cumplen los criterios mencionados
anteriormente

(i) Los criterios de benignidad y patogenicidad son
contradictorios

Tabla 9. Reglas de combinacion de criterios para clasificar variantes.

Significado
clinico
desconocido

Se realiz6 una busqueda exhaustiva de todas las variantes encontradas, para
lo cual se utilizaron las siguientes bases de datos, con el objetivo de comprobar
si éstas habian sido previamente descritas ademas de conocer su significado

patogénico:

- NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  Se utilizaron los siguientes
recursos:
o La base de datos dbSNP. En este caso se utilizé para obtener
informacion sobre el posible efecto fisiopatologico de las variantes
y de su frecuencia en distintas poblaciones (GnomAD, 1000
Genomas, ExAC).
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o La base de datos ClinVar es un archivo publico de informes sobre
el vinculo entre variantes génicas en humanos y el fenotipo
resultante, con evidencia que lo justifique. ClinVar procesa diversas
presentaciones de variantes encontradas en muestras de
pacientes, asi como afirmaciones sobre su significado clinico,
informacion sobre el grupo que ha clasificado dicha variante y otra
informacion adicional. Se utilizo para clasificar la relevancia clinica
las diversas variantes halladas en el estudio genético, asi como
para presentar las variantes encontradas que no habian sido
descritas previamente.

o LitVar es una base de datos de articulos cientificos. Permite la
basqueda de informacion relevante de determinadas variantes en
la literatura biomédica disponible. Sus resultados se extraen
automaticamente de articulos disponibles en PubMed. Se utilizd
para consultar la evidencia disponible en la bibliografia sobre las
variantes encontradas en el andlisis genético.

Human Gene Mutation Database (HGMD). Constituye una recopilacion
exhaustiva de datos de mutaciones germinales en genes asociados con
enfermedades hereditarias humanas. Entre los datos catalogados se
incluyen sustituciones de una Unica base en regiones codificantes,
reguladoras o importantes para el splicing, microdeleciones,
microinserciones, inserciones-deleciones, expansiones de repeticiones,
asi como grandes deleciones e inserciones, duplicaciones y grandes
reordenamientos. Nos permite conocer citas bibliograficas de cada

variante.

Ademas, se emplearon distintas herramientas bioinforméticas que, junto

las bases de datos previamente mencionadas, fueron de gran utilidad para

interpretar clinicamente las variantes. Hay una gran variedad de herramientas in

silico que utilizan diferentes algoritmos y pueden presumir la importancia de la

alteracion tanto a nivel de nucle6tido como a nivel de aminoacido. Estos

programas se pueden dividir en dos grupos: aquéllos que predicen si el cambio

es perjudicial para la funcién o estructura de la proteina resultante y los que

predicen si se altera el splicing. Las herramientas del primer grupo estudian
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varias caracteristicas como los cambios en las propiedades fisicoquimicas de los
aminoacidos sustituidos, el grado de conservacion evolutiva, el entorno de la
secuencia del aminoacido afectado o la alteracion en las propiedades
estructurales de la proteina. En cuanto al segundo grupo, ejecutan distintos
algoritmos que permiten identificar secuencias que pueden funcionar como
donadores y aceptores de splicing. Utilizan los conocimientos actuales en cuanto
a la composicion de secuencias en los sitios de empalme y asignan un valor
determinado a la probabilidad de que la posicion estudiada esté un uno de estos
sitios, ayudando a predecir el efecto de la variante sobre este proceso de

splicing.

A continuacion se describen las principales herramientas utilizadas,
englobadas principalmente en dos software de apoyo a decisiones: Alamut®

Visual y Varsome.

5.2.1 Alamut® Visual 2.11

Alamut® Visual es un navegador de genes humanos que presenta
anotaciones relevantes de bases de datos publicas como NCBI o UCSC y
obedece a la nomenclatura HGVS. Engloba un gran conjunto de herramientas
de prediccién que ayudan a determinar el impacto funcional de las variantes

estudiadas.

A continuacioén se describen las herramientas bioinforméaticas incluidas en

este software que se emplearon en la clasificacion clinica de las variantes.

Entre los que estudian el grado de conservacion evolutiva y el impacto en

la funcién de la proteina se encuentran los siguientes:
a) Grantham matrix score o distancia Grantham

Se trata de una formula que permite calcular diferencias entre
aminoacidos. Combina propiedades fisicoquimicas como son la composicion,
polaridad y el volumen molecular y se obtiene un resultado de valor numérico
gue oscila entre 5 (la menor variacion, como seria el intercambio de leucina por
isoleucina) y 215 (el mayor cambio, que seria el intercambio de entre cisteina y
triptéfano). Una puntuacion elevada indica una gran diferencia entre los dos

aminoacidos [93].
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Esta puntuacién se utilizé para evaluar el efecto de una sustitucion de un

aminodacido por otro en las variantes missense.

Hay multiples herramientas que calculan el grado de conservacion de un
residuo. Para ello se realiza un alineamiento de secuencias multiples genémicas
o de proteinas de distintas especies con respecto a las del humano. Dentro de
estas herramientas, las mas conocidas y utilizadas son Align-GVGD vy SIFT, las

cuales se describen a continuacion.
b) Align-Grantham Variation Grantham Deviation (Align-GVGD)

Align-GVGD es un algoritmo que combina las caracteristicas biofisicas de
los aminoacidos y el alineamiento de secuencias multiples para predecir el efecto

de las variantes tipo missense.

Es una extension de la distancia de Grantham. Utiliza dos métodos para
cuantificar el grado de conservacion basadas en el alineamiento multiple de
secuencias (MSA, multiplex sequence alignment). El grado de variacion
bioquimica entre aminoacidos en un determinado MSA es convertida en una
puntuacion de variacidon Grantham (GV, Grantham Variation), mientras que la
desviacion de Grantham (GD, Grantham Deviation) refleja la distancia
bioquimica entre el aminoacido mutante y el original. Posteriormente estos dos
valores se combinan para predecir el efecto de cada sustitucidn, obteniéndose
un resultado entre los siguientes CO, C15, C25, C35, C45, C55 y C65; siendo CO
el que tiene una menor probabilidad de alterar la funcién, y C65 el que mas [94].
En la Figura 25 se representa graficamente las clases de conservacion posibles

de las variantes tras el calculo de estas variables.
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Figura 25. Grafica de los grados de conservaciéon Align-GVGD en funcién de las variables
GDyGV.

c) Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT)

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

secuencia [95].
d) Polymorphism Phenotyping v2 (Polyphen-2)

Este software predice el impacto de las sustituciones de aminoacidos en
la estabilidad y funcidn de las proteinas humanas teniendo en cuenta aspectos
estructurales y evolutivos. Realiza anotaciones funcionales de cambios de un
solo nucleétido o SNPs, mapea la codificacion de estos SNPs a transcritos

génicos, extrae anotaciones sobre las secuencias proteicas y sus caracteristicas
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estructurales y construye perfiles de conservacion. La informacion sobre la
secuencia proteica la obtiene de la base de datos UniProtKB, mientras que los
datos sobre la estructura tridimensional provienen de anotaciones de la base de
datos DSSP (Dictionary of Seconday Structure in Proteins) y otros son calculados
por el propio software. Teniendo en cuenta todas estas propiedades se estima la

probabilidad de que una variante missense sea dafina.

Para predecir el efecto funcional del cambio se utiliza un algoritmo Naive
Bayes desarrollado mediante aprendizaje automatico supervisado. Para ello se

utilizaron dos pares de conjuntos de datos [96]:

- HumbDiv: a partir de la base de datos UniProtKB recoge todos los alelos
dafiinos con efectos conocidos en la funcién molecular y que producen
enfermedades Mendelianas. Ademas recoge diferencias entre proteinas
humanas y sus homdlogos en los mamiferos mas cercanos que son
asumidas como neutrales.

- HumVar: estd compuesta por todas las mutaciones causantes de
enfermedad disponibles en UniProtKB, asi como SNPs no sinénimos con
una frecuencia del alelo menos comun (MAF, minor allele frequency)

mayor del 1% sin vinculo con enfermedades.

Clasifica las variantes de forma cualitativa como benignas, posiblemente
dafiinas o probablemente dafiinas en funcion de los limites de ratio de falsos

positivos optimizados para cada uno de los dos modelos.
e) MutationTaster

Es una aplicacion que se utiliza para evaluar el potencial de una variante
para causar enfermedad. Lleva a cabo una serie de test in silico para estimar el
impacto de la variante tanto a nivel de ADN como de proteina. Entre ellos se
incluyen analisis de conservacion, alteraciones de splicing, pérdida de las
caracteristicas de la proteina y cambios que afecten a la cantidad de ARNm.
Posteriormente los resultados se evallan por un algoritmo Naive Bayes que

predice el potencial deletéreo.
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Dependiendo de la naturaleza de la alteracion, MutationTaster elige entre
tres modelos de prediccion: para variantes sindénimas, para variantes tipo

missense y para cambios complejos de la secuencia de aminoacidos [97].

La version mas actual, MutationTaster2, incluye todos los SNPs e indels
del proyecto 1000 Genomas, asi como aquéllas que ya son conocidas como
causantes de enfermedad en ClinVar y HGMD Public. Para reducir el nimero de
falsos positivos en el estudio de posibles variantes que afecten al splicing,
MutationTaster2 solo tiene en cuenta las que se encuentren en los bordes entre

intron y exon.

Su principal limitacion es el estudio de variantes intragénicas. Ademas, se
ha disefiado para la identificacion de variantes con un impacto importante (por
ejemplo, en enfermedades monogénicas), mientras que no pretende predecir

consecuencias de variantes comunes con efectos leves [98].

Seguidamente, se describen aquellas herramientas utilizadas para
predecir un posible impacto en el splicing:

a) MaxEntScan

Es un método basado en el principio de maxima entropia, desarrollado en
el instituto tecnolégico de Massachusetts y descrito en 2004. Se basa en la
capacidad de modelar las secuencias de motivos cortos involucrados en el
splicing de ARN vy tiene en cuenta tanto las dependencias adyacentes como las

no adyacentes.

Se utilizan modelos de sitio de empalme para el sitio 5°, para el que se
utilizan secuencias de pares de bases (pb); y para el sitio 3’, para el que se usan
23 pb. Se asigna un log odd ratio (MAXENT score), cuya puntuacion es mayor al
incrementarse la probabilidad de que esta secuencia se trate de un verdadero

sitio de empalme [99].
b) Spice Site Prediction By Neuronal Network (NNSplice)

Se trata de un método de reconocimiento de sitios de empalme. Este
utiliza dos redes neurales basadas en frecuencias de dinucleotidos. Analiza la
estructura de los sitios donadores y aceptores utilizando estas redes de forma

separada para reconocer cada sitio [100].
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c) Splice Site Finder (SSF)

Es un método basado en matrices de peso de posicion calculadas a partir
de un conjunto de uniones exon-intron humanos constitutivos donadores (tanto
GT como GC) y aceptores. Se utilizan las matrices descritas por Zhang et al y
los algoritmos descritos por Shapiro et al. Estos predicen potenciales exones
utilizando puntuaciones basadas en tablas de peso de nucleétidos. Ademas de
encontrar la mayoria de los exones conocidos, también predice potenciales

exones que se utilizarian en situaciones de splicing alternativo [101].
d) GeneSplicer

Es un sistema para deteccién de sitios de empalme en ADN gendémico de
varias especies eucariotas. Para ello se combinan diversas técnicas de

deteccién de lugares de empalme, como los modelos de Markov [102].

En cuanto a las predicciones sobre el efecto en el splicing proporcionadas
por el Software Alamut® Visual, s6lo se consideraron relevantes aquéllas en las
que al menos dos de las cuatro herramientas bioinformaticas utilizadas
coincidieron en la interpretacion, siempre y cuando el resto no proporcionasen
una prediccion opuesta [103]. Ademas, solo se tuvieron en cuenta aquellas que
predecian un cambio cerca del borde intrén-exén (x12 pb), descartandose
aguéllas que predecian un cambio en zona exonica alejada de los bordes exon-
intrén, asi como las que predecian un alteracion en un sitio consenso muy lejano

del nucledtido donde se produce el cambio.

5.2.2 Varsome

Es una herramienta de busqueda de variantes genémicas humanas que
permite investigar las variantes en su contexto gendémico, recoge datos de
multiples bases de datos y aspira a que la comunidad comparta su conocimiento

sobre variantes.

Varsome incluye informacién de 30 bases de datos externas que
describen mas de 500 millones de variantes. Ademas, los resultados no se
limitan a variantes conocidas, sino que se puede introducir cualquier tipo de

variante en formato HGVS o localizacién genémica.
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Por otro lado, la patogenicidad se determina utilizando un clasificador
automatico que evalla las variantes segun las guias de la ACMG. De esta forma
las clasifican como patogénicas, probablemente patogénicas, probablemente
benignas, benignas o de significado clinico desconocido. Ademas, permite
modificar manualmente aquellos criterios dependientes de la familia. Por lo tanto,
la clasificacion otorgada por Varsome se reviso en funcion de las caracteristicas

de la familia.

A continuacion se resumen las principales herramientas de prediccidon

incluidas por Varsome.

Entre los que estudian el grado de conservacion evolutiva y el impacto en

la funcion de la proteina se encuentran los siguientes:

a) DANN. Es un método de puntuacion basado en un algoritmo de redes
neurales profundas que fue desarrollado en la Universidad de California.
Esta herramienta prioriza las variantes causales putativas, como las
derivadas del estudio de asociacion del genoma completo (GWAS). El
rango de valores oscila entre 0 y 1, siendo 1 la mayor posibilidad de ser
patogénica [104].

b) MutationTaster: previamente explicado

c) FATHMM y FATHMM-K. El nombre proviene de las siglas de analisis
funcionales mediante el modelo oculto de Markov. Predice efectos de
mutaciones missense y se basa en una combinacion de conservacion de
secuencias y pesos de patogenicidad. MKL afiade al FATHMM original la
posibilidad de predecir efectos no codificantes al integrar informacion
funcional de ENCODE [105].

d) MetaSVM y MetalLR. Son métodos de puntuacion conjunto que integra los
valores de nueve herramientas de prediccion y frecuencias alélicas. El
primero utiliza un método de soporte meta-analitico que integra distintos
datos, con lo que es capaz de detectar genes asociados a enfermedades
a lo largo de distintos estudios. El segundo utiliza un método de regresion
logistica. Ambas han sido probadas en mas de 36000 variantes de UniProt
[106].
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e)

f)

9)

h)

)

K)

GERP (Genomic Evolutionary Rate Profiling). Es una puntuacion de
conservacion calculada mediante cuantificacion de déficits de sustitucion
a lo largo de multiples alineamientos de ort6logos. Se utiliza el genoma de
35 mamiferos [107].

Phylogenetic P-values y phastCons: PhyloPway y phastConsway. Son
programas que proporcionan puntuacion de conservacion basada en
multiples alineamientos dados por un arbol filogenético que predice la tasa
de evolucion comparada con lo que se espera de la deriva natural. Utiliza
distribuciones del nimero de sustituciones basadas en el modelo oculto
de Markov. PhyloP20way se basa en el alineamiento mudultiple de
secuencias de 19 genomas de mamiferos con el genoma humano,
mientras que PhyloP100way utiliza 99 secuencias de genomas de
vertebrados. A mayor puntuacién, mas conservado esta el residuo [108,
109].

SiPhy (analisis filogenético especifico de situacion). Es una herramienta
de conservacion que emplea secuencias genémicas profundas de 29
mamiferos para detectar bases que han sido seleccionadas
evolutivamente. Esto le permite estimar tanto los patrones de sustitucion
poco probables asi como las desaceleraciones y aceleraciones de las
tasas de mutacion. Modela la conservacion no sélo como una disminucion
en la tasa de mutacion sino que también tiene en cuenta el patron de las
mutaciones [110].

Fitcons-gm (FITness CONSequences of functional annotation). Fitcons
identifica regiones gendmicas que estan bajo presidon selectiva. Integra
sefiales epigenémicas de tres lineas celulares, utilizando Fitcons-gm la
linea celular GM12878 [111].

LRT (likelihood ratio test). Predice variaciones deletéreas mediante la
identificacion de regiones proteicas altamente conservadas utilizando
conjuntos de datos de gendmica comparativa de 32 especies vertebradas
[112].

Mutation assessor. Predice el impacto funcional de cambios en la proteina
mediante el grado de conservacién de homoélogos de esta proteina [113].

SIFT: descrito previamente
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[) Provean. Es una herramienta in silico que predice como las variantes
afectan a la funcién bioldgica de la proteina. Esta prediccion se basa en
puntuaciones derivadas de alineamientos de secuencias por pares entre
la secuencia problema y las secuencias relacionadas a nivel proteico
[114].

A continuacion se describen aquellas herramientas incluidas en Varsome

que se utilizaron en la prediccién de un posible impacto en el splicing:

a) dbscSNV (database splicing consensus single nucleotide variant). Incluye
todas las variantes (aproximadamente 15 millones) en las regiones de
consenso de splicing. EI modelo se desarroll6 a partir de siete

herramientas de prediccion de splicing previamente existentes [115].

5.2.3 Otras herramientas de prediccién utilizadas

a) pMut.

Esta herramienta, lanzada por primera vez en 2005, utiliza un clasificador
basado en una red neural que utiliza datos en bateria extraidos de SwissProt,
utiliza secuencias de conservacion y prediccion de cambios en las propiedades
fisicoquimicas, asi como informacion sobre interaccion entre proteinas como

caracteristicas principales.

Las caracteristicas de conservacion derivan de buscadores de clusteres
como UniRefl00 y UniRef90, utilizando PSI-Bast y también multiples
alineaciones de secuencias generadas utilizando Kalign2. El clasificador
proporciona una puntuacién entre 0 y 1, siendo neutrales las variantes con un
valor entre 0 y 0.5, mientras que las que dan un valor entre 0.5 y 1 se clasifican

como patoldgicas. La precision aumenta con puntuaciones extremas [116].
5.3 Priorizacién de las variantes de significado clinico desconocido
halladas

Una vez clasificadas las variantes halladas, se realiz6 una priorizacién de
aguellas VUS que tenian un mayor riesgo de tener un efecto deletéreo en la
proteina. Para ello se utilizaron unos criterios basados en los utilizados por

Bonache y colaboradores[80] (Figura 26). Se seleccionaron las variantes
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halladas en genes en los que se habia establecido un riesgo incrementado de
CM (BRCAL1, BRCA2, ATM, CDH1 CHEK2, NBN, PALB2, STK11, TP53, PTEN)
y cancer ginecologico (BARD1, MSH2, MLH1, MSH6, PMS2, EPCAM, BRIP1,
RAD51C y RAD51D) [117]. Ademés, deben de cumplir al menos uno de los

siguientes criterios:

Aquellas variantes que, por encontrarse en el borde exon-intron (12 pb),
podian alterar el splicing. No se priorizaron si las herramientas in silico
incluidas en Varsome y Alamut las predijeron como benignas o si habia
bibliografia disponible que previamente confirmara su benignidad.
Aquellas variantes exonicas que obtuvieron una puntuacion de 3 o mayor
al sumar las herramientas in silico indicadas en la Tabla 17 (SIFT,
PolyPhen-2, Mutation Taster, Align GV-GD, Grantham, Pmut y Varsome)
gue apoyaban la patogenicidad de la variante. Se siguid el siguiente
criterio:
o SIFT (D), Polyphen-2 (PRD, probablemente dafiina), Mutation
Taster (CE, causante de enfermedad), Align GV-GD (C45, C55 y
C65), Grantham (Large), Pmut (D), Varsome (D): 1 punto
o Polyphen-2 (PSD, posiblemente dafina), Align GV-GD (C35)
Grantham (Moderate): 0,5 puntos
Aquéllas variantes en las que se encontrd bibliografia que indicaba un
posible efecto deletéreo de ésta en la funcién de la proteina. Para revisar
la bibliografia se utiliz6 LitVar, PubMed y Varsome.
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Variante génica

Criterio de
clasificacion
basado en la

ACMG

VP VPP Vus VPB VB

Hallada en genes seleccionados mas una de las
siguientes:

Variante en el borde exdn-intrén (+12pb) con

posibilidad de afectar al splicing

Variante exdnica con puntuacién = 3 en los

estudios in silico

Variante para la que la bibliografia indica una

elevada probabilidad de resultar deletérea

s NO

VUS priorizada VUS no priorizada

T .

Figura 26. Algoritmo utilizado para clasificar las variantes con significado clinico

desconocido como VUS priorizadas o VUS no priorizadas.

6. ANALISIS DE MICROSATELITES
La técnica de microsatélites se utilizo para el estudio de tres familias
aparentemente no emparentadas entre siy que fueron portadoras de una misma
mutacion en ATM (c.8251 8254del). El objetivo era demostrar la existencia de

un efecto fundador al compartir un ancestro comun.

En total se estudiaron nueve individuos de estas tres familias, de los

cuales ocho fueron portadores de la mutacion ¢.8251 8254del.

Para ello se realiz6 un analisis del haplotipo utilizando como marcadores
los siguientes microsatélites o pequefas repeticiones en tandem (STR, short
tandem repeats) en el cromosoma 11g22-23: D11S4078, D11S1391, D11S1781,
D11S4159, D11S4108, D11S1782, D11S1390, D11S4141, D11S4176,
D11S1332, D11S4197 y D11S4959. Para encontrar dichos marcadores se utilizd
el navegador genémico Ensembl que permite explorar las regiones flanqueantes
del gen en busca de marcadores de distintos tipos. Ademas, enlaza directamente

con la base de datos de sondas (Probe) de la NCBI (National Center for
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Biotechnology Information), donde se encuentran las secuencias de cebadores
de amplificacion de los STR. El tamafio de los alelos de los marcadores
polimorficos utilizados para construir los haplotipos se encuentran en la Tabla 10
mientras que la localizacién de estos con respecto al gen esta representada en

la Figura 27.

De los STR estudiados, se desecharon aquéllos que no amplificaron
correctamente. Finalmente se seleccionaron los siguientes STR: M1l
(D11S4078), M2 (D11S1391), M3 (D11S1781), M4 (D11S1390), M5 (D11S4176)
y M6 (D11S4197), los cuales se estudiaron también en 24 controles sanos
procedentes de una genoteca disponible en el laboratorio con objeto de
demostrar que el haplotipo comdn no se encontraba en poblacion control, asi

como para estimar la antigiiedad de dicha variante.
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MARCADORES MICROSATELITES EN ATM

Tamario

STR Cebador Fordward Cebador Reverse alelo

(pb)
D11S4078 [6EFAM]JAGGCTAACCAGCCAACATT CGGGCTATAAAACTCAAGTCTC 135-159
D11S1391 [6BFAM]TGCATGCATACATACATACATACA CATCCATCCCTCTGTCTCTG 158-178
D11S1781 [6BFAM]JAGCTGTTCTTGTCACAGGAGAG ACAAATTGTCAGTGCCCC 243-251
D11S4159 [EBFAM]CCGGAGAGCAGTTTGTGT ATTCGGAGCCACTCCCT 164-200
D11S4108 [6BFAM]TGGCAAGTGGCAGGAT GCCCATAGATGGATGAGTAGA 113-131
D11S1782 [6BFAM]AAAGTATGGCCTCTATCCAAA AGCTTCATTATGTGAGGAGTAAATA 160-170
D11S1390 [EBFAM]GGGTGGAATCCTTCAGAATT AAATATTACCGGGCTTGGAC 145-165
D11S4141 [EBFAM]GCCTTCCTACTTCTGTTCTG ATGGAGGCTGTCAAAGATT 166-186
D11S4176 [6BFAM]JAGACTCTCTCGTCCTCAGGG GGGTAGCACTCCCAGGTT 224-254
D11S1332 [6BFAM]TATTAGGCAGGGTTTCCAGA CTTACAGATGGCCTCTCATAGA 182-204
D11S4197 [6FAM]TGAGGTCAATGTTGGTTTC TAGTAGAATCTCATAGGTTCTGTGG 227-271
D11S4959 [6FAM]GACACTAGGAGAGCTCATGACC CAGGTGGGCAGTTATCACAC 343-359

Tabla 10. Secuencias de los cebadores y tamafio de los alelos de los marcadores polimorficos de

ATM utilizados para construir los haplotipos. Los cebadores fordward se marcaron con el fluoréforo

FAM para poder determinar el tamafio de los fragmentos en funcién del otro fluoréforo (L1Z-500),

empleado en el andlisis de fragmentos.
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M1-D1154078

M2-D1151351

ATM
gene

M3-D1151781

M4-D1151330

M5-D1154176

M6-D1154157

+4 Mb

+2 Mb

-1 Mb

-10 Mb

-14 Mb

-22Mb

— 26 Mb

Figura 27. Localizacién de los STR empleados en este estudio con respecto al gen ATM.

