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Introduccion

1 INCIDENCIA Y FACTORES DE RIESGO DEL CANCER DE
MAMA

1.1 Incidencia

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

informacion sobre incidencia basada en registros poblacionales de cancer [5].

La implementacion de programas de deteccién precoz, junto con los avances
diagnosticos y terapéuticos, se han traducido en un incremento de la supervivencia, que
se sitia, segun datos recientes de European Cancer Registry-4 (EUROCARE-4) por
encima del 80% a los cinco afios del diagndstico en Espaiia [6]. Por ello, la mortalidad
ha perdido validez a la hora de estudiar la frecuencia de aparicion de estos tumores,
aunque sigue siendo el uUnico indicador disponible para estudiar la variabilidad
geografica dentro y fuera de nuestro pais. A nivel internacional, las grandes diferencias
observadas hace medio siglo en la mortalidad por este tumor tienden a desaparecer,

proporcionando un patrén mucho mas homogéneo.

1.2 Factores de riesgo
La etiologia del cancer de mama es desconocida, y s6lo un 30% de los tumores de

mama pueden ser atribuidos a factores de riesgo conocidos.

La investigacion sobre las causas del cancer de mama ha progresado hasta el
punto de que se puede describir con relativa certeza el perfil de las mujeres con alto
riesgo de la enfermedad. También se estd ganando comprension de la biologia

subyacente, incluyendo las influencias hormonales y los cambios moleculares que
3
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contribuyen a su desarrollo. Estas diversas lineas de investigacion cientifica estan
convergiendo, y sugieren que el cdncer de mama se produce como consecuencia de
combinaciones de factores y eventos, tales como la herencia de la susceptibilidad
genética, la exposicion a agentes carcindgenos, los niveles de algunas hormonas
endogenas, el propio sistema inmunoldgico y cambios en la estructura molecular del
acido desoxirrubonucleico (ADN) en las células de la mama que pueden ocurrir
fortuitamente. La mayoria de los factores de riesgo de cancer de mama reconocidos se
refieren a uno o mas de estos factores y a situaciones individuales. Se sabe que los
factores ambientales y de estilo de vida deben contribuir al riesgo de cancer de mama.
Sin embargo, la mayoria de las exposiciones, eventos ambientales y estilo de vida
asociados con el riesgo de cancer de mama no se establecen necesariamente como
causas de la enfermedad, sino que sirven como marcadores estratificados del riesgo. Los

factores de riesgo para padecer cancer de mama se exponen a continuacion [7]:

1.2.1 Sexo

El cancer de mama afecta a hombres y mujeres, sin embargo, la incidencia es
mucho mads alta en las mujeres. En general, las mujeres tienen un riesgo 100 veces
mayor de cancer de mama que los hombres [8]. El sexo femenino, por tanto, puede ser
considerado un factor de riesgo importante para el cdncer de mama. Aunque existen
muchas diferencias potenciales entre los hombres y las mujeres, éste es uno de los
indicios mdas fuertes que indican que las hormonas femeninas juegan un papel

importante en el desarrollo de cancer de mama [7].

1.2.2 Edad

La edad es otro de los mayores factores de riesgo para el cdncer de mama. Aunque
el cancer de mama puede ocurrir en edades tempranas de la vida, en general, es una
enfermedad del envejecimiento. Para una mujer de 40 afios el riesgo es de 1 cada 69,
1/38 a los 50 afios, y de 1/27 a los 60 afios [9]. Alrededor del 75% de los casos de
cancer de mama se producen después de los 50 anos de edad; lo cual también sugiere,
que las hormonas ovdricas y otras hormonas femeninas estarian involucradas en el
cancer de mama. La edad se considera que es un sustituto probable de dafos

acumulados en el ADN a lo largo de la vida [7].
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1.2.3 Factores condicionantes de la mama

De las mujeres diagnosticadas con cdncer de mama invasivo, entre un 2-11%
desarrollara cancer contralateral (en la otra mama) a lo largo de su vida [10]. También
hay una serie de patologias mamarias preinvasivas que se asocian con un mayor riesgo
de cancer de mama. Estos incluyen el carcinoma lobular in situ [11], carcinoma ductal

in situ [12] y la hiperplasia ductal atipica [13].

Por otra parte, la densidad mamaria mamografica se perfila como un fuerte factor
de riesgo para el cancer de mama, tanto en mujeres premenopausicas como
posmenopausicas. Se estima que las mujeres con mayor grado de densidad de la mama
poseen, aproximadamente, unas 5 veces mas riesgo que las mujeres con poca o ninguna

densidad mamaria [14].

1.2.4 Factores hormonales

Las hormonas ovaricas y otras hormonas esteroideas estdn claramente
relacionadas con el riesgo de cancer de mama. Sin embargo, solo en la ultima década
los investigadores han empezado a ir mas alla en los estudios sobre las caracteristicas
reproductivas y menstruales acerca de las funciones desempenadas por las hormonas

endogenas y exdgenas [7].

1.2.4.1 Hormonas enddgenas

Los estudios sobre las mujeres premenopdusicas con las hormonas sexuales
endogenas y riesgo de cancer de mama son a menudo dificiles debido a que los niveles
circulantes de estas hormonas varian durante el ciclo menstrual. Pero en mujeres
posmenopausicas, si existen estudios que proporcionan una fuerte evidencia de que las
hormonas circulantes son verdaderamente un fuerte marcador de riesgo en mujeres
posmenopausicas y no simplemente una consecuencia de la produccion de la hormona
relacionada con el tumor [15]. Se han visto asociaciones entre niveles altos de
estrogenos y androgenos [15], asi como niveles elevados de factor de crecimiento

insulinico tipo 1 (IGF-1) [16].

1.2.4.2 Hormonas exogenas

En cuanto a las fuentes exdgenas de hormonas, mujeres con terapia hormonal
pueden tener un riesgo de cancer de mama mas alto que las no medicadas, sobre todo

para un uso prolongado y la combinacion de estrégeno y progesterona en la Terapia

5
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Hormonal Sustitutiva (THS) [17]. Los resultados de los anticonceptivos orales son mas
incongruentes y el aumento del riesgo, en su caso, es probable que sea pequefio y

disminuya gradualmente después de su abandono [18].

1.2.5 Historia reproductiva y menstrual

La historia reproductiva y caracteristicas del ciclo menstrual representan algunos
de los factores de riesgo mas fuertemente establecidos para el cancer de mama. Las
mujeres que habian tenido su primer ciclo menstrual a los 12 afios 0 mas tienen un
riesgo ligeramente menor de cancer de mama (10-25%) que las mujeres que tuvieron la

menarquia a una edad inferior [19].

Las mujeres posmenopausicas tienen entre un 15-50% de riesgo menor de cancer
de mama que las mujeres premenopdusicas a la misma edad y maternidad [17;20].
Ademas, en las mujeres posmenopdusicas el riesgo relativo aumenta con la edad de la
menopausia; ya que se ha demostrado que el riesgo de cancer de mama es mas bajo para
las mujeres que experimentan la menopausia a edades inferiores a 40 afios (~50% del
riesgo para mujeres premenopausicas), mientras que para las mujeres que experimentan
una menopausia tardia (por ejemplo > 55 afos) el riesgo de cancer de mama es similar
al de las mujeres premenopausicas a esa misma edad [17]. Mujeres que han tenido hijos
tienen un riesgo del 10-30 % menor de cancer de mama que las mujeres nuliparas [21].
Para las mujeres que tienen su primer hijo a edades mas avanzadas (por ejemplo,
después de 29 afios) el riesgo de cancer de mama es un 40 % mayor que para las
mujeres que tienen su primer hijo antes de los 25 afios, independientemente del nimero

de hijos y la duracion de la lactancia materna [22].

La lactancia materna se asocia con un menor riesgo de cdncer de mama. Ademas
del efecto protector de tener nifios, las mujeres que amamantan en total por lo menos
tres afios tienen aproximadamente una reduccion adicional del 10-20% en el riesgo en
comparacion con las mujeres que no amamantan [23]. No hay evidencia establecida de

una asociacion entre la interrupcion del embarazo y el riesgo de cancer de mama [24].

El efecto protector de la reproduccién se piensa que es debido a cambios
permanentes que se producen en las células epiteliales de mama durante el tercer
trimestre en preparacion para la lactancia. Estas células méas maduras (es decir,

diferenciadas) se cree que son menos vulnerables a los dafios en el ADN que pueden
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conducir al cancer, por lo que el riesgo de cancer de mama durante los afios después de

un embarazo a término se reduce [25].

1.2.6 Estilo de vida

El cancer de mama es mas frecuente en poblaciones occidentales y en
subpoblaciones de mayor nivel socioecondémico dentro de sus paises [26]. Esto sugiere,
que los factores de estilo de vida relacionados con la occidentalizacion y la riqueza se
asocian con un mayor riesgo de cancer de mama; y apoyan la idea de que el cancer de
mama se ve influenciada, al menos en parte, por la exposiciéon ambiental o por los

continuos cambios de estilo de vida a lo largo del tiempo.

Como ya hemos mencionado con la historia reproductiva y el uso de hormonas
exdgenas, otros comportamientos de estilo de vida se asocian con el riesgo de cancer de
mama, a menudo como consecuencia de la alteracion de los niveles de cualquiera de las

hormonas tisulares o circulantes.

1.2.6.1 Obesidad

Las mujeres obesas (indice de masa corporal, IMC > 31 kg/m2) parecen tener un
riesgo de cancer de mama antes de la menopausia casi un 50 % menor que las mujeres
delgadas (IMC < 21 kg/m2) [27]. También esta claro que las mujeres con sobrepeso y
obesidad (IMC> 25 kg/m2) tienen un riesgo de cancer de mama después de la
menopausia 20 a 40 % mayor que las mujeres delgadas (IMC < 21 kg/m2) [27]. No se
han explicado los mecanismos que subyacen a esta asociacion. Se ha sugerido que las
mujeres de mayor peso son mas propensas a experimentar niveles mas bajos de
estrogenos y progesterona; y, en consecuencia, una reduccion del riesgo de céncer de
mama, en parte debido a ciclos menstruales mas frecuentes en los que no se da la
ovulacion [28]. Recientemente, se ha visto que la obesidad premenopdusica provoca un
efecto protector en los tumores con receptores hormonales positivos y no en los tumores

de receptores estrogénicos y progestagenos negativos [29].

La actividad fisica regular parece disminuir el riesgo de cancer de mama después
de la menopausia, sobre todo a través del control de peso; aunque existen evidencias

limitadas que lo haga antes de la menopausia [28].
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1.2.6.2 Dieta

El papel de la dieta en el desarrollo de cancer de mama es probablemente menos
importante que en algunos otros tipos de cancer (por ejemplo, cabeza y cuello o

colorrectal).

El consumo de grasas animales (saturadas) como la de la carne roja, en particular,
se asocia con varios tipos de cancer. Considerando que el aumento de las tasas de cancer
de mama se observan en paises con mayores niveles de consumo de grasas, estudios
epidemioldgicos de consumo de grasa deberian encontrar relaciones claras o coherentes
con el riesgo de cancer de mama [30]. Sin embargo, todavia no hay evidencias con
respecto a una asociacion entre el consumo elevado de grasa de la carne roja y aumento
del riesgo de cancer de mama sigue siendo limitada y el efecto, si lo hay, es probable
que sea pequefio [31]. Una alternativa para explicar esta asociacion es que la grasa de la
dieta y el contenido energético de los alimentos estan fuertemente correlacionados, y es
posible que el consumo total de calorias que conduce a la obesidad podria ser el
verdadero problema [7]. Ademas, las diferencias en otros factores de riesgo de cancer
de mama entre los paises occidentales y los demas paises no se han tenido debidamente
en cuenta en los estudios internacionales de la dieta [7]. Algunos estudios europeos si
que apoyan la teoria de que el consumo de grasas monoinsaturadas como los del aceite
de oliva o los 4cidos grasos omega 3 del pescado, podrian reducir el riesgo de cancer de
mama, aunque sin resultados concluyentes [32]. Un menor nimero de estudios se han
centrado especificamente en la ingesta de grasa de origen animal [33], las
investigaciones a gran escala de 4cidos grasos especificos no han concluido
asociaciones positivas para el cancer de mama, y los analisis que grasa segun sea el

origen animal o vegetal han sido practicamente los mismos [34].

Aunque algunos estudios han encontrado que una dieta de alto indice glucémico
aumenta el riesgo de cancer de mama, la mayoria de los estudios de cohortes y
metaanalisis no han mostrado esta asociacion (o han mostrado una relacién sélo entre
ciertos grupos de mujeres) [35;36]. Existe un creciente interés en la relacion entre la
insulina y el riesgo de cancer de mama, algunos estudios han mostrado un aumento del
riesgo de céncer de mama entre las mujeres posmenopausicas con altos niveles de
insulina, incluyendo las mujeres que producen altos niveles de insulina o que tienen

altos niveles de insulina en sangre (hiperinsulinismo) [37-39] y las mujeres que tienen
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diabetes tipo 2 [40-43]. Entre las mujeres premenopausicas, los hallazgos sobre una
posible relacion entre los niveles de insulina y el riesgo de cancer de mama son menos

claros [44;45].

Es posible que el alto consumo de verduras o frutas se asocie con una pequeia
disminucion en el riesgo de cancer de mama, pero la evidencia es limitada [46]. Los
fitoestrogenos, son menos potentes que los estrogenos endogenos y hay todavia poca
evidencia que apoye un papel protector en el cancer de mama, al menos en la edad
adulta [32]. Una serie de vitaminas, incluyendo A y C, se sabe que funcionan como
antioxidantes, por lo que podrian proteger contra el dafio del ADN, aunque hay
resultados todavia poco claros en la disminucion del riesgo de cancer de mama [47].
Algunos estudios han encontrado que la vitamina D (a través de la dieta o dieta mas la
luz solar) reduce el riesgo de cancer de mama [48-52]. Otros estudios, incluyendo un
meta-andlisis de 11 estudios, no han encontrado ninguna relacion entre la vitamina D y
el riesgo de cancer de mama [53-60]. Se necesitan mas estudios para saber si la vitamina
D afecta el riesgo de cancer de mama. Para el resto de alimentos, existe una asociacion

todavia menos constante y estadisticamente no significativa en los nutrientes estudiados
[7].

Por el contrario, el consumo de bebidas alcohdlicas, ya sea cerveza, vino o licores,
se asocia con el riesgo de cancer de mama. Por cada bebida estandar adicional al dia (10

g de alcohol/dia), el riesgo de cancer de mama aumenta en torno al 7 % [61].

1.2.6.3 Tabaco

La relacion entre el tabaquismo y el riesgo de cancer de mama es complicada. Los
estudios epidemioldgicos han demostrado asociaciones positivas, inversas y nulas entre
fumar cigarrillos y el cancer de mama. Al menos tres estudios criticos que examinaron
la literatura publicada sobre el tabaquismo y el cdncer de mama concluyeron que el
tabaquismo podria estar asociado con un pequefio incremento en el riesgo de cancer de
mama, especialmente para fumadores de larga duracion [62-64]. Quizd, debido a las
posibles propiedades antiestrogenas del humo del tabaco [64], se compensen los efectos
cancerigenos del tabaco, resultando un efecto neto muy pequefio en el riesgo total de
cancer de mama [7]. Tampoco hay pruebas convincentes de que el tabaquismo pasivo se

asocie con este tipo de cancer [65].
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1.2.7 Factores ambientales

La investigacién sobre las relaciones entre las exposiciones ambientales y el
riesgo de cancer de mama resulta mas compleja que la investigacion sobre exposiciones
relacionadas como el estilo de vida individual; la dificultad principal es la evaluacion de

la exposicion.

1.2.7.1 Radiaciones

Hasta la fecha existen pruebas de que la exposicion a altas dosis de radiacion
ionizante aumenta el riesgo de cancer de mama [30;66], mientras que la exposicion a
bajas dosis de radiacion a partir de aparatos médicos es probable que tenga un efecto
pequetio, si lo hay [7]. El evitar los rayos X médicos innecesarios es una de las mejores
maneras de reducir la exposicion a la radiacion ionizante; no obstante, en muchos casos,
los beneficios superan los riesgos, como en el cribado mamografico para la deteccion
precoz del cancer de mama en mujeres con edades mayores de 50 afios y para las
mujeres con alto riesgo de cancer de mama, como una herramienta para el diagnostico
de diversas enfermedades o lesiones y como una manera efectiva para tratar algunos

tipos de cancer.

Un estudio de mujeres portadoras de mutaciones en los genes BRCAL y BRCAZ2 se
plantea la posibilidad de que algunos subgrupos de mujeres estén en mayor riesgo de
exposicion a radiaciones ionizantes debido al aumento de la susceptibilidad a causa de
las variantes heredadas en los genes implicados en la reparacion de ADN [67]. Se
necesita mas investigacion en esta area para confirmar y ampliar estos resultados a las

variantes en otros genes de funcidn similar.

1.2.7.2 Campos electromagnéticos

La literatura cientifica sobre la exposicion a campos electromagnéticos y el riesgo
de cancer de mama fue revisada por la International Agency for Research on Cancer
(IARC), en 2002 [68] y actualizada en 2006, en un articulo de revision que concluyo
que la evidencia disponible en la actualidad no sugiere un mayor riesgo de cancer de

mama relacionado con la exposicion a campos electromagnéticos [69].

1.2.7.3 Trabajo nocturno

Una serie de estudios epidemioldgicos demuestran la creciente evidencia de una

asociacion entre los altos niveles de melatonina y una disminucion del riesgo de cancer
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de mama [70]. De todos modos, existen todavia pocas evidencias para apoyar la
hipotesis que trabajadores en el turno de noche tengan mas riesgo de padecer cancer de

mama.

1.2.7.4 Productos quimicos

Se ha demostrado en estudios en animales que mas de 200 productos quimicos
danan el ADN, promueven el desarrollo de tumores y su crecimiento, o alteran el
desarrollo de la glandula mamaria [71]. Sin embargo, tan sélo se han encontrado
pequeiias evidencias y poco congruentes con tetraclorodibenzo p-dioxina en relacion
con el cancer de mama [72]. De hecho, un problema importante con este estudio y con
estudios ocupacionales en general es que cualquier forma de asociacidon con el cancer de

mama puede ser debido a otras exposiciones quimicas y ocupacionales.

1.2.8 Factores psicosociales

La evidencia de una relacién entre los factores psicosociales y el riesgo de
cancer de mama es muy débil. Los resultados con respecto a la represion emocional,
especialmente de la ira y la pérdida de un ser querido, demostraron que se asocia con el
riesgo de cancer de mama [73], aunque existe controversia entre los estudios [74;75]. La
mayoria de los estudios han investigado las asociaciones entre los eventos estresantes de
la vida y el riesgo de cancer de mama, pero solo unos pocos han examinado el estrés en
si y sus resultados eran no congruentes [76-78]. Por otro lado, pocos estudios se han
realizado con el suficiente rigor para descartar definitivamente un papel menos

importante de los factores estresantes psicosociales [7].

1.2.9 Historia familiar y genética

Las mujeres con una historia familiar de cancer de mama tienen de 1,5 a 3,9 veces
mas probabilidades de desarrollar cancer de mama que las mujeres sin antecedentes
familiares, en funcion del nimero y grado de parentesco de los miembros de la familia
afectados [79]. Aunque esta asociacion podria surgir a causa del entorno compartido y

estilo de vida, también puede ser debido a la susceptibilidad genética heredada.

11
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2 CANCER DE MAMA Y OVARIO HEREDITARIO (CMOH)

De todos los factores de riesgo reconocidos para el desarrollo del cancer de mama
(CM) el mas importante es el de la historia familiar. Se ha visto que aumenta el riesgo
en individuos con un mayor niumero de familiares afectados con CM y la disminucion

de la edad a la que fueron diagnosticados.

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

intervienen en la reparacion del ADN.

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

factores de riesgo [80;81].

Mientras que diversos estudios estiman que alrededor del 27% de CM es debido a
factores hereditarios [82], so6lo el 5-10 % de CM tienen un fuerte componente
hereditario, con sélo un 4-5% debido a genes de alta penetrancia y que se transmiten

con un patrén autosomico dominante [83-86].

2.1 Genes de susceptibilidad al cancer de mama

Los genes de predisposicion suelen ser supresores de tumores: transmiten
continuamente sefiales de caricter negativo sobre la proliferacion celular y su
inactivacion provoca, por defecto, divisiones descontroladas [87]. Heredar una copia
dafiada del gen aumenta la predisposicion al cancer, pero es necesaria otra mutacion

para inactivarlo completamente y que se inicie la transformacion neoplésica.

Se pueden clasificar este tipo de genes de acuerdo a su riesgo relativo a un tipo

particular de cancer [88] (fig. 1):

a) Genes de alta penetrancia: estan asociados con un riesgo relativo (RR) de
CM mayor que 5. Dentro de este grupo, solo alrededor del 25% de los

pacientes con cancer se pueden atribuir a mutaciones en la linea germinal en
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dos genes de alta susceptibilidad para CM: BRCAL [85] y BRCA2 [89]. Las
mutaciones en los genes BRCAL o BRCA2 confieren un riesgo acumulativo
promedio del 65 o 39% para CM, respectivamente y del 39 o 11% para el
cancer de ovario en edad de 70 afios, respectivamente [90]. Ademas,
destacariamos mutaciones en otros genes en los que el CM tiene una

prevalencia menor y que se estima que causan alrededor del 5% de los CM

familiares: TP53, PTEN, STK11 y CDH1 [91-95] (fig. 1).

b) Genes de moderada penetrancia: Confieren un RR de cancer entre 1,5 y 5.
Han sido descritos genes implicados en la anemia de Fanconi (AF) en
aproximadamente el 5% de los CM hereditarios, dada su segregacion
incompleta en familiares afectados y su odds ratio (OR) <3; tal es el caso de
BRIP1, PALB2, RAD51C y XRCC2 [96-99]. Ademas, presentan penetrancia
similar otros genes no involucrados en la AF, como ATM, CHEK2, NBS1,

RADS50, RAD51D y RAD51B [100-104] (fig. 1).

c) Genes de baja penetrancia: Se presentan con RR en torno al 1,5. Se han
identificado mayoritariamente mediante estudios pangendémicos de asociacion
(GWAS: genome-wide association scans) de cientos de miles de single
nucleotide polymorphism (SNP) en extensas series de miles de casos de CM y
controles. Recientemente se han identificado 41 genes de baja susceptibilidad
que, junto con los 26 genes previamente identificados, podrian explicar

alrededor del 14 % del riesgo de CM familiar [105] (fig. 1).