Cada marcador se amplific6 mediante PCR utilizando un kit de PCR de

microsatélites Type-it Microsatellite PCR Kit (Qiagen). Previamente, se

reconstituyeron los viales de primers liofilizados con tampdn estandar (TE) hasta

una concentracion de 100 uM. Posteriormente, en un mismo tubo se afiadié 20

pl de mix de primers (10 pl de Fordward y 10 pl de Reverse) a 180 ul de agua,

obteniéndose una concentracion de primers de 10 uM (Tabla 11).
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PCR microsatélites V (ulh)
H20 2
Master mix 6,25
Cebador F+R (10 uM) | 1,25
Q-solution 2,5
ADN (25 ng/ul) 0,5
Volumen total 12,5

Tabla 11. PCR de amplificacién utilizada en el andlisis de microsatélites. F: fordward, R: reverse.

El programa de amplificacion utilizado const6 de los pasos

esquematizados en la Figura 28.

Activacion Desnatura-
lizacion

95eC 952C

Hibridacién Extensién Extension final  Conservacion

5:00 0:30
720C 602C
0:30 30:00
Ta

1:30 4eC

Figura 28. Programa utilizado en la reaccion de amplificacion de microsatélites.
Ta: temperatura de anillamiento

Una vez finalizado el paso de amplificacion se llevé a cabo la
electroforesis capilar en el analizador ABI3130 mediante andlisis de fragmentos.
Para ello se mezclé 1ul del producto de amplificacion con 12 pl de formamida Hi-
Diy 0.5 pl del marcador de tamafios LI1Z-500 (Gene Scan-500 LIZ Size Standard)

y se desnaturalizé durante 3 minutos a 95°.

Los datos obtenidos tras la electroforesis capilar se analizaron en el

software Genemapper v 4.0 facilitado por Applied Biosystems. Se obtuvieron dos
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picos por cada STR (en azul). Estos se correspondian con los tamafios de los
fragmentos amplificados, uno de procedencia paterna y otro materna (Figura
29). En el caso de individuos homocigotos, se obtuvo un uUnico pico azul. Los
picos naranjas pertenecian al estandar de tamafo LIZ-500. De esta forma se

pudieron conocer ambos alelos y determinar los haplotipos de cada individuo.

3600
3200
2800
2400
2000
1600
1200

200

dlbl |

Figura 29. Patron de picos obtenido en el andlisis de microsatélites. Se observan dos picos

azules que se corresponden con los tamafios de los dos fragmentos amplificados, siendo uno

el alelo paterno y otro el materno.

Para realizar el célculo de generaciones se utilizé la ecuacién desarrollada
por Machado y colaboradores [118]: G=logd/log(1-0), en la que & hace referencia
a la medida del desequilibrio de ligamiento entre la variante y cada uno de los
marcadores mas cercanos (D11S4078 y D11S4176 en este caso). El
desequilibrio de ligamiento se calcula a partir de la prevalencia del alelo entre los
afectados (Pd) y la prevalecia del alelo entre los alelos control (Pn) mediante la
formula &=(Pd-Pn)/(1-Pn). Por otro lado, 6 representa la fracciéon de
recombinacion entre el marcador y el gen, calculada a partir de las distancias
entre los marcadores y el gen. Estas se obtuvieron a partir de la base de datos

Ensembl.
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7. ANALISIS ESTADISTICO
Las variables cuantitativas con una distribucién normal se describieron
mediante la media y la desviacion tipica, mientras que las variables cuantitativas
con una distribucion no normal se describieron mediante mediana y rango. Las
variables cualitativas se presentaron en forma de tabla incluyendo las

frecuencias relativas y absolutas.

Las condiciones de aplicacién de los analisis estadisticos se verificaron
antes de su aplicacion. La normalidad se contrast6 mediante el test de

Kolmogorov-Smirnoff.

Para realizar el contraste de hipotesis para variables cuantitativas se
utilizo el test exacto de Fisher en muestras pequefias (si la frecuencia esperada
en alguna de las casillas es menor de 5) y el test de Chi cuadrado cuando se
trataba de muestras grandes. Las diferencias fueron consideradas significativas

cuando el valor “p” asociado a la prueba estadisitca de contraste fue menor a
0,05.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS v 15.0.
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1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA
De los 138 casos indice analizados, 82 (59%) procedieron del Hospital
Universitario Virgen de la Arrixaca y 56 (41%) al Hospital General Universitario
Morales Meseguer. Ademas, se estudiaron 41 familiares, de los cuales 15
resultaron portadores. De ellos, s6lo 3 habian desarrollado algun tipo de cancer

en el momento del estudio.

En los casos indice, el cancer mas diagnosticado fue el CM unilateral,
seguido del CO y del CM bilateral, como se representa en la Figura 30. En la
Tabla 12 se resumen las caracteristicas clinicas de los CM y CO diagnosticados
en el estudio. Dentro de los CM, el ductal fue el mas comdn, mientras que en el

CO predomino el seroso.

B CM

mCO

m CM+CO

B CM+ otro cancer
Otros
CcMmv
CMb

Figura 30. Distribucién de los Cl en funcion del tipo de cancer diagnosticado. CM: cancer de

mama, CO: cancer de ovario, CMV: cancer de mama en el varén, CMb: cancer de mama bilateral.
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Cancer de mama

Cancer de ovario

Edad de diagndstico

Edad de diagndstico

Media+xDE 42,60+11,68 Media+DE 44,58+14,70

Tipo de cancer de mama (%) Co-afectacion (%)

CM unilateral | 101 (85,59) CO 17 (70,83)

CM bilateral | 17 (14,41) CO+CM 7 (29,17)

Subtipo histoldgico (%) Subtipo histoldgico (%)

Ductal 114 (84,44) Seroso 13 (54,17)
Lobulillar 6 (4,44) Mucinoso 1(4,17)
Secretor 1(0,74) Adenocarcinoma 1(4,17)
Medular 1(0,74) Mulleriano 1(4,17)

Papilar 1(0,74) Granuloso 1(4,17)
Mucinoso 2 (1,48) Carcinosarcoma 1(4,17)

Sarcomatoide 1(0,74) Otros 2 (8,33)

Desconocido 9 (6,67) Desconocido 4 (16,67)

Tabla 12.Caracteristicas clinicas de los casos de cancer de mama y ovario
diagnosticados en los casos indice del estudio.

2. RENDIMIENTO DIAGNOSTICO
Los 138 casos indice del presente estudio habian sido seleccionados
utilizando los criterios de la SEOM para analizar los genes BRCA1 y BRCAZ2,
obteniéndose un resultado no informativo en todos ellos. Posteriormente, se
amplio el estudio a paneles de genes siguiendo los criterios aplicados en el

Comité de Consejo Genético.

El rendimiento diagndstico obtenido previamente en el laboratorio para
variantes patogénicas en BRCAl1 y BRCA2 fue del 11% en 1729 familias

estudiadas. En el presente estudio se registraron un total de 11 variantes
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clinicamente relevantes en un total de 11 casos indice de, lo que supuso un
7,97% de los 138 CI analizados.

3. EVALUACION DE LOS CRITERIOS DE SELECCION
De los 138 casos indice, 75 cumplian estrictamente alguno de los criterios

de seleccion aplicados, mientras que 63 no cumplian ninguno de ellos.

Para evaluar la pertinencia de los criterios de seleccion utilizados para
ampliar el estudio genético, se determind la tasa de variantes patogénicas en el
grupo que cumplia criterios y en el que no. La tasa de variantes patogénicas fue
del 9,33% (7/75) para los individuos que cumplian los criterios de seleccion y del
6,35% (4/61) para aquellos que no cumplieron nuestros criterios (test estadistico
de Chi cuadrado P=0,52) (Tabla 13). Por lo tanto, no se encontr6é una diferencia

significativa entre ambos grupos.

Test de
Cl _cumple Cl no cu_mple Total Chi
criterios criterios
cuadrado
Presencia de
variante 7 (9,33%) 4 (6,35%) 11 (7,97%)
patogénica P=0.52
Ausencia de
variante 68 (90,67) 59 (93,44%) 127 (92,03%)
patogénica

Tabla 13. Distribucion de los CI con variantes patogénicas entre los grupos que cumplen y no

los criterios establecidos en el laboratorio.

Los criterios de seleccion se dividieron en dos grupos: los que tenian en
cuenta la historia familiar de cancer (C1-C4) y los que tenian en cuenta la historia
personal (C5 y C6). De manera individual, los criterios con una mayor tasa de
deteccion fueron el C6 (12,5%), seguido del C1 (4,6%). El resto de criterios, de
manera individual, presentaron una tasa de deteccion del 0%. Ademas, ninguno
de los portadores de una variante patogénica del estudio cumplio el criterio C4.
Sin embargo, la combinacién de los criterios C1+C2+C3, asi como la
combinacion de los criterios C1+C5 mostraron una tasa de deteccion del 100%,
mientras que con la combinacion de C1+C3 se obtuvo una tasa de deteccion del
20% (Figura 31).
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Tasa de deteccionde los criterios utilizados

100% 100%

Historia familiar:

C1: 23 individuos de dos
generaciones con CM/CO (1<40
afios 0 2<50)

C2: 22 CM/CO<35 aflos

C3: CMV+ CM/CO<50 afios

C4: CO<35 afios + CM<50 afios en
familiar de primer grado

Historia personal: 20%
C5: CM+CDO en la misma paciente 12,5%

[1<50 afios) 4,65% i
€6: CM/CO<25 aifos e d yd

c1 C1+C2+C3 C1+C3 cé C1+C5

|

Historia
personal y
familiar

Historia
personal
de céncer

Historia familiar de
cancer

Figura 31. Tasa de deteccion de los criterios de seleccion utilizados: C1: 23 individuos
de dos generaciones con CM/CO (1< 40 afios 6 2<50), C2: 22 CM/C0O<35 afios, C3: CMV+
CM/CO<50 afios, C4: CO<35 afios + CM<50 afios en familiar de primer grado, C5: CM+CO en

la misma paciente (uno<50 afos), C6: CM/CO<25 afios.

4. TIPOS DE VARIANTES DETECTADAS
Se hallaron un total de 90 variantes, incluyendo las de significado clinico
desconocido, probablemente patogénicas y patogénicas. Solo se contabilizaron
aquéllas variantes exonicas o que se encontraban en el borde exén-intrén
(£12pb).

Desde el punto de vista molecular, se detectaron: 65 cambios de tipo
missense, 8 intronicas, 6 silenciosas, 5 sin sentido, 4 cambios con alteracion del
marco de lectura o frameshift, 1 en regibn no codificante aguas arriba
(untranslated upstream, 5UTR) y 1 en regién no codificante aguas abajo
(untranslated downstream, 3’'UTR) (Figura 32A)

Desde el punto de vista clinico, del total de variantes contabilizadas, 79
(88%) fueron variantes de significado clinico desconocido y 11 (12%) fueron
clinicamente relevantes (patogénicas y probablemente patogénicas) (Figura
32B).
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m Missense ®Intrdnicas m Silenciosas ® Nonsense ® Frameshift 5'UTR 3'UTR

&

88%

= \VUS = VP+VPP

Figura 32. A) Distribucion de las variantes halladas segin su clasificacion molecular. B)
Distribucién de las variantes segin su clasificacion clinica. 5’UTR: untranslated upstream, 3'UTR:
untranslated downstream

4.1 Variantes clinicamente relevantes

De las 90 variantes detectadas, 11 se consideraron patogénicas o
probablemente patogénicas. De ellas, 7 ya estaban descritas en la bibliografia y

4 fueron de nueva descripcion. La distribucion por genes se muestra en la Figura
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33. Destaca que casi la mitad de las variantes detectadas se encontraron en un

mismo gen: ATM.

A continuacion, para cada variante patogénica se realiza un analisis
molecular del cambio producido, revision bibliogréfica disponible sobre la misma,
los criterios utilizados para su clasificacion segun la ACMG, descripcién de las
familias portadoras, asi como un estudio genotipo-fenotipo global de todas ellas.
En la Tabla 14 se reflejan las principales caracteristicas de estas variantes y del

fenotipo encontrado.

Distribucion de las variantes patogénicas por genes

mATM

)
(46%)

W BRIP1
W CHEKZ2
W 7P53
B XRCC2

Figura 33. Distribucién por genes de las variantes patogénicas encontradas en el estudio.
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Gen Exo}n/ Varlfir_ne Cambio aplvel de refSNP ClinVar Tlp_o de Criterios Tipo de_ tumlor_(edad de Histopatologia Subtipo
Intron genética proteina variante ACMG diagndstico) molecular
PVS1 Cl CO (29) Seroso -
37 €.5644C>T p.(Arg1882*) rs786204433 188737 N PM2
PP3+PP5 F CM (63) CDI RE/RP
PVS1
N LNH (50) DLBCL -
52 c.7708G>T p.(Glu2570%) rs1555124587 558735 N I;IE/I; Cl CMV (63) CDI RE/RP
Cl CM (34) CDI RE/RP/HER2
ATM €.8251_8254del | p.Thr2751Serfs*54 rs786202120 183425 Fm PI\/FI>1\iSPlM2 F Melanoma (68) - -
56 Cl CM (53) CLI RE/RP
PVS1 Cl CMV (35) CDI RE/RP/HER2
*
€.8264_8268del | p.Tyr2755Cysfs*12 rs730881294 181865 Fm PMFl):)I;MZ . CM (56) cDI RE/RP
PVS1
62 c.8977C>T p.(Arg2993*) rs770641163 186330 N PM1+PM2 Cl CM (37) CDI DESC
PP3+PP5
PVS1 CMb (18) CDIS HER?2
c.886G>T* p.(Glu296*) rs876660125 430641 N PM1+PM2 Cl Glioblastoma (21) i )
BRIP1 7 PP3
PVS1 .
€.903del p.Leu301Phefs*2 rs876659490 232007 Fm PM1+PM2 Cl CO (63) Peritoneal -
PS3
4 €.349A>G p.Argl17Gly rs28909982 128071 M PM1 Cl CM (29) CDI ER/PR
CHEK2 PP3+PP5
PS3
5 c.470T>C p.llel57Thr rs17879961 5591 M PM1 Cl CO (41) Indiferenciado -
PP3+PP5
PVS1 CMb (18)
TP53 4 €.334_364dup* p.Val122Glyfs*37 rs1555526495 430665 Fm PM1+PM2 Cl . CDIS HER2
PP3 Glioblastoma (21)
PVS1 CO (39) i i
*
XRCC2 3 c.677dup p.(Tyr226*) REV REV N IF;I\I;I; Cl CM (60) cDI RP/RE

Tabla 14. Variantes patogénicas halladas en el estudio con las caracteristicas de la familia y de los tumores. N: nonsense, Fm: frameshift, M: missense ClI: caso indice, F: familiar, CDI: carcinoma ductal infiltrante,
CDIS. carcinoma ductal in situ, CM: cancer de mama, CMb; cancer de mama bilateral, CMV: cancer de mama en el varén, LNH: linfoma no Hodgkin, DLBCL: linfoma difuso de células grandes, RP: receptores de

progesterona, RE: receptores estrogénicos, HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico, DESC: desconocido, REV: en revision.
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4.1.1 Variantes patogénicas halladas en el gen ATM

ATM es el gen en el que se han encontrado la mayoria de variantes
patogénicas. Se encontraron 5 variantes patogénicas en 6 familias, lo que
equivale a una tasa mutacional 4,35%. Todas las variantes fueron de tipo
frameshift o nonsense y se localizaron en la segunda mitad de la proteina, como
muestra la Figura 34. Por lo tanto, es posible que se produzca un mecanismo
de degradaciéon de ARNm conocido como non-sense mediated decay (NMD).
Este es un mecanismo de supervivencia mediante el que se eliminan transcritos
de ARNm gue tienen codones de stop prematuros, por lo que la proteina no se

llegaria a sintetizar [119].

c.7708G>T c.8264_8268del
p.Glu2570* p.Tyr2755Cysfs*12

v v
FAT

A PIKPIK  BATC

c.5644C>T c.8251_8254del c.8977C>T
p.Argl882* p.Thr2751Serfs*54 p.Arg2993*

Figura 34. Localizacion a nivel proteico de las variantes patogénicas y probablemente

patogénicas halladas en ATM. Modificado de Athanasakis y colaboradores [57].

e C.5644C>T
a) Descripcion molecular de la variante

Esta variante estd presente en una de las familias portadoras. Se
encuentra en el exdn 37 del gen ATM, produciendo un codén de parada
prematuro en el codén 1882, con lo que produce una proteina truncada. En el
caso de sintesis proteica, se perderian los dominios FAT, PI13-Pl4 kinasay FATC,

con lo que la proteina no podria llevar a cabo su funcién correctamente.

Esta variante ha sido descrita en distintas publicaciones, tanto en
pacientes con ataxia telangiectasia (en homocigosis) como en pacientes con
cancer de mama (en heterocigosis) en poblaciones de origen ibérico, marroqui y
brasilefio [120-123].
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b) Categorizacién clinica

Esta variante se clasificO como patogénica siguiendo las guias clinicas de
la ACMG en base a los siguientes criterios: se trata de una variante sin sentido
(PVS1), no se ha encontrado en controles (PM2), los programas in silico
utilizados la predicen como patogénica (PP3) y en ClinVar se ha clasificado como

patogénica o probablemente patogénica por varios usuarios (PP5) (Tabla 14).
c) Descripcion de la familia

En la Figura 35 se representa la familia en la que se encontré la variante
€.5644C>T. La CI (111:3) de esta familia fue diagnosticada de un cancer de ovario
seroso borderline en estadio 1A a los 29 afos. Tiene dos hermanos y dos
hermanas sanos. Su madre fue diagnosticada de cancer de mama ductal
invasivo positivo para receptores hormonales y HER2-negativo a los 63 afios.
También su tia materna fue diagnosticada de cancer de mama a los 62 afos. El
estudio se ampli6 a su madre y hermanas. La Unica que también portaba la

mutacion fue la madre (l1:7).

d) Estudio genotipo-fenotipo

Cancer de mama Cancer de ovario
Casos Casos
NP portadores Casos Edad cancer Casos Edad cancer de
P (%) diagndstico bilateral (%) diagndstico mamay
(%) ovario (%)
2 1 (50) 64 0 1 (50) 29 0
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S o il

11 1:2 1:3 1:4
20 49 66 87
ATM
c.5644C>T (p.Argl882%)

1 000m guTe O o e

ll:1 II:2 :3 1:4 II:5 :7 1I:8 11:9 11:10
70 73 76 53 51 72 CM (63) 74 73 CM (62)

1] (g (J.) \‘ ﬁ ﬁ

III 1 III 2 l:3 4 II| 5
CO (29) 34

Figura 35. Arbol familiar de la familia en la que se hall6 la variante 5644C>T en ATM. CM:

cancer de mama, CO: cancer de ovario.

e (C.7708G>T

a) Descripcion molecular de la variante

Esta variante estd presente en una de las familias del estudio. Se
encuentra en el exdn 52, produciendo un codon de parada prematuro en el codén
2570, lo que da lugar a una proteina truncada. En caso de sintesis proteica, esto
supondria la pérdida de los dominios PI3-Pl4 kinasa y FATC.

No se habia descrito previamente en bases de datos ni en la bibliografia.
b) Categorizacion clinica

Fue clasificada como patogénica siguiendo los criterios de la ACMG: se
trata de una variante sin sentido que da lugar a una proteina truncada (PVS1),
estd ausente en controles en los diferentes estudios poblacionales (PM2) y
distintas herramientas in silico apoyan un efecto deletéreo en el gen o la proteina
resultante (PP3) (Tabla 14).
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c) Descripcion de la familia

En la Figura 36 esta representada la familia en la que se hall6 la variante
c.7708G>T. El CI de esta familia es un varén diagnosticado a los 50 afios de un
Linfoma no Hodgkin y de un céncer de mama ductal invasivo positivo para
receptores hormonales y HER2-negativo a los 63 afios. Tiene tres hermanas y
un hermano: una de las hermanas habia fallecido de cancer de pancreas a los
70 afos, otra fue diagnosticada de cancer de mama a los 74 afios y el resto
estaban sanos. Por otro lado, la madre del caso indice habia fallecido a los 40
afos de un cancer de ovario diagnosticado a la edad de 39. El estudio se amplio
a su hermana sana y a la sobrina (hija de su hermana fallecida). Ambas

resultaron no portadoras.

d) Estudio genotipo-fenotipo

Céancer de mama Céncer de ovario
Casos Casos
N° portadores Casos Edad cancer Casos Edad cancer de
P (%) diagndstico bilateral (%) diagndstico mamay
(%) ovario (%)
1 1 (100) 63 0 0 - -
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| T A

11 1:2 1:3 14
ATM
€.7708G>T (p.Glu2570%)
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11:1 11:2 1:3 :4 11:5 I:6 -7
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81 Linfoma (50) CM (74)
M (63)

1:6
Céncer de 72
pancreas

(70)
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Figura 36. Arbol familiar de la familia en la que se hall6 la variante ¢.7708G>T en ATM.

e .8251 8254del
a) Descripcién molecular de la variante

Esta variante estd presente en dos de las familias del estudio.
Posteriormente aparecié en otras dos familias no pertenecientes al estudio,
demostrandose un efecto fundador. Se encuentra en el exén 56, produciendo
una alteracién del marco de lectura que da lugar a un codon de parada prematuro
en el coddén 2804, lo que da lugar a una proteina truncada. En el caso de sintesis
proteica, se perderia parte del dominio PI3-Pl4 kinasa y del dominio FATC

completo.

Se habia descrito previamente en una familia espafiola cuyo Cl habia sido

diagnosticada de un cancer de mama antes de los 50 afios [67].
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b) Categorizacién clinica

Fue clasificada como patogénica siguiendo los criterios de la ACMG: se
trata de una variante sin sentido que da lugar a una proteina truncada (PVS1),
se encuentra en un punto caliente mutacional en el que la mayoria de las
variantes halladas son patogénicas (PM1) y esta ausente en controles en los
diferentes estudios poblacionales (PM2) (Tabla 14) [82].

c) Descripcion de la familia

F1 (Figura 37A): La CI de esta familia fue una mujer diagnosticada a los
34 afos de un cancer de mama ductal invasivo positivo para receptores
hormonales y HER2. A su vez, su madre habia sido diagnosticada de un cancer
de mama y ovario a los 42 afios y su padre de un melanoma con 68 afios.
Ademas, la Cl tenia un hermano y una hermana, ambos sanos en el momento
del estudio. Se amplio6 el estudio genético a sus hermanos y progenitores. Tanto

el padre como la hermana resultaron portadores.