Sin embargo, hay todavia alrededor de un 51% de pacientes con CM familiar
que no muestran mutacion en cualquiera de estos genes, y se clasifican en la categoria
de no-BRCAL/2 o familias BRCAX. Estas familias pueden, o bien llevar una mutacion
en un gen del CM de moderada penetrancia sin haber sido identificado o podria
justificarse por un modelo verdaderamente poligénico, por lo que la susceptibilidad se

confiere por la accion articulada de varios loci de baja penetrancia [106-110].
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Genes de moderada penetrancia
ATM, BRIP1, CHEK2, NSB1, RAD50,
RAD51B, RAD51C, RAD51D, PALB2 y RCC2
Sindromes relacionados con genes 5% .
de alta penetrancia $
CDH1, PTEN, STK11y TP53
5% : :

Genes de baja penetrancia
67 genes identificados

hasta la fecha

Familias BRCAX
Otros genes de baja i
penetrancia por identificar Genes de alta penetrancia
51% Sescrssviniie BRCA1y BRCA2

25%

Figura 1. Proporcion de pacientes con cancer de mama familiar debido a las mutaciones germinales en
los genes del cancer de alta, moderada y baja penetrancia (modificado de Melchor y col. [111]).

2.2 Principales genes de susceptibilidad al CMOH: BRCA1y BRCA2

Como se ha comentado, se han identificado dos genes principales de
susceptibilidad y de alta penetrancia: el gen BRCAL, localizado en el brazo largo del
cromosoma 17 (17q21) y el gen BRCAZ2, localizado en el brazo largo del cromosoma

13 (13q12).

De tal manera, que estos genes serian los responsables de la mayoria de casos de
cancer de mama hereditario, a pesar de que aproximadamente solo el 25% de familias
con agregacion familiar y una aparente predisposicion son portadores de mutaciones en

BRCA1 0 en BRCA2 [111] (fig. 1).

La expresion de BRCA1 y BRCA2 en condiciones normales esta relacionada con
el crecimiento y diferenciaciéon de las células epiteliales mamarias, especialmente
durante la gestacion y la lactancia. Aunque estos genes se expresan de forma ubicua,

parece que su actividad repercute especialmente en las células de la mama [112;113].

Las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 no suelen aparecer en cancer
esporadico [83;114;115] y las tasas de mutacion varian en las poblaciones debido a los

diversos efectos fundadores [116].
14
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Estos genes actiian en la reparacion de ADN (en su forma germinal evitan la
transformacion neoplasica), y siguen un modelo de herencia autosomico dominante de
alta penetrancia. Los portadores de mutaciones en alguno de estos genes tienen un
riesgo alto de desarrollar cancer de mama y/u ovario a lo largo de su vida. Por tanto, la
deteccion de estas mutaciones permite la localizacion de individuos asintomaticos

portadores que tienen un riesgo alto de desarrollar un cancer en el transcurso de su vida.

3 ESTRUCTURA'Y FUNCIONES DE BRCA1 Y BRCA2

3.1 Estructura del geny de la proteina BRCAL

El analisis de ligamiento de familias con multiples casos de cancer de mama y
cancer de ovario (CO) permitio identificar en 1990 la primera region cromosdmica
(17921) candidata a contener un gen de alto riesgo en cancer de mama hereditario [84].
En 1994, mediante clonacion posicional se identificé el gen causal, denominado BRCA1

(BReast CAncer gene 1) [MIM *113705] [85].

BRCA1 es un gen que consta de 24 exones, de los cuales el primero no es
codificante y el exon 11 es el de mayores dimensiones. Genera diversos transcritos, y la
mayor atencion se ha centrado en la proteina de mayor tamafio de 1863 aminoacidos
(p220); pero la isoforma mas corta de 1399 aminoacidos (BRCAL-IRIS), podria tener

una actividad oncogénica inesperada [117].

3.1.1 Dominios funcionales de BRCA1 y sus proteinas de union

BRCAL alberga una region amino-terminal altamente conservada (dominio
RING), un dominio coiled-coil y dominios en tandem en la region carboxilo-terminal

(dominios BRCT) (fig. 2).

El dominio RING es un motivo en el que se encuentran numerosas ligasas de
ubiquitina (E3) y es reconocido como una importante estructura que media la
ubiquitinacion de proteinas. Las secuencias que abarcan el dominio RING median una
asociacion estable con BARD1 (BRCA1 associated RING domain protein 1) [118]. La
formacion heteromérica del dimero BRCA1/BARD1 ha estado implicada en el
mantenimiento de la estabilidad gendmica y en la supresion tumoral a través de su
participacion en la sefalizacion de los dafios del ADN, la reparacion del ADN y la
regulacion de la transcripcion [119]. Existen estudios que demuestran que la

ubiquitinacion de CtIP (proteina que interactia con CtBP), una proteina que esta
15
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involucrada en la reparacion de la DSB a través de su asociacion con el complejo MRN
(el cual se compone por MRE11, RADS0 y la proteina del sindrome de rotura Nijmegen
1, NBS1), podria ser una via de eleccion para la reparacion de la rotura de la doble hebra
(double strand DNA breaks, DSB), como lo es la supresion CtlP-dependiente que
promoveria la recombinacion homologa (RH) e inhibiria la unién de extremos no
homologos (NHEJ, non-homologous end joining) [120]. A pesar de ello, existen

estudios que muestran controversia en esta teoria, como veremos mas adelante.

El dominio coiled-coil de BRCA1, interactiia con el dominio N-terminal coiled-
coil del PALB2, fundamental en la conexion entre BRCAL1 y BRCA2. Este complejo esta

especificamente involucrado en la reparacion DSB mediante RH [121;122].

Y, finalmente, el dominio BRCT: un motivo que une proteinas fosforiladas y esta
presente en muchas proteinas que responden a dafios del ADN [123;124]. Se trata de
dominios de unidn fosfopeptidicos esenciales para elegir como diana los sitios de ADN
dafiado. Son dominios conservados en multiples proteinas que intervienen en la
respuesta al dafio en el ADN (DNA damage response, DDR) y son responsables de la
asociacion de BRCAL con proteinas serin-fosforiladas en motivos SXXF mediante ATM.
Entre las proteinas que interactian con BRCA1, encontramos abraxas, BRIP1 y CtIP
[125].

El hecho que estos dominios altamente conservados sean diana con frecuencia de
muchas mutaciones clinicamente importantes indican que son fundamentales para la
funciéon de BRCAL. Curiosamente, se han encontrado en otras partes de la region
codificante regiones de aminodcidos evolutivamente conservadas, lo que sugiere que

mucho queda por esclarecer acerca del gen BRCA1 [119].

Podriamos decir que BRCA1 es una composiciéon de numerosos supercomplejos,
donde cada uno de ellos juega un papel en la activacion de la repuesta al DDR, en el

control de la activacion del ciclo celular y/o en la reparacion de la DSB.
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Figura 2. Esquema de los dominios funcionales de BRCAL y sus proteinas de union.

3.1.2 Funciones de BRCA1

3.1.2.1 Actividad ubiquitina-ligasa

La ubiquitinacion es el proceso por el cual una proteina se modifica por union
covalente de cadenas de mono o poliubiquitina [126]. En la reaccion intervienen tres
enzimas: una activadora (E1), una conjugadora (E2), y una ubiquitina ligasa (E3). El
proceso requiere ATP y comienza con la formacion de un puente tiol-éster entre una
cisteina de la enzima activadora (E1) y la glicina C-terminal de la ubiquitina, de modo
que la ubiquitina se une a la E1; después, se transfiere la ubiquitina de la E1 a la enzima
conjugadora E2. Finalmente, una ubiquitina-ligasa E3 traspasa la ubiquitina de la E2 a
una lisina de la proteina diana. Parece que la E3 primero se autoubiquitina y luego pasa

la ubiquitina directamente al sustrato (fig. 3).

. ' \ 2
1 i @ 2
Energia .

(ATP)

Figura 3. Proceso enzimatico de la
ubiquitinacion (modificado de Reinstein y col.,
2006 [127]).
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La ubiquitinacion tradicionalmente se relaciona con marcaje de proteinas para su
degradacion por el proteasoma, pero recientemente se ha descrito la ubiquitinacidon

como forma de activar o reprimir distintos factores de transcripcion.

El dominio RING N-terminal de BRCAL interactia con otro dominio RING
conformacionalmente similar, BARD1, que contiene un dominio RING N-terminal y
dominios tandem C-terminales de BRCT [128], y asi constituir un heterodimero E3
ligasa [129-131]. Se requiere la interaccion de BARD1 para estabilizar la conformacion
apropiada del dominio RING del BRCAL para la actividad E3 [130]. El RING finger de
BRCAL interactia con E2 de UBCh5, mientras que el papel del dominio RING de
BARD1 todavia se desconoce [132] (fig. 4).

Se ha visto que existe autoubiquitinacion de BRCAL cuando se une a BARD1 y la
ubiquitinacion estabiliza BRCAL y aumenta su actividad E3, lo que sugiere un efecto
feed-back positivo para su actividad. La ubiquitinacion de BRCALl conforma una
variedad de procesos que dependen de los diferentes destinos segin los sustratos en los
que podria estar involucrada la reparacion de DSBs y la remodelacion de la cromatina

[132-136].

No obstante, recientemente, ha habido publicaciones que muestran controversia
acerca de la relacion entre la actividad ligasa E3 de BRCA1/BARD1 en la DSB [137] y
en la supresion tumoral [138]. Por lo que podemos concluir que no estd definida
satisfactoriamente la funcion de la ligasa E3, a pesar de que muchas mutaciones
patogénicas se encuentran en el dominio RING, lo cual sugiere que podria haber otra
funcion proteica asociada al dominio RING todavia no esclarecida y, quizd, mas

relacionada con la estabilidad del heterodimero BRCA1/BARD.

Figura 4. Estructura del heterodimero
conformado entre el dominio RING de
BRCAL (rosa) y el dominio RING de

BARDL1 (azul) (modificado de Clark y

col., 2012 [139]). Hélice

central
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3.1.2.2 Senalizador y reparador de roturas de ADN

El genoma eucariota se encuentra bajo un estrés continuado, y uno de sus
resultados es la generacion constante de dafio en el DNA [140]. Una de las lesiones del
ADN mas toxicas para una célula es la DSB. Esto es debido a que afecta a ambas hebras
de la doble hélice, por lo tanto no hay cadena complementaria intacta disponible como
molde para la reparacion [141]. Una sola DSB sin reparar puede dar lugar a la
inestabilidad genética y la tumorogénesis [142]. Las DSBs pueden surgir a partir de
fuentes endogenas, como la replicacion y las endonucleasas celulares, y también a partir
de fuentes exdgenas, como la radiacion ionizante (RI) y muchos regimenes de
quimioterapia [143]. En consecuencia, las células han desarrollado una serie de vias de
reparacion de las DSBs para tratar estas lesiones. Las dos principales vias de reparacion
son la recombinacion homologa (RH) y la unidon de extremos no homoélogos (NHEJ).
RH utiliza secuencias de ADN homologas como molde para la reparacion, mientras que
NHEJ liga los extremos del ADN expuestos a las DSBs sin el uso de una homologia
significativa. RH predomina en células en fase S, cuando una cromatida
complementaria estd disponible como molde para su reparacion, y es un proceso de alta
fidelidad [144]. NHEJ se piensa que es activo durante todo el ciclo celular, y es mas
propenso a errores en comparacion con RH. Se ha descrito otra via de reparacion de
DSB relacionada con BRCAL, el anillamiento de cadena sencilla (single-strand
annealing, SSA), que se hibrida a secuencias repetitivas adyacentes a la DSB, dando

como resultado una delecion entre las repeticiones [145] (fig. 5).

Figura 5. Vias de reparacion de
las DSBs del ADN. La RH se
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- BRCALlYy la recombinacién homdloga (RH)

BRCAL interviene directamente en la RH mediada por la reparacion de DSB.
BRCAL se une a la DSB a través de su asociacion al complejo Abraxas-RAP80,
facilitada por los sitios de union de ubiquitina que tiene la proteina RAP80 [147;148].
Abraxas se une directamente al dominio BRCT, mientras que RAP80 interactiia con
BRCAL indirectamente a través de abraxas [149]. RAP80 se une a la polihistona H2AX
ubiquitinada, cuyas modificaciones son importantes en la respuesta al dafno de ADN
[150], acumulando por ello BRCA1 al DNA dafiado [149] (fig. 6). Por lo tanto, podemos
afirmar que la localizacion de BRCALl mediada por abraxas tiene un papel en la

respuesta al dafio del ADN.

H2AX |

Fosforilacién por quinasas
de punto de control
(checkpoint)

l
o
s

AX

l
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Reclutamiento de la
ubiquitin-ligasa RNF8

H2AX |

Ubiquitinacion de histonas
y otras dianas

H2AX H2A H2A

Reclutamiento de
otros factores

\ H2A /

Figura 6. Esquema de la participacion de BRCAL en la sefializacion y la reparacion de los DSBs a
través del complejo Abraxas-RAP80 (modificado de Bergink y col., 2009) [151].
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Ademés, BRCAL también estd involucrado en el proceso de DSB a través de su
interaccion con CtIP y el complejo MRN, el cual tiene un importante papel en la
deteccion del dafio y en el proceso de senalizacion ATM [152-156]. Para facilitar esta
reparacion del ADN, los DSBs necesitan ser procesados para generar regiones de ADN
de una sola hebra (SSDNA), que permiten la asimilacion de la proteina de reparacion en
la recombinacién del ADN: la proteina RAD51. Se piensa que BRCAL podria actuar
como una estructura compacta para estabilizar la formacién del complejo MRN-CtIP, lo

cual es importante para la reseccion final de ADN [157-159] (fig.7).
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Figura 7. Mecanismo de reparacion de la DSB a través del complejo de MRN de BRCAL.

También se ha visto la implicacion de BRCAL en la ultima fase de la RH mediante
el reclutamiento de la proteina RADS51 hacia los loci de ADN dafiado mediante su
interaccion con PALB2 y BRCA2 [122;160]. Dicha interaccion es posible debido a la
fosforilacion del S988 de BRCA1 mediada por CHK2 [161].

La RH parece ser mas importante para corregir los errores por replicacion que los
dafios ex6genos del DNA en el DSB, en cuyo caso podrian ser utilizadas otras vias de
reparacion [161]. De manera similar, la supresion tumoral estaria intimamente
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relacionada con la correccion de errores de la replicacion en lugar de la reparacion del

DSB, todo ello explicaria la relacion entre la RH y la supresion tumoral.

- BRCALlYy las vias de reparacion NHEJ y SSA

BRCAL podria desempefiar otras funciones a partir de otras vias de reparacion de
ADN, incluyendo NHEJ y el SSA [162]. El papel de BRCAL es algo controvertido en
NHEJ, ya que se ha observado que lo podria facilitar [163], reprimir [164;165] o no

tener ningun efecto [166].

3.1.2.3 Regulador del ciclo celular
Ademés de un papel directo en la reparacion de DSB, BRCA1 posee otras

funciones que promueven la estabilidad gendmica y la supervivencia celular. Tras la
generacion de dafios en el ADN, las regulaciones del ciclo celular se activan deteniendo

las células y, de esta manera, les da tiempo para reparar el dafio antes de progresar.

Si no se resuelve el dafio, las células pueden permanecer detenidas hasta que se
activa una via apoptdtica. En ausencia de tales respuestas de control, no se podra dar el
tiempo suficiente para que el DSB esté totalmente reparado antes de la entrada en
mitosis y puede conducir a la inestabilidad del genoma, que se manifiesta mediante

procesos como la pérdida cromosdmica y/o su segregacion anémala (missegregation).

El complejo BRCA1-BARD1 esta implicado en la activacion de los puntos de
control de G1/S (a través de la fosforilacion de BRCA1 mediante ATM o ATR), la fase S
y G2/M [167;168] (fig.9). El macrocomplejo TOBP1 (BRCA1-BRIP1-DNA
topoisomerase 11-binding protein 1) y BACH1 parecen ser necesarios en el control de la
fase S y la replicacion de ADN [124;169-173] (fig.9). Mientras que el macrocomplejo
BRCALl-abraxas-RAP80 parece estar involucrado en el punto de control G2/M en

respuesta al dano de ADN inducido por radiaciones ionizantes [161] (fig.9).
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Complejo BRCA1-RAP80- Complejo BACH1-TOPBP1 Complejo MRN (BRCA1C)
Abraxas (BRCA1A) (BRCA1B)

Figura 8. Esquema de los complejos BRCA1-RAP80-Abraxas, BACH1-TOPBP1 y MRN; también llamados
complejos BRCA1A, BRCA1B y BRCAILC, respectivamente (modificado de Wang B., 2012 [174]).

Actividad ubiquitina-ligasa

Reseccion de ADN
Punto de control G2/M BARD1 Replicacion ADN
Progresion fase S
BARD1
CtIP BACH1
MRN TOPB1
(Mrel11/RAD50/
NBS1) \\\\\\ //////
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\\\\\ BACH1
Abraxas BRCA2

RAP80 PALB2
RAD51
Acumulaciéon BRCAL en los DSBs
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Figura 9. Esquema de los de los diversos complejos proteicos en los que se sabe que BRCAL es una
subunidad importante, junto con su funcion conocida. (modificado de O'Donovan y col., 2010 [175]).
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3.1.2.4 Regulador transcripcional

Ademas de su papel en la reparacion del ADN vy la regulacion del ciclo celular,
el gen BRCAl también actia como un regulador transcripcional. La actividad
transcripcional de la region C-terminal de BRCA1 fue identificada por primera vez
cuando se vio que se fusionaba con el dominio de union al ADN de GAL4 [176;177].
Poco después de este hallazgo, se vio que el dominio BRCT de BRCAL interactuaba con
la holoenzima RNA polimerasa II [178]. Se han encontrado otros reguladores de
transcripcion que pueden interactuar con BRCAL (Fig. 10). Estudios actuales han
establecido firmemente el papel de BRCAL como un regulador transcripcional, actuando
bien como activador o como repressor [179;180]. Ha sido un tema de debate que
BRCA1 se una al ADN directa o indirectamente, pero si que es bien aceptado que
interactua con el ADN no so6lo para reparar el ADN dafiado, sino también para regular la

transcripcion.

CtiP STAT1,3 ATF1
P53 TRAP220 p65/RelA

BRCA1

dominio RING Coiled-coil BRCT1 BRCT2

NLS1y2

|

HDACs |
Figura 10. Dominios funcionales de BRCAl y proteinas relacionadas con la regulacion
transcripcional (modificado de Chang y col. 2013 [192]).

Varios estudios se han centrado en el efecto global del BRCA1 en la expresion
génica, ya sea por su sobreexpresion o su knockdown [181-184]. Un estudio reciente
identifico las dianas directas de transcripcion de BRCA1 mediante la combinacion de los
datos de expresion de genes con sitios de union BRCAL detectados tras su analisis

ChIP-chip [185]. Sorprendentemente, solo 44 de los 1294 genes cuya expresion esta
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alterada por BRCAL parecen ser dianas directas transcripcionales de BRCAL, lo que
sugiere que la mayoria de las dianas de transcripcion pueden ser reguladas
indirectamente por BRCAL. Curiosamente, el grupo mdas comun regulado
transcripcionalmente de forma directa fueron los genes que codifican los factores de
transcripcion (27%). La desregulacion de estos factores de transcripcion es probable que
contribuya a los cambios en el perfil de expresion de un gran nimero de genes que estan

aparentemente regulados de manera indirecta por BRCAL.

De entre los reguladores de la transcripcion con los cuales interactia BRCAL,
quizd deberiamos destacar p53. BRCALl puede interactuar directamente con p53 y
estimular su actividad transcripcional. Curiosamente, en los estudios de los canceres
relacionados con BRCA1 humanos, la incidencia de mutaciones de p53 (mas del 80%)
es considerablemente mas alto que en los canceres de mama esporadicos (25%)
[186;187]. Se ha sugerido que debido a anomalias cromosomicas creadas por la
deficiencia de BRCA1, se provoca la activacion de p53 y la expresion de p21, dando
como resultado una supresion del ciclo celular o la senescencia. Por la misma razon,
parece que se requiere una mutacion de p53 para el desarrollo del cancer de mama
relacionado con BRCAL porque ademads, las aberraciones cromosomicas debido a la
deficiencia de BRCAL podrian activar la pS3, lo cual conduce a la detencion del ciclo
celular, apoptosis y/o senescencia de las células tumorales. En un estudio reciente, se
encontré que P53 media la exportacion nuclear de BRCA1 wildtype a través de su
interaccion con la proteina p53 y, posiblemente, mediante la interrupcion de la
interaccion BRCA1/BARD1 [188]. Se ha sugerido que este mecanismo podria aumentar
la sensibilidad celular hacia agentes que dafian el ADN como las radiaciones ionizantes
y que la pérdida de funcion de p53 podria poner en peligro la exportacion nuclear de
BRCAL1 en los canceres de mama esporadicos con BRCAL funcional, resultando una
mayor resistencia a los agentes que dafian el ADN. En consecuencia, podemos decir que
la interaccion funcional de BRCAL y p53 es bastante compleja y puede influir en la
patogénesis molecular del cancer de mama, el DDR de las células tumorales, y su
sensibilidad a los agentes que dafian el ADN incluyendo farmacos quimioterapéuticos y

las radiaciones ionizantes.