F2 (Figura 37B): La Cl de esta familia fue una mujer diagnosticada a los
53 afios de un cancer de mama lobulillar positivo para receptores hormonales.
De las tres hermanas del Cl, una habia fallecido de un cancer gastrico
diagnosticado a los 41 afios, otra habia sido diagnosticada de cancer de mama
a los 39 afios y una estaba sana en el momento del estudio. Ademas, la Cl tenia
dos hijos y una hija sanos. El estudio genético se amplio a los hijos e hijas del
Cl, resultando todos portadores de la variante. Ademas se estudiaron dos de las
sobrinas del Cl, resultando ambas no portadoras. Una importante limitacion fue
el no poder estudiar a la hermana con CM, ya que hubiese sido interesante, en
el caso de resultar positivo, para realizar un estudio genotipo-fenotipo mas
completo.
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d) Estudio genotipo-fenotipo

Cancer de mama Otros tipos de cancer
Casos
NP portadores Casos Edad cancer Tipo de Casos Edad
P (%) diagndstico bilateral cancer (%) diagndstico
(%)
3 2 (66.7) 44+13 0 Melanoma 1 (33,3) 68
I A
I:3 I:4
ATM CyC (50) CCR (84)
c.8251 8254del
(p.Thr2751Serfs*54)
I —* i IJ_'I I%I D——k
:1 1:2 1:3 11:6 :7 1:8 :9 1I:10
Melanoma (68) CM+CO CCR (58) CM (66) 68 71 73 M (63)
(a2)
o -
I o
l:1 n:2 n:3 l:4 l:5 n:6
36 CM (34) 37 Céancer de cérvix Melanoma 45
(40) (30)
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I:2
Céncer de
préstata (60)

I:1 :2

" &0 erO &0 OO

i 1mi:2 11:3 1ii:4 115 1:6 m:7 111:8
CM (53) CM (39) CGl (41) 56

v Ohd 4 d & 4 4

V1 V2 I3 Iv:4 IV:5 IV:6 V.7 V:8 V:9
42 41 38 35 31 34 30 28 25

Figura 37. Arbol familiar de las familias en las que se hallo la variante ¢.8251_8254del en ATM.

CCR: cancer colorrectal, CyC: cancer de cabeza y cuello, CGl: cancer gastrointestinal.

e .8264_8268del

a) Descripcion molecular de la variante

Esta variante esta presente en una familia del estudio. Se encuentra en el
exén 56, produciendo una alteracién del marco de lectura que da lugar a un
codon de parada prematuro en el codén 2766, lo que da lugar a una proteina
truncada. En el caso de sintetizarse la proteina, se perderia parte del dominio
P13-Pl14 kinasa y del dominio FATC completo.

Esta variante se habia descrito previamente en diversas publicaciones,
tanto asociada a ataxia telangiectasia (en homocigosis) como a cancer de mama
y tumores cerebrales (en heterocigosis). Se habia encontrado en diversas
poblaciones: espafiola, brasilefia, costarriqguefia, noruega, britanica y espafiola
[65, 120, 124-128].
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b) Categorizacion clinica

Fue clasificada como patogénica siguiendo los criterios de la ACMG: se
trata de una variante sin sentido que da lugar a una proteina truncada (PVS1),
se encuentra en un punto caliente mutacional en el que la mayoria de las
variantes halladas son patogénicas (PM1) y esta ausente en controles en los
diferentes estudios poblacionales (PM2). Ademas, en ClinVar ha sido clasificada

como patogénica por multiples usuarios (PP5) (Tabla 14) [82].
c) Descripcion de la familia

En la Figura 38 se representa la familia en la que se hall6 la variante
c.8264 8268del. El CI de esta familia fue un varon diagnosticado a los 35 afios
de un cancer ductal invasivo positivo para receptores hormonales y HER2-
positivo. La madre del ClI habia sido diagnosticada a los 56 afios de un cancer
de mama ductal invasivo positivo para receptores hormonales y HER2-negativo.
Ademas, una tia materna habia fallecido tras ser diagnosticada de cancer de
mama, mieloma y cancer gastrico y un tio materno habia fallecido de un cancer
de pancreas diagnosticado a los 73 afios, mientras que el tio y la tia materna
restantes estaban sanos. Asimismo, una prima hermana materna habia sido
diagnosticada de un cancer de mama triple negativo a los 48 afios. Por otro lado,
en la rama paterna tenia una prima hermana fallecida de un cancer de mama
diagnosticado a los 35 afios. Se amplio el estudio a su madre. Por ultimo, el ClI
tenia dos hermanas sanas en el momento del estudio. El estudio genético
permitié confirmar el origen materno de la variante, ya que tanto la madre como
la tia sana fueron portadoras, asi como las hermanas y una de las primas

hermanas del ClI.

d) Estudio genotipo-fenotipo

Cancer de mama
Casos
N° portadores | C2S0S Edad cancer
P (%) diagndstico bilateral
(%)
2 2 (100) 46+15 0
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I1:1 1:2 ATM 1:3 1:4 :
66 54 c.8264_8268del Céncer de 85 CCR (54)
(p-Tyr2755Cysfs*12) pancreas
(73)
"o o O o & 5
(I, O0—
=1 12 1:3 :4 I:5 16 -7 1:8 1:9 11:10 I:111 1:12 :13 :14
62 68 74 72 65 CM (56) CM(57)  Céncer de 68 75" 75
MM (61) prdstata (73)
CGl (66)
. S G L S GRS
1l 2 ~ et
1 m:2 W3 s 6 TE N 1E S 1B R TP 1< B [ 5 E R | E P | E R B Y
CM (35) CM(35) 42 30 4 48 43 41 35 27 53 CM(48) 47 43

Figura 38. Arbol familiar de la familia en las que se hall6 la variante ¢.8264_8268del en ATM.

MM: mieloma muiltiple.

e C.8977C>T

a) Descripcion molecular de la variante

Esta variante esta presente en una familia del estudio. Se encuentra en el
exon 62, produciendo una mutacién sin sentido que origina un codén de parada
prematuro en el residuo 2993. Aunque esto sélo produce la pérdida del 2% de la
proteina, al tratarse de una variante nonsense, es posible que se active el
mecanismo NMD. En el caso de sintetizarse la proteina, se perderia el dominio
FATC.

Esta variante se habia descrito previamente en diversas publicaciones,
tanto asociada a ataxia telangiectasia (en homocigosis) como al sindrome cancer
de mama y ovario (en heterocigosis). Se habia encontrado en diversas
poblaciones: espafiola, hispanoamericana, turca y canadiense [65, 120, 125,
129, 130].
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b) Categorizacion clinica

Fue clasificada como patogénica siguiendo los criterios de la ACMG: se
trata de una variante sin sentido que da lugar a una proteina truncada (PVS1),
se encuentra en un punto caliente mutacional en el que la mayoria de las
variantes halladas son patogénicas (PM1) y esta ausente en controles en los
diferentes estudios poblacionales (PM2). Por otro lado, varias herramientas in
silico apoyan su patogenicidad (PP3).Ademas, en ClinVar ha sido clasificada

como patogénica por multiples usuarios (PP5) (Tabla 14) [82].
c) Descripcion de la familia

En la Figura 39 estéa representado el arbol familiar de la familia en la que
se encontré la variante ¢.8977C>T. El Cl de esta familia fue una mujer
diagnosticada a los 37 afios de cancer de mama ductal invasivo. No se pudo
obtener informacion de la inmunohistoquimica del tumor. La hermana del ClI
habia fallecido de un cancer de mama diagnosticado a los 40 afios. A su vez, el
padre de ambas habia fallecido de un cancer de pulmoén a los 64 afios. Por rama
materna, la madre estaba sana en el momento del estudio, mientras que un tio
materno habia fallecido de un cancer de colon a los 38 afios. El estudio genético
de la variante se ampli6 a la madre, la cual resulté no portadora. Por tanto, se
supuso que la variante tenia un origen paterno, aunque no se pudo confirmar al

estar su padre fallecido.

d) Estudio genotipo-fenotipo

Cancer de mama
Casos
Casos Edad cancer
(o]
N° portadores (%) diagnéstico bilateral
(%)
1 1 (100) 37 0
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| A A=

1:1 1:2 ATM 1:3 1:4
c.8997C>T (p.Arg2993%)

OTTT kb o b

1:1 11:2 11:3 11:4 11:5 11:6 1:7 11:8 11:9 11:10
Cancer de 74 CCR(38) 72
pulmon (64)
] I
’Ill:l 11:2 1:3 11:4 15 11:6 1:7 11:8
CM (37) CM (40)

Figura 39. Arbol familiar de la familia en las que se hall6 la variante ¢.8977C>T en ATM.

4.1.2 Variantes patogénicas halladas en el gen BRIP1

En BRIP1 se hallaron dos variantes patogénicas en dos familias, lo que
supuso una frecuencia mutacional del 1,45%. Como muestra la Figura 40,
ambas variantes se encuentran muy cercanas entre si en el primer tercio de la
proteina. Una es una variante nonsense Yy la otra frameshift, por lo que ambas

son susceptibles de ocasionar NMD.

C.886G>T

p.(Glu296*)

: 976 1006 1249
yo I la 1] m v v Vi T v v

BRIp1 BN | | - m e R -

(FANCJ) B m | ] | o = B —

T BLM binding domain
¢.903del L — —
p.Leu301Phefs*2 MRE11 binding domain
L J
DNA Helicase domains (0, I, 1a, II, Il IV, V, and VI)

Figura 40. Localizacion a nivel proteico de las variantes patogénicas y probablemente

patogénicas halladas en BRIP1. Modificado de Oussalah y colaboradores [45].
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e .886G>T

a) Descripcion molecular de la variante

Esta variante esta presente en una de las familias del estudio. En el Cl de
dicha familia también se hall6 una variante patogénica en el gen TP53, la cual
se comentard mas adelante. Se encuentra en el exdén 7 del gen BRIP1,
produciendo un codon de parada prematuro en el codén 296, con lo que produce
una proteina truncada con pérdida del 76% de la proteina. En consecuencia, en
el caso de sintesis proteica, se perderian varios de los dominios con actividad
helicasa, la region de interaccion con BRCAL, los dominios de uniéon a BLM y
MRE11 y tres de los cuatro dominios de union a azufre, esenciales para la

actividad helicasa.

Esta variante no se habia descrito previamente en bibliografia ni en bases
de datos, de manera que fue incluida en ClinVar por primera vez. Ademas, se
publicé un caso clinico en el que se describié esta variante, junto con la
encontrada en TP53 [131].

b) Categorizacion clinica

Esta variante se clasific6 como patogénica siguiendo las guias clinicas de
la ACMG en base a los siguientes criterios: se trata de una variante sin sentido
(PVS1), se encuentra en un punto caliente mutacional (PM1), no se ha
encontrado en controles (PM2) y los programas in silico utilizados la predicen
como patogénica (Tabla 14) (PP3) [82].

c) Descripcion de la familia

En la Figura 41 se muestra el arbol genealdgico de la familia en la que se
ha hallado la variante ¢.886G>T en BRIP1. La Cl de esta familia fue
diagnosticada de un cancer de mama bilateral a los 18 afios. El analisis
anatomopatolégico mostré que se trataba de un carcinoma ductal infiltrante
bilateral negativo para receptores hormonales y HERZ2-positivo. Tras una
respuesta completa al tratamiento y meses en ausencia de enfermedad, a los 21
afios fue diagnosticada de un glioblastoma multiforme con un analisis

inmunohistoquimico con mutaciones inactivantes de p53.

106



Resultados

Era la quinta hija de una familia de cuatro hermanas y dos hermanos sin
historia familiar de cancer. Al ampliar el estudio genético a su madre, ésta resultd

también portadora de esta variante.

d) Estudio genotipo-fenotipo

Cancer de mama
Casos
N° portadores | C2S0S Edad cancer
P (%) diagnostico bilateral
(%)

J—0

I:1 1:2

BRIP1
c.886G>T (p.Glu296%)

1:5
CM (18)
Glioblastoma (21)

9 9 B oo ¢ ¢

Figura 41. Arbol familiar de las familia en la que se hall6 la variante ¢.886G>T en BRIP1.
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e .903del

a) Descripcion molecular de la variante

Esta variante estd presente en una de las familias del estudio. Se
encuentra en el exén 7 del gen BRIP1, produciendo una alteracion del marco de
lectura que ocasiona un codon de parada prematuro en el codén 302, con lo que
produce una proteina truncada con pérdida de gran parte de la proteina. En
consecuencia, se pierden varios de los dominios con actividad helicasa, la region
de interaccion con BRCA1, los dominios de unién a BLM y MRE11 y tres de los

cuatro dominios de unién a azufre, esenciales para la actividad helicasa.

Esta variante solo ha sido descrita por un usuario en ClinVar, pero no

aparece en bibliografia.
b) Categorizacion clinica

Esta variante se clasific6 como patogénica siguiendo las guias clinicas de
la ACMG en base a los siguientes criterios: se trata de una variante que da lugar
a una proteina truncada (PVS1), se encuentra en un punto caliente mutacional
(PM1), no se ha encontrado en controles (PM2). Las herramientas in silico
utilizadas indicaron que se trataba de un residuo no conservado (BP4). Sin
embargo, la combinacion de criterios fueron acordes con una clasificacion

patogénica de la variante (Tabla 14) [82].
c) Descripcion de la familia

En la Figura 42 se representa el arbol familiar de la familia en la que se
hall6 la variante ¢.903del. La CI de esta familia fue diagnosticada a los 63 de una
carcinomatosis de peritoneal de posible origen ovarico. El padre de la Cl habia
fallecido de cancer de pulmén, mientras que la hermana habia fallecido a los 60
afos de cancer de ovario. La Cl tenia ademas tres hermanos varones sin historia
personal de cancer. Una de sus sobrinas habia fallecido de un cancer de mama
diagnosticado antes de los 40 afios. El estudio genético se ampli6 a las tres hijas
e hijo de la ClI, todos sanos en el momento del estudio. Todos resultaron no

portadores de la mutacion.

d) Estudio genotipo-fenotipo
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Cancer de ovario

Casos
NC portadores Casos Edad cancer de
P (%) diagndstico mamay

ovario (%)

1 1 (100) 63 0

—o0

BRIP1 1
* : 1:2
c.903del(p.Leu301Phes*2) Cincer de
pulmon
(63)

¢ oo

11:8 11:9 AN:10

€O (60) €O (63)
11 (5 é) H__l 6
111:1-10 111:11-20 1:21-23 1124 25 1126 1127 11:28

3 mujeres con céncer CM[<4[})
1 varon cancer de prostata

Figura 42. Arbol familiar de la familia en la que se hall6 la variante ¢.903del en BRIP1.
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4.1.3 Variantes patogénicas halladas en el gen CHEK2
En CHEK2 se hallaron dos variantes patogénicas. Se detectaron 2
variantes patogeénicas en dos familias, lo que supuso una frecuencia mutacional

del 1,45%. Su localizacion a nivel proteico se representa en la Figura 43.

c.349A>G c.470T>C
p.Argl17Gly p.lle157Thr

SQ/TQ (19-69) v v Kinase (225-490)
A 4 4

V'S
FHA (115-165)

Figura 43. Localizacion a nivel de proteina de las variantes patogénicas halladas en CHEK2.

Modificado de Tavtigian y colaboradores [59].

e C.349A>G

a) Descripcion molecular de la variante

Esta variante estd presente en una de las familias del estudio. Se
encuentra en el exon 2 del gen CHEK2, produciendo un cambio de arginina por
glicina en el residuo 117. Se trata de un residuo altamente conservado (clase

C65 en Align GVGD) que se encuentra en el dominio FHA de la proteina.

Esta variante se habia descrito ampliamente en bibliografia y bases de
datos en diversas poblaciones, principalmente asociado a un riesgo
incrementado de cancer de mama, pero también se ha observado en casos de
cancer de proéstata familiar [124, 132-136]. Un estudio funcional realizado por
Sodha N. y colaboradores demostré que esta variante producia una incapacidad
de responder al dafio en el ADN de la proteina resultante, ya que su actividad

esta reducida al verse disminuida su fosforilacion [137].
b) Categorizacion clinica

Esta variante se clasific6 como probablemente patogénica siguiendo las
guias clinicas de la ACMG en base a los siguientes criterios: hay estudios
funcionales que demuestran el efecto deletéreo de la variante (PS3), se

encuentra en un punto caliente mutacional (PM1), las diferentes lineas
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mutacionales la predicen como patogénica (PP3) y diversos usuarios la han
clasificado como patogénica o probablemente patogénica en ClinVar (PP5)
(Tabla 14) [82].

c) Descripcion de la familia

En la Figura 44 se representa en arbol genealdgico de la familia en la que
se hallo la variante c. 349A>G. La CI de esta familia fue diagnosticada a los 29
afos de wun céancer ductal invasivo de mama derecha. El analisis
inmunohistoquimico mostré que se trataba de tumor positivo para receptores
hormonales y HER-2 negativo. Posteriormente, a los 41 afios sufrié una recaida
en la mama restante. Presentaba una historia familiar de cancer poco
informativa: abuelo materno fallecido de cancer de préstata a los 67 afios y
abuela paterna fallecida a los 67 afios de un céancer de origen desconocido.
Hasta el momento no se ha podido ampliar el estudio genético a ningun familiar.

d) Estudio genotipo-fenotipo

Cancer de mama

Casos
NP portadores Casos Edad cancer
P (%) diagndstico bilateral

(%)

1 1 (100) 29 -
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CHEK2
c.349A>G(p.Argl17Gly)

- e 0

I:1 1:2
Cancer Cancer de
desconocido prostata
(67) (67)

=3

1:1 1:4-11

qu

=1 n:2
CM (29)

Figura 44. Arbol familiar de la familia en las que se hall6 la variante ¢.349A>G en CHEK?2.

e C.470T>C

a) Descripcion clinica de la variante

Esta variante estd presente en una de las familias del estudio. Se
encuentra en el exén 3 del gen CHEK2, produciendo un cambio de isoleucina
por treonina en el residuo 157, que se encuentra en el dominio FHA de la
proteina. Diversos estudios mostraron una capacidad disminuida para unirse in
vivo a CDC25A, TP53 y BRCA1 [138-140]. Ademas, un estudio realizado por
Kilpivaara y colaboradores sugirié6 un efecto negativo de esta variante en la
proteina en portadores heterocigotos, ya que se formarian heterodimeros con el
CHEK2 no afectado [141].

Esta variante se habia descrito ampliamente en bibliografia y bases de
datos. Segun la bibliografia disponible, se trata de una variante con origen en
Croacia, aungue se ha descrito en poblaciones muy diversas (Polonia, Finlandia

y Rumania, entre otras), y se ha asociado con un incremento del riesgo de mama
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ovario, pancreas, colorrectal, tiroides, asi como el testicular y el renal entre
otros.[21, 141-145]. Dentro del cancer de mama, tiene una mayor asociacion
con el subtipo lobular [146], mientras que en el ovario se ha asociado a los

subtipos borderline, cistoadenoma e invasivos de bajo grado [147]
b) Categorizacion clinica

Esta variante se clasific6 como probablemente patogénica siguiendo las
guias clinicas de la ACMG en base a los siguientes criterios: varios estudios
funcionales demuestran un efecto deletéreo de esta variante en la proteina
resultante (PS3), se encuentra en un punto caliente mutacional (PM1), las
diferentes lineas mutacionales la predicen como patogénica (PP3) y diversos
usuarios la han clasificado como patogénica o probablemente patogénica en
Clinvar (PP5) (Tabla 14) [82].

c) Descripcion de la familia

En la Figura 45 esta representado el arbol familiar correspondiente a la
familia en la que se hall6 la variante ¢.470T>C en CHEK?2. El CI de esta familia
fue una mujer diagnosticada a los 41 afios de un cancer de ovario indiferenciado.
Tenia antecedentes familiares de cancer por ambas ramas. En la rama paterna,
su padre habia fallecido de un cancer gastrico-esofagico, la abuela paterna habia
fallecido de un CM, una tia paterna habia sido diagnosticada de CM, y la hija de
ésta habia fallecido de cancer de pancreas. Por rama materna, su abuelo habia
fallecido de leucemia. Al ampliar el estudio genético, resultaron portadoras tanto
la madre como la hermana y la tia materna, todas ellas sanas en el momento del
estudio. Hasta el momento no se ha podido ampliar el estudio genético a ningun

familiar.
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d) Estudio genotipo-fenotipo

Cancer de ovario

Casos
N° portadores Casos Edad cancer de
P (%) diagnéstico mama y

ovario (%)

1 1 (100) 41 0

CHEK2
c.470T>C(p.lle157Thr)

| T

1:1 11:2 11:3 11:4
CM (50) Leucemia (80) 87
+
1
1n:3 11:4 1S

58  Cdncer gastrico
esofdgico (62)

| - | -
v
Vi1 A v v:3 IV:4

Cancer de CO(41) 34
pancreas (39)

68 CM (49)

Figura 45. Arbol familiar de la familia en las que se hall6 la variante ¢.470T>C en CHEK2.
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4.1.4 Variantes patogénicas halladas en el gen TP53
En TP53 se hallé una variante patogénica en una familia, lo que supuso
una tasa mutacional del 0,72%. La variante se localiza en el dominio de union a

ADN de la proteina, tal y como se representa en la Figura 46.

c.334_364dup*
p.Val122Glyfs*37

;ransaciivation (6-29) @lA binding (94-297) Tetramerization (318-359)
ps3 I ’ | 393 aa

Figura 46. Localizacion a nivel de proteina de las variantes patogénicas halladas en TP53
[59].

e .334 _364dup

a) Descripcion molecular de la variante

Esta variante esta presente en una de las familias del estudio. En el Cl de
dicha familia también se hall6 una variante patogénica en el gen BRIP1, la cual
se ha comentado previamente. Se trata de una duplicacion que ocurre en el exén
4 del gen TP53, produciendo una alteracién del marco de lectura que da lugar a
un codon de parada prematuro en el codén 158. Esto podria originar pérdida de
ARNmM mediante NMD. En el caso de sintetizarse la proteina, se produciria una
proteina truncada con pérdida de una amplia extension del dominio de unién a

ADN y el dominio de tetramerizacion.

Esta variante no se habia descrito previamente a este estudio en
bibliografia ni en bases de datos, de manera que fue incluida en ClinVar por

primera vez y el caso clinico fue publicado [131].
b) Categorizacion clinica

Esta variante se clasific6 como patogénica siguiendo las guias clinicas de
la ACMG en base a los siguientes criterios: se trata de una variante que da lugar
a una proteina truncada (PVS1), se encuentra en un punto caliente mutacional

gue esta en un dominio funcional de gran importancia para la correcta funcién de
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la proteina (PM1), no se ha encontrado en controles (PM2) y los programas in

silico utilizados la predicen como patogénica (PP3) (Tabla 14) [82].
c) Descripcion de la familia

En la Figura 47 se muestra el arbol genealdgico de la familia en la que se
hallé la variante ¢.334_364dup en TP53. Se ha descrito previamente la historia
de cancer de esta familia. Al ampliar el estudio genético a su madre, ésta resultd
no portadora de esta variante.

d) Estudio genotipo-fenotipo

Cancer de mama
Casos
NC portadores Casos Edad cancer
P (%) diagndstico bilateral
(%)
1 1 (100) 18 1 (100)

. 0

1:1 1:2

TP53
c. c.334_364dup*
(pVal122Glyfs*37)

9 9 B oo ¢ ¢

11:5 11:6
CM (18)
Glioblastoma (21)

Figura 47. Arbol familiar de la familia en las que se hall6 la variante ¢.334_364dup en TP53.
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3.1.5 Variantes patogénicas halladas en el gen XRCC2
En XRCC2 se hallé una variante patogénica en una familia, lo que supuso

una tasa mutacional del 0,72%. La variante se describe a continuacion.

e C.677dup

a) Descripcion molecular de la variante

Esta variante esta presente en una de las familias del estudio. Se trata de
una duplicacion que ocurre en el tercer exén del gen que origina un codon de
prematuro en el residuo 226. Esto supone la pérdida de aproximadamente el

20% de la proteina.

Esta variante no se habia descrito previamente en bibliografia ni en bases
de datos

b) Categorizacion clinica

Segun los siguientes criterios de la ACMG se clasificO como patogénica:
se trata de una mutacién sin sentido (PVS1), no se ha encontrado en estudios
poblacionales (PM2) y los programas in silico utilizados apoyaron su
patogenicidad (PP3) (Tabla 14)

c) Descripcion de la familia

En la Figura 48 se muestra el arbol genealdgico de la familia en la que se
hall6 la variante ¢.677dup en XRCC2. El Cl de esta familia fue una mujer
diagnosticada de cancer de ovario a los 39 afios y posteriormente de cancer de
mama a los 60. Por via materna existian los siguientes antecedentes de cancer:
madre fallecida a los 80 afios de cancer de mama, tia materna fallecida a los 40
afios de cancer de mama, abuela materna fallecida de cancer de mama a los 70
afos y hermana de ésta fallecida de cancer de pancreas. Por via paterna varios
de sus tios habian fallecido de cancer (laringe y pulmén entre otros

desconocidos). No se amplio el estudio a ningun familiar.
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d) Estudio genotipo-fenotipo

Cancer de ovario

Casos
N° portadores Casos Edad cancer de
P (%) diagnéstico mama y

ovario (%)

1 1(100) 39 1 (100)

. o

1 ;2

XRCC2

I jz/_ 2/ c.677dup (p.Tyr226*)

1 1:2 1:3 1:4 1:5
CM (70) Cédncer de

Ry S ey e

n:1 n:2 n:3 14 ln:s -6 n:7 18
Céncer de Céncer de CM (80) CM (40)
pulmon laringe

} v:1 v:2

CM (60)
CO (39)

Figura 48. Arbol familiar de la familia en las que se hall6 la variante ¢.677dup en XRCC2.

4.1.6 Variantes patogénicas halladas en el gen MUTYH

Como hallazgo incidental, se encontraron 2 variantes patogénicas en un
total de 5 familias. En homocigosis o en doble heterocigosis, las variantes en
MUTYH producen poliposis atenuada. Sin embargo, actualmente no hay
evidencia suficiente que apoye una asociacion entre la presencia en
heterocigosis de variantes en MUTYH y un incremento del riesgo de cancer de
mama y ovario. Por lo tanto, éstas no se incluyeron en el célculo del rendimiento

diagnostico. Las variantes halladas en este estudio se muestran en la Tabla 15.
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Gen Ex6n Cambl,o.de Ca'mbl,o _de refSNP N° de
nucleoétido aminoacido casos
7 c.536A>G p.Tyrl79Cys rs34612342 2
MUTYH
13 c.1187G>A p.Gly396Asp rs36053993 3

Tabla 15. Variantes patogénicas halladas en MUTYH

4.2 Variantes con significado clinico desconocido

Se detectaron 79 variantes de significado clinico desconocido. De ellas,

10 no habian sido descritas en bases de datos. Refiriéndonos al tipo de cambio,

se detectaron: 66 de tipo missense, 8 intrénicas, 3 silenciosas, 1 en la regién
5UTRy 1 enla regién 3’'UTR (Tabla 16).

Estas variantes se distribuyeron en 22 genes. En la Figura 49 se

representa la distribucion de estas variantes por genes. Al igual, que en el caso

de las variantes patogénicas, los principales genes en los que se hallaron VUS
fue ATM, seguido de CHEK?2.
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Distribucidn por genes de las VUS

= ATM (20%) = CHEK2 (10%) = MSH2 (8,75%) = BLM (6,25%)

= BARD1 (5%) = FAM175A (5%) = MEN1 (3,75%) = MLH1 (3,75%)
= NBN (3,75%) = PALB2 (3,75%) = PMS2 (3,75%) = RADS0 (3,75%)
= RAD51D (3,75%) = TP53 (3,75%) = BRCA2 (2,5%) CDH1 (2,5%)

= MSH6 (2,5%) = MUTYH (2,5%) = BRCA1 (1,25%) = BRIP1 (1,25%)
= PTEN (1,25%) = RAD51C (1,25%)

Figura 49. Distribucion por genes de las VUS halladas en el estudio.
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Gen Exo’n/ Cambllo. de Ca.mbl,o .de Tlp.o de RefSNP Clinvar N° casos Caso indice Referencia bibliografica
Intron nucledtido aminoécido variante
6 €.610G>A p.Gly204Arg M rs147915571 127419 1 CM (33) -
Li A. y col. [148]
8 C.967A>G p.lle323Val M rs587781511 141123 1 CM (47) Carranza D. y col. [125]
IN8 c.1066-6T>G - I rs201686625 3038 1 CMb (41) Ding H. y col. [149]
Liang WS. y col. [150]
9 p.Val410Ala M rs56128736 127332 1 CM (46) Edvardsen H. y col. [151]
Thorstenson YR. y col. [152]
15 p.Phe763Leu M rs34231402 127347 1 CM (47) Yurgelun MB. y col. [153]
20 €.2944C>T p.Arg982Cys M rs587779830 127363 1 CM (52) -
ATM
22 €.3277A>G p.lle1093Val M rs876659667 232276 1 CMb (43) -
IN23 €.3402+3A>C - | ND ND 1 CM (34) -
COb (34)
29 €.4388T>G p.Phel463Cys M rs138327406 127388 2 Stafford JL. y col. [154]
CM (49)
CM + CPan
40 C5975A>C | p.Lys1992Thr M rs150757822 127415 2 (66) Hajkova N. y col. [155]
Shindo K. y col. [156]
CM (41)
Mangone FR. y col. [122]
41 €.6067G>A p.Gly2023Arg M rs11212587 127416 1 CMb (39) Podralska M. y col. [157]
Thorstenson YR y col. [152]
IN45 | c.6572+11C>T - | 15368049107 490663 1 CM (55) -
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Gen Exo’n/ Cambllo. de Ca.mbl,o .de Tlp.o de RefSNP Clinvar N° casos Caso indice Referencia bibliografica
Intrén nucledtido aminoacido variante
49 p.Thr2396Ser M rs370559102 127478 1 CO (18) Goldstein AM. y col. [158]
51 C.7618G>A p.-Val2540lle M rs35203200 141579 1 CMb (41) Stafford JL. y col. [154]
ATM
56 €.8207A>G p.Asn2736Ser M rs1190456608 453723 1 CO (63)* -
58 €.8495G>A p.Arg2832His M rs529296539 133638 1 CMb (38,56) -
3 €.253G>T p.Val85Leu M rs370359540 142450 1 CM (30) Irminger-Finger I. y col. [159]
3 c.277C>A p.GIn93Lys M ND ND 1 CM (30) -
BARD1
4 c.570T>A p.Aspl90Glu M ND ND 1 CM (42) -
5 €.1346A>G p.GIn449Arg M rs916069875 422972 1 CM (24) -
3 c.763A>G p.Ser255Gly M ND 568392 1 CM (33) -
CMb (39)
8 €.1928G>A p.Arg643His M rs12720097 12740 2 -
CM (41)
BLM 13 €.2657A>C p.His886Pro M rs1420145471 ND 1 CM (48) -
17 €.3283C>A p.GIn1095Lys M rs754127572 ND 1 CM (49) -
CMb (55)
IN21 C.4076+4T>G - | rs183176301 136520 2 Goidescu IG. y col. [160]
CM (30)
BRCA1 15 €.4582C>G p.Leul528Val M ND ND 1 CM (45) -
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Gen Exo’n/ Cambllo. de Ca.mbl,o .de Tlp.o de RefSNP Clinvar N° casos Caso indice Referencia bibliografica
Intron nucledtido aminoécido variante
11 €.2119G>A p.Asp707Asn M rs80358487 ND 1 CO (32) -
BRCA2 C end (53)
11 C.4396T>A p.Leul466lle M rs1555283763 531308 1 -
CM (65)
CM (39)
. Penkert J. y col. [161]
BRIP1 15 €.2220G>T p.GIn740His M rs45589637 133752 3 CO (59) Kahn R. y col. [162]
CM (16)
CM (47)
7 €.854C>T p.Thr285lle M rs587781634 141288 2 -
CDH1 CM (40)
7 C.867G>A M rs754143182 1 CM (36) -
2 c.134C>T p.Thr45Met M rs558321010 230559 1 CO (18) -
Mucaki EJ. y col. [163]
CM (27)
IN3 €.320-5T>A - | rs121908700 133527 2 Decker B. y col. [164]
CM (37) Castéra L.y col. [165]
Kraus C. y col. [166]
4 C.442A>G p.Argl148Gly M rs876660482 233550 1 CM (47) Yorczyk A. y col. [167]
CHEK?2 10 c.1008G>A p.GIn336GIn S rs201544715 279766 1 CM (38) -
Mohamad S. y col. [168]
12 c.1216C>T p.Arg406Cys M rs587782527 142533 1 CM (23) Rashid MU. y col. [169]
Osorio A. y col. [170]
Yurgelun MB. y col. [171]
14 c.1427C>T p.Thr476Met M rs142763740 128060 1 CM (21) Eliade M. y col. [124]
Roeb. Y col. [172]
CC (24)
15 C.1489G>A p.Asp497Asn M rs143965148 142445 1 CM (39) -
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Gen Exo’n/ Cambllo. de Ca.mbl,o .de Tlp.o de RefSNP Clinvar N° casos Caso indice Referencia bibliografica
Intréon nucleétido aminoacido variante
CHEK2
16 c.1562G>A p.Arg521GIn M rs373959274 185219 1 CMV (53) -
CMb (40)
5 C.323A>T p.GIn108Leu M ND ND 1 Sye (61) -
6 C.588A>G p.GIN196GIn M 11422802770 ND 1 CM (36) -
FAM175A Liinfoma (50)
X c.635T>G p.Val212Gly M ND ND 1 CMV (63)* -
IN8 | c.797-11A>G - [ rs776370144 ND 1 CM (33) -
5UTR c.-2C>T - 5UTR rs653534 219693 1 CM (18) -
MEN1 10 €.1420G>C p.Glu474GIn M rs1182898331 ND 1 CMb (48) -
11 c.1633C>T p.Pro545Ser M rs745404679 200987 1 CM (37) Cuny T.y col. [173]
CO (39)
2 c.157G>A p.Glu53Lys M rs63751199 234586 1 M (47) -
MLH1 5 C.386G>A p.Ser129Asn M rs755678310 ND 1 CM (16) -
11 .976G>T p.Val326Leu M ND ND 1 CM (47) -
3 c.470G>C p.Gly157Ala M rs765489269 216361 1 CM (39) -
6 €.1045C>G p.Pro349Ala M rs267607939 90512 1 cM (a2) | Rubio Del Campo A.y col. [174]
Cragun D. y col. [175]
c.1130A>G p.GIn377Arg M rs776174711 237358 1 CMb (46) -
¢.1405C>G p.Leud69Val M rs780702096 455490 CM (56) -
MSH2
12 c.1782A>G p.Thr595Thr M rs1316152213 479847 1 CM (46) -
CM (29)
12 c.1787A>G p.Asn596Ser M rs41295288 41646 3 CM (46) J6ri B. y col. [176]
CM (27)
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Gen Exo’n/ Cambllo. de Ca.mbl,o .de Tlp'o de RefSNP Clinvar N° casos Caso indice Referencia bibliografica
Intron nucledtido aminoécido variante
MSH2 , e
3'UTR c*10_*12del - 3'UTR rs764232113 419175 1 CMb (41) -
4 €.2281A>G p.Arg761Gly M rs199876321 140836 1 CMb (41) Rey JM. Y col. [177]
MSH6
CO (39)
9 €.3883C>T p.Pro1295Ser M ND ND 1 CM (60)* -
3 c.196>A p.Ala66Thr M rs1064793421 418771 1 CO (63) -
MUTYH €.890G>A
10 (NM_0010481 p.Arg297Lys M rs149342980 182694 1 CM (49) -
71)
Karageorgos I. y col. [178]
3 €.283G>A p.Asp95Ans M rs61753720 127869 1 CM (33) Gao P. y col. [179]
Desjardins S. y col. [180]
NBN 13 €.1999T7>C p.Ser667Pro M rs587780091 127863 1 CM (38) -
CO (46)
IN13 €.2071-4A>G - | rs746994234 219601 1 CM (47) -
CM (18)
4 €.742G>C p.Val248Leu M rs572102702 418891 1 Glio (21)* -
4 c.814G>A p.Glu272Lys M rs515726127 126772 1 CM (21) Kuusisto KM. y col. [181]
PALB2
CM (36) Southey MC. Y col. [133]
Catucci l. y col. [182]
8 c.2816T>G p.Leu939Trp M rs45478192 126683 3 CM (47) Myszka A.y col. [183]
CM (36) Park JY.y col. [184]
4 C.279A>G p.GIn93GIn S rs1554304728 484258 1 CMb (54)
PMS2
12 c.2012C>T p.Thr671Met M rs587780046 127770 1 CO (25) Yang XR. y col. [185]
PTEN 5 c.456A>G p.Leul52Leu S rs779626613 185952 1 CM (45) Kechagioglou P. y col. [186]
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Resultados

Gen Exo’n/ Cambllo. de Ca.mbl,o .de Tlp'o de RefSNP Clinvar N° casos Caso indice Referencia bibliografica
Intron nucledtido aminoécido variante
14 €.2397G>C p.GIn799His M rs61749630 128004 1 CM (27) -
RAD50 16 €.2548C>T p.Arg850Cys M rs181961360 128006 1 CM (35) Castellanos E. y col. [187]
IN 18 €.2923-7T>C - I rs1329253830 548815 1 CM (47) -
RAD51C 1 C.134A>G p.Glu45Gly M rs587781383 140940 1 CM (30) Sopik V. y col. [188]
1 C.26G>C p.Cys9Ser M rs140825795 127886 1 CMb (54) | Wickramanayake A.y col. [189]
Song H. y col. [51]
RAD51D 3 €.323G>T p.Argl08Leu M ND ND 1 CM (52) .
5 c.472A>G p.Asn158Asp M rs141690729 182858 1 CM (49) .
5 C.469G>A p.Vall57lle M rs121912654 185404 1 CM (45) Jalkh N.y col. [190]
P53 6 C.665C>A p.Pro222GIn M ND ND 1 CM (47) -
Stjepanovic N. y col. [191]
8 C.869G>A p.Arg290His M rs55819519 127825 1 CM (24) De Andrade KC. y col. [192,
193]

Tabla 16. Variantes con significado clinico desconocido halladas, junto con las caracteristicas fenotipicas de los casos indice portadores y las principales
fuentes bibliogréaficas consultadas. Se destacan en color aquellas variantes de significado clinico desconocido encontradas en estudios de poblacion esparfiola
de la manera siguiente: morado para las variantes que se habian encontrado en el articulo de Tavera-Tapia y colaboradores [67], azul para las que se habian
descrito en el articulo de Bonache y colaboradores [80], naranja para las que aparecian en ambos estudios.
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Para clasificar las variantes descritas en la Tabla 16 como VUS, se
utilizaron herramientas bioinformaticas in silico, cuyos resultados se resumen en
la Tabla 17.

Posteriormente, se realiz6 una priorizacion de las variantes con mayor
riesgo de resultar patogénicas y, por tanto, en las que merece la pena realizar
mas estudios para determinar su efecto clinico. En la Figura 50 se representa la
proporcion de los distintos tipos de variantes halladas segun su clasificacion
clinica: variantes patogénicas y VUS (dentro de las cuales estarian las VUS

priorizadas y las VUS no priorizadas).

__________ VUS no priorizadas
_____________________ 62%

Variante
patogénicas
12%

VUus
88%

26%

Variante patogénicas  mVUS no priorizadas VUS priorizadas

Figura 50. Distribucién de las variantes halladas segun su significado clinico.

En total se priorizaron 23 de las 79 VUS halladas (29%). La distribucion
de variantes patogénicas, VUS priorizadas y VUS no priorizadas entre los

distintos genes de riesgo se resume en la Figura 51.
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Patogénicas VUS priorizadas VUS no priorizadas

Figura 51. Distribucién de las variantes halladas en genes asociados a un incremento de riesgo
de CM vy cancer ginecolégico. Se muestra, dentro de cada gen, el nimero de variantes

patogénicas, VUS priorizadas y VUS no priorizadas halladas en el estudio.

Un total de 72 CI fueron portadores de al menos una variante de
significado clinico desconocido, lo que supuso aproximadamente un 52% de la
poblacion estudiada. Si nos referimos a aquellas familias portadoras de una VUS
priorizada, el porcentaje se reduciria al 20% (27/138) (Figura 52).
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100%
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40%
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Vus VUS priorizadas

B Familias portadoras Familias no portadoras

Figura 52. Namero de familias portadoras de VUS y VUS priorizadas con respecto al

total de familias estudiadas.

A continuacién se describen las VUS priorizadas, las cuales estan

sefaladas en negrita en la Tabla 17.

4.2.1 VUS priorizadas en genes con riesgo elevado de CM

En los pacientes con variantes patogénicas en genes ATM, CDHI1,
CHEK2, NBN, PALB2, PTEN y STK11 existe un riesgo elevado de padecer CM
[117].

De las variantes de significado clinico desconocido halladas en ATM,

merece la pena destacar las siguientes:

- La variante c.967A>G produce un cambio de isoleucina por valina en el
residuo 323. Aungue las herramientas bioinformaticas utilizadas
proporcionan predicciones discordantes, se deberia considerar su posible
patogenicidad ya que en la bibliografia consultada se ha hallado en
pacientes con ataxia telangiectasia. En uno de estos estudios, realizado
sobre una cohorte de poblacién espafiola, esta variante se clasificé6 como

deletérea y se afirmo que afectaba a la funcion de la proteina [125, 148].
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La variante ¢.1229T>C produce un cambio de valina por alanina en el
residuo 410 de la proteina. La mayoria de las herramientas
bioinforméticas utilizadas predijeron un efecto deletéreo de ésta, y el
cambio supondria un efecto moderado en las propiedades fisicoquimicas
de un aminoéacido poco conservado evolutivamente. En la bibliografia mas
reciente se clasific6 como VUS [150]. Por lo tanto, se necesita mas
estudios que concluyan el efecto clinico de la variante.

La variante ¢.2944C>T produce un cambio de arginina por cisteina en el
residuo 982 de la proteina. La mayoria de las herramientas
bioinforméaticas utilizadas apoyan un efecto deletéreo de esta variante. De
hecho, segun las herramientas bioinforméticas Align GVGD vy la
puntuacion Grantham se trata de un aminoacido moderadamente
conservado y el cambio produce un cambio importante en las propiedades
fisicoquimicas. Sin embargo, no se ha encontrado bibliografia que
demuestre que la alteracion produzca un efecto en la funcion de la
proteina. Por lo tanto, se requiere profundizar mas en esta variante para
determinar su asociacion con un mayor riesgo de cancer.

La variante intrénica c¢.3402+3A>C tiene un alto riesgo de afectar el
splicing segun las herramientas utilizadas. Esta variante no habia sido
descrita previamente en bases de datos ni en la bibliografia. Se hall6 en
un caso indice que se traté de una mujer diagnosticada de cancer de
mama a los 34 afios y con historia familiar de CM en ambas ramas
familiares. Ante la sospecha de que la variante pudiera afectar al splicing
alternativo, se aconsejo realizar estudio de cosegregacion de la variante,
por lo que se estudié a su madre, diagnosticada de cancer de colon a los
68 afos, la cual también resulté portadora de la variante (Figura 53). Por
lo tanto, seria necesario completar el estudio de cosegregacion. Ya que
no quedan afectados vivos en esa rama familiar, s6lo se podrian estudiar
familiares sanos. Ademas habria que realizar un estudio del ARNm para
comprobar si se produce una pérdida (skipping) del exén 23 o cualquier

otra alteracion en el splicing.
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Figura 53. Arbol familiar de la familia en las que se hall6 la variante ¢.3402+A>C en ATM.

La variante ¢.4388T>G produce un cambio de fenilalanina por cisteina en
el residuo 1463 de la proteina. Se ha encontrado en dos familias, cuyos
Cl son una mujer diagnosticada de cancer de ovario bilateral a los 34 afios
y otra mujer diagnosticada de cancer de mama a los 49 afios. La mayoria
de las herramientas bioinformaticas utilizadas apoyan un efecto deletéreo
de esta variante. Se trata de un residuo altamente conservado segun
estas herramientas y se predice que el cambio de aminoacidos produce
una importante alteracion de las propiedades fisicoquimicas. Sin
embargo, la bibliografia consultada no es concluyente al respecto, por lo
gue mas estudios son necesarios para determinar la patogenicidad de la
variante.

La variante ¢.5975A>C produce un cambio de lisina por treonina en el
aminoacido 1992 de la proteina. Se trataria de un efecto moderado en las
propiedades fisicoquimicas que afectaria a un aminoacido poco
conservado evolutivamente. La mayoria de las herramientas in silico la
predicen patogénica, pero la bibliografia disponible no ha establecido la
implicacién clinica de la variante, por o que se necesitan mas estudios

gue concluyan la implicacién clinica de esta variante.
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La variante ¢.6067G>A produce un cambio de glicina por arginina en el
residuo 2023 de la proteina. La mayoria de las herramientas
bioinforméticas utilizadas apoyan su patogenicidad. De hecho, se predice
que el residuo afectado esta moderadamente conservado y el cambio
produce un efecto moderado en las propiedades fisicoquimicas. Esta
variante fue descrita en pacientes con cancer de mama en estudios
previos realizados en poblacibn austriaca, brasilefia y polaca,
prediciéendose como potencialmente patogénica pero no se ha confirmado
con estudios funcionales o de casos controles [122, 152, 157]. Por lo
tanto, se requieren mas estudios para llegar a conclusiones sobre su

efecto deletéreo y una posible asociacion con un mayor riesgo de cancer.

De las variantes de significado clinico desconocido halladas en el gen

CHEK?2 destacaron las siguientes:

132

La variante intronica ¢.320-5T>A tiene un alto riesgo de afectar al splicing
segun las herramientas bioinformaticas integradas en el software Alamut
y en Varsome. Dicha variante habia sido previamente descrita en la
bibliografia, en la que se hace referencia a un posible efecto en el splicing
[163, 164]. De hecho, en un estudio llevado a cabo por Decker y
colaboradores se encontré una asociacion estadisticamente significativa
entre esta variante y un incremento de riesgo de cancer de mama, ya que
se predice una reduccion del reconocimiento del sitio aceptor normal del
splicing, asi como una introduccion de un nuevo sitio aceptor tres
nucleotidos aguas arriba. Esto conllevaria un cambio que preservaria el
marco de lectura [164]. En un analisis mediante RT-PCR realizado por
Kraus C. y colaboradores se obtuvo un resultado confuso, ya que se
identificé una variante que carecia de los exones 3y 4, pero sin generarse
un coddén de parada prematuro. Sin embargo, la cantidad del transcrito
acortado en comparacion con el alelo salvaje fue <20%. Esto sugirié que
esta variante reducia pero no eliminaba el uso del sitio aceptor del splicing
constitutivo y, por lo tanto, puede considerarse como un alelo hipomorfico
[166].