Ademas de la complejidad de la regulacion transcripcional de BRCAL, se ha

podido observar que BRCA1 interactia con algunos modificadores de la cromatina
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(Fig.10). Entre estos, las histonas deacetilasas HDAC1 y HDAC2 fueron los primeros en
ser identificados y se demostré que se unen al dominio C-terminal BRCT de BRCA1
[189]. Esta interaccion con las HDAC permitié relacionar la actividad transcripcional de
BRCAI1 mediante la alteracion de la estructura de la cromatina, la cual es mas accesible
para la maquinaria transcripcional. BRCAl también interactia con p300/CBP, una
histona acetiltransferasa [190]. Todo ello ha hecho asociar la participacion de BRCAL en
la regulacion epigenética, hipodtesis apoyada ademas por el estudio que muestra su
interaccion con la subunidad BRG1 del complejo SWI/SNF [191]. El complejo
SWI/SNF juega un papel en la modificacion de las histonas por hidrélisis de ATP y
puede activar o reprimir la transcripcion. Mas recientemente, se descubrio que BRCAL
puede unirse a otra subunidad de este complejo, BRD7. Esta interaccion parece ser
esencial para el reclutamiento de BRCAL hacia los promotores del receptor a de

estrogeno (ESR1).

3.1.2.5 Papel de BRCAL en los telomeros

Los telémeros son extremos de los cromosomas que contienen varias longitudes
de repeticiones de ADN hexaméricas (TTAGGG en células de mamiferos), son de

interés en el contexto de la reparacion del ADN por varias razones:

- si los extremos del cromosoma han sido reconocidos como DSBs, ello
podria conllevar a inestabilidad gendmica debido a la union de extremos y a

translocaciones;

- por el contrario, la telomerasa es reclutada para DSBs internos, donde

potencialmente podria generar un telomero, con consecuencias desastrosas,

el dafio del ADN puede provocar el acortamiento de los telémeros, y

este acortamiento de teldémeros puede conducir a inestabilidad cromosdmica

y desarrollo del cancer [193;194].

Por otra parte, las células tumorales que no expresan la telomerasa, el complejo
enzimatico que afiade TTAGGG a los telomeros, utiliza un alargamiento alternativo de
los telomeros (alternative lengthening of telomeres o ALT), un método de
mantenimiento de los telomeros que implica la recombinacion del ADN y utiliza
algunas de las mismas proteinas de reparacion del ADN involucradas en la reparacion

de DSB [195].
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Un grupo de proteinas que se unen al complejo proteico de los telémeros es el
complejo MRN, en el que estaria implicada la senalizacion ATM [196]. Ante esta
situacion, una cascada de sefializacion similar a la inducida por los DSBs se activa y

puede dar lugar a la detencién del ciclo celular, la senescencia o apoptosis.

Ademas del complejo MRN, varios estudios implican a BRCA1 como regulador
de la longitud de los telomeros y su estabilidad [197-201], ademas de otras proteinas

asociadas a DDR (Ku, DNA-PKcs y RAD51D) [202].

3.2 Estructura del gen y de la proteina BRCA2

En 1995 se identifico el BRCA2 (BReast CAncer gene 2) [MIM *600185], el
segundo gen de alta penetrancia implicado en cancer de mama hereditario [89;203]. El
BRCAZ se trata de un gen mas grande que BRCAL, esta localizado en el cromosoma 13q
y tiene 27 exones. Codifica una proteina de 3418 aminoacidos (frente a los 1863

aminoacido de BRCA1), aunque tiene menos motivos estructurales identificados.

Al contrario de las multiples funciones de BRCAL, la funcion principal de BRCA2
es la RH, la cual es en base a su capacidad para unirse a la recombinasa de invasion de

cadena (strand invasion recombinase) RAD51.

3.2.1 Dominios funcionales de BRCA2 y sus proteinas de unién

BRCA2 contiene ocho repeticiones BRCT, entre los residuos aminoacidicos 1009
y 2083. Cada uno de los cuales se puede unir a RADS1, y a un dominio de unién al
ADN (DNA domain) (fig.11). BRCA2 media el reclutamiento de la recombinasa RAD51
hacia los DSBs, y aunque RAD51 no sea por si solo esencial para la RH, también es

responsable de la funcion supresora de tumores de este proceso de reparacion [204].

El dominio de unién a ADN (DBD) se une al ADN monocatenario (ssDNA) y al
bicatenario (dsDNA). El DBD contiene cinco componentes (fig.11): un dominio de o
helicoidal de 190 aminoacidos, tres pliegues oligonucledtidos de union (OB) que son
una especie de moédulos que unen el ssDNA , y un dominio tower (TD) que sobresale a
partir de OB2 y se une al dsDNA [205]. El dominio helicoidal, OB1 y OB2 también se
asocian con la proteina DSS1 (deleted in split-hand/split-foot syndrome), que se ha
relacionado con la estabilizacion de la proteina BRCA2 [148;206-208].

27



Introduccion

Como ya hemos mencionado anteriormente, PALB2 interactia con BRCAZ y a
través del cual se localizarian los DSB junto con los BRCAL. El extremo N-terminal de

BRCA2 es ¢l que se uniria a PALB2 en los aminoacidos 21-39 [209] (fig.11).

Ademéds, el extremo C terminal de BRCA2 contiene una NLS y una quinasa
dependiente de ciclina (CDK), sitio de fosforilacion en S3291, que también se une a
RAD51 [210] (fig.11). Se desconoce si esta asociacion es importante para la supresion
de la carcinogenésis en mama y ovario. Esta region C terminal se trata de un dominio
denominado Exon 27 0 TR2, una regién de tan so6lo 35-70 aminoacidos codificados por
el ultimo ex6n (exon 27) [211;212] (fig.11). La unidad TR2 contiene un residuo de
serina (Ser3291), altamente conservado en mamiferos y pollos, y que seria el fosforilado

por una quinasa dependiente de ciclina.

Las mutaciones puntuales dentro de las repeticiones BRC que comprometen las
interacciones con RAD51 se encuentran en individuos con el sindrome de CMOH [213].
Las repeticiones BRC tienen pequefias diferencias en su secuencia y se unen a RAD51
con afinidad variable por imitacion de la estructura a los monémeros de RAD51 [214].
Ademas de facilitar el reclutamiento de RAD51 hacia el ssDNA, las repeticiones BRC
aceleran el desplazamiento de la proteina de replicacion A (RPA) desde ssDNA hacia el
RADS51 [89], bloquean la nucleacion RAD51 en el ADN de doble cadena y facilita la
formacion de filamentos de RAD51 en el ssDNA debido al mantenimiento de la forma

activa de ATP del RAD51, la cual va dirigida al ssDNA [215].

Un nuevo dominio ha sido recientemente identificado debido a su capacidad por
interaccionar con la proteina DMC1 [216]. Se le ha denominado motivo PhePP (fig.11),
debido a su importancia critica en los residuos de Phe2406, Pro2408 y Pro2409 en dicha
interaccion. Y, también seria importante destacar un dominio de unos 85 residuos
identificado en el extremo aminoterminal de la proteina BRCA2 (fig.11) y que podria
tener una actividad en la activacion de la transcripcion [217], pero no se tienen pruebas

convincentes a favor de esta actividad en la actualidad.

Gran parte de nuestro conocimiento de BRCA2 procede de estudios en porciones
de la proteina BRCA2 o investigaciones procedentes de ortdlogos de BRCA2, como
Brh2 en U. maydis y BRC- 2 en Caenorhabditis elegans [215;218-221]. La
comprension detallada de la funcion de BRCA2 en mamiferos se ha visto obstaculizada

por la imposibilidad de aislar la proteina en longitud completa, ya que se trata de 3.418
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aminoacidos en los seres humanos. De todos modos, recientemente, tres grupos
independientes han purificado y validado funcionalmente con éxito el BRCA2 humano
entero [222-224]. Estudios futuros utilizando la proteina BRCA2 en su longitud

completa ayudaran a mejorar nuestra comprension de la estructura y su funcion.
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Figura 11. Esquema de los dominios funcionales de BRCAZ2 y sus proteinas de union.

3.2.2 Funciones de BRCA2

3.2.2.1 Regulador de la citocinesis

La inactivacion de las proteinas BRCA no se limita {inicamente a provocar
aberraciones estructurales en los cromosomas, sino que también favorece la aneuploidia
[225;226]. De hecho, la aneuploidia es también una caracteristica comun en las células
cancerosas de los portadores de una mutacion BRCA. Estas observaciones plantean la
cuestion de si los genes BRCAL o BRCAZ2 tienen funciones cuya inactivacion podria
interferir con la segregacion de los cromosomas durante la mitosis, lo que lleva a la

generacion de células hijas con un nimero anormal de cromosomas.

Por otra parte, se ha visto que los tumores con mutaciones BRCA2 han sufrido
una sustancial amplificacion del centrosoma [227;228]. Una amplificacién del
centrosoma se conoce como el resultado de los efectos directos sobre el proceso de
duplicacion del centrosoma en fase temprana S, desacoplamiento de la replicacion del
ADN a partir de la duplicacion del centrosoma, y la division celular interrumpida

debido a un fallo de la citocinesis.
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3.2.2.2 Reparador de ADN

- BRCAZ2Yy la recombinacion homologa (RH)
Se ha visto que RAD51 cataliza el paso bioquimico definitivo de la RH: el

intercambio de las hebras [229;230], durante los cuales el ADN monocatenario
(ssDNA) invade el ADN duplex homoélogo, desplazando la hebra idéntica del duplex y
la formacion de un desplazamiento bucle (bucle D). RAD51, de manera similar a su
homologo bacteriano, RecA, es una ATPasa dependiente de ADN que formas filamentos

helicoidales de nucleoproteina con la ssDNA [231;232].

Determinaciones estructurales de una repeticion BRC, la BRC4, han identificado
dos moédulos distintos dentro de un péptido de 33 aminodcidos que contribuyen a la
unién con RAD51 [214;233] (fig.12). La region amino-ternimal de BRC4 adopta una
estructura en horquilla que imita el motivo de oligomerizacion de RAD51, ocupando
bolsillos hidréfobos que normalmente estarian ocupados por un mondémero de RADS51
adyacente en un filamento [214]. Este mimetismo proporciona una explicacion
estructural basada en coémo las repeticiones BRC interfieren con la RH cuando ésta se
sobreexpresa en células [220], aunque es de suponer que también promueva la funcion
de RADS51 en su contexto habitual. La region C-terminal BRC4 forma una a-hélice y
contribuye a la union con RADS1 mediante la ocupacion de un bolsillo hidrofébico
distinto [233]. Por tanto, podemos decir que la complejidad en la unién existe incluso

dentro de una sola repeticion BRC.

Los resultados con BRC4, el cual representa solo el 1% de BRCA2, plantean la
pregunta sobre el papel de la parte restante de la proteina. La estructura de una region de
~ 800 aminodcidos bien conservada desde el extremo C terminal mostré que BRCAZ2 es
un proteina de union a ssDNA (ssDNA binding) [205]. Esta region de BRCA2 se
compone de cuatro dominios globulares dispuestos de una manera lineal (OB) y un

quinto dominio, que tiene una region coiled-coil extendiéndose como una tower
(fig.12).
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Figura 12. Diagramas de las secuencias de la proteina RAD51 y BRCA2 y el procesado de una DSB
(modificado de Kowalczykowski y col., 2002 [234]).

- BRCA2Yy la ruta de la anemia de Fanconi (AF)

La AF es una enfermedad genética rara que se caracteriza por una alta incidencia
de cancer y trastornos en el desarrollo [235]. En contraste con la herencia monoalélica
de las mutaciones encontradas en adultos con tumores, la herencia bialélica de
mutaciones BRCA2 se limita a la AF del subtipo D1 [236], lo que representa menos de
un pequeilo porcentaje de todos los casos de AF y cuya incidencia global es de s6lo uno
por 350.000 nacidos vivos [237;238]. Las mutaciones BRCA2 que se encuentran en
pacientes con anemia de Fanconi D1, también se denominan alternativamente como
FANCD1 y suelen dar un sindrome con caracteristicas clinicas distintas a la AF clasica,
incluyendo un mayor riesgo de cancer de mama y de tumores malignos en la infancia

como el meduloblastoma y el tumor de Wilms [239].

En contraste con los sindromes de CMOH, las mutaciones de BRCAZ2 en pacientes
con AF-D1 afectan a ambos alelos en la linea germinal, con mutaciones diferentes en

cada alelo dando lugar a la llamada heterocigosidad [240]. Curiosamente, varias de las
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mutaciones BRCAZ detectadas en un principio como bialélicas en la AF también
ocurren de forma monoalélica en los CMOH, lo cual indica que la herencia germinal de
una mutacion idéntica o bien en uno o en ambos alelos tiene diferentes consecuencias
fenotipicas. Esto podria explicar la diferencia entre los efectos de la pérdida parcial de
la funcion de BRCA2 en todos los tejidos durante el desarrollo embrionario (para
mutaciones bial€licas en la AF) frente a la rara inactivacion del segundo alelo en tan
solo unas pocas células somaticas posteriormente a lo largo de la vida (debido a
mutaciones monoalélicas en CMOH). Ademas de la AF-D1, hay por lo menos otros 12
grupos genéticamente distintos de AF (denominado AF-A, -B, -C, -D1, -D2, etc.), cada
uno de los cuales estd asociado a mutaciones recesivas en un gen diferente (conocidos

como FANCA, FANCB, etc.).

Una caracteristica de las células AF es su hipersensibilidad a los agentes de
entrecruzamiento (cross-linking agents) del ADN. Tres de los trece grupos de
complementaciéon de la AF son el resultado de mutaciones en BRCA2, PALB2 y
BACH1. Se ha propuesto que la reparacion de los enlaces cruzados entre cadenas de
ADN puede requerir la RH, y por tanto, el papel de BRCA2 en la AF puede ser debido a
su contribucion a esta RH. Es tentador atribuir un papel de BRCAL en AF debido a la
participacion de multiples proteinas que interactian con BRCA1L en la prevencion de la
enfermedad de AF, pero hasta el momento no existe ninguna evidencia convincente que

explique tal funcion.

3.2.2.3 Papel en la interrupcién de la replicacion
Un trabajo reciente ha abierto la posibilidad que BRCAZ proteja la hebra

naciente de su degradacion en la interrupcion del proceso de replicacion [241]. Por
tanto, ademas de su papel en la reparacién por RH, estos resultados implican otro papel
de BRCAZ2 en la proteccion de la horquilla de replicacion. La evidencia fundamental que
apoya estas dos funciones del BRCAZ2 ha sido la disociacion de la funcion de la variante,
S3291A, cuya expresion permite una DSB normal inducida por la RH, pero con una

proteccion defectuosa de las horquillas de replicacion.

3.2.2.4 Regulador del ciclo celular

No esta claro si BRCAZ2 participa directamente en la regulacion del ciclo celular
o en funciones en los puntos de control de los ciclos celulares. La evidencia disponible

sugiere que BRCA2 media en el control de la fase G2/M al interactuar con una proteina,
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el factor 35 asociado a BRCA2 (BRAF35), que se une a estructuras de ADN ramificado
[242]. Sin embargo, es prematuro concluir que BRCA2 esté directamente implicada en

la progresion mitotica.

Otra linea de investigacion sugiere que la inestabilidad genética causada por la
pérdida de la funcion de BRCA2 podria desencadenar mutaciones, incluyendo genes de
punto de control, como p53 [243;243]. Estas observaciones indican claramente una
funcion indirecta de BRCAZ2 en la regulacion del ciclo celular. Obviamente, se requieren
mas investigaciones para determinar si BRCA2 regula el control del ciclo celular, como

una funcioén distinta a la reparacion del ADN.

3.2.2.5 Regulador transcripcional

La funcién de BRCA2 como regulador transcripcional tampoco estd todavia clara.
Se ha pensado que el producto del exon 3 BRCA2 (aminoacidos 23-105) activa la
transcripcion y que una mutacion missense (Tyr42Cys) de BRCA2 reduce el potencial
de transactivacion. De todos modos, la relevancia de esta mutacion para la
carcinogénesis ain no se ha definido. Diferentes hallazgos a nivel molecular han
resultado contradictorios, puesto que aunque el skipping del ex6n 3 estuviese asociado a
un fenotipo anormal, la desaparicion del exon 3 no altera el marco de lectura y todavia
permanecen los sitios de union a RAD51 y las sefiales de localizacion nuclear (NLS) en

la region 3* de BRCA2 [244].

Otros estudios han relacionado la expresion de BRCA2 con la baja regulacion de
la actividad basal transcripcional de p53 [245], la modulacion de la acetilacion de
histonas (P/CAF y p300/CBP) [246], la proteina EMSY (la cual se une al ex6n 3) [247-
250] y, mas recientemente, la Aurora-A quinasa [251-253].

3.3 Interconexiones funcionales entre BRCAl y BRCA2

Los tumores que se desarrollan en pacientes con mutaciones germinales
heterocigotas en los genes BRCA1 o BRCA2 son defectuosos en la reparacion mediada
por la RH. Las células germinales heterocigotas deben de ser “haploinsuficientes”, pero
este defecto funcional ha sido hasta ahora dificil de identificar o investigar a nivel
celular. La RH defectuosa también se puede encontrar en canceres de mama esporadicos
a pesar de la ausencia de mutacion germinal en ninguno de estos elementos cruciales de

la via de la RH, como se muestra en estudios por hibridacion gendomica comparada
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(aCGH) [254] y en evaluaciones funcionales de células de cdncer de mama humano
[255]. Sin embargo, la naturaleza de como se producen estos defectos funcionales en la
RH todavia no esta clara. De todas formas, el defecto comun en la RH indica que la
funcion de la via de BRCA1-BRCA2 en la mediacion de la RH es importante para la

supresion tumoral tanto en el cancer de mama hereditario como en el esporadico.

3.3.1 PALB2 conecta BRCAly BRCA2
PALB2 se une directamente tanto a BRCA1 como a BRCA2 y, de ese modo,

proporciona un enlace fisico entre las dos proteinas [121;122;160]. El dominio coiled-
coil N-terminal de PALB2 interacttia con el dominio coiled-coil de BRCA1L, y el extremo
C-terminal de PALB2 interactua con el extremo N-terminal de BRCA2 conformando un

dominio B-hélice WD40 que estd implicado cominmente en interacciones proteina-

proteina [209;255].

La interaccion de PALB2 con BRCA2 ha demostrado ser esencial para
proporcionar RAD51 hacia la RPA unida a la ssDNA [209]. Por otra parte, la
interaccion de BRCA1-PALBZ2 es un requisito previo para el reclutamiento de BRCA2 y
RADS51 hacia el sitio dafiado del ADN y para la RH, pero no tiene ninglin impacto en la
activacion mediada por BRCAL del punto de control de la fase S [121;122]. Toda esta
evidencia apoya una jerarquia de reclutamiento a los sitios dafados de ADN: BRCA1 no
depende de ninguna de estas proteinas para la formacién de focos nucleares, pero
PALB2 muestra cierta dependencia de BRCA1l. En cambio, la formacion de focos
nucleares de BRCA2 requiere de PALB2, mientras que la formacion de focos de RADS1

requiere de las tres proteinas (fig. 13).

Ademas, se ha demostrado que la fosforilacion de BRCA1 en S988 por CHK2
promueve la formacion del complejo BRCA1-BRCA2-PALB2, lo que puede explicar
por qué la mutacion en este sitio elimina la RH [256]. Actualmente, se desconoce si hay

otros reguladores del complejo BRCA1-PALB2-BRCA2.
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Figura 13. Interacciones entre las proteinas de la recombinacion homologa (RH) y sus dominios
(modificado de Moynahan y col., 2010 [146]).

3.3.2 Via comun de las funciones de BRCAl1y BRCA2

Hemos visto que BRCA1 participa en la sefalizacion de la respuesta al dafio de
ADN (DDR), en la activacion de punto de control, en la RH y también podria
desempefiar un papel en otros procesos de reparacion del ADN, como NHEJ y SSA. Por
el contrario, BRCAZ2 esta principalmente involucrado en RH. Los sindromes en seres
humanos asociados con mutaciones en la linea germinal de BRCAL1 o BRCAZ2 son casi
idénticos, y el unico vinculo funcional comun entre las dos proteinas BRCA es la via
RH. Por lo tanto, parece razonable concluir que la via de la RH es fundamental para la
proteccion del genoma y que ésta se interrumpe en tumores que surgen en estos
portadores de la mutacion. La via de la anemia de Fanconi, que incluye a BRCAZ2, tiene
cierta coincidencia funcional con la via de BRCA1-BRCAZ2, sin embargo el sindrome de
la anemia de Fanconi (causado por defectos en los componentes de la via de la anemia

de Fanconi) es marcadamente diferente al sindrome del CMOH y se caracteriza por
35



Introduccion

anemia, anormalidades esqueléticas y predisposicion a carcinomas de células
escamosas. Ademas, la herencia de la anemia de Fanconi es autosomica recesiva
(debido a la herencia de dos alelos hipomorficos), mientras que el sindrome del CMOH
muestra herencia autosémica dominante, con la pérdida del segundo alelo (pérdida de
heterocigosidad (LOH)) en los tipos de cancer que surgen en los portadores de la
mutacion. El efecto de un alelo BRCAL o de BRCAZ2 defectuoso en linea germinal debe
causar haploinsuficiencia de RH para poder desencadenar las posteriores alteraciones
genéticas que producen el cancer. Presumiblemente, la haploinsuficiencia de un solo
alelo defectuoso tiene diferentes impactos bioldgicos en comparacion con la herencia
bialélica de alelos hipomorficos. A pesar de ello, el numero total de familias en el
mundo que han sido diagnosticados con anemia de Fanconi causada por defectos en los
genes de la via BRCA1-BRCA2 (BRCA2 (también como FANCD1)), BACH1 (también
como FANCJ o BRIP1), PALB2 (también como FANCN), RAD51C (también como
FANCO) o SLX4 (también como FANCP) es pequeiia, y el que estos pacientes muestren

todos los rasgos caracteristicos de la anemia de Fanconi ha sido motivo de debate [257].

En la via de la RH mediada por BRCA1-BRCA2, las funciones aguas arriba
(upstream) de BRCAL en el gen BRCA2, son dependientes del gen BRCAL. En células
de mamiferos, la RH también puede ocurrir a través de una via alternativa,
independiente de la BRCA1-BRCAZ2, la via dependiente de RAD52. Cuando la funciéon
de BRCA2 se interrumpe en una célula tumoral, RAD52 ayuda a la célula a mantener su
viabilidad. De hecho, las células que pierden al mismo tiempo RADS2 y BRCAL,
RAD52 y PALB2 o RAD52 y BRCAZ2 [258] exhiben letalidad sintética. En conjunto,
estos resultados apoyan la hipotesis que los genes BRCA1 y BRCAZ2 estan conectados en
una via de RH comun que sirve para reparar los DSBs, dafios en las horquillas de
replicacion o en los huecos de las hebras hijas. Mutaciones germinales de genes
relacionados con esta via de RH comun estan asociadas con el sindrome de CMOH, lo
que sugiere que esta via resulta crucial en la actividad supresora de tumores. Las
mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 son la causa predominante del sindrome de
CMOH, aunque de forma menos comun también lo pueden ser mutaciones en ATM y
CHK2. Las mutaciones en PALB2 que conllevan al sindrome de CMOH son muy poco

frecuentes en comparacion con las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 [258].
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Tabla 1. Resumen de las funciones de BRCA1 y BRCA2 en la reparacion del ADN junto con
sus dominios y proteinas de union.

Funcion Dominio Uniones Uniones
directas Indirectas

BRCA1

Reclutamiento hacia los sitios BRCT Abraxas RAP80
de ADN danado

Reseccion del extremo de ADN BRCT y RING? CtIP Complejo
MRN
Punto de control G2/M BRCT Abraxas RAP80
BRCT CtIP Complejo
MRN
SCD (fosforilacion en ATM Complejo
S1423 y S1524) MRN
Punto de control de la fase S SCD (fosforilacion de ATM Complejo
S1387) MRN
BRCT BRIP1 TOPBP1
Reparacién durante la BRCT BRIP1 TOPBP1
replicacion de ADN
Recombinacion homologa Coiled-coil y fosforilacion PALB2 BRCA2
(RH) de S988
BRCA2
Recombinacion homologa BRC RAD51
(RH)
DBD (Dominio de unién al DSS1
ADN)
Region N-terminal PALB2 BRCAl
Region C-terminal RAD51 CDK2
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3.4 BRCA1lyBRCAZ2 en la tumorogénesis

Comunes alteraciones genéticas estdn asociadas con mutaciones heterocigotas en
BRCAL o BRCA2, y éstas incluyen la pérdida del alelo salvaje (wildtype) y pérdida de
heterocigosidad (LOH) de BRCAL o el de BRCA2, pérdida de TP53 (que codifica p53),
y la pérdida de ATM o la funcion CHK2. Estas alteraciones adicionales pueden permitir
que las células puedan eludir los controles de punto de control y evadir la apoptosis, y
con ello iniciar la tumorogénesis. El hecho de que los portadores de mutacion tanto de
BRCAL como de BRCAZ2 presenten estas alteraciones somaticas similares confirma,
nuevamente, que su papel en la mediacion de la reparacion por RH es importante para

la supresion tumoral.

3.4.1 Pérdida de la heterogocigosidad (LOH)

Cuando un tumor se desarrolla en pacientes con sindrome de CMOH causado
por la mutacion BRCA, se ha pensado inicialmente que es debido a la pérdida de la
heterogocigosidad (LOH), como se esperaria de un supresor tumoral. Sin embargo, mas

recientemente, este dogma esta siendo cuestionado [259-261].

La LOH en BRCA se cree que ocurre ya sea por supresion o por conversion de
genes. Cuando LOH ocurre, en el caso de una mutacion germinal en BRCAL se da la
pérdida del alelo wildtype BRCA1 pero no del alelo wildtype BRCA2, y viceversa. Un
patrén similar de LOH se observé en los pacientes portadores de mutacion BRCAL o
BRCA2 y el hecho de que s6lo uno de los genes BRCA se viera afectado en un individuo
(y no de ambos genes en un mismo individuo) sugiere que la tumorogénesis en
portadores de mutacion BRCA1 y BRCA2 es principalmente causado por la inactivacion
funcional de cualquiera de las dos proteinas y, como ya se ha comentado, es la

deficiencia en RH la que conduce a la tumorogénesis.

3.4.2 Pérdida de la expresion de p53

La proteina p53 juega un papel vital en el mantenimiento de la integridad
gendmica mediante la regulacion de la transcripcion de genes diana que estan

implicados en la detencidn del ciclo celular, la apoptosis y la reparacion del ADN [262].

Anteriormente, hemos visto la relacion a nivel molecular de p53 tanto con
BRCAL como con BRCAZ? y la alta frecuencia de mutaciones BRCAL con las mutaciones

en TP53; por lo que, podria pensarse que roturas cromosomicas causadas por la pérdida
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de los controles por parte de BRCA activarian las funciones del punto de control y/o la
apoptosis dependientes de p53 para prevenir la formacion de tumores. Presiones
selectivas a continuacion, favorecerian la proliferacion de células con pérdida de

funcién de p53 [161].

Futuros estudios pueden revelar que Unicamente sufren deterioro las funciones
de p53 en las células BRCA-deficientes. Las multiples apariciones de mutaciones que
afectan a p53 en tumores de mama asociados a BRCA, sugiere que estas mutaciones en
p53 se seleccionan durante la progresion maligna de los tumores asociados a
mutaciones BRCA1 o BRCAZ2. Por lo tanto, el defecto de la RH comun en células con
deéficit BRCA1 y BRCAZ puede ser también responsable de la seleccion de estas

mutaciones especificas de p53 [161].

3.4.3 Pérdida de la funcion de ATM o CHK2

Al estar en la misma via de sefializacion de p53, la pérdida de funcién de ATM o
CHK?2 también favorece la letalidad embrionaria de los ratones con mutacion en BRCAL
permitiendo la formacién de multiples tumores, aunque con una frecuencia mas baja en
comparacion con ratones con mutaciones en BRCALl y TP53 [263]. Ademas, la
expresion de ATM puede ser aberrante al reducirse o perderse en tumores con
mutaciones BRCAL o BRCA2 en comparacion con los tumores esporadicos [263]. Estos
datos sugieren que la inestabilidad gendémica causada por mutaciones heterocigotas
BRCA puede conducir a la seleccion de células ATM-deficientes. Aunque ATM, BRCAL
y BRCAZ2 estan en una via de sefializacion comtn, la pérdida adicional de la actividad de
ATM puede contribuir a un avanzado crecimiento selectivo [264]. Este resultado
aparentemente paraddjico tiene sentido si se considera a las funciones ATM en multiples

vias de sefializacion del DDR.

4 CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO DE LOS GENES
BRCA EN CMOH

Dado que los genes BRCAL1 y BRCAZ2 protegen el genoma de los errores que se
producen durante la replicacion del ADN, es légico pensar que las células que son
impulsadas a replicarse desarrollen alteraciones genéticas potencialmente oncogénicas

en ausencia de la funciéon de BRCA1 o BRCAZ2. Sin embargo, la mayoria de los canceres
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se ven obligados a crecer y dividirse, por lo que esta caracteristica por si sola no
determina por qué existe una predisposicion mayor para cancer de mama y de ovario en
personas que carecen de las proteinas funcionales BRCA1 o BRCAZ2. Una caracteristica
comun es que las células epiteliales de mama y de ovario estan sujetas a fuertes sefales

de crecimiento por estimulacién hormonal durante el ciclo menstrual normal.

Han existido algunas hipoétesis acerca del por qué caracteristicas de crecimiento
con niveles de hormona altos hacen vulnerable a la inestabilidad genética en el contexto
de una deficiencia BRCA1 o BRCA2 como la relacion entre la funcion BRCAL y la
regulacion de la sefializacion de los receptores estrogénicos (RE) [265]; otro estudio
mas reciente, indica un efecto de BRCAL en el mantenimiento de la heterocromatina, y
la pérdida de BRCAL en ratones podria ser revertida mediante la expresion de la histona
2A fusionada a ubiquitina [266]; o, que el crecimiento hormonalmente impulsado
durante cada ciclo menstrual produciria especies reactivas de oxigeno, que causaria
dafio oxidativo al ADN [267-270]. Este dafio oxidativo del ADN podria producir estrés
en la replicacion, lo cual exigiria el uso de la via de BRCA1-BRCA2-RH. En cualquier

caso, ninguna teoria todavia ha sido demostrada con claridad.

Por otra parte, numerosos estudios si que han permitido recoger datos pato-
biologicos en tumores BRCA1l, BRCAZ2 y BRCAX vy, asi, definir una compleja
descripcion fenotipica de todos estos subtipos de CMOH.

4.1 Caracteristicas clinicas e histopatologicas

Datos de la biologia, patologia y genética, especialmente obtenidos por el tejido
y los andlisis de ADN microarray, han evidenciado la existencia de s6lo unas pocas
subclases principales entre los canceres de mama. De acuerdo con esto, los CM se

podrian clasificar como:

a) luminales (“luminal(epitelial)-/ike”), que se caracterizan especialmente por
un alto nivel de expresion de citoqueratinas luminales (CK 8/18/19 ), RE,
receptores de progesterona (RP), BCL2, P27, etc. un bajo nivel de expresion
de P53 y HER2, y suelen ser de bajo grado. Dentro de este subtipo se han
intentado realizar una division en dos grupos: luminal-A y luminal-B (de

peor pronostico). Esta division viene explicada més adelante.
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b) basales (“basal(epitelial)-/ike ). Incluyen las lesiones que son RE- y RP-,
tiene un bajo nivel de CKs luminales, BCL2, P27, ErbB2 y un alto nivel de
expresion de p53 y de las CKs basales 5/6 y 17. La mayoria de estos tumores

son de un alto grado.

c) “HER2” o "ErbB2". Son un grupo de tumores que también es frecuente de
encontrar, que, como su nombre indica, se compone exclusivamente de
tumores que sobreexpresan HER2 (o ErbB2), los cuales generalmente se

caracterizan por un bajo nivel de expresion de RE, RP y p53.

Estas tres clases principales ("luminal -like", "basal -like , " HER2") se han

identificado tanto en los ARNm como en los niveles de proteina [271-275].

Por lo que se refiere a la division del subtipo luminal en luminal-A y luminal-B,
diferentes grupos de investigadores han tenido problemas para poderlos definir desde un
punto de vista inmunohistoquimico. Un grupo los empez6 definiendo como luminal-A a
los tumores con alta expresion de genes que regulan los RE y con resultados a largo
plazo favorables y luminal B con una menor expresion de genes que regulan RE y peor
pronéstico a largo plazo [276]. Se ha visto que los tumores luminal-B también
demuestran una mayor expresion de genes de sefializacion de receptores de crecimiento,
aunque los diversos estudios presentan diversos porcentajes de HER2+ que podrian ser
luminal-B [277-279]. Otros estudios han asociado a los luminal-B como tumores de
mayor proliferacion [279] y en los tumores RE+/HER2-, la proliferacion es el mas
fuerte predictor de riesgo de recaida precoz que diferencia los tumores de alto riesgo
luminal-B de los tumores de bajo riesgo luminal-A [279;280]. Si que podemos asegurar
que queda todavia por determinar la relevancia clinica de si un cancer de mama RE+

con sobreexpresion de HER2 se clasifica como HER2+ o como luminal-B.

4.1.1 BRCA1l

Los pacientes con mutaciones de la linea germinal en BRCA1 generalmente
desarrollan carcinomas ductales invasivos sin patron especifico con caracteristicas
medulares y de alto grado histologico [281;282]. La mayoria de los canceres
relacionados con el BRCAL se han clasificado como "triple negativo”, debido a la falta
de expresion de RE, RP y ErbB2/HER?2 [283;284]. Estos tumores también muestran una
alta expresion de marcadores de células basales tales como CK5/6, CK14, CK17, EGFR,
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y una pérdida de la expresion de citoqueratinas luminales (CK8/18) [284-286]. De ahi,
que en su mayoria se hayan incluido dentro del grupo de los canceres de mama al de
tipo basal triple negativo (TNBL) [281]. Ademas, canceres de mama TNBL esporadicos
se han asociado con la inactivacion somatica de BRCA1L debido a la hipermetilacion del
promotor de BRCA1, la regulacion positiva de ID4 o la baja regulacion
postranscripcional [281], que han conducido a sugerir un papel central de BRCA1L en el
desarrollo de carcinomas de tipo basal [285;287]. Tanto las mutaciones BRCA1 como
los canceres de mama esporadicos TNBL comparten un aumento de la proliferacion
celular (niveles altos de Ki67) [288], la regulacion positiva de proteinas del ciclo
celular (CCNE, CCNA, CCNB1, p27, p16, p21, CDK4, CDK2 y CDK1) [284;285]; v,

como ya hemos visto, mutaciones somaticas en TP53.

Se han planteado con un valor altamente predictivo la patologia de los canceres,
la edad del diagnostico y una historia familiar positiva en las recomendaciones en
pruebas genéticas para el paciente. De hecho, la inclusion en algoritmos de
caracteristicas morfologicas e inmunohistoquimicas de CM en busqueda de mutaciones,
mejora la exactitud del proceso de seleccion con una sensibilidad del 92% y una
especificidad del 86% [289]. Se puede aumentar la exactitud en la prediccion para
identificar a los portadores BRCAL si se incluye la negatividad de RE [290] y
marcadores basales en carcinomas tipo TNBL [281], fenotipo basal y baja regulacion en
queratina luminales [291] y, por Gltimo, mediante la combinacion de alta proliferacion
(Ki67) y la expresion de EGFR [288]. No obstante, vale la pena mencionar que estos
parametros no pueden describir todos los canceres de portadores BRCAL, por lo que un
paciente con un cancer TNBL puede deberse a una mutacioén de la linea germinal de

BRCAL, pero otros fenotipos no excluyen la posibilidad de dicha mutacion.

4.1.2 BRCAZ2

El cancer de mama asociado a BRCA2 es un grupo mas heterogéneo [292;293].
Aunque ningin fenotipo especifico se cree que es todavia predictivo de los tumores
asociados a BRCAZ2, los tumores RE+/HER2- constituyen la mayoria de los casos [293].
En particular, dos caracteristicas morfologicas son significativas en este tipo de CM;
margenes lisos de desplazamiento o pushing margins y falta de formacion de tibulos
[294]. También es caracteristico el bajo y el intermedio grado histologico
[282;283;292].
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Honrado y col. compararon la expresion de proteinas de reparacion de ADN
dentro de las clases CM familiar, demostrando que los canceres BRCAZ2 tenian
sobreexpresion de CHEK2, asi como una tincion mas o menos citoplasmatica de
RADS51C nuclear, lo que permiti6 discriminar canceres relacionados con BRCA2 con los
de BRCAX con una probabilidad estimada de al menos un 76% [295]. Mientras que
Bane y col., han demostrado que los tumores asociados a BRCAZ2 expresan genes
implicados en la transduccion de sefiales, la proliferacion celular, la adhesion celular y
la remodelacion de la matriz extracelular con la activacion de la via de sefializacion

MAPK [293].

Una mayor incidencia de mutaciones TP53 (29-63 %) se ha descrito en tumores
BRCAZ2 en comparacion con el cancer de mama esporadico. Por lo que esta de acuerdo
con el papel potencial de TP53 en la promocion de la génesis tumoral no sélo en

BRCAL sino también en el cancer de mama asociado a BRCA2 [296-298].

Por otro lado, la pérdida de heterocigosidad (LOH) en el locus BRCA2 ha sido
identificado en un subgrupo de carcinomas lobulillares de alto grado (variante
pleomorfica) [299]. Sin embargo, atin no ha sido estudiada la asociacion de mutaciones

BRCAZ con el desarrollo de carcinoma lobulillar pleomorfico.

La incidencia de lesiones precursoras (como carcinoma ductal in situ, DCIS) en
pacientes con mutaciones en BRCA1l y BRCA2 ha resultado controvertida [300-303],
pero un estudio reciente utilizando la mamografia ha descrito una mayor proporcion de
carcinoma ductal in situ (CDIS) en pacientes asociados a mutaciéon en BRCA2 [304]. En
ese estudio, los pacientes asociados a BRCAZ tuvieron menos canceres de intervalo y un

tamafio de tumor favorable en comparacion con los pacientes BRCA1 [304] .

De la misma manera que los canceres de mama esporadicos muestran similitudes
con los tumores BRCAL debido a la deficiencia de BRCA1 mediante la regulacion
positiva de ID4 (ya comentado), los canceres esporadicos con la amplificacion de EMSY

se asemejan a los canceres BRCA2, probablemente debido a la interacciéon negativa

EMSY-BRCAZ2 [249;254;305].

Por ultimo, otro aspecto importante es que el cancer de mama masculino esta
mas fuertemente asociado a mutaciones BRCA2 [306]. Y, ademas, la serie de tipos de

cancer observados en los portadores de mutaciones BRCA2 han demostrado que puede
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desarrollar cancer de prostata y de pancreas (entre otros) en comparacion con la serie

observada en los portadores BRCAL.

4.1.3 BRCAX

Los CM asociados a BRCAX (no BRCAL/2) es un grupo muy diverso que se

caracteriza por ser de bajo e intermedio grado y por una proporciéon similar de

RE+/HER2-, HER2+ y fenotipos TNBL [292;307]. En este grupo no han podido ser

reproducibles caracteristicas histopatologicas [308]. Sin embargo, si que se ha descrito

una asociacion entre los carcinomas invasivos lobulillares y BRCAX [306;309].

Tabla 2. Resumen de las caracteristicas clinico-patologicas segun el estatus BRCAL/2

Fenotipo

BRCAl

BRCA2

Cancer de mama

Expresion RE
Expresion RP

Amplificacion
ERBB2

Inicio precoz

Canceres lobulares

Alto grado

Citoqueratinas
basales

Citoqueratinas
luminales

Subtipo molecular

Cancer de ovario
Cancer de prostata

Cancer de
pancreas

70-80% riesgo acumulado
80-90% negativo

Predominantemente negativo

Normalmente ausente

Altamente prevalente entre los 30 y
50 afos de edad

Poco probable
Probable

Frecuentes

No

Basal-like
50% riesgo acumulado

Mutaciones fundadoras Ashkenazi
tienen un riesgo mayor

Evidencia anecddtica, pocos casos

50-60% riesgo acumulado
60-65% positivo

Positivo en la mayoria de casos

~15% tienen amplificacion

Menos prevalente entre 40 y 70
afios de edad

Tan frecuentes como en el cancer
de mama esporadico (~15%)

Comun

Poco comun

Muy frecuentes

Luminal B
30% riesgo acumulado

20 veces mayor el riesgo (<1% de
los portadores BRCA2)

10 veces mayor el riesgo (<1% de
los portadores BRCA2)
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5 ESPECTRO MUTACIONAL DE LOS GENES BRCA1 Y BRCA2

Durante la ultima década, se han ofrecido las pruebas genéticas para detectar la
presencia de mutaciones BRCA después del diagnostico inicial y el tratamiento del
cancer de mama. La justificacion de esta estrategia es que el conocimiento del estado de
BRCA no tenia ninguna utilidad clinica inmediata en términos de tratamiento, y las
pruebas concurrentes con un diagnostico de cancer de mama podia inducir ansiedad
adicional en un paciente recién diagnosticado [310]. Sin embargo, la evidencia sugiere
que la presencia de una mutaciéon BRCA define un subgrupo de pacientes cuya gestion
inmediata podria ser influenciado por esta informacion. Ademas, los costes decrecientes
y la disponibilidad asistencial del anélisis genético de BRCA nos estan proporcionando

informacion en el ambito de la atencion al paciente diariamente.

El analisis genético de BRCA1 y BRCA2 es laborioso y complejo, ya que son
genes grandes y pocas las familias a las que finalmente se identifica una mutacioén. Por
ello, es necesario realizar una seleccion muy precisa de aquellas que se pueden
considerar realmente de alto riesgo y en las que esta indicado el estudio. Existen
criterios de seleccion que pueden variar ligeramente, pero en general, todos incluyen los
indicios de riesgo de predisposicion heredada: niimero de canceres de mama y de
canceres de ovario en la familia, edad precoz de diagndstico, presencia de cancer de

mama bilateral o masculino, etc.

Se ha demostrado que la penetrancia de las mutaciones patogénicas de estos
genes en Espafia es menor que en el resto de Europa, el riesgo de cancer de mama hacia
los 70 afios para los portadores de mutacion en BRCA1L es del 52% (IC: 26-69%) y para
BRCAZ2 es del 47% (IC: 29-60%). Para el cancer de ovario el riesgo es del 22% (IC: 0-
40%) y 18% (IC: 0-35%), respectivamente [311]. Estas tasas de penetrancia son mucho
menores que en otros estudios [312-315] y constituyen una de las razones por las que en

Espana la incidencia de cancer de mama es menor que en otros paises.

5.1 Tipos de variantes segun el efecto fisiopatoldgico

En cuanto a las técnicas empleadas por el rastreo de mutaciones en BRCAL y
BRCAZ2, ya sea las técnicas de cribado que se han ido utilizando a lo largo de muchos
afios (analisis de ADN conformacional o SSCP, cromatografia liquida de alta resolucion

o dHPLC, high resolution melting curve analysis o HRMCA, etc.) o bien la nueva
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irrupcion de las metodologias de alto rendimiento de secuenciacion directa, en especial
la secuenciacion masiva (next generation sequencing), nos ha llevado a la deteccion de
un gran nimero de variantes que son necesarias interpretar desde una perspectiva mas
bioldgica y funcional, con una perspectiva clinica de los hallazgos. Segun esta premisa,

podemos clasificar las variantes de BRCA1/2 en tres grupos (tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion de variantes segun efecto fisiopatologico

Tipos de variantes segun efecto fisiopatol6gico

Variantes patogénicas (0 variantes que resultan en una funcién anormal del gen y en un

mutaciones patogenicas)  fenotipo alterado (alta susceptibilidad al cancer de mama).

Variantes de significado

. . Variantes en la secuencia normal de un gen cuyo significado
clinico desconocido

e . biologico en cuanto a patogenicidad o a benignidad no es
(unclassified variants o £ patog £

UVs) conocido.

Variantes que no tienen efectos adversos sobre la funcion del gen
. - y no origina un fenotipo alterado. Dentro de éstas, estarian los
Variantes no patogenicas

polimorfismos genéticos (en concepto estricto, variantes con al

menos una frecuencia del 1% en la poblacion general).