La variante ¢.442A>G produce un cambio de arginina por glicina en el

residuo 148 de la proteina. Las herramientas in silico indican que no se
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trataba de un residuo muy conservado y las alteraciones fisicoquimicas
del cambio de aminoacido son moderadas. Sin embargo, los programas
predictores de splicing incluidos en Alamut predicen la posibilidad de una
alteracion a este nivel, ya que se encuentra a tres nucleotidos del final del
segundo exon codificante. Sin embargo, en Varsome se predijo una baja
probabilidad de afectacion del splicing. Por otro lado, esta variante
aparece en la literatura pero no se menciona un efecto en el empalme de
ARN. Por tanto, se deberia realizar un estudio de ARNm para comprobar
si se produce una alteracion a este nivel.

La variante ¢c.1008G>A es una variante sinénima que se encuentra en el
altimo nucledtido del octavo exdn codificante el gen. Las herramientas in
silico utilizadas predicen que el cambio de nucle6tido produce una posible
pérdida de un sitio donador y de un sitio aceptor. Sin embargo, la variante,
aunque presente en las principales bases de datos, no aparece en la
bibliografia, por lo que mereceria la pena profundizar en el posible efecto
en el splicing. Para ello se deberia realizar un estudio de ARNm para
comprobar si se altera en proceso de empalme o si se produce algun
fendomeno de skipping.

La variante ¢.1216C>T produce un cambio de arginina por cisteina en el
residuo 406 de la proteina. Segun las herramientas bioinformaticas
utilizadas, supone un cambio en un aminoacido no conservado pero con
un efecto importante en las propiedades fisicoquimicas. Ademas, también
las herramientas SIFT y Mutation Taster la predicen como deletérea. Esta
variante se habia encontrado previamente en pacientes con CMy CO en
distintas poblaciones, incluyendo la espafiola. En un estudio realizado por
Osorio y colaboradores, la variante se encontrdé en una familia con dos
casos de CM y estuvo ausente en los 400 individuos del grupo control
[170]. Sin embargo, no cumple ninguno de los criterios de benignidad o
patogenicidad de la ACMG, por lo que se necesitan mas estudios para
determinar el efecto clinico de la variante.

La variante ¢.1427C>T produce un cambio de treonina por metionina en
el residuo 476. Se trata de un residuo ligeramente conservado (C15 segun
Align GVGD) y se predice que el cambio de aminoacido altera

moderadamente las caracteristicas fisicoquimicas. La mayoria de las
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herramientas bioinformaticas la predicen deletérea. Ademas se habia
descrito previamente en bibliografia, principalmente en pacientes con
cancer de mama pero también en cancer colorrectal [124, 171, 172]. En
un estudio funcional in vivo realizado en levaduras por Roeb W. y
colaboradores se observé que esta variante ocasionaba una respuesta
reducida al dafio en el ADN [172]. Esto, junto con el fenotipo alarmante
del caso indice estudiado (cancer de mama a los 21 afios), hace que sea
necesario confirmar su patogenicidad mediante un estudio de

cosegregacion de la variante.

De las variantes de significado clinico desconocido halladas en el gen NBN

destacaron las siguientes:

La variante ¢.283G>A es una variante que produce un cambio de &cido
aspartico por asparagina en el residuo 95 de la proteina. La mayoria de
las herramientas bioinformaticas utilizadas la predicen como deletérea.
Sin embargo, la bibliografia disponible es contradictoria a la hora de
determinar el efecto clinico de la variante. Por lo tanto, es necesario

realizar mas estudios que concluyan el efecto de la variante.

La variante ¢.2071-4A>G es una variante intronica con un alto riesgo de
afectar al splicing segun las herramientas bioinforméticas integradas en el
software Alamut y en Varsome. Segun estas, es posible que se pierda un
sitio aceptor en la posicion ¢.2071 y que se cree uno nuevo tres
nucleétidos aguas arriba (c.2071-3). Sin embargo, no aparece en la
bibliografia y en ClinVar se ha clasificado en la mayoria de los registros
como VUS. Esta variante se hall6 en una paciente diagnosticada de un
CM a los 47 afios. Por lo tanto, seria necesario realizar un estudio

mediante RT-PCR para comprobar si se altera el ARNm.

De las variantes de significado clinico desconocido halladas en el gen

PALB2 destacaron las siguientes:
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La variante ¢.2816T>G produce un cambio de leucina por triptofano en el
residuo 939 de la proteina. Este esta altamente conservado, aunque
segun la puntuacion Grantham el cambio afecta ligeramente a las

propiedades fisicoquimicas. Por otro lado, la mayoria de los programas in
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silico la predicen como patogénica. Ademas, esta variante se habia
descrito previamente en la bibliografia, tanto en pacientes con cancer de
mama como en pacientes con cancer de ovario [182—-184]. Sin embargo,
no se pudo confirmar el vinculo entre la variante y la enfermedad: un
estudio funcional realizado por Park JY y colaboradores afirmé esta
variante alteraba parcialmente el complejo PALB2-RAD51C-BRCA2 Yy, por
tanto, estaba disminuido el proceso de recombinacion homologa inducido
por dafio de doble hebra en el ADN, lo que conllevé una una mayor
sensibilidad a la radiacion ionizante [184]. Posteriormente, una revision
realizada por Catucci y colaboradores., en la que se analizaron los
resultados de distintos estudios casos-controles en lo que se incluia esta
variante, concluyd que no estaba asociada a riesgo de cancer de mama
[182]. Ante estos resultados, seria interesante realizar un estudio de
cosegregacion en las tres familias en las que se ha hallado la variante,
para asi completar la informacion presente en los estudios ya realizados

y asi ayudar a esclarecer la patogenicidad de esta variante.

4.2.2 VUS priorizadas en genes con incremento de riesgo de cancer
ginecolégico

En los pacientes con variantes patogénicas en genes BARD1, MSH2,
MLH1, MSH6, PMS2, EPCAM, BRIP1, RAD51C y RAD51D existe un riesgo
elevado de padecer canceres de tipo ginecoldgico, como el CO [117].

De las variantes con significado clinico desconocido halladas en MSH2

destacaron las siguientes:

- La variante ¢.1045C>G produce un cambio de prolina por alanina en el
residuo 349. Supondria un efecto pequefio en las propiedades
fisicoquimicas en un residuo levemente conservado segun las
herramientas bioinformaticas utilizadas. Segun la bibliografia disponible,
un cambio en el mismo aminoéacido esta relacionado con el sindrome de
Lynch [174]. Ademas, en un articulo de Cragun D. y colaboradores se
menciono esta variante como clinicamente accionable [175].

- La variante ¢.1130A>G produce un cambio de glutamina por arginina en

el residuo 377 de la proteina. La mayoria de las herramientas in silico
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predijeron esta variante como patogénica. Sin embargo, no hay
informacion sobre ella en la bibliografia disponible. Por lo tanto, seria
necesario profundizar mas en esta variante para concluir su

categorizacion clinica.

De las variantes con significado clinico desconocido halladas en MSH6

destacaron las siguientes:

La variante ¢.2281A>G produce un cambio de arginina por glicina en el
aminoacido 761. Esto produciria un efecto moderado en las propiedades
fisicoquimicas en un residuo no conservado. Ademas, la mayoria de las
herramientas in silico utilizadas la predicen como deletérea. Por lo tanto,
seria interesante realizar un estudio de cosegregacion que ayude a
concluir la patogenicidad de esta variante.

La variante ¢.3883C>T produce un cambio de prolina por serina en el
residuo 1295 de la proteina. La puntuacién Grantham indica un efecto
moderado en las propiedades fisicoquimicas de un residuo que, segun
Align GVGD esta altamente conservado. Ademas, la mayoria de las
herramientas in silico utilizadas la predicen como deletérea y todavia no
ha sido descrita en bibliografia ni bases de datos. Esta variante se
encontré en el mismo CI portador de la variante patogénica c.677dup en
XRCC2. Dada la dudosa accionabilidad clinica de las variantes
patogénicas en XRCC2, y dado que dicho CI habia sido diagnosticado de
CO a los 39 afios, deberia de plantearse la posibilidad de que esta
variante esté implicada en la patologia del CI. Por lo tanto, son necesarios

mas estudios para determinar la patogenicidad de esta variante.

De las variantes con significado clinico desconocido halladas en RAD51D

destacaron las siguientes:
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La variante ¢.26G>C produce un cambio de cisteina por serina en el
residuo 9 de la proteina. La mayoria de las herramientas bioinformaticas
predicen el cambio como deletéreo. Sin embargo, un estudio reveld una
misma frecuencia en controles en americanos de origen europeo [189].
Por lo tanto, son necesarios mas estudios para determinar su relacion con

el riesgo de cancer.
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- La variante ¢.323G>T produce un cambio de arginina por leucina en el
residuo 108. Esta variante no habia sido descrita previamente en bases
de datos ni en la bibliografia. Las herramientas bioinforméticas utilizadas
prevén un potencial efecto en el splicing, ya que se encuentra en el Ultimo
nucleodtido del tercer exén del gen. Por lo tanto, se veria afectado el sitio
donador, con una alta probabilidad de perderse. Por lo tanto, este
potencial efecto debe comprobarse mediante retrotrasncripcion y estudio
del ARNm para comprobar si se ha producido un skipping del exéon o

cualquier fendmeno relacionado con el proceso de empalme.

4.2.3 VUS priorizadas en genes de otros sindromes de cancer hereditario
En los pacientes con variantes patogénicas en genes TP53 y PTEN,
responsables del sindrome de Li Fraumeni y del sindrome de Cowden,

respectivamente, existe predisposicion a padecer CM [117].

De las variantes de significado clinico desconocido halladas en el gen
TP53 destacaron las siguientes:

- La c.665C>A produce un cambio de prolina por glutamina en el
aminoacido 222. Se trataria de un efecto moderado en las propiedades
fisicoquimicas en un residuo no conservado segun las herramientas
bioinforméticas utilizadas. La mayoria de los programas in silico utilizados
la predicen deletérea. Ademas, es una variante que no habia sido descrita
en bases de datos ni en la bibliografia previamente. Por lo tanto, se
requiere profundizar en esta variante para determinar su relacion con el
Sindrome de Li Fraumeni.

- La variante ¢.869G>A produce un cambio de arginina por histidina en el
residuo 290. Los estudios in silico realizados para esta variante no
predicen patogenicidad. Sin embargo, en la base de datos Uniprot se
clasifica como causante de enfermedad. Ademas, en la bibliografia se
indica que la variante se ha encontrado en familias con fenotipo
compatible con el sindrome de Li Fraumeni, aunque existen discrepancias
ala hora de su interpretacion clinica [191-193]. En este estudio la variante
se hallé en una paciente diagnosticada con cancer ductal infiltrante de
mama a la edad de 24 afios. Ademas, su tio materno habia sido
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diagnosticado de leucemia a los 54 afios. Por lo tanto, seria interesante
investigar en profundidad la patogenicidad de esta variante, ampliando el
analisis genético a los familiares para poder realizar un estudio de

cosegregacion.
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Andlisis In-silico

Gen Variante Cambio de Clasificacion clinica
aminoacido SIFT | PolyPhen2| MT g\é Grantham | Pmut AlaMut Varsome ACMG

T PSD CE N
C.610G>A p.Gly204Arg 029 | ©ow | 967 | SO | MA) | g NR NR BP1

PMI+PM2
PRD CE N
C.967A>G p.lle323Val T 0978 | (0gse) | S@) | 010 NR NR EE?
AS (C.1066)
SSF (:0,7%) NR
€.1066-6T>G - - - - - - - MaxEnt (-23%) Splicing BP6
NNSplice (-3,6%) (0,0078)
GeneSplicer (-)

D CE N PP3
€.1229T>C p.Val410Ala 002 | BO4) | ooee | €25 | S64) | (gge NR D iy
C.2289T>A p.Phe763Leu T | B(003) |P@©0975)| co | S22 N NR NR PM1

: : : : (93%) BP1
ATM D N PM2
C.2944C>T p.Arg982Cys PRD(1) | CE() | c35 | L(180) NR D PP3
(0.01) (88%) BT

N PM1+PM2

C.3277A>G p.lle1093Val T B (0) P (1) co S | op%) NR B i ibas

DS (c.3402) 5
SSF (112,5%) D PM2
€.3402+3A>C - - - - - - - MaxEnt (-100%) Splicing PP3
NNSplice (-97%) (0,9998)

C.4388T>G p.Phel463Cys | D(O) | PRD(@) | CE() | C55 | L (205) N NR D PP3
: : (84%) BP1
PSD N PM1
C.5975A>C p.Lys1992Thr T (0.730) CEQW) | CO | M8 | (g9 NR D ggi

5 N PML1
C.6067G>A p.Gly2023Arg PRD(1) | DC() | c25 | M(125) NR D PP3

(0,01) (92%) hy
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Andlisis In-silico

Gen Variante Cambio de Clasificacion clinica
aminoacido SIFT | PolyPhen-2 MT C(;;\[/) Grantham | Pmut AlaMut Varsome ACMG
PM2
C.6572+11C>T - - - - - - - NR B Bpa
¢.7187C>G p.Thr2396Ser T B (0,095) p co | ss8) N NR NR PM1
: : ' (93%) BP1
T PSD CE N PM1+PM2
ATM | c.7618G>A p.Val2540lle 041 | (0718 0999) | O SG68) | (g3 NR NR 5p1
C.8207A>G* p.Asn2736Ser (oTzz) (0P§3I?7) CEQ) | co | s@s) (82‘0/) NR D s
: ’ 0 BP1+BP5
. T PSD N PM1+PMS5
C.8495G>A p.Arg2832His 048 | (©770) CEQ) | co S@) | (ou NR NR 5p1
T PSD CE N
€.253G>T p.Val85Leu 048) | (©.779) 0995 | €0 SB2) | (gau) NR NR BP1
PSD N PM2
C.277C>A p.GIN93Lys TQ) 0701 | P82 | O SG63) | (geu) NR NR Py
BARD1
c.570T>A p.Asp190Glu T @) B (0) P (1) Cco S (45) N NR B PM2
: ' (97%) BP1+BP4
C.1346A>G p.GIn449Arg T B (0,075) | P(0,721) | CO S (43) N NR B PM2
: : (0,17) ' ' (88%) BP1+BP4
T N PM1
C.763A>G p.Ser255Gly (052 | B(001) P (1) Cco SG66) | (9700) NR B Epa
BLM
C.1928G>A p.Arg643His T B (0,004) CE co S (29) N NR B BP4
: : (0,20) ' (0,603) (93%)
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Andlisis In-silico

Gen Variante Cambio de Clasificacién clinica
aminoacido SIFT Pon|=2>hen- MT g\é Grantham | Pmut AlaMut Varsome ACMG
. T D
€.2657A>C p.His886Pro (0,28) B (0,002) CE(1) Co M (77) 87%) NR NR PM2
€.3283C>A p.GIn1095Lys T B (0,001) P Co S (53) N NR NR PM2
BLM ) ) (0,64) ! (0,993) (92%)
DS (c.4076)
SSF (+0.1%) B
c.4076+4T>G - - - - - - - MaxEnt (-12%) Splicing BP4
NNSplice (-6,5%) <0.0001
GeneSplicer (-39,5%)
T N PM1+PM2
BRCA1 | c.4582C>G p.Leul528Val (0.27) B (0,010) P (1) Co S (32) (89%) NR NR BP1
T N PM1+PM2
c.2119G>A p.Asp707Asn (0,64) B (0,244) P (1) Co S (23) (96%) NR NR BP1
BRCA2
T PSD N PM1+PM2
C.4396T>A p.Leul466lle (0,37) (0,745) P (1) Co S (5) (96%) NR B BP1+BP4
BRIP1 €.2220G>T p.GIn740His T PRD DC Co S (24) N NR NR BP1
D D
c.854C>T p.Thr285lle (0,04) B (0,452) P (1) Ci15 M (89) (80%) NR NR BP1
CDH1
c.867G>A p.Ala289= - - - - - - NR NR BP7
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Gen

Variante

Cambio de
aminoécido

Andlisis In-silico

SIFT

PolyPhen-
2

MT

GV-
GD

Grantham Pmut

AlaMut

Varsome

Clasificacion clinica
ACMG

CHEK2

€.134C>T

p.Thr45Met

(0,02)

PRD
(0,998)

P (0,989)

Cco

N

MBY | 9600

NR

NR

PM1+PM2

€.320-5T>A

AS (c.320)

SSF (-6,9%)
MaxEnt (-22,3%)
NNSplice (-32,8%)
GeneSplicer (-58,4%)

Splicing
(0,8037)

PP3

c.442A>G

p.Arg148Gly

(0,03)

PRD (1)

CE (1)

C15

N

M125) | (ga00)

DS (c.444)
SSF (-3,4%)
MaxEnt (-18,7%)
NNSplice (-0,7%)
GeneSplicer (-61,7%)
AS (c.444)
SSF (-)
MaxEnt (-)
NNSplice (-)
c.444+5
SSF (+73,75)
MaxEnt (+137,1%)

D
Splicing
(0,0067)

PM1+PM2
PP3

€.1008G>A

p.GIn336GIn

DS (c.1008)
SSF (-14,7%)
MaxEnt (-78%)
NNSplice (-89,6%)
GeneSplicer (-)
AS (c1008+1)
SSF (-)
MaxEnt (-)
NNSplice (-)
GeneSplicer (-)

D
Splicing
(0,9999)

PM1+PM2
PP3

c.1216C>T

p.Arg406Cys

(0,03)

PSD
(0,833)

CE (1)

Cco

N

L(180) | (g704)

NR

NR

c.1427C>T

p.Thr476Met

D (0)

PRD (1)

CE
(0,999)

C15

D

M@ED | (oz0

NR

PM1+PMS5
PP3

c.1489G>A

p.Asp497Asn

(0,83)

B (0)

P@)

Co

N

S@3) | (010)

BP4
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Andlisis In-silico

Gen Variante Cambio de Clasificacion clinica
aminoécido SIFT PonFZ>hen- MT g\[/) Grantham | Pmut AlaMut Varsome ACMG
T N
CHEK2 | c.1562G>A pAIG521GIn | (g | PRD(1) | CE(1) | CO SM3) | (g30s) NR NR PM1+PM2
C.323A>T p.GIn108Leu D@) | PRD@) | CE(1) | co | M(@13) (82'\‘% ) NR NR PM2
c.588A>G p.GIn196GIn - - P (1) - - - NR NR BP7
FAM175A
D PM2
C.635T>G* p.Val212Gly DO | PRD() | CEQ@) | CO | M(109) NR D PP3
(85%)
BP5
B PM2
C.797-11A>G - - - - - - - NR Splicing BP4
(<0.0001)
PM2
c.-2C>T - - - - - - - NR D PP3
D PSD P N
MEN1 €.1420G>C p.Glu4d74GIn (0,03) (0,519) (0,855) Co S (29) (95%) NR D PP3
c.1633C>T | p.Pro545Ser T |PRD(0,99) | CEQ) | co | M (79 N NR D PM1
: : (0,39) : (96%) PP3+PP5
T PSD N PM1+PM2
c.157G>A p.Glu53Lys (0,25) (0,741) CE (1) Co S (56) (85%) NR D PP3
T N PM1+PM2
MLH1 C.386G>A pSer129Asn | g | B(0.002) | CE(1) | CO S@6) | (g70p) NR B BP4
D N
c.976G>T pvald2leu | o5 | B(005) | CE(1) | CO SB2) | (gew NR NR PM1+PM2
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Andlisis In-silico

Gen Variante Cambio de Clasificacion
aminoacido SIFT Pon|=2>hen- MT g\é Grantham | Pmut AlaMut Varsome clinica ACMG

T PSD N PM+PM2

c.470G>C PGly1S7Ala | 10y | (o885 | CE@ | CO S60) | (go0e) NR D bp3
D PM1+PM2

€.1045C>G p.Pro349Ala | D(0) | PRD (1) CE C25 | S@N) | 90w NR D op3
T D PM1+PM2

c.1130A>G p.GIN377Arg | 74y | B(0,001) | CE(1) | CO S@3) | (0w NR D pp3
T PSD N PM1+PM2

MSH2 ¢.1405C>G pleudsoval | o9 | (osgy) | CE(M | CO SG2) | (g7 NR D P2
C.1782A>G p.Thr595Thr ; - CEQ) | - - - NR NR P'V'égs'\"z

T N
c.1787A>G pASN598Ser | eq | B(0012) | CE(1) | CO S@6) | (gav NR NR PM1
PM2
* * - - - - - - -

c*10_*12del NR BPG
D D PM+PM2

C.2281A>G p.Arg761Gly B(0,048) | CE(1) | CO | M(125) NR D PP3

(0,02) (88%)

MSH6 BP1
PRD N PM1+PM2

c.3883C>T* | pPro1295Ser | D(0) | (gogqy | CE(L) | C65 | M(74) | (gae NR D PP3
: 0 BP1+BP5

T N PM2

.196>A pAaB6Thr | og | B(0,003) | P(1) | CO - (95%) NR B P4

DS c.891
R Arg297L ! B (0) CE | co | s MaxEn: (15.6%) Splic BP4
' p.Arg ys - axEnt (15,8% plicing
(NM_001048171) (0,81) (0,985) NNSplice (40.5%) (0.0001)
GeneSplicer (20,4%)
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Andlisis In-silico

Gen Variante Cambio de Clasificacion clinica
aminoacido | g Po'y;he”' MT ((33\[/) Grantham | Pmut AlaMut Varsome ACMG
.283G>A p.Asp95Ans T PRD (1) CE (1) co S (23) N NR D PP3
. : (0,44) (83%) BP1
.1999T>C | p.Ser667Pro T | Booony | Py | co | mM(a N NR B PM2
: : (0,32) : (97%) BP1+BP4
AS c.2071-3
NBN SSF (89,85)
MaxEnt (4,32)
NNSplice (0,53)
) ) ) ) ) ) ) ) GeneSplicer (3,4) D PM2
c.2071-4A>G AS ¢.2071 Splicing (0,9987) PP3
SSF (-100%)
MaxEnt (-41,6%)
NNSplice(-1,9%)
GeneSplicer (-35,5%)
N PM1+PM2
*
€.742G>C p.Val248Leu | T(0,5) | B (0,004) P (1) co S (32) (98%) NR B BPL+BP4+BP5
PSD N PM1+PM2
PALB2 | c.814G>A p.Glu272Lys T(@) (0.565) P (1) co S (56) (97%) NR B BP1+BP4
CE D PM1
c.2816T>G p.Leu939Trp | D (0) PRD (0.999) C55 S (61) (84%) NR D EE?
PM+PM2
C.279A>G p.GIN93GlIn - - CE (1) - - - NR NR BPG+BP7
PMS2
T PSD P N PM1
c.2012C>T p.Thr671Met (0,07) (0,843) (0,926) CO M (81) (87%) NR NR BP1
_ PM1
PTEN C.456A>G p.Leul52= - - CE (1) - - - NR P PP3
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Andlisis In-silico

Gen Variante Cambio de Clasificacion
aminoacido | gt Po'yzhe”' MT %\é Grantham | Pmut AlaMut Varsome clinica ACMG
DS ¢.2397
T PRD CE N SSF (-13,3%)
. A -
€.2397G>C | p.GIn799His ©020) | (0.966) 0,993) Co S (24) (95%) NMNég(rIJEIiT:te((%?S{?/g) Splicing (0,9997) BP1
GeneSplicer (-56,5%)
RAD50
D PRD D PP3
C2548C>T* | p.AIGBSOCYS | 0o | (0 990 CE(1) | C15 | L(180) (78%) NR D BP14BPS
B
Cﬁrgfg - - - - - - - NR Splicing BP4
(<0,0001)
RAD51C | ¢.134A>G | p.GludsGly (0T16) B (0,002) (O%EG) co | ms) (82'% ) NR NR PM2
T PSD D PP3
€.26G>C p.Cys9Ser (0,20) (0,714) CE (1) Co M (112) (88%) NR D BP1
SD ¢.323
SSF (-18,6%)
T PSD B PM2
RAD51D c.323G>T p.Arg108Leu P (1) (0{0] M (102) - MaxEnt (-100%) -
(0,14) (0,470) NNSplice (-98,5%) Splicing (0,9981) BP1+BP4
GeneSplicer (-)
T PSD P N
C4T2A>G | PASNISBASP | ooy | (0o18) | (0.897) | C° S (23) (87%) NR NR BP1
T PSD CE N
c.469G>A p.Vall57lle (0,15) (0,885) (0,036) (0{0] S (29) (94%) NR NR PM1+PM5
T PSD CE D PM1+PM2
TP53 c.665C>A p.Pro222Gln ©006) | (0782 | (0956 | O M (76) (83%) NR D ppP3
. T CE N PM1+PM5
c.869G>A p-Arg290His | 4 1y B (0) 0995) | €° S(29 | (9ou) NR NR PS5

Tabla 17. Variantes con significado clinico desconocido halladas, con el resumen de los resultados de los estudios in silico realizados, asi como los criterios
utilizados en su clasificacion. En negrita aparecen las variantes priorizadas.* Variantes que se han hallado en pacientes que ya eran portadores de alguna
variante patogénica.
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5. ANALISIS DEL EFECTO FUNDADOR Y CALCULO DE
GENERACIONES DE LA VARIANTE PATOGENICA ¢.8251_8254del EN ATM.
La variante patogénica frameshift ¢.8251 8254del (p.Thr2751Serfs*54)
detectada en ATM (anteriormente explicada), se habia descrito Unicamente una
vez en la bibliografia en una familia espafiola. Ademas, se ha encontrado en dos
familias de este estudio junto con otras dos familias estudiadas no incluidas en
este estudio. Por este motivo, se procedi6 a realizar estudios de haplotipo con
marcadores STR en regiones colindantes a la mutacion y el gen ATM para poder
demostrar que tenian un ancestro comuny, por lo tanto, se trataba de un posible

efecto fundador en nuestra region.

Se procedié6 al estudio de genotipado con seis marcadores STR
seleccionados M1 (D11S4078), M2 (D11S1391), M3 (D11S1781), M4
(D11S1390), M5 (D11S4176) y M6 (D11S4197) en 13 pacientes (11 portadores
de la mutacién y 2 no portadores) de las 4 familias y en 24 controles sanos. Se
pudo comprobar que 10 de los portadores de la variante tenian el mismo
haplotipo comun (157pb-173pb-247pb-155pb) en los marcadores M1-M4
(D11S4078, D11S1391, D11S1781, D11S1390) respectivamente (Figura 54).
Este haplotipo no se encontré en ninguno de los no portadores ni en los controles

sanos analizados.

Hubo un portador en el que se encontré una variacién a este haplotipo
comun, ya que el tnico miembro estudiado de la familia F4 difirié en el marcador

ML1. Por otro lado, a partir del marcador M5 el haplotipo es distinto entre familias.

El alelo 157pb de M1 se encontr6 en 10 de los 11 afectados (Pd=0,9) y en
5 de los 63 alelos control (Pn=0,08). Por otro lado, el alelo 238 en M5 se encontrd
en 4 de los 11 afectados (Pd=0,4) y en 3 de los 63 alelos control (Pn=0,05). A
partir de estos datos, se realizo el calculo del desequilibrio de ligamiento (8) para
los marcadores M1 y M5, siendo 0,332 y 0,901 respectivamente. La fracciéon 6
se determind a partir de las distancias entre los marcadores M1 y M5 y la
mutacion. La distancia para M1 fue de 4 cM y la de M5 fue 14 cM, asumiendo
que 1cM era equivalente a 1Mb aproximadamente (Figura 55). Segun estos
datos, se estimé que la mutacion tuvo lugar hace aproximadamente 5

generaciones, unos 125 afios asumiendo 25 afios por cada generacion.
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M1-D1154078 157 | 155 157 | 153 155 | 155
M2-D1151351 173 | 165 173 | 161 169 | 161
F1 F2
M3-D1151781 + 247 | 247 247 | 247 248 | 243
M4-D1151330 155 | 155 155 | 163 + ._ 159 | 1359
M5-D1154176 M 238 | 227 227 | 1 . 242 | 240
M6-D1154157 253 | 253 263 | 263 Melanoma ™M 263 | 253
+ +
i "t é ®
cM
155 | 157 155 | 157 155 | 157 157 | 155 157 | 155
169 | 173 169 | 173 161 | 173 173 | 161 173 | 161
247 | 247 245 | 247 245 | 247 247 | 243 247 | 243
150 | 155 150 | 155 147 | 155 155 | 159 155 | 159
227 | 238 227 | 238 246 | 2328 227 | 240 227 | 240
263 | 253 263 | 253 253 | 253 263 | 253 263 | 253
M1-D1154078 155 | 157
M2-D1151391 165 | 173 F3 F4
M3-D1151781 247 247 +
M4-D1151330 159 | 155 .——O
M5-D1154176 221 | 221 .
Linfoma
M6-D1154137 263 253 del manto
Cancer
157 157 155 155 hepatico
+ - biliar
173 173 .——D 165 165
247 | 243 247 | 247
+
155 [ 155 ™ 151 | 159
+ ® &
221 | 225 225 | 221
CMb
253 | 267 267 | 263
155 | 157 155 | 155
161 | 173 161 | 173
247 | 247 247 | 247
151 | 155 155 | 155
234 | 225 240 | 246
253 | 267 253 | 263

Figura 54. Arboles genealdgicos de las familias en las que se hall¢ la variante ¢.8251_8254del
en ATM vy los haplotipos obtenidos tras el andlisis de microsatélites. En verde se marca el
haplotipo comun a todas ellas. CM: cancer de mama, CMb: cancer de mama bilateral.
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ATM
gene

M1-D1154078

M2-D1151351

M3-D1151781

M4-D1151350

M5-D1154176

Me-D1154157

+4 Mb

+2 Mb

-1 Mb

-10 Mb

-14 Mb

-22 Mb

26 Mb

Figura 55. Localizacién de los STR empleados en este estudio con respecto al gen ATM. Se

remarcan los microsatélites utilizados en el calculo de las generaciones de la variante

c.8251_8254del.
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1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

La muestra estuvo formada por una cohorte de 138 que cumplian criterios
de seleccion de SCMOH segun las recomendaciones de la SEOM. La mayoria
de los CI habian sido diagnosticados de CM (118 CI, 86%), mientras que una
pequefia parte de los Cl padecieron CO (24 ClI, 17%). En torno a un 5% de los
Cl estuvieron afectados tanto por CM como por CO. Esto fue compatible con la
menor incidencia del CO frente al CM en la poblacion general. Por lo tanto, esta
caracteristica de la muestra justificaria una mayor frecuencia mutacional en
genes asociados a un incremento de riesgo de CM (ATM, CHEK2 y PALB2 entre
otros), frente a los genes vinculados a un incremento de riesgo de CO (RAD51D,

BRIP1 y los asociados al sindrome de Lynch entre otros).

Las familias incluidas en el presente habian sido analizadas previamente
para BRCA1 y BRCA2, resultando no portadoras. Posteriormente se aplicaron
unos criterios de seleccion consensuados en el Comité de Consejo Genético
para ampliar el estudio genético a paneles de genes. En otros estudios
realizados en poblacién espafiola también se partié6 de poblacion BRCA1/2
negativa [67, 80], mientras que en otros estudios europeos se selecciond una
muestra con un estado mutacional desconocido para BRCA1/2 [166, 194-196].
En la mayoria de estos estudios se utilizaron criterios de seleccion en los que se
tenia en cuenta la historia personal y familiar de CM y CO [67, 80, 166, 194—
196].

Se encontraron variantes patogénicas en 26 individuos: 11 Cl y 15
familiares. De los familiares portadores so6lo 3 habian sido diagnosticados de
cancer en el momento del estudio. En consecuencia, hubo un total de 12
individuos sanos susceptibles de beneficiarse de las acciones clinicas
preventivas oportunas. Esto supuso el 80% de los familiares portadores y el 46%

del total de portadores.
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2. RENDIMIENTO DIAGNOSTICO

Se comparoé el rendimiento diagnéstico obtenido en el presente estudio
con el obtenido en estudios previos realizados en distintas poblaciones. En la
Tabla 18 se resumen los genes en los que se han encontrado mutaciones en
estudios realizados con paneles de genes en poblacién europea, asi como el
rendimiento diagnostico obtenido, comparandolo con el obtenido en este estudio.
A continuacion, la Tabla 19 es similar pero con estudios realizados fuera de
Europa o a nivel mundial. Merece la pena destacar que en estos ultimos el
namero de familias estudiadas fue mucho mayor. Gracias a este mayor tamafio
muestral, se pudo realizar estudios de correlacion genotipo-fenotipo, asi como

calcular el riesgo relativo de cada uno de los genes.

Con el objeto de que los resultados fueran comparables entre si, para el
calculo de la frecuencia mutacional no BRCA se tuvieron en cuenta, siempre que
fue posible, todas las variantes patogénicas de los genes incluidos en cada

estudio.
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FRECUENCIA MUTACIONAL (%)

n°de | n°de BRCA No

Fuente Cl genes 12 BRCA

ATM BRIP1 CHEK2 | TP53 | XRCC2 | MUTYH* | PALB2 | RAD51C | RAD51D | CDH1 NBN

Estudio
actual
Bonache
(Espafia) 192 34 NI 9 1,56 0,52 0,52 1,04 0,52 3,64 2,08 - 1,04 - -
[80]
Tavera-
Tapia
(Espafia)
[67]
Kraus
(Alemania) 581 14 12 6 0,5 NI 1,7 0,3 NI NI 1 0,9 0,2 - 1
[166]
Schroeder
(Alemania) 620 10 9 3 0,65 NI 0,97 0,16 NI NI 0,32 - - 0,48 0,32
[196]
Castéra
(Francia) 5131 34 8 5 1,04 0,48 1,16 0,50 0,05 2,36 0,89 0,53 0,22 0,05 0,22

[195]

Eliade
(Francia) 583 25 9 6 15 0,2 2 0,3 NI 1,2 0,6 - NI - NI

[124]
Tabla 18. Comparacion entre la frecuencia mutacional obtenida en el presente estudio y otros realizados en poblacién europea. Para la el calculo de la
frecuencia mutacional “No BRCA” no se han tenido en cuenta las variantes patogénicas halladas en heterocigosis en MUTYH. NI: no incluido,

138 26 11 8 4,35 1,45 1,45 0,72 0,72 3,62 - - -

392 80 NI 6 1,94 - 0,51 - 0,26 - 1,28 0,26 0,26 - -

: no se han encontrado variantes patogénicas en estos genes.

*En heterocigosis
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FRECUENCIA MUTACIONAL (%)

(o] (o]
Fuente n°de | n°de | BRCA | No ATM | BRIPL | CHEK2 | TP53 | xrcce | MUTYH

cl genes 1/2 BRCA PALB2 | RAD51C | RAD51D | CDH1 NBN

Estudio

actual 138 26 11 8 4,35 1,45 1,45 0,72 0,72 3,62 - - - - -

Buys
(Mundial) 35409 25 4 5 0,93 0,31 1,12 0,17 - - 0,89 0,15 0,05 0,06 | 0,17
[26]

Couch
(EEUU,
caucésicos)
[197]

41611 21 4 6 1.06 0,28 1.73* 0,15 - - 0,87 0,13 0,09 0,06 | 0,19

Kurian
(Mundial) 95561 25 4 4 0,67 0,28 0,81 0,04 - - 0,52 0,15 0,07 0,04 0,19
[198]

Susswein
(EEUV) 10030 29 3 6 0,90 0,31 1,92 0,18 0,03 - 0,57 0,17 0,13 0,04 0,14
[199]

Lilyquist
(EEUU,
Ascendencia | 7768 19 7 6** 0,87 0,99 0,43** NI/- NI/- NI/- 0,36 0,79 0,31 - 0,38
europea)
[200]

Kapoor
(EEUUV) 337 5-43 4 4 0,59 - 0,59 0,30 NI/- 0,59 0.89 - - - 0,30
[201]

Tabla 19. Comparacion entre la frecuencia mutacional obtenida en el presente estudio y otros realizados en poblacién extraeuropea. o a nivel mundial. Para
el célculo de la frecuencia mutacional No BRCA no se han tenido en cuenta las variantes patogénicas halladas en heterocigosis en MUTYH. NI: no incluido,

“-“: no se han encontrado variantes patogénicas en estos genes.
*En heterocigosis

** No se tuvo en cuenta la variante ¢.470T>C en CHEK2
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El rendimiento diagndstico obtenido previamente en el laboratorio para
variantes patogénicas en BRCAl y BRCA2 fue del 11% en 1729 familias
estudiadas. Esto fue similar a lo hallado en otros estudios realizados en
poblacidn europea (Tabla 18) y superior a la hallada en estudios realizados fuera
de Europa o a nivel mundial (Tabla 19). Estas diferencias pudieron deberse a la
utilizacion de distintos criterios de seleccion, ya que aunque todos se basan en
los establecidos por la NCCN, cada pais y aseguradora establece sus propios
criterios. Otro factor que pudo influir fue las diferencias entre poblaciones y las

distintas metodologias empleadas.

En cuanto al rendimiento diagnostico en genes no BRCA fue del 8%. Este
resultado fue similar a los obtenidos en estudios publicados previamente en
poblacion europea y estadounidense. En el estudio en poblacion espafola
publicado por Bonache y colaboradores se obtuvo una tasa de deteccion del 8%
en genes distintos a BRCA1/2. En dicho estudio se incluyeron 192 casos indice
y los genes estudiados se dividieron en dos grupos: genes asociados a riesgo y
genes candidatos. La tasa de deteccion indicada se calculé teniendo en cuenta
los 34 genes asociados a riesgo, excluyéndose las variantes monoalélicas en
MUTYH vy la variante c.470T>C (p.llel57Thr) en CHEK2, al considerarse una
variante de bajo riesgo [80, 202]. Incluso si en el presente estudio hubiésemos
rechazado esta variante en CHEK?2 y la hallada en XRCC2, se hubiese obtenido
un resultado similar de tasa de deteccion (7%, 9/138). En otros estudios
realizados en poblacion europea, la tasa de deteccidn de genes distintos a
BRCA1 y BRCAZ2 oscil6 entre el 3% y el 8% [80, 124, 166, 195, 196], siendo la
mas alta la obtenida en poblacion espafiola. En cuanto a los estudios realizados
en poblacién estadounidense, la tasas de deteccion fueron similares, oscilando
entre 4% y 6% [26, 197-201]. Entre estos estudios hubo diferencias en la
seleccién de genes asi como en los criterios de seleccién utilizados, por lo que

esto podria explicar la diferencia entre los resultados obtenidos.

Por lo tanto, se estimo un rendimiento conjunto entre BRCA1/2 y otros
genes de susceptibilidad del 19%. Esto no fue mas que una aproximacion, ya
que se utilizaron los criterios de seleccion del comité para elegir a las familias no
BRCA de este estudio.
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Aunque mas adelante se discutiran los resultados obtenidos desglosados
por genes, destaca que la mayor tasa de deteccion global obtenida fue la de los

estudios realizados en poblacion espafiola.

3. EVALUACION DE LOS CRITERIOS

En los 138 CI de este estudio se habia realizado un estudio genético
previo para mutaciones BRCAL/2, para el que se seleccionaron mediante los
criterios establecidos por la SEOM [29]. De ellos, sélo 75 cumplian estrictamente
los criterios del Comité de Consejo Genético, mientras que los 63 restantes se
incluyeron en el estudio en el contexto del Comité, atendiendo a caracteristicas
no incluidas en los criterios pero que hicieron sospechar de un SCMOH. Si se
tienen en cuenta sOlo aquellos pacientes que cumplieron estrictamente los
criterios consensuados en el Comité, la tasa de deteccion aumenta del 8% a un
9,3% (7/75). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre el
grupo que cumplia estos criterios y el que sélo cumplia los criterios de la SEOM
no cumplia. Esto fue compatible con la bibliografia disponible. Recientemente se
han publicado diversos estudios que ponen en duda la efectividad del uso de
criterios de seleccién para realizar estudios genéticos, ya que se estima que en
torno a un 50% de los portadores de mutaciones en genes de riesgo no cumplen
los criterios establecidos [203, 204]. En los estudios realizados por Beitsch y
colaboradores y por Yang y colaboradores en los que se incluyeron pacientes
que cumplian criterios para estudio genético y pacientes que no los cumplian, no
se encontraron diferencias entre las tasas de deteccion de variantes patogénicas
entre ambos grupos [203, 205]. Los resultados entre el presente estudio y los
referidos no son extrapolables ya que en nuestro caso se partié de una poblacién
negativa para BRCA1 y BRCA2, que cumplia los criterios de seleccion de la
SEOM y a los que se les aplic6 unos nuevos criterios para ampliar estudio a

paneles.

Tradicionalmente los criterios de la SEOM se habian utilizado para
seleccionar familias susceptibles de ser portadoras de mutaciones en BRCAl y
BRCA2. Sin embargo, en este trabajo se incluyeron una serie de genes
relacionados con predisposicion a cancer de mama y/o ovario pero también con
otros tipos de cancer, como el cancer de colon en el caso de los genes MMR.

Por lo tanto, al haber utilizado criterios de seleccién asociados al CM y CO,
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determinados genes podrian estar infradetectados. En un estudio previo sobre
el uso de paneles de genes en el sindrome de Lynch se identificaron mutaciones
en genes distintos a los MMR como BRCA1, BRCA2 y ATM, entre otros [153].
Por otro lado, en otro estudio realizado en pacientes portadores de variantes
patogénicas en los genes MMR se observé que un 22% de los portadores
cumplian criterios para estudio de BRCA1 y BRCA2 pero no de sindrome de
Lynch [206]. Esto indicaria un solapamiento entre las caracteristicas de los

distintos sindromes de cancer hereditario

En la Figura 56 se muestra la tasa de deteccion de los distintos criterios
de seleccidn utilizados en este trabajo. El criterio que mostré una mayor tasa de
deteccidén individual fue el criterio C6 (1/8, 12,5%) seguido del C1 (2/43, 4,65%).
Este Ultimo fue el criterio que mas se cumplié en la cohorte de 138 Cl. Sin
embargo, la tasa de deteccion mejord al combinar varios criterios entre si. Esta
mejora fue mas relevante si se combinaban varios criterios que tenian en cuenta
la historia familiar (C1+C2+C3) y criterios que tienen en cuenta la historia familiar
y la personal de cancer (C1+C5), obteniéndose valores de tasa de deteccion de
hasta el 100%. Este aumento en la tasa de deteccion fue a costa de reducir el
namero de CI que lo cumplian (s6lo un paciente en el caso de C1+C2+C3 y dos

en el caso de C1+C5).
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Tasa de deteccion de los criterios de seleccion

MW n? Familias portadoras MW n?2 Familias que cumplen el criterio

43

Historia familiar:
C1: 23 individuos de dos

generaciones con CM/CO (1<40
afios 0 2<50)

C2: 22 CM/CO<35 afios
C3: CMV+ CM/CO<50 afios

C4: CO<35 anos + CM<50 afios
ili i 12,5%
erl'l farr_nllar de primer grado 100% ‘ 100% ‘ 20% ‘ IRl
Historia personal: 5

C5: CM+CO en la misma

5
paciente (1<50 afios) 1 5 2 2 ’ J 2
C6: CM/CO<25 afios sy A

C1+Q2+C3 C1+C5 C1+C3 Co Cc1

Figura 56. Diagrama de barras en el que se representa la tasa de deteccién desglosada por
criterios. En rojo aparece el nimero total de familias que cumplieron el criterio y, en azul, las que

fueron portadoras de alguna variante patogénica.

Esto esta en la linea habitual de la mayoria de los criterios establecidos
por los diferentes paises 0 aseguradoras meédicas, los cuales se derivan de los
criterios establecidos por la NCCN y se basan tanto en la presencia de historia
personal como familiar de cancer. Sin embargo, si se hubiesen utilizado estos
criterios de manera estricta, en torno a un 36% de los casos indice portadores
(4/11) se habrian quedado sin diagnosticar y, por lo tanto, ni ellos ni sus
familiares se hubiesen podido beneficiar de las acciones clinicas y/o preventivas
correspondientes. Esto, junto con la evidencia referenciada, indica una tendencia
a la relajacion o incluso desaparicidon de los criterios de seleccion para la
realizacion de analisis genéticos, o bien la creacién de unos nuevos criterios
enfocados a cancer hereditario en general. De hecho, desde el descubrimiento
de los genes BRCAl y BRCA2, los criterios para su analisis se han ido
modificando en funcién de los recursos sanitarios de cada pais, con el
abaratamiento de las técnicas de diagndstico molecular, asi como con el
desarrollo de evidencia cientifica que vinculaba mutaciones en estos genes con
un incremento de riesgo de cancer independientemente de la historia familiar, y
con la aparicién de nuevas terapias basadas en el estado mutacional de estos
genes [204]. Sin embargo, son necesarios mas estudios que permitan dilucidar

si el sistema sanitario esta preparado para prescindir de los criterios y extender
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el estudio genético a todos los casos de cancer de mama y ovario esporadicos,
con las consecuencias que tendria tanto a nivel de laboratorio (aumento del
namero de analisis genéticos) como a nivel de los clinicos (aumento de personas
en seguimiento por alto riesgo de cancer). Dado que se trata de un estudio
retrospectivo hubo una importante limitacion a la hora de evaluar los criterios de
seleccion, ya que el grupo control no se tratd de un grupo que Unicamente
cumplia los criterios de seleccion de la SEOM, sino que fueron seleccionados
dentro del contexto del Comité de Consejo Genético, y es imposible saber si

otros portadores habrian quedado fuera del estudio

4. ESPECTRO MUTACIONAL Y FRECUENCIA MUTACIONAL EN
NUESTRA POBLACION
En este estudio se han encontrado variantes patogénicas en ATM, BRIP1,
CHEKZ2, TP53, XRCC2 y MUTYH. Estos son los principales genes afectados en
otros estudios previos, aunque difieren en la ausencia de mutaciones en genes
como PALB2, RAD51C, RAC51D, CDH1 y NBN, los cuales si estan presentes
en otros estudios [26, 80, 195]. Ademas, se detectaron 4 nuevas variantes
patogénicas previamente no descritas.