Diferentes grupos de trabajo han organizado bases de datos para incluir
resultados de los analisis de los diferentes laboratorios acerca de las variantes

encontradas y su correcta clasificacion. Entre ellas, podemos nombrar:

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

en BRCA1 y BRCA2 mas extensa, completa y utilizada como referente a nivel

mundial.

b) HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php): Amplia base de datos privada

sobre mutaciones de enfermedades hereditarias humanas en la investigacion

genética y genodmica.

c) UMD (http://www.umd.be/BRCA1/ y http://www.umd.be/BRCA2/): Base de

datos publica a través del esfuerzo de 16 laboratorios de diagnostico franceses
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para proporcionar informaciéon puesta al dia sobre variantes en BRCA1 y

BRCAZ2.

d) LOVD (http://www.lovd.nl/3.0/home): Se trata de una base de datos publica

desarrollada por Leiden University Medical Center en Holanda, disefiada para
recopilar informaciéon de todo tipo de variantes de una gran cantidad de genes.
Por lo que se refiere a BRCAL1 y BRCA2 (http://brca.iarc.fr/LOVD/home.php),
clasifica las variantes segtn la clasificacion de IARC (International Agency for

Research on Cancer).

e) Ensembl Genome Browser (http://www.ensembl.org/index.html): se trata de

un proyecto de investigacion bioinformatica de distintos genomas eucariotas
seleccionados y es de libre acceso. Funciona como una colaboracion entre
el Wellcome Trust Sanger Institute y el Instituto Europeo de Bioinformatica, una
divisién del Laboratorio Europeo de Biologia Molecular. La principal ventaja
que presenta esta web son sus tutoriales, bien explicados y muy précticos, van

paso a paso comentando cada una de las herramientas que ofrece.

5.1.1 Variantes patogénicas

Las variantes génicas patogénicas son aquellas mutaciones que se pueden
considerar como causa principal de la alta susceptibilidad al cadncer de mama. La
mayoria son alteraciones que dan lugar a una parada prematura en la traduccion, lo que
genera una proteina mas corta (o truncada) y no funcional. Dentro de este tipo de

mutaciones encontramos:

a) Deleciones o inserciones que alteran el marco de lectura (“frameshift”):
son mutaciones en que la delecién o insercion de un nucledtido da lugar a un
desplazamiento, desfase o cambio del marco de lectura de los tripletes. El
resultado es una alteracion importante en la secuencia de aminoacidos de la
proteina y pueden originar un codén de parada aguas abajo del sitio de la

mutacion.

b) Mutaciones sin sentido (“nonsense”): las mutaciones sin sentido, también
denominadas mutaciones con terminacion prematura de la proteina, generan un
codon de stop (UAA, UAG o UGA) cuya consecuencia es la interrupcion

prematura de la traduccion de la proteina.
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¢) Mutaciones no sinénimas o de sentido equivocado o alterado
(“misssense”): son mutaciones en las que la sustitucion de una base origina un
nuevo triplete o codoén que codifica por un aminoacido diferente. En su
caracterizacion adquieren importancia ensayos que determinen que la
funcionalidad o estructura de la proteina se vea gravemente afectada por la
mutacion, asi como estudios poblacionales y de segregacion. Este tipo de
ensayos son costosos y largos, por lo que no hay muchas mutaciones missense

claramente clasificadas como patogénicas.

d) Deleciones o inserciones que no alteran el marco de lectura: son pequefias
deleciones o inserciones que son multiples de 3 y por lo tanto introducen o
eliminan uno o pocos aminoacidos, pero no cambian el marco de lectura de los

tripletes.

¢) Mutaciones que afectan a la maduracion del ARNm (“splicing”): El
resultado es la inclusion de exones nuevos o la exclusion de exones de la
proteina. Dependiendo del punto de splicing, ademas pueden causar un cambio

en la fase del marco de lectura.

f) Grandes reordenamientos: Se trata de la pérdida o amplificacion de partes
grandes de un gen, o incluso de la totalidad del mismo. En los genes BRCA se
han descrito algunas de estas reestructuraciones. Los reordenamientos mas
comunes son aquellos en los cuales desaparecen exones enteros o fragmentos de
los mismos, y las que amplifican el gen entero. En caso de que desaparezca un
exon completo suele cambiar el marco de lectura y se genera una proteina
truncada. En el caso de las amplificaciones de exones, aunque la proteina
mantenga su longitud, la fase de lectura suele cambiar y aparece una proteina
completamente distinta de la germinal. En cualquier caso son proteinas que han

perdido su funcionalidad.

5.1.1.1 Mutaciones con efecto fundador

Una de las formas mas utiles de acercarse a las estimaciones de penetrancia es
examinar las mutaciones fundadoras, o la alta frecuencia de alelos individuales que son

particulares en una poblacion especifica. El concepto de efecto fundador fue descrito
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por Ernst Mayr [316] para explicar la reducida variabilidad genética de algunas

pequeiias poblaciones en relacion con la poblacion ancestral.

El efecto fundador se ha utilizado para explicar las altas frecuencias de las
mutaciones asociadas a enfermedades especificas en las poblaciones humanas. Una
mutacion que emigrd o surgié de novo dentro de una pequefia poblacion seria probable
que tenga una frecuencia mayor entre los descendientes que si hubiera ocurrido en una
poblacion mas grande. Por tanto, tales mutaciones fundadoras aparecerian como de alta
frecuencia, mutaciones deletéreas en familias no relacionadas entre poblaciones

cercanas que presentan, en general, una baja diversidad genética.

Cuando se describe una mutacion recurrente como una potencial mutacion
fundadora, es importante demostrar que la mutacion se produjo s6lo una vez en la
historia. Hay varios ejemplos de mutaciones recurrentes en BRCA1 y BRCA2 que
surgen varias veces en diferentes poblaciones debido a que sus entornos crean
secuencias particulares locales de ADN que serian puntos calientes de mutacion (hot
spots). Tales mutaciones recurrentes no representan mutaciones fundadoras. Para hacer
la distincidon entre las casos historicos unicos y multiples de la misma mutacion, es
necesario tener en cuenta las variantes de marcadores genéticos que estan lo
suficientemente cerca de la mutacion y que permanecen asociadas a lo largo de las
generaciones, con poca O ninguna separacion por recombinacién meidtica. Los
marcadores Tttiles incluirian polimorfismos de nucledtido tnico y los marcadores
microsatélites, también conocidos como repeticiones cortas en tandem. Una serie de
marcadores cercanos que segregan juntos como una unidad a lo largo de las
generaciones constituye un haplotipo. Una mutacion recurrente que se produce en un
unico haplotipo en una poblacion puede ser considerada una mutacion con efecto
fundador, mientras que una mutacion que se produce en mds de un haplotipo se

considera que ha ocurrido varias veces en la historia y no es una mutacion fundadora.

Aunque las poblaciones fundadoras, en general, son especialmente interesantes
para el descubrimiento de genes, mutaciones fundadoras en los genes BRCA1 y BRCA2
han sido utiles en la definicion de los riesgos de mutacién asociada a poblaciones
especificas. Tres de las mutaciones fundadoras BRCA1 y BRCA2 mejor caracterizadas
se encuentran en las poblaciones judias Ashkenazi: ¢.68 69delAG (BIC: 185delAG) en
BRCAL1, ¢.5266dupC (BIC: 5382insC) y c.5946delT (BIC: 6174delT) en BRCA2 [317].
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Otra mutacion fundadora bien estudiada es la mutacion islandesa en BRCAZ2
c.771 _T775delTCAAA (BIC: 999del5), presente también en pequeias poblaciones de
Escandinavia y de las Islas Britdnicas [318]. Otras poblaciones con mutaciones
fundadoras importantes incluyen aislamientos étnicos en poblacion holandesa [319] y
canadienses francofonos [320]. Mutaciones fundadoras comunes estin presentes en
Europa del Este (Polonia [321], Rusia [322], Bielorrusia [323] y Paises Balticos
[324;325]), lo cual refleja su ascendencia comun eslava. También se han observado
mutaciones fundadoras en poblaciones islefias, como Islandia [326], Groenlandia [327],
Chipre [328] y las Bahamas [329]. Han sido identificadas una serie de mutaciones
fundadoras en pacientes de varios paises de América del Sur, aunque se han llevado a
cabo pocos estudios en estas poblaciones [330;331]. Parecen ser menos importantes las
mutaciones fundadoras en el Reino Unido, Europa Occidental y Meridional, Asia y

Africa.

No obstante, por lo que se refiere a las mutaciones de efecto fundador en
Espafia, la primera descrita fue c. 211A>G (BIC: 330A>G, de origen gallego) en
BRCA1 [332] y, posteriormente, ¢.2808 2811delACAA (BIC: 3036del4, comin en
Europa) y ¢.9026 9030 delATCAT (BIC: 9254del5, presente en Catalunya y Levante)
en BRCAZ2 [333]. Ademas, vale la pena sefalar que c.68 69delAG es la mutacion mas
recurrente en pacientes espanoles, probablemente debido a que muchos judios sefardies
fueron obligados a convertirse al catolicismo, por lo que se trata de un probable

marcador de ascendencia judia entre los espafioles [334].

En las figuras 14 y 15 se hallan las variantes encontradas en un estudio de

familias espafolas, observandose la alta frecuencia de las mutaciones fundadoras.
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188ins4 BRCA 1

185delAG | 214delAG
185delAG | 243delA

185delAG | 243delA IVS20+1G>A
185delAG |  [33080G 1135insA A1708E IVS20+1G>A
185delAG | [33080G S AITO8E IVS20-1G>C
185delAG | [3308>G 1240C>Tdel2 3058del5insd A1708E  IVS18-1G>C

1222:?2 JNC 2031delG AMTOBE  VS181GoA |

330A>G 910del5

3s0s 3598del11
A>G/ 589delTC ‘
11 3
, / s15121
s15121 P1812A
L246v L668F s15121

S15121  G1708A T17208| V18140
RE41TW

G1708A
F486L N1236K S1715N
IVS8 +56C>T G1706E
Y105C G1706E
G1706E

5537delA
5625G>T

5196del3

IVS5-16A>G

Go8R IVS21+15G>C

IVS21-4del3

Figura 14. Mutaciones y variantes del gen BRCA1 en familias espafiolas con cancer de mama y cancer de
ovario hereditario (Diez, 2006 [335]).
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1825delA 3036del4 6857del2 9254del5 9538del2
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IVS2+42T>C 7336del2 \ | [ ¥24%€114 [ /3008
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5UTR -75C>G o2006% V2728 K2950N
5UTR 218C>T V27281 K2950N  T3013I
P2096R V27281 K2950N  T3013I
T30131

Figura 15. Mutaciones y variantes del gen BRCA2 en familias espafiolas con cancer de mama y cancer de
ovario hereditario (Diez, 2006 [335]).

5.1.2 Variantes no patogénicas

Dentro de éstas se encuentran los polimorfismos, los cuales se tratan de
variaciones de la secuencia de ADN que son comunes en la poblacion. En este caso, no
solo un alelo es considerado como la secuencia estandar, sino que en su lugar, hay dos o

mas alternativas igualmente aceptables. El punto de corte arbitrario entre una mutacién
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y un polimorfismo es de 1%, es decir, para ser clasificado como un polimorfismo, el
alelo menos comun debe tener una frecuencia de un 1% o mas en la poblacion. Si la

frecuencia es menor, el alelo se considera como una mutacion.

Es poco comun que este tipo de variantes causen directamente enfermedades
humanas. De todos modos, la variacion de secuencias polimorficas contribuye a la
susceptibilidad a la enfermedad y también puede influir en las respuestas a los farmacos.
Un buen ejemplo es el alelo de la enfermedad de células falciformes: en poblaciones
caucasicas se trata de una variante de secuencia rara del gen de la beta-globina, que
causa un trastorno sanguineo severamente debilitante. En ciertas partes de Africa, sin

embargo, el mismo alelo polimdrfico se debe a que confiere resistencia a la malaria.

Por otro lado, también podemos encontrar variantes no polimorficas (<1% de la
poblacion general) que no son patogénicas si se demuestra que no cosegregan con la
enfermedad o se cree que no son la causa fundamental de la aparicion del cancer.
Dentro de este grupo, se encuentran cambios de nucledtido que no dan lugar a cambio
de aminoacido (“mutaciones silenciosas”) y que no afectan al splicing, mutaciones que
aparecen en los intrones, en las zonas 3y 5“ no transcritas (zonas UTRs) que se
demuestra que no afectan al splicing, y alguna variante de cambio de aminoacido que no

repercute en la funcionalidad ni estructura de la proteina.

Finalmente, seria importante afadir el concepto de polimorfismo de una sola
base o SNP (single nucleotid polymorphism,). Los SNPs ocurren aproximadamente una
vez cada 1.000 pares de bases en el genoma, por lo que la mayor parte de los 3 millones
de variaciones que se encuentran en el genoma, y la frecuencia de un polimorfismo en
particular, tiende a permanecer estable en la poblacion. A diferencia de los otros tipos
de variantes, muchos SNPs se producen en los genes y en las regiones circundantes del
genoma que controlan su expresion. El efecto de un inico SNP en un gen puede no ser
grande (tal vez influir en la actividad de la proteina codificada de una manera leve),
pero incluso estos pequeios efectos pueden influir en la susceptibilidad a enfermedades
comunes. Recientemente, se estan dirigiendo investigaciones en descubrir nuevos loci
que podrian explicar la mayor o menor susceptibilidad al CMOH en portadores de

mutaciones en BRCA1 y en BRCA2 [336-338].
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5.1.3 Variantes de significado clinico desconocido (unclassified variants o
UVs)

Las variantes de significado clinico desconocido (UVs) son alteraciones en la
secuencia de ADN de un gen que tiene efectos desconocidos sobre la funcion del
producto génico o el riesgo de la enfermedad. Debido al tamafio de los genes BRCAL y
BRCAZ2, se han identificado muchas alteraciones en la secuencia de ADN que pueden
ser unicas para una o s6lo unos pocos pacientes y cuya relevancia clinica nunca se ha
determinado. A pesar de las pruebas de los cientos de miles de pacientes, los
laboratorios de analisis de los genes BRCA siguen encontrando variantes nuevas o raras
en las secuencias genéticas. En las personas de ascendencia europea en los Estados
Unidos, los resultados UVs representan aproximadamente el 5% y el 6% de las
alteraciones publicadas y entre los individuos de ascendencia afroamericana, hasta en un
21% de las pruebas mostraran una UV en BRCA1 o BRCAZ2 [339]. Se han estimado en
laboratorios europeos que hasta un 15% de las alteraciones en los genes BRCA1 y

BRCAZ2 son UVs.

Estos cambios en el ADN no pueden ser actualmente considerados como
patdgenos o no patégenos. Resulta un inconveniente que la mayoria de las alteraciones
de genes no sean interpretables por meramente descubrir una variante en la secuencia de
ADN. Las UVs no introducen una sefial de "stop" en el gen transcrito; y, en lugar de
ello, puede haber cambios mas pequeiios, por ejemplo, un solo cambio de base que
resulta en una mutacion missense en la proteina codificada por el gen. También pueden
estar en posiciones en el gen que tendria efectos biologicos inciertos, como estar cerca
pero no inmediatamente de una region del sitio de splice intron-exon. La informacion de
estas UVs a nivel clinico, pueden causar confusion e incertidumbre tanto a los pacientes
como a los clinicos. En la actualidad, desafortunadamente, hay miles de UVs unicas
registradas en los genes BRCALl y BRCA2, con nuevas variantes que se agregan cada

dia.

Las LSDBs (Locus-Specific Data Bases) son un medio esencial para el registro
de todas las variantes. Las bases de datos de mayor éxito contienen datos precisos
claramente referenciados nombrando las variantes en el ADN, ARN y proteinas, e

incluyen todas las observaciones relacionadas con la interpretacion clinica de la
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variante. Destacariamos las bases de datos antes mencionadas HGMD, BIC, LOVD,

UMD y Ensembl para los genes BRCA.

Por otro lado, en la consulta de informacion para descartar una probable UV,
deberiamos destacar la base de datos dbSNP en la busqueda de la presencia o ausencia
de polimorfismos tipo SNP. Esta base de datos nos puede proporcionar la frecuencia
minima alélica (MAF), es decir, la frecuencia a la que el alelo menos abundante (o
menor) de un SNP estd presente en una poblacion. Pero, a menudo no hay suposicion
acerca de la MAF, por lo tanto, los datos puede contener variantes tanto patdégenas y no
patdgenas. Por lo que, no es recomendable el uso de la presencia en una base de datos
de SNP como prueba de no patogenicidad en ausencia de informacién de frecuencia

convincente.

Recientemente, se ha establecido el ENIGMA consortium (Evidence-based
Network for the Interpretation of Germline Mutant Alleles; http://
www.enigmaconsortium.org) con el fin de obtener grandes conjuntos de datos de datos
de UVs en los genes de susceptibilidad al cancer. Dada la rareza de las UVs, la
posibilidad de obtener resultados de estudios internacionales podria hacer posible el
establecimiento de un modelo de clasificacion con el desarrollo de software

bioinformatico.

Se estan aplicando multiples métodos para poder interpretar una UV. De forma
individual, estos métodos no son ni fiables al 100%, ni infalibles cuando se combinan, y
pueden dar lugar a diferentes interpretaciones para muchas UVs. Algunas lineas de

evidencia que pueden ser utilizadas para la interpretacion de UVs son:

a) Andlisis de segregacion en la familia: se centra en si la UV cosegrega (se
hereda conjuntamente) con el fenotipo (cancer de mama o de ovario) de una
manera constante en funcioén de lo esperado para las mutaciones patogénicas en
el gen de interés (en este caso BRCAL o BRCA2). Debido a que los familiares de
primer grado tienen un 50% de posibilidades de compartir cualquier cambio
especifico de ADN, este analisis requiere de un gran niimero de personas con la
UV para construir una relacion de causalidad. Para algunas enfermedades, el
analisis de segregacion puede ser muy poderoso. Sin embargo, dado que el
cancer de mama es muy comun, y no es poco frecuente el cancer de ovario, la

informacion derivada de analisis de segregacion para la interpretacion UV de
54



Introduccion

BRCA puede ser no concluyente. Aunque puede ser de gran valor para las
familias seleccionadas, la cosegregacion requiere un analisis estadistico en
virtud de un modelo especifico de la enfermedad de herencia [340;341].
Ademéds, seria un andlisis mas potente combinar el analisis de segregacion de

varias familias, si la misma UV se observa en varias familias.

b) Co-ocurrencia en trans: Diversos estudios relacionan que portar una mutacion
patogénica de BRCAL en ambos cromosomas provocaria la letalidad embionaria
(aunque, recientemente, se ha publicado el primer caso con mutaciones
bialélicas en BRCAL [342]), y la herencia bialélila de BRCAZ2 con la anemia de
Fanconi (visto anteriormente). Estas observaciones, han proporcionado una
forma de reclasificar especificamente las UVs en BRCAl1 y BRCA2 como
cambios no patdgenos, si por casualidad la UV se ha visto en el mismo paciente
que lleva una mutacion patogénica definida en el mismo gen. Sin embargo, no
basta una mutacidn patogénica mas una UV para realizar esta interpretacion, ya
que también hay que demostrar que la mutacion y la UV se producen en
diferentes alelos (que se encuentran en trans), en lugar de que ambos estén
dentro en el mismo alelo (CiS). Si estan en Cis, entonces el paciente todavia tiene
una copia normal del gen BRCA y la UV todavia no se puede valorar. La
determinacion de trans vs. Cis se puede demostrar de una forma mas directa
mediante la realizacion de analisis de BRCA en los familiares [343]. No
obstante, estos alelos hipomorficos o de penetrancia incompleta hace muy poco
que se estudian y, en la actualidad, no forman parte de la mayoria de las

discusiones sobre las UVs.

c) Conservacion evolutiva entre las especies: Existen una serie de programas
informaticos (métodos in silico) que permiten analizar si determinados dominios
funcionales, aminoacidos individuales o pares de bases, incluso nucledtidos en
una secuencia de genes se conservan a través de la evolucion (analisis
filogenético). Areas de un gen que han adquirido sustanciales cambios en la
secuencia de ADN en la evolucion de los seres humanos se cree que son menos
esenciales o no son criticos en la funcion de ese gen. Si la UV se encuentra en
una parte muy conservada del gen, la logica indicaria que una variacion de

cualquier tipo puede ser perjudicial; ademas, cuanto mas grave sea el cambio,
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mas probable serd que sea nocivo. Por otro lado, si la UV se encuentra en una
region no conservada, tal vez esta UV no sea clinicamente relevante. Se han
llevado a cabo comparaciones entre estos diferentes programas informaticos
para determinar si dan lugar a conclusiones similares [344;345], subrayando una

vez mas que ningin método es actualmente adecuado para reinterpretar las UVs.

d) Estudios de ARN: Siempre que sea posible, los estudios de ARN son los
mejores medios para interpretar las consecuencias de una mutacion de splicing,
dado el alto valor predictivo de este tipo de estudios. Sin embargo, se reconoce
que no todos los laboratorios cuentan con las instalaciones para llevar a cabo
estos analisis y los patrones de expresion limitados pueden significar que el

tejido requerido no esta disponible para el analisis.

e) Ensayos funcionales: Para los genes BRCA, se han desarrollado varios tipos
diferentes de ensayos funcionales [346]. No existe un gold standard por el cual
comparar estos resultados, ya que las mutaciones patogénicas no afectan a todos
estos criterios de valoracion funcionales de la misma manera, por lo que se
puede recurrir a multiples ensayos para identificar una pérdida especifica de
funcionalidad. De todos modos, es necesaria una validacion para estar seguro
que la variante encontrada en el laboratorio en realidad se correlaciona con otros
métodos que distingan las variantes patogénicas de las neutrales. Un ejemplo
seria el método utilizado como ensayo funcional en el dominio de unién al ADN
de BRCA2 por Guidugli y col. [347], permitiendo estudiar una region especifica
con una funciéon conocida, utilizando mutaciones neutrales y patdgenas
conocidas para su calibracion. Por lo que, este ensayo se podria usar para
clasificar todas las UVs en esta region comun de BRCA2. Desgraciadamente, no

existen ensayos calibrados para la mayoria de los dominios funcionales de los

genes BRCAL y BRCA2.

f) Estudio del fenotipo: Las caracteristicas histopatologicas de los tumores de
portadores de UVs se pueden comparar con datos publicados que comparan los
tumores de mama esporadicos con tumores de aquellos con mutaciones
patogénicas en BRCA. Se han calculado diferentes odds ratio (OR) para cada
caracteristica clinica, y la combinacion de todas ellas puede ayudar a diferenciar
un tumor relacionado con BRCA de un tumor esporadico [348;349]. Grupos con
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caracteristicas como el estatus triple negativo se han tratado como una variable
independiente, y las razones de verosimilitud (likelihood ratio, LR) se pueden
combinar para obtener una probabilidad neta de patogenicidad contra la
neutralidad. El hecho que los tumores de los portadores de mutaciones BRCAl
no sean uniformes en sus caracteristicas limita el poder de esta estrategia.
Ademas, la asignacion de las probabilidades son intrinsecamente inexactas, ya
que distintas publicaciones varian considerablemente en sus observaciones de

las caracteristicas histopatoldgicas.