Como se puede observar en las Tablas 18 y 19, la mayor tasa de
deteccion global obtenida fue la de los estudios realizados en poblacion espafiola
(en el caso de TP53, mas del doble). Ademas, dentro de los genes en los que se
encontraron variantes patogénicas en este trabajo, la tasa mutacional obtenida
en este estudio fue mayor a la obtenida en el resto de estudios en la mayoria de
los casos. Las Unicas excepciones ocurrieron en CHEK2, ya que en el estudio
se encontrd una tasa de deteccién similar aunque ligeramente superior en otros
trabajos previos. Todas estas variaciones pueden deberse a los distintos
criterios de seleccion utilizados. Estos varian entre los distintos sistemas
nacionales de salud y aseguradoras. Ademas, no todos estos estudios se
realizaron en familias con SCMOH, sino que algunos de ellos se refirieron a
cancer de mama unicamente [197], ovario [200] o cancer hereditario en general
[199]. Por otro lado, es de esperar que, al tratarse de distintas poblaciones, el
espectro mutacional también sea distinto, ya que se puede ver afectado tanto

por los fendmenos migratorios (la Region de Murcia es una comunidad receptora
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de inmigracion de distintos origenes, como Latinoamérica y Marruecos), como

por zonas con mayor nivel de endemismo.
4.1 Variantes patogénicas halladas en ATM

ATM es el gen en el que se encontraron la mayoria de variantes
patogénicas. Se hallaron 5 variantes patogénicas en 6 familias, lo que equivale
a una tasa mutacional del 4,35%. Otros estudios realizados en poblacion
espafola mostraron una tasa mutacional menor: entre un 1,6% y un 2,3% de los
pacientes con cancer de mama/ovario en poblacion espafiola [62, 67, 80], asi
como otros realizados en poblacién europea: oscilando entre un 0,5% (poblacién
alemana) y un 3,7% (poblacion austriaca) [124, 152, 166, 195, 196]. Los
diferentes resultados de prevalencia entre estos estudios y el presente pueden
deberse a los distintos criterios de seleccidn utilizados ya que aunque siempre
estan basados en la historia personal y/o familiar de cancer pueden variar en
algunos puntos que pueden ser cruciales para la especificidad. Ademas, en
algunos de éstos estudios la poblacion seleccionada era BRCA1/BRCA2
negativa y en otros no se conocia el estado mutacional en BRCA1 y BRCAZ2.
Otra diferencia puede ser la tecnologia empleada para la deteccion de variantes:
en los estudios de Tavera-Tapia y de Bonache y colaboradores se utilizaron
paneles al igual que en este estudio, mientras que Brunet y colaboradores
secuenciaron el gen ATM mediante secuenciacion Sanger [62, 67]. Por ultimo,
las caracteristicas particulares de cada poblaciéon pudieron ser determinantes
para los resultados obtenidos.

Merece la pena destacar que la variante ¢.8251_8254del en ATM fue la
Unica de las halladas en el presente estudio que coincidié con las halladas en
otros estudios espafoles, lo que sugiere una gran heterogeneidad de las
variantes existentes en poblacion espafiola, por lo que este estudio afiade
informacion significante sobre el espectro de variantes patogénicas en ATM en

poblacion espafiola [67].

El cancer mas comunmente diagnosticado en los portadores de
mutaciones en ATM fue el cancer de mama, estando presente en las seis familias
previamente descritas. Esto es compatible con estudios previos disponibles en

la bibliografia, incluyendo los realizados en poblacion espafiola [62, 65, 67, 80].
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Goldgar y colaboradores estimaron que las mujeres portadoras de mutaciones
truncantes en ATM tenian un riesgo de cancer de mama similar a las mujeres
portadoras de mutaciones germinales en BRCA2 [207]. Sin embargo, un
resultado a destacar fue que dos de los seis portadores diagnosticados de CM
fueron varones. Este dato no se habia encontrado en los estudios previamente
mencionados, por lo que seria necesario realizar mas estudios para dilucidar una
posible implicacion de variantes patogénicas en ATM en el incremento de riesgo
de CMV. En cuanto a la histopatologia del cancer de mama, en este estudio al
mas diagnosticado fue el ductal invasivo. No hay estudio que demuestren un
vinculo entre variantes patogénicas en ATM vy el fenotipo histopatoldgico.
Balleine y colaboradores intentaron encontrar esta relacion pero concluyeron que
no habia caracteristicas histopatoldgica distintivas de los canceres de mama en
portadores de variantes patogénicas en ATM [208]. Con respecto al subtipo
molecular del cancer de mama, todos los individuos con variantes patogénicas
en ATM expresaban receptores hormonales (para estrogenos y progesterona).
Sin embargo, hay una mayor heterogeneidad en la expresion del receptor HER2,
aunque esta ausente en la mayoria de los pacientes. Ninguno de ellos fue triple
negativo. Estos resultados son congruentes con los obtenidos por Buys y
colaboradores, en cuyo estudio observaron que las mujeres con subtipos de
cancer de mama distinto al triple negativo solian ser portadoras de mutaciones
en ATM y en CHEK?2 [26]. La edad media del primer diagnéstico de CM fue de
48,713 afos, lo que fue similar al obtenido por Tavera-Tapia y colaboradores
(47,4 afos) [67].

Ademas del CM, en estas familias se diagnosticaron otros tipos de cancer:
CO en una mujer de 29 afios, melanoma en un hombre de 68 afios que desarrolld
metastasis pulmonares a los 69 y un linfoma no Hodgkin a los 50 afios en un
hombre que posteriormente desarrollé un cancer de mama. Estudios anteriores
sostenian la idea de que mutaciones en ATM estaban vinculadas a un riesgo
incrementado, principalmente, de CM [26, 62, 65, 67, 207], pero la mayoria de
ellos apoyaban una relacién con otros tipos de cancer como ovario, préstata,
pancreas, colorrectal o estbmago [152, 209-212]. En el estudio realizado por
LaDuca y colaboradores se realizdé un analisis mediante paneles de genes en

mas de 2000 pacientes y se encontraron mutaciones en ATM en familias de alto

163



Discusién

riesgo de mama y ovario asi como en cancer de ovario a cualquier edad [212].
Ademas, Minion y colaboradores exploraron genes distintos a BRCA1 y BRCA2
gue estaban implicados a predisposicion hereditaria a CO. En los individuos con
CO los genes mas frecuentemente mutados fueron BRIP1 y MSH6, seguidos de
ATM, obteniendo una frecuencia similar de mutaciones en ATM que en la cohorte
de CM [211]. Esto explicaria el fenotipo de la familia portadora de la variante
c.5644C>T (Tabla 14), en la cual hay dos portadores: una con CO y otra con
CM. Dombernowsky y colaboradores detectaron una predisposicion a melanoma
en portadores de una variante patogénica missense. Esto es posible
bioldgicamente, ya que otros estudio mostraron que ATM era importante para la
reparacion de dafios en el ADN en respuesta a la luz ultravioleta. Sin embargo,
Spoerri y colaboradores sugirieron que el defecto en el punto de control
dependiente de ATM que producia inestabilidad genémica en el melanoma era
distinto al que alteraba la sensibilidad a radiaciones ionizantes. Esta alteracion
no afecta a la funcién pero hace imposible mantener la detencion del ciclo celular
debido a una elevacién de PLK1 (un desencadenante temprano de la transicion
G2/M) [213]. Por lo tanto, es dificil saber si la variante patogénica en ATM es la
causa primaria del melanoma en una de las familias portadoras de la variante
c.8251 8254del (Tablal4). En cuanto a las patologias hematoldgicas, es bien
conocido que la ataxia-telangiectasia esta asociada un riesgo elevado de
leucemias y linfomas. El estudio de La Plagia y colaboradores estimaron la
frecuencia de portadores de mutaciones en ATM en mujeres con CM e historia
familiar tanto de CM y de patologias hematoldgicas. La frecuencia fue 6,56%,
significativamente mayor que la observada en la poblacion general (0,3-0,6%).
Sin embargo, ninguno de los casos descritos se tratd de linfoma, sino de
leucemias y sarcomas de Kaposi [214]. Esto fue consistente con la revision
anterior de Boultwood, quien sugiri6é que la inactivacién del gen ATM debia tener
importancia en la patogénesis de neoplasias linfoides esporadicas. No obstante,
propuso que las mutaciones en este gen en pacientes con linfoma eran
somaticas en lugar de germinales y estaban relacionadas, sobretodo, con
leucemia linfoide y linfoma del manto, lo que no es el caso de lo encontrado en
la familia portadora de la variante ¢c.7708G>T (Tabla 14) [215]. Por lo tanto, no
se puede asumir que el linfoma no Hodgkin de este paciente se deba a la

mutacion en ATM.
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4.1.1 Efecto fundador de la variante ¢.8251_8254del

En este estudio, tras realizar un analisis de haplotipo, se ha demostrado
la presencia de un efecto fundador de la variante 8251_8254del. Esta estaba
presente en cuatro familias diferentes de la Region de Murcia y se habia descrito
previamente en el articulo espafol de Tavera-Tapia y colaboradores [67]. Este
hecho podria explicar la mayor tasa de deteccion de mutaciones en ATM en

nuestra poblacién comparado con lo descrito previamente en la bibliografia.

De las cuatro familias portadoras de la variante, se hall6 el mismo
haplotipo M1-M4 (157pb-173pb-247pb-155pb) en 10 de los portadores de 3
familias. Sin embargo, en la cuarta familia en la que so6lo se habia estudiado un
Cl, este haplotipo comun varié en el primer microsatélite (155pb-173pb-247pb-
155pb). Esto indicaria que esta dltima familia guardaria un menor grado de
parentesco que las otras tres entre ellas. Llamé la atencion que las tres familias
que compartian el primer haplotipo procedian del area metropolitana de Murcia,
mientras la familia con el segundo haplotipo procedia de la comarca del Altiplano,
de forma que la diferencia en el haplotipo se asocio también a una mayor lejania
geografica (Figura 57). Es posible que se encuentren mas familias portadoras
de esta variante en un futuro ya que el andlisis genético mediante paneles de
genes esta reemplazando gradualmente al estudio de genes individuales como
BRCA1 y BRCA2. Sin embargo, dado que se estimd una antigliiedad de la
variante de sélo unas 5 generaciones, se prevé que el nimero de familias
afectadas sea modesto. Seria interesante, en el caso de hallar mas familias con
esta variante, realizar el estudio de microsatélites para obtener informacion mas

completa sobre su origen y antigtiedad.

Una limitacién importante fue la imposibilidad de obtener informacién
sobre el origen de la primera familia donde se encontré la mutacion por primera

vez ni haber podido realizar el estudio de microsatélites a ésta [67].
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Figura 57. Distribucion geografica de los haplotipos encontrados en los portadores de la variante
8251 _8254del.

4.2 Variantes patogénicas halladas en BRIP1

En BRIP1 se hallaron dos variantes patogénicas en dos familias, lo que
supuso una tasa mutacional del 1,45%. Otros estudios realizados en poblacion
espafiolay europea otorgaron resultados similares aunque ligeramente inferiores
(<1%) [80, 124, 195]. Esto puede deberse principalmente a la diferencia entre

criterios de seleccién y a las caracteristicas de cada poblacion.

De las dos mutaciones halladas en BRIP1, la variante c.886G>T se
encontré en una mujer que también fue portadora para una variante en TP53 y
cuyo fenotipo fue mas compatible con un sindrome de Li Fraumeni que con el
SCMOH. En cuanto a la variante ¢.903del, ésta se encontré en una paciente
diagnosticada a los 63 afios de una carcinomatosis peritoneal de posible origen
ovarico. Esto esta acorde con la evidencia disponible, que vincula la presencia
de variantes patogénicas en BRIP1 con un riesgo incrementado de cancer de
ovario [216]. En estos estudios se observo que los portadores en este gen tenian
edades de diagndéstico mas tardias (63,8 afios) y en un estadio mas tardio que
los no portadores [48, 217]. Ademas, el subtipo histolégico mas comun fue el
seroso. Ramus y colaboradores encontraron que la distribucion de mutaciones

en BRIP1 no era aleatoria, sino que existia una asociacion entre la localizacion
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de la variante y el riesgo a padecer cancer de ovario, de forma que la mayoria
de las variantes patogénicas identificadas en los casos de céancer de ovario
epitelial se localizaban en los dos primeros tercios del gen (entre los nucleétidos
68 y 2508), con lo que se truncaba la proteina antes del dominio de unién a
BRCAL1 [48]. Esto concuerda con los resultados hallados en el presente estudio,
ya gque las dos variantes patogénicas encontradas en BRIP1 se localizaron al

principio del gen.

Existe controversia en cuanto a la aplicabilidad del hallazgo de variantes
patogénicas en BRIP1 en la prevencion de cancer de mama y ovario, ya que se
considera un gen de riesgo moderado para el desarrollo de cancer de ovario y
con un riesgo incierto para el cancer de mama. Desafortunadamente, no existen
métodos de deteccion precoz para el cancer de ovario. Existen pruebas de
laboratorio y de imagen como los marcadores tumorales CA-125y HE4 y la
ultrasonografia vaginal, pero su utilidad en el diagndstico precoz es muy limitada.
Por otro lado, la principal estrategia reductora de riesgo es la salpingo-
ooforectomia precoz, pero dados los perjuicios conocidos de ésta, debe ser
considerada con precaucién. Esto, junto con el riesgo a lo largo de la vida
reducido y las edades tardias de diagndéstico apoyan la cirugia postmenopausica
frente a la premenopausica [218—-220]. Segun las guias de la NCCN se debe
considerar la salpingo-ooforectomia reductora de riesgo a partir de los 45-50

afos o antes en funcion de la historia familiar especifica de cancer de ovario [66].

En lo que se refiere a la aplicabilidad terapéutica, se ha sugerido que, ya
que BRIP1 es una proteina implicada en la reparacion del ADN mediante
recombinacién homologa, las mutaciones podrian ser dianas terapéuticas para
los inhibidores de la PARP-1. Sin embargo, no existe evidencia clinica suficiente
qgue justifigue el uso de estos farmacos en pacientes con CO y que sean
portadoras de variantes patogénicas en BRIP1, por lo que sigue siendo una
hipotesis y se requieren ensayos clinicos concluyentes al respecto [219, 221-
223].
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4.3 Variantes patogénicas halladas en CHEK?2

En CHEK2 se hallaron dos variantes patogénicas en dos familias, lo que
supuso una tasa mutacional del 1,45%. Esto es similar a las tasas de deteccién
encontradas en estudios previos realizados en poblacion espafiola y europea,

cuyo valor oscila desde <1% y un 2% entre los distintos estudios [166, 194—196].

La variante ¢.349A>G se encontrd en una paciente diagnosticada a los 29
afios de un CDI positivo para receptores hormonales. Esto es compatible con la
evidencia disponible, que vincula la presencia de variantes patogénicas en
CHEK2 con un incremento de riesgo de CM, especialmente para los positivos
para receptores estrogénicos y para aquellas con diagnéstico precoz (edad
media de 47,7 afios) [73, 164, 197].

En cuanto a la variante ¢.470T>C, se hall6 en una paciente diagnosticada
de CO indiferenciado a los 41 afios. Un estudio realizado por Szymanska-
Pasternak y colaboradores asocio la presencia de esta variante con un riesgo
incrementado de CO borderline, invasivo de bajo grado y cistoadenomas, pero
no con los de alto grado [147]. Sin embargo, otros estudios realizados en
portadores de CHEK2 no se ha encontrado un incremento de riesgo de CO [21,
66]. De hecho, esta variante se considera de bajo riesgo, ya que incrementa el
riesgo de CM en menor proporcién que la media de las mutaciones en este gen
con una odds ratio de 1,58 (95% CI=1,42-1,75; p<0,00001) [202].

No hay consenso entre las guias clinicas de los distintos paises en cuanto
a la utilidad del cribado de cdncer de mama mediante resonancia magnética en
pacientes con mutaciones en genes de moderada penetrancia como CHEK2, por
lo que se requieren mas estudios al respecto y que planteen la situacién de una
efectividad diferente en funcién de la situacion clinica del portador. En general
se recomienda que el asesoramiento no se base Unicamente en la presencia de
mutacion, sino que se debe tener en cuenta la historia familiar para justificar un
riesgo suficiente para que el cribado mediante resonancia magnética sea eficaz.
Ademas, ya que el riesgo de la mayoria de las variantes missense no esta claro
y algunas, como la ¢.470T>C tienen un riesgo menor, las guias de la NCCN
recomiendan que el manejo dependa del riesgo especifico de cada variante. En

general, estas guias proponen realizar una mamografia anualmente y considerar
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la resonancia magnética con contraste a partir de los 40 afios. En cuanto a la
mastectomia reductora de riesgo la evidencia es insuficiente, por lo que el

manejo debe decidirse en funcion de la historia familiar [224].
4.4 Variante patogénica hallada en TP53: 2 mutaciones en la misma familia

En TP53 se hall6 una variante patogénica, o que supuso una tasa
mutacional del 0,72%. Este resultado fue compatible con los obtenidos
previamente en otros estudios realizados en poblacion espafiola y europea, los
cuales fueron <1%.[166, 194, 195].

La variante ¢.334_364dup se encontrd en una familia cuyo caso indice fue
portadora también de la variante c.886G>T en BRIP1. Se traté de una paciente
diagnosticada de un cancer de mama bilateral a los 18. El estudio histoldgico
determind que se trataba de un carcinoma ductal infiltrante. Los resultados del
estudio inmunohistoquimico para niveles de expresion resultdé negativo para
receptores hormonales y positivo para HER2. Tras tres ciclos de quimioterapia
con docetaxel, pertuzumab y trastuzumab, respondié totalmente al tratamiento,
llegando a completar 22 ciclos, pero rechazd recibir mas tratamiento. En
consecuencia, continud acudiendo al hospital para revisiones. El resultado del
PET/TAC fue normal en dos ocasiones seguidas separadas de cinco meses. Dos
meses mas tarde, la paciente fue diagnosticada de un glioblastoma multiforme a
los 21 afios, con un estudio inmunohistoquimico con presencia de mutaciones
p53 null, lo que era compatible con una mutacién en TP53. Se traté con
temozolamida y radioterapia pero finalmente la paciente fallecié a los pocos

meses del diagnaostico.

Ninguna de las variantes halladas habia sido descrita previamente en la
bibliografia hasta el momento [131]. Al estudiar a la madre del caso indice, sélo
fue portadora de la variante en BRIP1. No fue posible localizar al padre para
estudiarlo, pero en el momento del estudio no sufria ninguna patologia asociada
al sindrome de Li Fraumeni. Dado esto y la alta frecuencia de variantes
germinales de novo en TP53 (de hasta un 20% con un minimo del 7%),
consideramos la posibilidad de que se tratara de una variante de novo [72]. Sin
embargo, esto no se pudo asegurar porque fue imposible estudiar a mas

miembros de la familia.
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Las mutaciones germinales en TP53 originan el sindrome de Li Fraumeni,
una enfermedad autosomica dominante que aumenta el riego de tumores en
varias localizaciones: sarcoma de tejidos blandos, osteosarcoma, CM, tumor
cerebral, cancer de la glandula adrenal y leucemia, entre otros [71]. Con respecto
al CM, el riesgo en mujeres portadoras en TP53 es del 56% a los 45 afios y del
90% a los 60 [73, 74]. Ademas, los portadores de mutaciones en este gen se
asocian con el subtipo inmunohistoquimico HER2-positivo, mientras que las
variantes patogénicas en BRIP1 se relacionan mas con un incremento de riesgo
de CO [26]. Por lo tanto, tanto la localizacion de los tumores como el subtipo
inmunohistoquimico, asi como la edad temprana de diagndstico estaban mas
asociadas al sindrome de Li Fraumeni que con el SCMOH, asi que se concluyo
que esta variante patogénica en TP53 fue la responsable de los tumores del caso
indice. De hecho, la paciente cumplia criterios de Chompret (CM antes de los 31
afos) para realizar el estudio genético de TP53 [225]. Sin embargo, gracias a
que se realiz6 un panel de genes se obtuvo una informacion genética mas
completa, detectandose una variante en BRIP1. Este hallazgo no fue de utilidad
en el caso indice pero si en su madre, la cual también se pudo beneficiar del

asesoramiento genético.
4.5 Variante patogénica hallada en XRCC2

En XRCC2 se hall6 una variante patogénica, lo que supuso una tasa
mutacional del 0,72%. Este resultado fue compatible con el obtenido
previamente en otro estudio realizado en poblacién espafiola (<1%) [80].

La variante ¢.677dup se hallé en una familia cuyo caso indice fue una
mujer diagnosticada de un CO con histopatologia desconocida a los 39 afios y
de un carcinoma ductal infiltrante a los 60. EI CM fue positivo para receptores
hormonales y negativo para HER2. A su vez, por rama materna la paciente tenia
una historia familiar de cancer llamativa, con tres casos de cancer de mama:
madre, tia y abuela a los 80,40 y 70 afios respectivamente. Ademas, por via
paterna varios tios habian fallecido de cancer de pulmoén o laringe.

XRCC2 es una proteina paraloga de RAD51, una de las proteinas clave
de la recombinacion homologa. Su actividad depende de la familia de paralogos,
entre los que se encuentra RAD51C, RAD51D y XRCC2, entre otros. De hecho,
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a nivel celular se ha observado que las células deficientes en XRCC2 presentan
una gran inestabilidad genética debido a un déficit en la recombinacion
homologa. Ademas, XRCC2 es importante en la prevencion de la segregacion
incorrecta de los cromosomas, lo que podria ocasionar aneuplodias [226]. Por
otro lado, se ha descrito la presencia de variantes deletéreas en homocigosis en
pacientes con una afectacion similar a la anemia de Fanconi [227]. Por lo tanto,
dado que muchos de los genes relacionados con la anemia de Fanconi se
consideran genes de predisposicion al SCMOH, XRCC2 se trata de un gen
candidato para predisposicion a cancer [80]. Sin embargo, aunque se han
encontrado portadores monoalélicos de variantes patogénicas en XRCC2,
diversos estudios han sido incapaces de confirmar la asociacion entre
mutaciones en este gen y un incremento en el riesgo de CM [164, 228, 229]. Por
lo tanto, aunque esta variante no habia sido descrita previamente en la
bibliografia ni en bases de datos y de que se clasific6 como patogénica segun
los criterios de la ACMG, la accionabilidad clinica es dudosa ya que, en lo
referente a los portadores de mutaciones en el gen XRCC2, no hay evidencia
cientifica suficiente que justifique llevar a cabo acciones clinicas preventivas o
terapéuticas, recomendandose que para el manejo se tengan en cuenta tanto la
historia familiar como otros factores clinicos [224]. En este caso, el Cl no tiene
familiares afectados vivos a los que estudiar para observar si hay cosegregacion
con la enfermedad y hasta el momento no se ha ampliado el estudio genético a
otros familiares. Por lo tanto, se necesitan mas estudios que permitan determinar

la implicacion de este gen en el SCMOH.
4.6 Variantes halladas en heterocigosis en MUTYH

Se hallaron dos variantes patogénicas en cinco pacientes. Ambas se
hallaron en heterocigosis, lo que supuso una tasa mutacional del 3,62%, muy
similar a la obtenida en el estudio realizado por Bonache. (3,64%). Sin embargo,
este valor es superor a la tasa mutacional esperada en controles sanos, en torno
a al 1,5-2% [230].

Mutaciones bialélicas en MUTYH son causantes de la poliposis atenuada,
un sindrome asociado a un incremento de riesgo de padecer adenomas y cancer
colorrectal entre 18-100 veces superior a la poblacion general. Las dos variantes

halladas en este estudio son las variantes patogénicas mas comunes, ya que
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entre las dos suponen un 50-82% de las mutaciones en MUTYH identificadas en
poblacion europea con poliposis adenomatosa asociada a este gen [231].
Ademas, hay estudios que han vinculado mutaciones monoalélicas en MUTYH
con incremento de riesgo de determinados tipos de cancer, como el colorrectal
[232]. Sin embargo, en lo que se refiere al incremento de riesgo de CM, la
implicacién de las mutaciones monoalélicas en MUTYH es controvertido, ya que
algunos estudios determinaron una asociacion modesta [231, 233, 234] y otros
no encontraron evidencias de un incremento en el riesgo [235, 236]. Por lo tanto,
las guias de la NCCN recomiendan que para el manejo de los portadores
monoalélicos se tenga en cuenta la historia familiar de cancer asi como otros
datos clinicos, ya que no hay evidencia suficiente que justifique la realizacién de
acciones clinicas terapéuticas o preventivas especificas. En el Comité de
Consejo Genético se decidio informar estas variantes en heterocigosis, dada la
frecuencia mutacional en la poblacién, so6lo con interés reproductivo. Por lo tanto,

dado el caso, se ampli6 el estudio en MUTYH a las parejas de los CI.