Los avances en los métodos de calculo en los tltimos 10 afios se han alejado de
la simple clasificacion binaria de UVs como patdgenas o no patdgenas, ofreciendo en
cambio una probabilidad numérica de patogenicidad. En el afio 2000, el grupo de
trabajo BIC establecio planes para desarrollar un sistema que pueda combinar varios
tipos independientes de analisis mediante la combinacion de los LRs para predecir la
patogenicidad de UVs. Un LR compara la probabilidad de los datos observados bajo
una hipdtesis de patogenicidad (comparando los datos de UVs a los casos con
mutaciones) frente a una hipotesis de que las UVs sea neutral. Las LRs de todas las

fuentes disponibles se multiplicaron para obtener una "LR integrado” [350-353].

Con el uso de un modelo bayesiano para aquellas UVs que son cambios
missense (que son la mayoria), se puede determinar una probabilidad a priori de la
patogenicidad para cada variante mediante la evaluacion de las caracteristicas biofisicas
de aminodcidos y la conservacion evolutiva de multiples alineamientos de secuencias de
proteinas mediante métodos bioinformaticos in silico como el Align-GVGD [354]. Las
demds lineas de evidencia independientes, como las descritas anteriormente (por
ejemplo, la segregacion se puede expresar matematicamente como LR), se pueden
integrar con una probabilidad a priori para generar una probabilidad a posteriori de

patogenicidad para cada variante.

Sobre la base del valor numérico de la probabilidad a posteriori, el grupo IARC
presentd una traduccion clinica (tabla 3) en el que se proporciona un sistema de
clasificacion de cinco niveles para cada variante [351]. Los autores han propuesto como
¢éstos niveles predictores de patogenicidad pueden ser utilizados para aconsejar a los
pacientes sobre la vigilancia del cancer y cudndo es razonable utilizar una variante
como marcador para las pruebas de prediccion en los familiares en situacion de riesgo.
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Los niveles 1 y 2 son probablemente neutrales; el nivel 3 sigue siendo una verdadera
UV, mientras que los niveles 4 y 5 se tratan para fines clinicos como variantes

patdgenas.

Tabla 4. Propuesta de clasificacion de las variantes y su correlacion con la recomendacion
clinica (tabla modificada de Lindor et al, 2013 [355]).

Probabilidad .
Clase de L Pruebas Recomendaciones
; Definicion de o N
variante . . clinicas de vigilancia
patogenicidad
Definitivamente Prueba§ .de F1esgo Vigilancia completa
5 B > 0,99 en familiares para .
patogénica . de alto riesgo
la variante
Probablemente Prueba_s .de F1esg0 Vigilancia completa
4 . . 0,95-0,99 en familiares para .
patogénica . de alto riesgo
la variante
No utilizar como Asesoramiento en
pruebas de base a los
3 Incierta 0,05-0,949 prediccion en los antecedentes
familiares en familiares y a otros
riesgo factores de riesgo
No utilizar como
Probablemente pruebas de Asesoramiento como
2 6 patosénica 0,001-0,049 prediccion en los mutacion no
patog familiares en detectada
riesgo
No utilizar como
pruebas de Asesoramiento como
1 No patogénica < 0,001 prediccion en los mutacion no
familiares en detectada
riesgo

6 IMPORTANCIA DEL DIAGNOSTICO GENETICO

6.1 EIl proceso del asesoramiento genético

La capacidad de poder distinguir pacientes portadores de una mutaciéon en un
gen de susceptibilidad al cancer, permite a los clinicos desarrollar un apropiado
asesoramiento y educacion, vigilancia, y prevencion. En el caso del test genético de los
genes BRCAL1 y BRCA2, nos puede proporcionar una estrategia adecuada de la gestion
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clinica

a utilizar, con el objetivo de aumentar la supervivencia en mujeres de alto riesgo

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

La sociedad nacional americana de asesores genéticos (NSGC) define el consejo

genético [356] como “el proceso de asesoramiento que permite a los individuos

entender y adaptarse a las implicaciones médicas, psicoldgicas y familiares de los

aspectos genéticos de una enfermedad”.

etapas:

Este proceso integra los siguientes elementos:

a) Interpretacion de la historia médica y familiar para establecer el riesgo de

aparicion de la enfermedad genética y/o su recurrencia.

b) Educaciéon acerca de aspectos hereditarios, estudios genéticos, manejo

clinico, prevencion e investigacion de la enfermedad genética.

c) Asesoramiento para facilitar la toma de decisiones informadas y Ila

adaptacion al riesgo de desarrollar la enfermedad genética.

Este proceso de asesoramiento genético en cancer lo podemos dividir en varias

1. Sospecha clinica de un sindrome de cancer hereditario: elaboracion del arbol
genealogico detallado incluyendo al menos tres generaciones consecutivas;
motivos por los que el paciente acude a la visita y evaluacion de las razones que
tiene para solicitar las pruebas; valoracion de la percepcion del riesgo de cancer;
educacidon sanitaria sobre prevencion primaria; adopcion de habitos de vida

saludables y promocion de la salud.

2. Valoracion de la indicacion del estudio genético: determinar si existe la
sospecha clinica de un sindrome determinado del cual se conocen los genes

asociados y cuyo resultado puede interpretarse a nivel clinico.

3. Informacion sobre las implicaciones médicas personales y familiares de la

identificacion de una susceptibilidad genética.

4. Asesoramiento sobre los beneficios y limitaciones de cada tipo de estudio
genético: implicaciones sobre la toma de decisiones médicas de deteccion

precoz, prevencion y tratamiento, asi como las limitaciones relacionadas con la
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sensibilidad limitada de algunas técnicas diagndsticas o la posibilidad de

identificar variantes de significado clinico desconocido.

5. Realizacion del estudio genético, previo consentimiento informado en los

casos en que se considere indicado.

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

haya realizado.

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

de la historia personal y familiar si no se considerd oportuno realizar el test.

6.2 Criterios de seleccion de los pacientes

El analisis genético de BRCA1 y BRCA2 es laborioso y complejo, ya que son
genes grandes y pocas las familias en las que finalmente se identifica una mutacion. Por
ello, es necesario realizar una seleccion muy precisa de aquellas que se pueden

considerar realmente de alto riesgo y en las que estd indicado el estudio.

La historia familiar es un factor influyente bien reconocido en la evaluacion de
riesgo familiar de cancer en un individuo, y es en en el cual se suelen basar las unidades
de consejo genético. En las familias susceptibles a CMOH, existen algoritmos tales
como BOADICEA [357], BRCAPRO [358], o el sistema de puntuacion de Manchester
[359] para estimar tanto la probabilidad de una mutacion de BRCA familiar dentro de la
familia, asi como el riesgo individual de desarrollar cancer de mama y de ovario. En
Australia, se ofrecen los tests genéticos a las familias con antecedentes de cancer de que
indican aproximadamente > 10 % de probabilidad de tener una mutacion BRCA,
mientras que se aplican criterios menos estrictos en los Estados Unidos [360]. Por lo
que se refiere a nuestra comunidad autdnoma, los criterios de seleccion que se siguen
pueden variar ligeramente, pero en general, se considera que el estudio genético esta

indicado segun los criterios de las recomendaciones actuales de la Sociedad Espafiola de

Oncologia Médica (SEOM) (http://www.seom.org/).

No obstante, existen limitaciones reconocidas de estos criterios [360] y su
interpretacion debe incluir la posibilidad de que la prueba se realiz6 en un individuo con
cancer esporadico dentro de una familia de alto riesgo. Ademads, dos estudios centrados

en poblaciones no seleccionadas de pacientes con CM encontraron que el 30-50% de las
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mujeres con una mutacion BRCA no tenia antecedentes familiares importantes o

conocidos de cancer de mama o de ovario [361;362].

Independientemente de la historia familiar, un nimero discreto de caracteristicas
clinicas de alto riesgo se correlaciona con una probabilidad > 10 % con una mutacion
BRCA. Estas caracteristicas incluyen la edad en el momento del diagndstico (< 40 afos)
[363-365], criterio utilizado por la SEOM; y poblaciones con una alta prevalencia de
mutaciones fundadoras BRCA, como las de etnia judia Ashkenazi [366], y familias de

los Paises Bajos, Islandia, Polonia y Suecia [319;366;367].

Por otra parte, con la llegada de los perfiles de expresion génica, se han podido
estratificar los canceres de mama en subgrupos segun sus caracteristicas
inmumnohistoquimicas. Esta informacion también puede ayudar a seleccionar los
pacientes, como ocurre en el subgrupo de CM esporadicos de diagnostico precoz (<40
afos) triple negativos CK5/6 positivos (fenotipo basal), los cuales identifica mutaciones
BRCA1/2 en >10% de las mujeres [368]. No obstante, se ha visto que el porcentaje varia
segun la serie estudiada y el método utilizado para definir el fenotipo [284;369], pero
estd bastante aceptada la idea de que la disfunciéon de BRCA1 debe tener un papel
importante en el desarrollo de este fenotipo [370]. Las caracteristicas histopatoldgicas se
estan incorporando en los algoritmos de historia familiar, como en BOADICEA [371] y

en BRCAPRO [372] y estan siendo de gran valor para enfocar las pruebas genéticas

BRCA en la clinica.

6.3 Estudio genético

Los individuos con alta probabilidad de ser portadores de mutacion en BRCAL
y/o BRCA2 detectados por los criterios de seleccién, deben ser informados en una
unidad de consejo genético sobre la prueba, sus implicaciones, los posibles resultados y
las consecuencias. Posteriormente, deben tomar la decision sobre la realizacion o no del
test genético de forma personal y auténoma. Cuando el paciente opta por la realizacion

de la prueba genética debe conocer las posibilidades del resultado.
Podemos diferenciar cuatro tipos de resultados genéticos:

a) Positivo: Se ha encontrado una mutacion en BRCA1 o BRCA2 en el paciente que
se ha sometido a la prueba genética de ambos genes. Esto significa que una

persona con un resultado positivo tiene un mayor riesgo de cancer de mama, y/o
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cancer de ovario, asi como otros tipos de cancer. Para ayudar a manejar este tipo
de riesgo se pueden incluir una serie de recomendaciones como un aumento de
las pruebas de screening, protocolos de quimioprevencion o cirugia profilactica.
Los familiares de primer grado de alguien que ha dado positivo por una
mutacion BRCA1 y/o BRCAZ2 tienen un 50% de probabilidades de tener esa

misma mutacion (herencia autosomica dominante).

b) Verdadero negativo: La mutacion BRCA1 o BRCA2 ya se ha encontrado en otro
miembro de la familia, y la persona que se ha sometido al test no ha heredado
esa mutacion. Se asume que el riesgo a algunos tipos de cancer para la persona
con un resultado negativo verdadero no es mayor que en la poblacién general. A
este tipo de personas se les suele sugerir seguir utilizando las mismas

recomendaciones de cribado de cancer que se dan a la poblacion general.

¢) Negativo no informativo: No se ha encontrado mutacion en los genes BRCAL o
BRCAZ. Esto es diferente de un resultado verdadero negativo porque ningiin otro
miembro de la familia ha sido testado o no se ha encontrado ninguna mutacion.
No esté claro con este tipo de resultado si el cancer familiar se debe a otro tipo
de mutacion genética, a otros factores que todavia no se comprenden o a una
mutacioén en un gen no estudiado. Este resultado es més informativo para una
persona con ciertos tipos de cancer de lo que es para las personas que no tienen
antecedentes personales de cancer. A este tipo de personas se les suelen dar

recomendaciones en base a su historia personal y familiar de cancer.

d) Variante de significado clinico incierto (UV): Se ha encontrado una alteracion
en los genes BRCA1 o BRCAZ2, pero no esta claro lo que significa este resultado
para el riesgo de cancer. Este tipo de resultado podra ser reclasificado en un
futuro si se obtienen mas conocimientos sobre este tipo de variante. Pueden
pedirse la sangre y/o muestras de tumores de otros familiares para poder avanzar
en el estudio de esta variante y el riesgo de cancer. A las personas con una
variante de significado incierto se dan recomendaciones segun los antecedentes

personales y familiares de cancer.
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6.4 Manejo de los pacientes tras el estudio genético

A pesar de que se conocen otros genes como causantes del cancer de mama
hereditario, la mayor parte de los estudios que evaluan las estrategias de manejo clinico
se han centrado en mujeres con mutaciones en BRCA1 o BRCA2. Sin embargo, la
considerable escasez de mutaciones en BRCA ha limitado la capacidad de ofrecer
recomendaciones de manejo basadas en altos niveles de evidencia, aunque ya se
comienza a disponer de informacion util a partir de estudios prospectivos en cohortes y
empiezan a tener un impacto fundamental en el manejo clinico, incluso aunque todavia

no demuestren beneficios de supervivencia.

Debido al aumento considerable del riesgo de CM y ovario en los portadores de
mutacion en BRCA [90], deben de considerarse estrategias de prevencion para reducir
este riesgo (tabla 5), ademas de evaluar estas estrategias en términos de magnitud y

duracion del efecto protector.

Ademas, el profesional de la salud que atiende a portadores de mutaciones
BRCA debera hacer que la familia de la paciente portadora sea consciente de sus riesgos
y que los miembros de la familia tengan acceso a servicios individualizados de

valoracion de riesgo y manejo de la enfermedad [373].

6.4.1 Manejo de pacientes afectados portadores de mutaciones BRCA

Los tumores basales (fuertemente asociados a BRCA1) representan un reto desde
el punto de vista terapéutico, ya que no pueden ser manejados con tratamientos
hormonales ni anti-HER2, y la quimioterapia es la Unica opcién. Como alternativa
especialmente prometedora, se estd investigando mucho en los Ultimos afios sobre la
terapia con inhibidores de PARP-1 en tumores deficientes para los genes BRCAL y
BRCA2. PARP-1 participa en la ruta de reparacion de roturas de cadena sencilla en el
ADN mediante escision de bases (BER). Recientemente se ha publicado el ensayo
clinico fase I con el inhibidor de PARP-1, Olaparib, observandose que el 60% de los
pacientes con mutaciones en BRCAL y BRCA2 presentaron respuesta al tratamiento

[374;375].

El riesgo significativo de cancer contralateral [376] puede hacer que las mujeres
se planteen someterse a una mastectomia bilateral para reducir el riesgo, aunque puedan

ser candidatas para un tratamiento conservador acorde a su estadio tumoral. El impacto
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sobre la supervivencia global de reducir el riesgo de cancer de mama contralateral ha
sido puesto en tela de juicio, ya que en el pronostico del sujeto indice supuestamente
predomina la supervivencia especifica del cancer de mama a corto y medio plazo. Sin
embargo, Herrinton y colaboradores describieron una reduccion del 43% en la
mortalidad por cancer de mama en 1.072 mujeres con cancer de mama sometidas a
mastectomia contralateral comparadas con 317 controles [377]. Un beneficio de
supervivencia semejante no ha sido confirmado todavia entre portadoras de mutacion,
pese a que en dicha poblacidn se ha confirmado una gran reduccion del riesgo de cancer

contralateral (91%) mediante una mastectomia preventiva [378].

6.4.2 Manejo de pacientes sanos portadores de mutaciones BRCA

Una proporcion significativa de mujeres eligen someterse a una mastectomia a
fin de reducir el riesgo. Esta intervencion parece ser altamente eficaz a pesar de que no
se hayan realizado estudios formales aleatorizados [377-381]. Sin embargo, el nimero
de mastectomias a fin de reducir el riesgo varia ampliamente entre los diferentes centros
y se carecen de datos de seguimiento a largo plazo, tanto en cuanto a eficacia como a los
efectos psicoldgicos, aunque en general se estima una reduccion del riesgo de en torno a
un 90% [382]. Por otro lado, salpingo-ovariectomia (RRSO) supone una reduccién del
53% de CM en portadoras de mutacion en BRCA, segun el estudio multicéntrico de

Rebbek y col. [383].

Para la mujeres que deciden no someterse a una mastectomia preventiva, las
recomendaciones estandar de vigilancia han incluido una mamografia anual o
resonancia magnética (RM) y un examen de mama semestral o trimestral, con o sin
auto-exploracion mensual [384]. Se recomienda a las mujeres empezar el cribado entre

los 25 y 30 afios.

Los estudios han demostrado que la RM es mas sensible que la mamografia
[385-387] y, aunque la mamografia es una alternativa mucho menos costosa a la RM, en
los estudios de cohorte de portadores de mutaciones BRCA que fueron revisadas por
mamografia solamente, se vio que la tasa de canceres de intervalo era inaceptablemente

alto.
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Las medidas preventivas no-quirdrgicas, ya sean farmacoldgicas (con
tamoxifeno) [388] o basadas en el estilo de vida [389;390], no han demostrado ser

eficaces.

6.4.3 Manejo del riesgo de cancer de ovario

La deteccion de céncer de ovario mediante ultrasonografia transvaginal y
mediciones CA125 son técnicas que se ofrecen frecuentemente mientras no se realiza la
ovariectomia para reducir el riesgo. Sin embargo, hay muchos estudios que demuestran
que no son eficaces y en un grupo de alto riesgo, el coeficiente riesgo/beneficio para la
deteccion de cancer de ovario parece ser desfavorable y la RRSO de reduccion de riesgo
parece ser una intervencion mads eficaz en términos de resultados médicos [383;391-

393]; aunque queda un riesgo de carcinoma peritoneal primario [394].

Por tanto, se debe tener en mente el riesgo de cancer de ovario, y las mujeres
deben someterse a ovariectomias para reducir los riesgos tan pronto como sea posible
después de cumplir los 35 afios, siempre que esto sea congruente con sus objetivos de
reproduccion. La ovariectomia no so6lo reducird el riesgo de cancer de ovario, sino que

tendrd un impacto positivo sobre el riesgo de cancer de mama [395-397].

Tabla 5. Cuadro-resumen de las medidas preventivas de los pacientes portadores de mutaciones
BRCA1 o BRCA2 para cancer de mama y de ovario.

Medidas preventivas portadores mutacion BRCA

Resonancia magnética (mas sensible) o mamografia

Vigilancia
’ anuales
Cancer de
mama . . '
Cirugia Mastectomia y salpingo-ovariectomia (en menor
profilactica medida).
Vigilancia Ultrasonografia transvaginal y CA 125 (poco eficaces)
Cancer de
ovario Cirugia . :
el Salpingo-ovariectomia
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6.4.4 Diagndstico genético preimplantacional

Debido a la herencia autosdmica dominante de las mutaciones BRCA1/2,
muchos pacientes, con frecuencia, expresan su preocupacion por la transmision de estas
mutaciones a los hijos [398-400]. El diagnostico genético preimplantacional (DGP)
consiste en el andlisis genético de los embriones obtenidos por fertilizacion in vitro
(FIV) y la transferencia de embriones libres de mutacion a la madre para su
implantacion y gestacion. Sin embargo, el proceso puede ser arduo y costoso, y a veces
requieren multiples ciclos farmacologicos e intentos de implantacion para lograr un
embarazo exitoso. Ademads, la consideracion de PGD para los pacientes portadores
introduce otra posibilidad de procedimientos médicos invasivos en una poblacion que
ya se le estd pidiendo sopesar varias opciones de gestion de riesgos (por ejemplo,
cirugia o vigilancia intensiva) [401]. Oktay y col. han desarrollado un método para la
estimulacion ovérica con letrozol (un inhibidor de la aromatasa) para mujeres con CM
que desean preservar su fertilidad a través de la criopreservacion de ovocitos o

embriones previo a la quimioterapia [402].

7 TECNICAS DE BIOLOGIA DE MOLECULAR

A lo largo de nuestro estudio, hemos aplicado una serie de técnicas de biologia

molecular, algunas de las cuales las introducimos a continuacion:

7.1 Secuenciacién masiva (next generation sequencing)

Desde la finalizacién de la primera secuencia del genoma humano mediante
secuenciacion Sanger, la demanda de métodos de secuenciacion mas baratos y mas
rapidos se ha incrementado en gran medida. Esta demanda ha impulsado el desarrollo de
métodos de secuenciacion de segunda generacion, secuenciacion masiva o Next
Generation Sequencing (NGS). Diversas plataformas NGS realizan secuenciacion
masiva en paralelo, en el que millones de fragmentos de ADN a partir de una sola
muestra se secuencian al unisono. La tecnologia de secuenciacion masiva en paralelo
facilita una secuenciacion de alto rendimiento, que permite secuenciar un genoma
completo en menos de un dia. En la ultima década, varias plataformas NGS se han

desarrollado debido a su bajo coste y una secuenciacion de alto rendimiento. Estas
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plataformas de NGS han hecho la secuenciacion accesible a mas laboratorios, un rapido

aumento de la investigacion y el diagnostico clinico a partir de la secuenciacion.

7.1.1 Pirosecuenciacion

La pirosecuenciacion es un método de secuenciacion de ADN basado en la
monitorizacion a tiempo real de la sintesis de ADN. Esta técnica se conoce desde hace
algunos afios, pero gracias al impulso dado al desarrollo de nuevas tecnologias de
secuenciacion mas eficientes y baratas se han conseguido una serie de mejoras que han
hecho posible la aplicacion de esta técnica para la secuenciacion a una escala genémica

y con bajo coste.

Se trata de una técnica de secuenciaciéon de ADN basada en la deteccion de
pirofosfato liberado (PPi) durante la sintesis de ADN. En una cascada de reacciones
enzimdticas, la luz visible que se genera es proporcional al nimero de nucleotidos
incorporados. La cascada comienza con una reaccion de polimerizacion de acido
nucleico en el que el PPi inorganico se libera como resultado de la incorporacion de
nucledtidos por la polimerasa. El PPi liberado es posteriormente convertido en ATP por
la sulfurilasa, que proporciona la energia para que la luciferasa pueda oxidar la
luciferina y generar luz. Debido a que el nucleodtido anadido es conocido, la secuencia

de la plantilla se puede determinar (fig. 16).

Polimerasa

(DNA),+dNTP —bdNDP+dNMP+ fosfato

Secuencia nucleétidos
e C - A CG e T

APS+PPi ATP luz
Luciferina Oxiluciferina

G ¢ T A G € T Luciferasa
Nuclestidos 7y / .
ATPi};uZ W tiempo

afiadidos

La incorporacién de nucleétidos genera
luz observandose un pico en el pirograma

dNDP+dNMP+fosfato

ADP + AMP+ fosfato

=

Figura 16. Esquema explicativo de la técnica de la pirosecuenciacion.
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Esta técnica se encuentra dividida en tres fases: preparacion de la libreria de
ADN (para la seleccion, amplificacion y secuenciacion), emPCR (PCR en emulsion de
agua y aceite de las cadenas simples seleccionadas) y la secuenciacion (sintesis de la
cadena complementaria y deteccion de los nucledtidos incorporados). Existen varias
tecnologias basadas en los principios de la pirosecuenciacion, una de ellas es el sistema

Gs Junior de Roche que a continuacion describimos como ejemplo.

7.1.1.1Preparacion de la libreria de ADN

La preparacion de la libreria de DNA se basa en la amplificacion de todas las
regiones codificantes de BRCAl y BRCA2 wusando 5 cebadores multiplex.
Posteriormente son pulidos (extremos romos) y entonces, los adaptadores A y B se ligan
en ambos extremos. Estos adaptadores proporcionan las secuencias de hibridacion para
la posterior amplificacion y secuenciacion de los fragmentos de la libreria. El adaptador
B esta biotinilado en su extremo 5', el cual permite la inmovilizacién de la libreria
mediante las perlas (beads) recubiertas de estreptovidina. Después de la reparacion de
las mellas, las hebras no biotiniladas se separan de las beads y se usan como libreria
molde de DNA de hebra sencilla (ssDNA). La libreria ssDNA se analiza para
determinar su calidad y mediante titulacion se determina la proporcion Optima

(moléculas de DNA/beads) necesaria para la PCR en emulsion (emPCR).

7.1.1.2 Amplificacion por PCR en emulsion (emPCR)

A continuaciéon se continla con la PCR en emulsion. La libreria ssDNA se
inmoviliza en las beads. De manera que cada bead contendra una tnica molécula de
ssDNA de la libreria, que se emulsionara con los reactivos de amplificacion en una
micela de agua y aceite. Cada bead quedara englobada en su propio microreactor dentro
del cual ocurrira la amplificacion mediante PCR. El resultado sera una bead

inmovilizada conteniendo fragmentos de DNA amplificados clonalmente (fig. 17).
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Preparacion libreria ADN emPCR Secusnciacion
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Figura 17. PCR en emulsion (emPCR).

7.1.1.3Secuenciacion

Esta sera la fase en que las beads unidas a los fragmentos de la libreria ssDNA se
afiaden al DNA Bead Incubation Mix (contiene DNA polimerasa) y se distribuyen en
capas dentro de la placa junto con unas beads de empaquetamiento que contienen
luciferasa y sulfurilasa. La capa de beads de empaquetamiento asegura que las beads
con DNA permanecen en el interior del pocillo durante la reaccion de secuenciacion. El
proceso de deposicion de las beads maximiza el nimero de pocillos que contienen una
unica bead con DNA amplificado (evitando mas de una bead unida a ssDNA por
pocillo). Cuando la placa (PicoTiterPlate device) correctamente cargada se coloca en el
equipo donde los reactivos de secuenciacion (tampones y nucledtidos) fluiran a través
de los pocillos de la placa. Durante el flujo de nucledtidos, cada una de los cientos de
miles de beads con millones de copias de DNA se secuencian en paralelo. Si un
nucledtido es complementario a la cadena molde en algin pocillo, la polimerasa
extiende la hebra existente de DNA mediante la adicion de nucleoétido(s). La adicion de
uno (o mas) nucleotido(s) resulta en una reaccion que genera una sefial de luz que es
recogida por la cdmara CCD del equipo. La intensidad de la sefal es proporcional al

numero de nucledtidos incorporados en un solo flujo de nucledtidos (fig. 18).
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Figura 18. Mecanismo de secuenciacion con la camara CCD del equipo (pirosecuenciacion).

7.2 MLPA (Multiplex Ligation Probe Amplification)

El1 MLPA (Multiplex Ligation Probe Amplification) es un nuevo método descrito
en 2002 por J. Schouten [403] que permite la busqueda de grandes deleciones o
amplificaciones gendmicas, asi como la cuantificacion del numero de copias existente
en multiples secuencias de ADN en una misma reaccion. Puede utilizarse tanto en ADN
genoémico como en ARNm. Requiere la hibridacion especifica de la secuencia, seguida
de una amplificacion de las sondas que hayan hibridado y un anélisis semicuantitativo
de los productos de PCR resultantes. Permite detectar los cambios en el numero de
copias de secuencias de mas de 45 nucle6tidos en una sola reaccion. La deteccion en
una muestra de dos regiones contiguas delecionadas proporcionaria un confirmatorio
interno de la propia delecion. En el caso de la delecion de un tnico exén es necesaria la

comprobacion mediante otro método para la confirmacion [404].

Entre un 5-10% de los casos de cancer de mama hereditarios relacionados con
BRCAL en diversas poblaciones son debidos a cambios en el nimero de copias de uno o
mas exones en dicho gen [405]. Por esta razon, en caso de resultado negativo para la
secuenciacion de ambos genes, se recomienda el estudio de grandes reordenamientos

génicos gracias a la disponibilidad de ensayos rapidos, como lo es la técnica MLPA.

7.3 PCR atiempo real (QPCR)
La caracteristica fundamental de la qPCR es que podemos detectar la cantidad
de ADN sintetizado en cada ciclo, a partir de la fluorescencia emitida por un fluoréforo

durante la reaccion de la polimerasa, ya que la emision de fluorescencia producida es
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proporcional a la cantidad de producto formado. Esto permite conocer y registrar la
cinética de la reaccion de amplificacion. Los termocicladores que se utilizan en la PCR
tiempo real incorporan un lector de fluorescencia que permite leer en todo momento la
fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde transcurre la amplificacion. Los
procesos de amplificacion y deteccion se producen de forma simultdnea en el mismo

vial cerrado, sin necesidad de ninguna accion posterior.

Podemos clasificar las técnicas de JPCR segun el empleo de sondas moleculares
dependientes de la secuencia (sondas TagMan o sondas tipo Molecular Beacons) o bien
de fluorocromos no especificos. Nosotros empleamos el agente intercalante SYBR
Green | como fluorocromo no especifico. Se trata de un fluorocromo que en solucién
emite una fluorescencia muy baja que aumenta notablemente cuando se une a ADN de
doble hélice. El incremento de ADN en cada ciclo se refleja en un aumento
proporcional de la fluorescencia emitida. Ademas, el SYBR Green | es una molécula
extraordinariamente estable: tras 30 ciclos de amplificacion so6lo pierde el 6% de la

actividad, por lo que es muy util para detectar y cuantificar los productos de PCR.

Al comienzo de la amplificacion, la mezcla de reacciones contiene ADN
desnaturalizado, los primers y el SYBR Green I. El fluoréforo libre emite una ligera
fluorescencia que aporta una sefial de fondo que el programa del termociclador resta
durante el analisis del proceso. Tras la union del primer a la hebra de ADN, algunas
moléculas del fluoréforo ya pueden unirse a la doble cadena que se forma. La unién

produce un considerable incremento de la fluorescencia que emite el SYBR Green 1.

Durante la extension, cada vez se van uniendo mds moléculas del agente
fluorescente a la nueva doble cadena de ADN recién sintetizado, con el correspondiente
incremento en la fluorescencia emitida. S1 se controla la reaccion de forma continua, se

puede observar en tiempo real el aumento de la fluorescencia emitida (fig. 19).
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Figura 19. Esquema de un ciclo de gPCR mediante la unioén con SYBR Green I. 1. Fluorocromo en
solucioén, como compuesto libre 2. Fase de desnaturalizacion (sefal de fluorescencia cae). 3. Fase de
elongacion (aumenta la fluorescencia). 4. Final de la fase de extension del ciclo de PCR (medicion de la
fluorescencia emitida para controlar el aumento de la cantidad de ADN amplificado).

Para averiguar la abundancia del producto, respecto a la del control, debemos de
conocer dos parametros; por un lado, el Cp (crossing point) asociado a una determinada
concentracion de partida de ADN y, por otro, la eficiencia de la amplificacion. El Cp es
el ciclo en el cual la emision de la intensidad del marcador fluorescente se eleva por
encima del ruido de fondo en la fase exponencial de la reaccion de la PCR. El Cp es

inversamente proporcional a la cantidad de producto amplificado en la muestra (fig. 20).

2 ey Figura 20. Imagen de un ciclo PCR
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Como el amplicon de interés y el amplicon utilizado como control poseen distintas
longitudes, cabe la posibilidad de que ambos difieran en la eficiencia de la PCR. Por
ello, un requisito experimental afadido es que posean una eficiencia de amplificacién
similar. Si las eficiencias de los dos amplicones son iguales, dos volimenes que tengan
la misma cantidad de producto en un mismo nimero de ciclos tendran la misma
cantidad inicial de ADN. Una eficiencia 6ptima de amplificacion es aquella que permite
la replicacion de todos los productos de PCR en cada ciclo (en cada ciclo se duplica la

cantidad de producto).
N:Nox2”

Donde N es el numero de copias tras una serie de n ciclos, Np es el nimero
inicial de copias de ADN y n es el nimero de ciclos de PCR realizados. Tedricamente la
eficiencia optima en una PCR es 2, pero muchos parametros de ésta pueden afectar a la

eficiencia de la misma y, por ello, a menudo es muy diferente de 2:

N=NoxE"

7.4 Analisis de microsatélites
El ADN microsatélite, también conocido como STR (Short Tandem Repeats), se
define como segmentos cortos de mono, di, tri o tetranucleotidos y constituye el 2% del

genoma.
El uso de microsatélites ofrece algunas ventajas como marcador genético:
a) Se transmite de manera mendeliana.
b) El numero de unidades de repeticion puede variar de un individuo a otro.

c) Estos marcadores se pueden utilizar para el analisis de ligamiento, pruebas de
identidad, parentesco y mapeo de genes relacionados con alguna patologia o

caracteristicas concretas.

A través de estudios de haplotipo mediante analisis de microsatélites, se han
podido detectar varias mutaciones fundadoras en BRCALl y en BRCA2, como lo son las
ampliamente caracterizadas en poblaciéon de origen Ashkenazi c.68 69 delAG y

¢.5266dupC en BRCAL y ¢.5946delT en BRCA2.
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La identificacién de mutaciones recurrentes en poblaciones con una historia
comun de colonizacidon o migraciones, es util para disefios mas eficientes de bisqueda

de mutaciones en genes complejos y para el asesoramiento genético en estos grupos.

7.5 Analisis bioinformatico: métodos in silico

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

propiedades estructurales de la proteina.

A continuacion presentamos algunas de estas herramientas in silico segin el

algoritmo bioinformatico utilizado.

7.5.1 Propiedades de los aminoacidos sustituidos

Grantham matrix score (GMS)

La GMS se trata de una medida compuesta por el grado de sustitucion de
aminodcidos, teniendo en cuenta la composicion de la cadena lateral, la polaridad, y el
volumen molecular de los dos aminodcidos [406]. Los tres parametros se combinan en
una formula que da el mejor ajuste con las frecuencias relativas con las que los
aminodcidos pueden sustituirse mutuamente en diversas proteinas de diferentes
especies. Cuanto mayor es la puntuacion, mayor es la “distancia” biofisica entre los dos

aminoacidos.

Los valores en la matriz Grantham varian sustancialmente; pares estrechamente
similares de aminodcidos tienen puntuaciones en el rango de 5 a 60, mientras que los
pares fuertemente disimiles tienen puntuaciones por encima de 100 (la puntuacién mas
alta es Cys-Trp, de 215). Se ha podido calcular la diferencia quimica media entre los
aminoacidos en los que la sustitucion confiere un fenotipo conocido (calculado
utilizando la informacion de la base de datos HGMD), con una puntuacion de 93,4; la
diferencia quimica media entre los aminoéacidos segun las frecuencias del codén (que se

corresponderian al modelo de los cambios missense al azar sin presion evolutiva), con
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un 78,3; y la diferencia quimica media de los cambios polimorficos y variaciones

interespecificas de varios genes, con una puntuacion cercana a 60 [407].

7.5.2 Meétodos de analisis de conservacion

Align-Grantham Variation Grantham Deviation (Align-GVGD)

Align-GVGD  (http://agvgd.iarc.fr/) es wun algoritmo que combina las
caracteristicas biofisicas de los aminoacidos y el alineamiento de secuencias multiples
(multiple sequence alignment, MSA) de proteinas para predecir donde se clasifican las
sustituciones missense de genes de interés en un espectro que va desde deletéreo hasta
neutral. Align-GVGD es una extension de la desviacion de Grantham original hacia
multiples alineamientos de secuencias y verdaderas comparaciones multiples

simultaneas.

Calcula dos variables que, en conjunto, se relacionan con la severidad de la
sustitucion missense: GV y GD. GV es una medida cuantitativa que mide el grado de
variacion bioquimica entre los aminoacidos que se encuentran en una posicion dada en
el MSA y GD es una medida cuantitativa de la distancia entre la sustitucion missense
que estudiamos y la variacion observada en su posicion en el alineamiento (dada por
GV) [408]. En la tabla 6 y figura 21 se representan el significado de los diferentes
resultados de GV, GD vy las clases de conservacidon posibles de las variantes tras el

calculo de estas variables.

Tabla 6. Significado de los resultados de GV, GD y los grados de conservacion en Align-
GVGD.

GV GD Grados de conservacion
Posiciones que no Variante en la gama de co No conservada
>100 tienen limitacion | 0 especies que varian en
funcional esa posicion proteica C25
Limite superior de Limite superior de una C35
60-65 una variante 60-65 sustitucion missense C45
conservada conservada
El residuo es G55

Sustitucion radical del

0 invariante en el >100 aminoacido C65 Muy conservada

alineamiento
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Figura 21. Grafica de los grados de
conservacion de Align-GVGD en funcion
de las variables GD y GV.
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Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT)

El algoritmo SIFT (http://sift.jcvi.org/) combina la homologia de las secuencias
recogidas a través de PSI-BLAST vy las propiedades fisicas de las sustituciones de
aminoacidos para analizar si estas sustituciones se toleran o no, segln el efecto previsto
sobre la estructura de la proteina. En general, una posicion altamente conservada es
intolerante a la mayoria de las sustituciones, mientras que una posiciéon mal conservada

puede tolerar la mayoria de ellas.

Sin embargo, puede haber casos en los que no existe un nimero de secuencias
suficiente en el conjunto de secuencias alineadas y, por tanto, no obtener un buen
modelo de sustitucion; ya que las pocas secuencias alineadas puede que muestren una
alta similitud y el algoritmo dé una prediccion de secuencia altamente conservada. En
este caso, los algoritmos predicen sustituciones neutras como patdégenas, lo cual
aumenta el error de falsos positivos [409]. Otra limitacion del algoritmo SIFT es que no
utiliza la estructura de la proteina para evaluar el efecto de una sustitucion de
aminodcido. Y se ha comprobado que la adicién de una estructura de la proteina, mejora

marginalmente el rendimiento de la prediccion [410].
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7.5.3 Métodos bayesianos

Polymorphism Phenotyping v2 (Polyphen-2)

La herramienta Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) predice el

impacto que puede causar una sustitucion de un aminoacido en la estructura y/o funcion

de una proteina humana mediante consideraciones comparativas.

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

caracterizan la sustitucion.

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

perjudicial y lo es).

Mutation Taster

Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org/), a diferencia de los algoritmos

anteriores, ademas de analizar las variantes missense, es capaz de analizar las variantes
sinonimas, no codificantes y pequeias inserciones no superiores a 12 bases. En funcion
de estos tipos de variantes se utilizan tres diferentes modelos de prediccion [411]:
Without_aae, esta disefiado para las variantes sinonimas y no codificantes que no

conducen a sustitucion de aminodcidos pero podrian tener un efecto en el patron de
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empalme de la transcripcion; Simple_aae, es para variantes missense; y Complex_aae,

para las variantes con efecto mas complejo como framshifts o proteinas truncadas.

Utiliza un clasificador Naive Bayes bien sotisficado debido a los datos
recopilados de varias variantes consultadas. El conjunto de datos que contiene las
variantes neutrales es una seleccion de SNPs e inserciones de dbSNP. La seleccion de
SNPs se basa en las frecuencias de la poblacion en Haplotype Map (HapMap), lo cual
significa que la variante ha de encontrarse en al menos un 10% de la poblacion. Este
procedimiento de filtrado asegura que las variantes raras que podrian potencialmente
causar enfermedades son excluidas. Los datos de variantes asociadas a enfermedad se
han obtenido a partir de Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), Human Gene
Mutation Database (HGMD) y de la literatura.

7.5.4 Redes neuronales artificiales (Neural network)

pMut

pMut (http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut) analiza variantes missense y funciona

a dos niveles diferentes: recupera la informacion a partir de una base de datos local de
hotspots mutacionales y analiza un SNP dado en una proteina especifica. Los
resultados se muestran en forma de varios archivos de texto y, cuando la estructura se

conoce experimentalmente, estan también disponibles los graficos en 2-D y 3-D.

El programa puede simular mutaciones puntuales a lo largo de toda la secuencia
(analisis mutacionales hotspots), lo cual ayuda a detectar las regiones donde se espera
que las mutaciones tengan un gran impacto patologico. Independientemente de la
seleccion, el programa recupera una serie de parametros que describen la mutacion a

partir de su base de datos interna y las alineaciones multiples de secuencias.

7.5.5 Software de apoyo a decisiones (“decision-support software”)

Alamut (version 2.3)

Alamut es una aplicacion de software de apoyo a las decisiones desarrollada por
Interactive Biosoftware, para el diagnéstico de mutaciones en la genética molecular en
medicina. Es una aplicacion que integra la informacidon genética proveniente de
diferentes fuentes para describir variantes utilizando la nomenclatura HGVS y ayuda a

interpretar su condicion patogena. Alamut obtiene su informacion genomica de Ensembl
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y la integra con datos de otras fuentes como UniProt, dbSNP y PubMed. Integra
herramientas bioinformaticas tanto para variantes missense (Align GVGD, SIFT,
MutationTaster y PolyPhen-2) como en predicciones del splicing en las distintas
variantes, utilizando cinco algoritmos distintos: SpliceSiteFinder (SSF), MaxEntScan
(MES), NNSPLICE, GeneSplicer y Human Splicing Finder (HSF). Ademas, también
emplea dos programas para identificar ESEs (exonic splicing enhancer) candidatos,
como son RESCUE-ESE y ESE Finder. Para nuestro estudio, aplicamos unicamente este
soporte informatico para las predicciones de splicing con los algoritmos SSF, MES[412]
y NNSPLICE [413].

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

ramificacion (branch point) (fig. 22).

Exdn 1 Exdn 2
.’_"_‘u r_ﬂ‘_‘.
siio de empalme &' IntJrJ\én sitio de empalme 3'
i ‘.*
5" GUALAGU YNYYRAY CAG G 3"
Secuencia Punto de | Secuencia
consenso 5’ ramificacion consenso 3

Figura 22. Secuencias consenso criticas presentes en el sitio de empalme 5% el punto de ramificacion y el

sitio de empalme 3 En la secuencia consenso que rodea el punto de ramificacion (YNYYRAY), Y es
cualquier pirimidina, R es cualquier purina, A es adenina, y N es cualquier base.

Las herramientas MaxEntScan (MES), SpliceSiteFinder (SSF) y NNSPLICE usan
el conocimiento actual sobre la base de la composicion de las secuencias del sitio de
empalme [414], pero ejecuta algoritmos distintos que generan una matriz de puntuacion
para cada sitio de empalme (sitios donador y aceptor para SSF, NNSPLICE y MES,
ademas de sitio de ramificacion para SSF). La disponibilidad de estadisticas para un
gran numero de sitios de empalme permite puntuar a cada lugar de un gen por su
potencial como un sitio de empalme. Por lo tanto, SSF fue desarrollado para predecir los

exones potenciales en una secuencia, utilizando una puntuaciéon y un esquema de
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clasificacion basado en tablas de peso de nucleétidos (nucleotide weight tables) [414].
NNSPLICE utiliza un método basado en redes neuronales que identifica patrones de
secuencia, a la vez que realiza pruebas con un conjunto de sefales de empalme reales.
Cuanto mayor sea el conjunto de sefales de empalme real utilizado, las predicciones
obtenidas seran mejores [413]. El marco de MES se basa en el principio de maxima
entropia y utiliza grandes conjuntos de datos de los sitios de empalme humanos y tiene
en cuenta las dependencias adyacentes y no adyacentes. Estos modelos de sitio de
empalme asignan un log odd ratio (MAXENT score) a secuencias de 9 pb (sitio de
empalme 5°) o de 23 pb (sitio de empalme 3*). Cuanto mas alta sea la puntuacion,

mayor es la probabilidad de que la secuencia sea un sitio de empalme verdadero [415].
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1 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

A pesar de que en los ultimos afios se han identificado otros tipos de variantes
genéticas de moderado y bajo riesgo que explican otra parte del riesgo de desarrollar
CMOH, su aplicacion en la practica clinica no es posible hoy en dia. Por lo tanto, en
general, podemos decir que el unico test genético recomendado en las guias clinicas en

los casos de cancer de mama hereditario sigue siendo el de los genes BRCA1 y BRCA2.