5. ESTUDIO DE CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

Debido al limitado tamafio muestral, s6lo se encontraron 14 portadores
diagnosticados de cancer en el momento del estudio, por lo que el niumero de
casos fue insuficiente para realizar un estudio de correlacion genotipo-fenotipo
concluyente. En la Figura 58 se representa el fenotipo hallado en los portadores
de variantes patogénicas en cada gen, ya explicados en el apartado anterior. Los
portadores en ATM fueron los que presentaron una mayor heterogeneidad en
cuanto a fenotipo, mientras que los resultados obtenidos en BRIP1y TP53 fueron
los que estuvieron mas acorde con la bibliografia disponible [21, 26, 217, 225].
Seria necesario aumentar el tamafio muestral, asi como ampliar el analisis
genético al mayor numero posible de familiares para realizar una correlacion
genotipo-fenotipo mas decisiva, asi como para dilucidar la implicacion clinica de
las variantes ¢.470T>C en CHEK2 y c.677dup en XRCC2.
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Fenotipo de los portadores de variantes patogénicas
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Figura 58. Fenotipo de los portadores de variantes patogénicas, distribuidas por genes. CM:
cancer de mama, CO: cancer de ovario, LNH: linfoma no Hodgkin, CMV: cancer de mama en el

varon, CMb: cancer de mama bilateral

La principal limitacién fue que no todos los familiares con cancer pudieron
ser estudiados, dado que algunos de ellos fallecieron y otros no pudieron ser
reclutados. Podriamos sospechar que estos individuos eran portadores siempre
y cuando pertenecieran a la linea familiar en la que se encuentra la variante, pero
no fue posible demostrarlo. Ademas, hubo familias en las que el origen de la
mutacion fue desconocido porque los padres no fueron estudiados. En estos
casos seria interesante encontrar otro familiar al que realizar el test genético para

encontrar el origen.

6. VARIANTES CON SIGNIFICADO CLINICO DESCONOCIDO

En una cohorte de 138 Cl, se encontraron 79 VUS en un total de 26 genes
estudiados. De ellas, 10 fueron de nueva descripcion. Al igual que ocurrié con
las variantes patogénicas, el gen donde se encontré un mayor niamero de VUS
fue ATM. Esto puede explicarse, entre otros factores, por el gran tamafo del gen

y de la proteina resultante.
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Segun las recomendaciones de expertos y la declaracién europea de
consenso publicadas recientemente, se recomienda informar las VUS halladas
en BRCAL/2, asi como en otros genes, aunque se puntualizé6 que las VUS
halladas en genes de alto riesgo tendrian una mayor importancia clinica que las
halladas en genes de bajo riesgo. Sin embargo, esta informacion no debe usarse
en latoma de decisiones clinicas o para analisis predictivo. En el caso del Comité
de Consejo Genético, se decidio de forma consensuada no informar estas VUS,

para no incrementar la incertidumbre a los clinicos y pacientes [237].

Se encontraron 79 variantes de significado clinico desconocido en un total
de 26 genes estudiados. De ellas, 59 (75%) se encontraron en 17 genes
asociados a un riesgo incrementado para cancer de mama Yy ginecoldgico
distintos a BRCA1 y BRCAZ2. En el estudio realizado en poblacion espariola por
Bonache y colaboradores se categorizaron 383 VUS en 34 genes asociados a
riesgo de cancer, lo que su puso el 90% de las variantes halladas en dichos
genes. El aspecto principal que justifica la diferencia entre estos resultados es
que en el presente estudio sélo se incluyeron variables exonicas y las que se
encontraban en el borde intron-exon (12 pb), mientras que en el estudio previo
se incluyé mayor zona intrénica (x50 pb). Ademas, en el presente estudio se
estudiaron 26 genes, frente a los 34 del estudio previo. En otro estudio de
mutaciones en BRCA1/2 realizado por Gabaldé y colaboradores en poblacién de
la Regidn de Murcia se hallaron 25 VUS, lo que supuso el 13% de las variantes
halladas[36]. Esto muestra como al incrementar el nimero de genes estudiados

también se incrementa el nUmero de VUS detectadas.

Tras realizar una profunda revision bibliografica y los estudios in silico
indicados en la Tabla 17 fueron priorizadas 23, lo que supuso un 29% del total
de VUS halladas. En el estudio previo de Bonache y colaboradores se priorizaron
35 variantes, un 9% de las VUS. Esta diferencia sustancial se explicaria porque
en el estudio previo se seleccion6 un nimero de VUS mucho mayor que en éste.
Por otro lado, de las VUS halladas en el presente estudio, 13 se habian descrito
previamente en estudios realizados en poblacién espafiola [67, 80]. Esto supuso
s6lo un 16% del total de VUS, lo que indica una gran heterogeneidad de variantes
a lo largo de la poblacion espafola. Este bajo nivel de coincidencia también

puede deberse a que son pocos los datos relativos a estudios mediante paneles
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de genes en poblacién espafiola. Es posible que cuando se amplie el nimero de

individuos espafioles, aparezcan mas variantes coincidentes.

Un total de 72 CI fueron portadores de al menos una variante de
significado clinico desconocido, lo que supuso aproximadamente un 52% de la
poblacion estudiada. Si nos referimos a aquellas familias portadoras de una VUS
priorizada, el porcentaje se reduciria al 20% (27/138). En un estudio de
mutaciones en BRCA1/2 en poblacién de la Region de Murcia realizado por
Gabaldé y colaboradores se hallaron 25 VUS, lo que supuso tan sélo el 5,6% de
las familias estudiadas[36]. La mayor prevalencia hallada en el presente estudio
podria explicarse porque el nUmero de genes estudiados es mayor. Ademas,
existe una mayor experiencia en el estudio de los genes BRCA1 y BRCA2,
mientras que muchos de los genes incluidos en el presente estudio han
comenzado a estudiarse con el desarrollo de los paneles de genes, por lo que
hay menor informacién sobre las variantes en estos genes nuevos y, por tanto,

es mas probable encontrar VUS.

Si comparamos las VUS halladas en el presente estudio y en el de
Bonache y colaboradores, hay 12 variantes que se han encontrado en ambos
estudios. Estas variantes se muestran en la Tabla 20. De ellas, la clasificacion
clinica coincidié en el 75% de los casos (9/12). En los tres casos en los que hubo
discrepancias se encontr6 que en el estudio actual se clasificaron como
priorizadas, mientras que en el previo dos de ellas fueron VUS no priorizadas e

incluso una de ellas fue benigna.
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Clasificacion en el Clasificacion en el
Gen Variante : estudio de Bonachey
presente estudio
colaboradores
€.1229T>C VUS priorizada VUS no priorizada
ATM C.2289T>A VUS no priorizada VUS no priorizada
c.4388T>G VUS priorizada VUS priorizada
BLM c.4076+4T>G VUS no priorizada VUS no priorizada
BRIP1 €.2220G>T VUS no priorizada VUS no priorizada
CHEK2 | ¢.320-5T>A VUS priorizada VUS priorizada
€.1045C>G VUS priorizada VUS priorizada
MSH2
c.1787A>G VUS no priorizada VUS no priorizada
PALB2 €.2816T>G VUS priorizada Benigna
RAD50 €.2548C>T VUS no priorizada VUS priorizada
RAD51D €.26G>C VUS priorizada VUS no priorizada
TP53 C.869G>A VUS priorizada VUS priorizada

Tabla 20. Variantes con significado clinico incierto halladas tanto en el presente estudio como
en el realizado previamente en poblacion espafiola por Bonache y colaboradores. VUS: variante
con significado clinico desconocido. En negrita se marcan aquéllas en la que la clategorizacion
clinica fue discrepante.

La variante ¢.1229T>C se categorizé como VUS priorizada con una
puntuacion de 3 al emplear las herramientas in silico previamente descritas, la
minima establecida en los criterios. Por lo tanto, si se hubiesen utilizado unos
criterios mas estrictos, probablemente no se habria priorizado. En cuanto a la
variante ¢.2816T>G, es en la que hay una mayor discrepancia de categorizacion,
ya que en este estudio se clasificO como VUS priorizada, mientras que en el
estudio previo se habia categorizado como benigna basandose en la literatura

disponible. Un estudio realizado por Southey y colaboradores en una gran

176



Discusién

cohorte de casos controles establecié que no habia evidencia de una asociacién
entre esta variante y el riesgo de CM y CO. Este hallazgo fue similar al obtenido
en la revision realizada por Catucci y colaboradores, que establecieron una
ausencia de asociacion entre dicha variante y el incremento de riesgo de CM.
Sin embargo, en otro estudio previo realizado por Park y colaboradores se
observé que esta variante producia una alteracibn en la recombinacién
homéloga. Ademas, obtuvo una puntuacion de 6 al emplear las herramientas in
silico descritas, lo que nos hizo clasificarla como VUS priorizada. Finalmente, la
variante ¢.26G>C se categoriz6 como VUS priorizada al obtener una puntuacion
de 4 en las herramientas in silico utilizadas. La diferente clasificacion se debi6 a
la utilizacidn de distintos criterios de priorizacion y al empleo de distintos estudios
in silico.

De las VUS priorizadas, s6lo una se encontré en un Cl que ya portaba una
variante patogénica. Se traté de la variante c.677dup en XRCC2, la cual tuvo una
dudosa accionabilidad clinica. Por lo tanto, podria tratarse de un caso de sinergia
entre ambas variantes. Seria necesario realizar un estudio de cosegregacion de
ambas variantes para determinar cuél es la que con mas probabilidad esta
causando la clinica del Cl o si podrian ser ambas y, en consecuencia, decidir las

acciones preventivas y terapéuticas a tomar en la familia.

Segun las recomendaciones de expertos y la declaracion de consenso
europea antes mencionadas, el asesoramiento genético siempre deberia quedar
abierto a la posibilidad de que individuos ya analizados puedan ser contactados
en el caso de que aparezca nueva informacién que afecte a la clasificacion de
variante en particular [237]. Por lo tanto, seria interesante realizar un seguimiento
de los portadores de VUS hallados en este estudio, especialmente de aquellos

casos indice en los que se encontr6 una VUS priorizada.

177






V1. Conclusiones






Conclusiones

Conclusion 1

El estudio mediante un panel de genes (BRCA Hereditary MasterTM Plus
de Agilent®) en pacientes con criterios de SCMOH y con test previo BRCA1/2 no
informativo consigue mejorar el rendimiento diagndstico en un 8% en la

poblacién estudiada, resultado similar a lo descrito previamente en la bibliografia.
Conclusion 2

La aplicacion de criterios adicionales de seleccién a los propuestos por la
Sociedad Esparfiola de Oncologia Médica para el estudio genético mediante
panel de genes en poblacion no BRCA no contribuye de manera significativa a

aumentar el rendimiento diagnostico.
Conclusion 3

La caracterizacion molecular de los paneles de genes generdé un gran
namero de variantes missense que, en la mayoria de los casos se categorizaron
clinicamente como variantes de significado clinico desconocido, mientras que la
mayoria de las variantes clasificadas como patogénicas y probablemente
patogénicas fueron de tipo nonsense o frameshift. Este estudio ha aportado la
identificacion de 14 variantes (4 clinicamente relevantes y 10 VUS) previamente

no descritas.
Conclusion 4

La incidencia de mutaciones del gen ATM es del 4,35%, mas alta que en
otros estudios con poblacion europea o mundial. Es destacable la aportacién al
rendimiento diagnostico de la variante 8251 8254del en ATM, presente en dos

familias del estudio y que proviene de un ancestro comun de la Regién de Murcia.
Conclusion 5

En los estudios de correlacién genotipo-fenotipo en los portadores de
variantes patogénicas en los genes no BRCA destaca el cancer de mama
unilateral como el fenotipo mas frecuente, seguido del cancer de ovario. En
cuanto a las caracteristicas histopatologicas de los casos cancer de mama, todos

fueron positivos para receptores hormonales, excepto en la portadora de la
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variante patogénica en TP53. Este resultado es similar a los comunicados en

otros estudios.
Conclusion 6

El 52% de la poblacion estudiada es portadora de alguna variante de
significado clinico desconocido, mientras que el 20% es portadora de alguna
VUS priorizada. Por tanto, es recomendable el uso de algoritmos de priorizacion
de VUS para reducir el nimero inicial de éstas en los estudios con paneles de

genes.
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Anexo A

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA REALIZACION
DE PRUEBAS GENETICAS EN CANCER HEREDITARIO.

UNIDAD DE ASESORAMIENTO GENETICO EN CANCER HEREDITARIO.
SERVICIO DE ONCOLOGIA MEDICA.

Introduccion

Este formulario describe los beneficios, riesgos y limitaciones de las pruebas genéticas de
susceptibilidad heredada al cancer. Esta es una prueba voluntaria y usted debe obtener

asesoramiento genético antes de firmar este formulario.
éPara qué se hace?

Esta prueba analiza un gen o genes especificos para detectar cambios genéticos denominados
mutaciones. El gen o los genes analizados se asocian a un sindrome especifico de cdncer
hereditario. Esta prueba ayudara a determinar si una persona tiene un riesgo significativamente
mayor de desarrollar ciertos tumores debidos a una mutacion (o mutaciones) del gen de
predisposicién al cancer. Las pruebas genéticas permiten calcular el riesgo de cancer hereditario
de manera mas precisa que el que se logra considerando sélo los antecedentes personales y

familiares de la persona.
éQué le vamos a hacer?

Para este estudio se le extraera sangre para llenar un tubo de ensayo que se analizard en un
laboratorio de este centro. En algunas ocasiones es posible que sea necesario que esta muestra

sea enviada a otro laboratorio de referencia para completar el estudio.
¢Qué beneficios se esperan obtener de este procedimiento?

Los resultados de esta prueba podrian ayudarle a usted y a su médico a tomar decisione s
informadas sobre su atencién médica, tales como pruebas de deteccidn, cirugias para reducir el

riesgo y estrategias de tratamiento con farmacos con finalidad preventiva.

La identificacion de una mutacidn (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 proporcionara la informacién de como se hereda este
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tumor y de 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 mutacidon que se sabe que existe en su familia, no
puede transmitir esta mutacién a sus hijos y por lo general, se considera que usted tiene el

mismo riesgo de cancer que la poblacidn general.
é¢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 extraccidon 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 serdn comunicados exclusivamente a usted y serdn
custodiados por el Hospital para evitar cuestiones relativas a una posible discriminacién por

parte de sistemas de seguro médico.

Hasta hace poco, los estudios genéticos consistian bdsicamente en determinar de forma
sucesiva, uno a uno, la secuencia de ADN de uno o de varios genes causantes de una enfermedad
o de un trastorno genético. La secuenciacidon masiva, como su propio nombre indica, permite

determinar de forma simultdnea la secuencia de ADN de un nimero variable de genes.
éQué genes se estudian?

En la mayoria de los casos el estudio se limita inicialmente al andlisis de un grupo o panel de

genes relacionados con la enfermedad o el trastorno genético que ha motivado el estudio.

Las variantes génicas (patogénicas o probablemente patogénicas) relacionadas con una mayor
predisposicion a padecer la enfermedad, encontradas en el estudio, se comprobardn
nuevamente utilizando la misma muestra de sangre periférica mediante el método de

confirmacién Sanger.

En cualquier caso, y a pesar de la exhaustividad de estos estudios, es posible que no se logre
encontrar la causa de la enfermedad o del trastorno genético, ya que la sensibilidad de estas

pruebas no es del 100%.
¢Qué limitaciones tiene esta técnica?

Los estudios de secuenciacidon masiva generan una gran cantidad de datos y es preciso distinguir
los que puedan ser relevantes de los que puedan no serlo. Existen ademas ciertas limitaciones

técnicas que conviene conocer para interpretar los resultados con precisién:
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e Existen ciertas regiones en los genes que pueden resultar dificiles de analizar. Si esto sucediera

en el andlisis, se indicaria en el informe.

¢ Si el estudio se limita al andlisis de un grupo o panel de genes, Unicamente se podran detectar
mutaciones en estos genes. Por tanto, mutaciones de interés en otros genes no incluidos en el
panel no van a ser detectadas. El informe incluird la lista exacta de genes analizados, asi como

el disefio de panel especifico empleado para el estudio.
éCuales son los posibles resultados de un estudio de secuenciacion masiva?
Nos podemos encontrar ante cuatro situaciones posibles:

1) Que se detecte una o mds alteraciones considerada/s como causante/s de la enfermedad o
del trastorno genético que indico el estudio, lo que confirmaria o aclararia el diagndstico. En esta

situacién, se comentara con el paciente el alcance y las implicaciones del resultado.

2) Que se detecte una o mds alteraciones de significado incierto. En este caso puede ser
necesario solicitar exploraciones complementarias o estudiar a otros miembros de la familia con
el fin de intentar confirmar si los hallazgos se relacionan o no con la enfermedad o el trastorno

genético que motivo el estudio.
3) Que no se detecten alteraciones que puedan explicar la enfermedad o el trastorno genético.

4) Que, en el caso de que se analicen todos los genes (secuenciacion del exoma), se detecten
hallazgos incidentales o fortuitos. Estos se definen como alteraciones detectadas de forma
casual, no relacionadas con la enfermedad o el trastorno genético que indicé el estudio, pero

gue pueden tener implicaciones relevantes para la salud del paciente y/o de sus familiares.

¢Qué hallazgos se informan al paciente y cudles no?
Se informan:

¢ Hallazgos causantes o relacionados con la enfermedad o el trastorno genético que indicé el

estudio.

¢ Si el paciente o el tutor legal lo solicita y lo autoriza, hallazgos incidentales o fortuitos no
relacionados con la enfermedad o el trastorno genético que indico el estudio pero que pudieran

tener consecuencias importantes para la salud del paciente o de sus familiares.

No se informan:
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 Hallazgos de significado incierto sin relacidn causal aparente con el motivo del estudio.

El conocimiento sobre la funcidn de los genes y su papel en determinadas enfermedades y
trastornos genéticos avanza de forma rapida y progresiva. Una alteracién genética identificada
y considerada de significado incierto en la actualidad, debera ser revisada mas adelante. Por
ello, en estos casos, se recomienda que, pasado un tiempo (uno o dos afios), se acuda de nuevo
a consulta para revisar la situacidn y comprobar si se dispone de nueva informacion que pudiera

modificar la interpretacidn inicial del hallazgo.
éQué alternativas hay?

La no realizacién 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.
éNOS AUTORIZA?

Por este documento solicitamos de forma general la autorizacion para realizar el procedimiento
y/o prueba mencionados, y para usar imagenes e informacidn de la Historia Clinica con fines
docentes o cientificos, ya que esta siendo atendido en un Hospital Universitario. El anonimato

sera respetado.

Toda la informacidn relacionada con el estudio es estrictamente confidencial y serd tratada en
conformidad con la Ley Organica de Proteccidén de Datos 15/1999 y los derechos conlleva de

acceso, cancelacidn, rectificacion y oposicion.

En caso de obtener su autorizacion, los resultados de los estudios de secuenciacidon masiva seran
conservados y custodiados en el Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca y podran ser
compartidos, de forma andnima sin identificadores personales, con otros grupos de

investigacion con el fin de aumentar el conocimiento sobre las enfermedades genéticas.
DECLARACIONES Y FIRMAS
Declaro mi conformidad con los puntos siguientes:

Con respecto al alcance de la prueba y a la informacion de los hallazgos:

Deseo que el ADN extraido de mi / la persona bajo mi tutela legal sea analizado mediante
técnicas de secuenciacidn masiva de un panel de genes para valorar susceptibilidad heredada al

cancer.
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Entiendo que en cualquiera de las dos opciones es posible encontrar hallazgos de significado
incierto y que existe ademas la posibilidad de encontrar hallazgos incidentales no relacionados

con la enfermedad o el trastorno genético que ha indicado el estudio.

Deseo / No deseo ser informado de los hallazgos incidentales que se puedan detectar y que

pudieran tener consecuencias importantes para mi salud o la de mis familiares.

Con relacién a la posible utilizacion de la muestra de ADN:

Deseo / No deseo que la muestra de ADN se destruya una vez realizado el estudio

Deseo / No deseo que el excedente de la muestra de ADN quede conservada y custodiada en el

H. Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia (HUVA).

Autorizo / No autorizo a que la muestra de ADN conservada en el HUVA pueda ser compartida
de forma andnima con otros grupos que investiguen sobre la misma enfermedad o trastorno

genético

Autorizo/ No autorizo a que parte de la muestra de ADN conservada en el HUVA sea utilizada de

forma andnima en el proceso de desarrollo y homologacién de estas pruebas genéticas.

Entiendo que el conocimiento médico avanza con el paso del tiempo y que seria conveniente
acudir de nuevo a consulta mds adelante para revisar la situacién y comprobar si se dispone de

nueva informacidn que pudiera modificar la interpretacion inicial de los resultados.

1. Firma del/la paciente:
(D4 0 1R PP COND.N.L ceveiiiieeeeeeenn, .

He sido informado/a suficientemente de la intervencion que se me va a realizar, y me han
explicado los riesgos, complicaciones y alternativas posibles; lo he comprendido y he tenido el
tiempo suficiente para valorar mi decisién. Por tanto, estoy satisfecho/a con la informacion
recibida. Por ello, doy mi consentimiento para que se realice dicha prueba por el médico
responsable y a ser informado/a de los resultados segln lo arriba dispuesto. Mi aceptacion es
voluntaria y puedo retirar este consentimiento cuando lo crea oportuno, solicitdindolo por

escrito, sin que esta decisidon repercuta en mis cuidados posteriores.

Firma del paciente Fecha: .......... [, Y 2
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2. Firma de familiar o tutores

El paciente D./DRa. ...cccveecieeieeieeesieestte e e e e ee et reeaee s no tiene capacidad para decidir

en este momento.

D /D2, ettt e —————————tee et e e r e r—————————aeesaaan CONDNL e, y
(<YYot 1o F=To e /OSSR he sido
informado/a suficientemente de la intervencion que se le va a realizar. Por ello, doy
expresamente mi consentimiento. Mi aceptacidn es voluntaria y puedo retirar este

consentimiento cuando lo crea oportuno.
Firma del tutor o familiar Fecha: ........... R YA
3. Relativo al médico que solicita:

(D4 0 - TR he informado al paciente y/o al
tutor o familiar del objeto y naturaleza del procedimiento que se le va a realizar explicandole los

riesgos, complicaciones y alternativas posibles.

Firma del médico Fecha: .......... Y Y S

4. Relativo a la no aceptacion (REVOCACION) del Consentimiento Informado:
(D4 5 LT TR CON DNl

He sido informado de que puedo revocar este documento previamente a la realizacién de la
intervencién, por lo que manifiesto que NO doy mi Consentimiento para someterme a la
realizacion de la misma, dejando sin efecto mi Consentimiento anterior. Deseo hacer las

SigUIeNtes 0DSEIVACIONES .......ccccuviieiiciiie ettt et

Firma del paciente Fecha: ......... Y Y S
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