El principal objetivo de llevar a cabo la prueba genética es tratar de detectar la
variante genética responsable de la patologia en la familia y poder estudiar a sus
miembros, identificando fehacientemente aquellos que son portadores de la mutacion
familiar, que podran beneficiarse de las medidas de seguimiento intensivo y de aquellas
encaminadas a la reduccion del riesgo; y aquellos que no lo son, los cuales se habran
librado de la carga de ansiedad y miedo a la enfermedad que suele ser comun en

familias con una elevada carga de tumores.

Ya hemos visto que la prevalencia de las variantes patogénicas de los genes
BRCA1 o BRCA2 en linea germinal varia considerablemente entre los grupos €tnicos; y
en algunos paises, mutaciones fundadoras son responsables de una proporcion
significativa de casos de cancer de mama. También se han publicado en varias regiones
espafolas el analisis mutacional de los genes BRCALl y BRCAZ en familias con cancer
de mama y ovario hereditario, mostrando una prevalencia heterogénea de mutaciones
recurrentes segin la zona geogréafica. Sin embargo, hasta la fecha, no hay estudios
integrales en la poblacion de la Region de Murcia, que nos permitirian dar a conocer
nuevas y relevantes mutaciones recurrentes en los genes BRCA1 y BRCAZ2 en personas o
familias con alto y moderado riesgo dentro del Programa de Consejo Genético de
nuestra unidad. Ademads, se podria investigar la relacion de los diferentes tipos de
antecedentes personales o familiares con la probabilidad de albergar ese tipo de

mutaciones.

Por otra parte, en los ultimos afios se ha demostrado que el tipo de céncer de
mama que se plantea en los portadores de variantes patogénicas en BRCA1 y BRCA2
difiere del cancer de mama esporadico y los carcinomas de mama familiar con test
genético BRCA negativo en sus caracteristicas morfologicas, inmunofenotipicas y

moleculares. El reconocimiento de estas diferencias, ademas de mejorar nuestra
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comprension de la biologia del cancer de mama hereditario, se podria utilizar como
factor de riesgo de una mutacion BRCA en un paciente dado, y estas caracteristicas

también se podrian utilizar para seleccionar el tratamiento mas apropiado.

Otro aspecto importante es la deteccion de un numero cada vez mayor de
variantes de importancia clinica desconocida. Alrededor del 15% de las pruebas
genéticas de los genes BRCAL1 y BRCA2 nos esta llevando a la identificacion de UVs, y
casi 2.000 UVs estan incluidas actualmente en la base de datos BIC
(http://research.nhgri.nih.gov/bic/) (consulta realizada el 27 de junio de 2014). La
interpretacion de estas UVs con respecto a la prediccion sobre el efecto en la funcion de
la proteina, y por lo tanto en el riesgo estimado de céncer en las familias, se ha
convertido en un gran reto al adaptar el asesoramiento genético y el cancer de mama en
las estrategias de prevencion. Ya que, se ha de ser capaz de comunicar las posibles
consecuencias de una UV de una manera cuidadosa y comprensible con una estimacion

objetiva de la probable patogenicidad.

Dentro de la variedad de métodos que se han desarrollado para determinar si una
variante dada es patdogena, se encuentran como herramientas complementarias los
estudios in silico. Estos estudios nos podran predecir las consecuencias de los cambios
en la secuencia de ADN de una manera indirecta mediante estudios en la conservacion
de aminoécidos en las especies, el posible efecto de las sustituciones de aminoacidos en
la estructura de proteinas o el efecto previsto en el splicing de ARN mensajero

(ARNm).
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2 OBJETIVOS

a) Espectro mutacional de BRCA1 y BRCA2 en pacientes de la Region de Murcia
que cumplan los criterios de seleccion para cancer de mama y ovario hereditario,
referidas a la Unidad de Consejo Genético del Hospital Clinico Universitario

Virgen de la Arrixaca y del Hospital Universitario Morales Meseguer durante

los afios 2006 y 2014.

b) Clasificacion de las variantes encontradas en BRCALl y BRCA2 de acuerdo a su

tipo e implicaciones fisiopatoldgicas segun el efecto que provocan.

c) Caracterizacion de posibles mutaciones efecto fundador y mutaciones recurrentes

para averiguar el perfil mutacional en nuestra Region en los genes BRCAL y
BRCAZ2.

d) Estudio pormenorizado de las variantes de efecto clinico desconocido detectadas

mediante estudios in silico.

e) Deteccion de asociaciones entre las  caracteristicas  clinicas ¢
inmunohistoquimicas con los cénceres asociados a BRCA y los canceres

familiares con test genético negativo (BRCAX).
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Material y métodos

1 PACIENTES EN ESTUDIO

Desde abril de 2007 hasta diciembre de 2013, se recogieron muestras de sangre
periférica a los probandos pertenecientes a 396 familias con riesgo de padecer el

sindrome cancer de mama y ovario hereditario.

1.1 Seleccidn y clasificacion de los pacientes

La seleccion de las familias se realizo segun los datos de su historia personal y
familiar de cancer en la consulta de Consejo Genético del Servicio de Oncologia del
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia y desde marzo de 2013,
ademads, en la consulta de Consejo Genético de la Unidad de Hematologia y Oncologia
Meédica del Hospital Universitario Morales Meseguer. Los requisitos minimos que debe
reunir un individuo para poder hacerse el estudio de los genes BRCALl y BRCA2 se
resumen en los criterios de seleccion recomendados por la Sociedad Espanola de

Oncologia Médica (SEOM) (tabla 7).

Tabla 7. Criterios de seleccion de pacientes para el test genético recomendados por la
SEOM*.
Criterios de alto riesgo
e Un caso de cancer de mama a edad < 40 afios.

e (Cancer de mama y cancer de ovario en la misma paciente, a cualquier edad.

e Un caso de cancer de mama diagnosticado a edad < 50 afios o bilateral, y un

cancer de ovario en un familiar de primer o segundo grado.

e Tres casos de cancer de mama u ovario (al menos uno de ovario), en

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

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

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

Criterios de moderado riesgo
e Dos canceres de mama en parientes de primer grado, diagnosticados entre

los 51 y 60 afios.

e Un cancer de mama en un familiar de primer grado y otro en un familiar de
segundo grado, si la suma de las edades al diagndstico es < 118 afios.

* Se entiende por familiares de primer grado al padre, la madre e hijos/as. Familiares de segundo grado
serian los abuelos/as y los hermanos/as.
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Sin embargo, hubo casos indice que se les realizd el test genético sin presentar
ninguno de los criterios de seleccion anteriormente indicados, a éstos se les clasifico

como pacientes Sin riesgo.

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

extraccion de una muestra de sangre para la realizacion del estudio genético.

En el estudio de las familias que cumplian los criterios de seleccion se ofrecio el
estudio genético en primer lugar al caso indice que, en todos los casos posibles, habia
sido diagnosticado de cancer, y en caso de varios individuos afectos en la misma familia
se escogio la paciente diagnosticada de cancer de ovario, la diagnosticada a edad mas
precoz, la diagnosticada de cancer de mama bilateral o el varon diagnosticado de cancer
de mama. Como excepcion, se considerd la realizacion del estudio genético en
individuos sanos si todos los familiares afectos habian fallecido, no se podia contactar
con ellos o rehusaban hacerse el estudio genético, y siempre que el resultado de dicho
estudio pudiera condicionar la decision de manejo clinico de la persona como, por

ejemplo, la realizacion de cirugia profilactica.

Todas las familias fueron clasificadas como portadores de una variante
patogénica en BRCA1, portadores de una variante patogénica en BRCA2, grupo de las
familias BRCAX (familias que cumplian los criterios de alto o moderado riesgo segun la
SEOM vy el caso indice tuvo un test genético negativo) y el grupo de los canceres sin
riesgo familiar (familias que no cumplian los criterios de la SEOM vy tuvieron el test

genético negativo).

1.2 Caracteristicas clinicas e inmunohistoquimicas de los pacientes

A los pacientes clasificados como portadores BRCA1, portadores BRCA2 o

BRCAX, tras la consulta de las historias clinicas, se valor¢ la siguiente informacion:

1.2.1 Informacion detallada de la historia oncoldgica del cancer de mama
y/u ovario del caso indice:

a) Evaluacion del riesgo segun criterios clinicos de la SEOM

b) Tipo de cancer
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c¢) Edad del diagnéstico
d) Histologia del cancer de mama y/u ovario

e) Estadificacion: de T (tamafio o extension del tumor primario), N
(grado de diseminacion a los ganglios linfaticos) y estadio del tumor
en cancer de mama segun American Joint Committee on Cancer
[416] y el estadio del tumor en cancer de ovario segin FIGO Staging
System.

f) Inmunohistoquimica de los céanceres de mama: receptores
estrogénicos, receptores Her-2/neu (HER) y clasificaciéon molecular.
En el caso de los receptores Her-2/neu se consulté el método de
herceptest y si éste daba un resultado ambiguo (2+) se confirmé
mediante analisis con fluorescence in-situ hybridation (FISH). Por lo
que se refiere a la clasificacion molecular, sobre la base de los
perfiles de inmunohistoquimica, los canceres de mama fueron
clasificados de acuerdo con los siguientes subtipos moleculares:
luminal A (RE+ y/o RP+, HER-), luminal B (RE+ y/o RP+, HER+),
HER2 positivo (RE- y RP-, HER+) y triple negativo (RE-, RP-,
HER2 -) [417].

En los casos de canceres de mama bilaterales se registraron los datos
clinico-patologicos tanto del primer tumor como del cancer contralateral.
Algunos datos no fue posible recopilarlos por ausencia de la informacion

en la fuente consultada.

1.2.2 Informacion del tipo de cancer de la historia familiar en los familiares
de primer y segundo grado.

En el caso de estar afectados los familiares de primer y segundo grado del
caso indice en estudio, se registraron cualquier tipo de cancer ademas de los

canceres de mama y/u ovario.
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2. FLUJO DE TRABAJO

Todas las muestras de sangre total procedentes de los casos indice fueron
enviadas a laboratorios externos para su amplificacion y secuenciacion desde abril de
2007 hasta mayo de 2013. En estos laboratorios se emplearon las siguientes técnicas de

secuenciacion (figura 23):
A. Casos indice

A.1 Secuenciacidon de exones v zonas colindantes de BRCA1 vy BRCAZ2:

= Me¢étodo de modificacion de Sanger por secuenciacion automatica de

electroforesis capilar.
= Secuenciacion masiva (Next Generation Sequencing):
o Pirosecuenciacion (Gs Junior 454, Roche Diagnostics).
o Secuenciacion por terminador reversible (MiSeq, Illumina).

A partir de mayo de 2013, tras la puesta a punto de la técnica, se
procesaron los siguientes casos indice mediante la tecnologia de
pirosecuenciacion (Gs Junior 454, Roche) en nuestro laboratorio de
diagnostico genético del Servicio de Andlisis Clinicos del Hospital Clinico

Universitario de la Virgen de la Arrixaca (figura 23).

A.2 Tecnologia MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

En caso de no encontrar variantes patogénicas, en el laboratorio de
Diagnostico Genético (HCUVA) se procedio a realizar un screening de los
reordenamientos génicos mediante esta técnica (figura 23). Los casos
positivos se comprobaron por una técnica alternativa: PCR a tiempo real

(qPCR).
B. Familiares

Un flujo de trabajo distinto tuvieron las muestras de los familiares en el rastreo
de una mutacion concreta: se realizo la amplificacion y secuenciacion en nuestro
laboratorio de todas las muestras mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y secuenciacion automatica de electroforesis capilar por modificacion del

método de Sanger (fig. 23).
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Figura 23. Esquema cronoldgico de la metodologia empleada en la identificacion de variantes en los
genes BRCA1 y BRCA2 de los pacientes de nuestro estudio.

3. EXTRACCION DE ADN

Se extrajo el ADN (4cido desoxirribonucleico) gendmico de todos los casos
indices y sus familiares mediante el sistema automatico de Promega (Maxwell 16 Blood
DNA Purification Kit) (Figura 24) a partir de 400uL de sangre periférica, extraida en

tubo con anticoagulante EDTA.

Las muestras de ADN se almacenaron a una concentracion de 20 ng/mL y a una
temperatura de -20°C incluyéndose en la ADNteca del Laboratorio de Diagndstico

Genético.

La técnica se basa en la actuacion de unas particulas paramagnéticas que

funcionan como una fase s6lida mévil que optimiza la captacion, lavado y elucion de la

93



Material y métodos

muestra. El equipo transporta estas particulas paramagéticas a través de los reactivos de

purificacion de los cartuchos y se mezclan durante el proceso de purificacion.

Maxwell 16 Quiensr

&mnm_—nnnnm!-numﬂm

1 i 5 &,:«w
= <%
. BB

Cleaning

T Standard Elution Volume (SEV) r l
covem

Figura 24. A. Maxwell 16 System. B. Guia de utilizacion del Maxwell 16. C
Esquema detalle de la extraccion de ADN.

C

Se midié la concentraciéon y pureza del ADN mediante espectrofotometria
utilizando el equipo de Thermo Scientific, Nanodrop 1000 (Figura 25). Para valorar la
concentracion, se determind a una absorbancia (A) de 260 nm, a la que absorben los
acidos nucleicos, y asi obtener la relacion con una longitud de onda a 280 nm, a la que
absorben las proteinas. Se determind el ratio A260/A280 nm con la finalidad de obtener

la calidad del ADN extraido, considerandose un ratio entre 1,5-1,8 como aceptable.
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Figura 25. A. Curva de absorbancia de una muestra de ADN. B. Nanodrop1000
(Termo).

4. AMPLIFICACION Y PURIFICACION DE ADN GENOMICO

4.1  Amplificacion de los exones de interés en BRCAL y BRCA2

Se amplificaron los exones codificantes de interés del gen BRCA1 [OMIM
*113705] y los del gen BRCA2 [OMIM *600185] de los familiares con una variante
génica patogénica en los casos indice y para confirmar las variantes patogénicas
identificadas por secuenciacion masiva en nuestro esquipo Gs Junior. La amplificacion
se realizo mediante la técnica de PCR, asi como las fronteras intron-exon y exon-intron
mediante cebadores especificos que anillaban en la zona intréonica. El ex6n 11 de cada
gen y los exones 10, 14, 18 y 27 de BRCAZ2, debido a su gran tamafio, fueron
amplificados en varios fragmentos ordenados de 5“a 3. Los exones 1 de ambos genes y

el 4 de BRCAL no se analizaron por no ser codificantes.

Los cebadores disponibles para las amplificaciones de los exones de BRCA1l y
BRCA2 vienen detallados en el anexo B. En la tabla 8 se describen los grupos de
exones de BRCA1, la concentracion de cebadores y los reactivos utilizados. Por lo que

se refiere a los programas de amplificacion utilizados, se hallan descritos en la tabla 9.
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Tabla 8. Grupos de exones de BRCA1l para su amplificacion por PCR, temperatura de
anillamiento, concentracion de cebadores y reactivos disponibles.

BRCA1
GRUPO T@ de anillamiento ~ Exones CC(JEK:T/Z??;?:a?eZ%aﬁE;eS Reactivos PCR
A 62°C 2 0.4
3 0,2
5 0,4
8 0,4
11.01 0,2
11.05 0,2
11.07 0,2
11.08A 0,4
11.08B 0,2
B 55-45°C 11.09A 0,2
11.10 0,4 P |
ra un volumen
1112 02 fi?]a?(l;e 2:;1, ’
12 0,2 concentraciones
17 0,4 finales:
20 0,2 - Buffer 1X
21 0,2 - MgCly*= 1,5 mM
23 0,2 -DNTPs=0,2 mM
24 0,2 - Taq Hot Start
6 0.4 polimerasa (GoTag,
; 02 Promega) = 0,625 U
-ADN: 50 n
C 60-50°C i~ o4 9
15 0,4
16 0,4
22 0,2
D 53°C 9 0,4
11.02 0,4
11.03 04
E 55°C 11.04 0.4
11.09B 0,4
14 0,2
= 57°C 11.06 0,4
G 58°C 11.11 0,4
H 65°C 18 04
| 50°C 19 0,4

*Para los exones 6,9, 19 y 11.06 se utilizaron unas concentraciones de MgCl, de 2mM
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Tabla 9. Programas de amplificacion para BRCAL.

Temp. Tiempo ciclos Temp. Tiempo ciclos Temp. Tiempo ciclos
94°C 2 94°C 2¢ 94°C 1
94°C 30 92°C 40" 20 92°C 40 20
620C 30(&( X40 55 C‘(_O’S C 40(«( ClClOS 60 C.(_Oﬂs C 40!«( CiClOS
ciclos [ciclo) /ciclo)
72°C 2 92°C 40" 20 92°C 40 20
72°C 10% 45 oc (+1 40 ciclos 3 OOC (1 40° ciclos
/ciclo) /ciclo)
Grupo A Grupo B Grupo C
Temp. Tiempo ciclos Temp. Tiempo ciclos Temp. Tiempo ciclos
94°C 2 94°C 8 94°C 2
94°C 30 94°C 30 94°C 30
x30 x30 x30
53°C 30 . 55°C 30 . 57°C 30 .
ciclos ciclos ciclos
72°C 2 72°C 2 72°C 2
72°C 10 72°C 10* 72°C 10
Grupo D Grupo E Grupo F
Temp. Tiempo ciclos Temp. Tiempo ciclos Temp. Tiempo ciclos
94°C 2 94°C 2¢ 94°C 2
94°C 30 94°C 30 94°C 30
x30 x30 x30
58°C 30 . 65°C 30 . 50°C 30 .
ciclos ciclos ciclos
72°C 30 72°C 2 72°C 2
72°C 5 72°C 10 72°C 10
Grupo G Grupo H Grupo |

Los grupos de exones de BRCA2, la concentracion de cebadores y los reactivos

utilizados se encuentran en la tabla 10. Los programas de amplificacion utilizados para

BRCA2 se hallan descritos en la tabla 11.
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Tabla 10. Grupos de exones de BRCA2 amplificados por PCR, temperatura de anillamiento,
concentracion de cebadores y reactivos utilizados.

BRCA2
GRUPO T2 de anillamiento  Exones Concentracu_’)n CHIEROTES (L) Reactivos de PCR
vol. final 25 ulL)
2 0,2
3 0,2
4 0,2
A 60-50°C 9 0,2
10D 0,2
15 0,2
21 0,2
5y6 0,2
7 0,2
8 0,2
10A 0,2 Para un volumen
10B 02 final de 25 _uL,
concentraciones
10C 0,2 finales:
11(todos) 0,2 - Buffer 1X
12 0,2 - MgCl,*=1,5 mM
13 0.2 -DNTPs = 0,2 mM
14A 0.2 - Taq Hot Start
14B 0,2 polimerasa (GoTaq,
16 0,2 Promega) = 0,625 U
B 55-45°C
17 0,2 - ADN: 50 ng
18A 0,2
18B 0,2
19 0,2
20 0,4
22 0,4
23 0,2
24 0,2
25 0,2
26 0,2
27A 0,2
27B 0,4
*Para el ex6n 27B se utilizaron unas concentraciones de MgCl, de 1mM
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Tabla 11. Programas de amplificacion para BRCAZ2.

Temp. Tiempo ciclos Temp. Tiempo ciclos
94°C 1 94°C 2
94°C 40 | x20 92°C 40 | x20
60°C (-0,5°C /ciclo) 40" | ciclos | 55°C (-0,5°C /ciclo) 40 | ciclos
92°C 40| h0 92°C 40| 150
5 OOC, (+1 40° ciclos 450C, (+1 40° ciclos
/ciclo) /ciclo)
Grupo A Grupo B

4.2 Verificacion de la amplificacion

Se verifico la correcta amplificacion de los fragmentos mediante la técnica de
electroforesis en un gel de agarosa al 2% con tampon TBE 1x (Tris 89mM — acido
borico 89 mM — EDTA (2mM) a pH 8,4 de Bio-Rad (161-0770)) utilizando para el
revelado GelRed (0,1 mL GelRed/1 mL gel) (GelRed Nucleic Acid Gel Satin, 10000X
en agua. Catalog number: 41003. Biotium). Se cargaron aproximadamente 3 plL 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). Se utilizd
para el revelado el trasiluminador Alpha Innotech y la camara PowerShot A640 AIAF de

Canon.

4.3 Purificacion de los amplicones
A continuacion se purificaron los amplicones mediante un método enzimatico,
con el kit Exosap-It. Este kit incluye dos enzimas, la exonucleasa I, que elimina las
cadenas simples de ADN residuales que se puedan formar en la PCR o restos de
cebadores y una fosfatasa alcalina que elimina los restos de desoxinucleotidos trifosfato
(ANTP). Se mezclan 5 pL del producto de reaccion de PCR con 2 pL de Exosap-It, se
incuba 15" a 37 °C y seguidamente 15" a 80 °C en un termociclador para la inactivacion

de la enzima.
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5. SECUENCIACION AUTOMATICA DIRECTA

Se utilizo6 la secuenciacion automatica como técnica para rastrear la alteracion de
la secuencia en los familiares de un caso indice con una mutacién patogénica conocida y
como confirmatorio de las variantes génicas patogénicas detectadas por secuenciacion

masiva en nuestro laboratorio.

Tras la purificacion del amplicon y utilizando los mismos cebadores que para la
PCR, se realizo la reaccion de secuenciacion. Para confirmar los posibles cambios en la

secuencia se hizo una secuenciacion bidireccional.

Para ello, se empled el Kit BigDye Terminator (BDt) v1.1 de Applied
Biosystems, una adaptacion de la reaccion enzimatica dideoxi de Sanger (1977). El
programa del termociclador que se utilizo para la reaccion de secuenciacion consta de
un desnaturalizacion a 96 °C 17, seguido de un programa de 25 ciclos de tres
temperaturas, 96 °C 10", 50 °C 5" y 4" a 60 °C terminando a 4 °C indefinidamente. Se
trabajo con un volumen final de 5 uL; 1,75 pL buffer enhancer sequencing (10X), 1,5
ulL agua miliQ, 0,25 uL de BDt v1.1, 0,5 puL cebador (Forward o Reverse 3,2 mM) y
por ultimo 1 pL del producto de PCR (tabla 12).

Tabla 12. Reaccion de secuenciacion.

Reaccion de secuenciacién V (uL)
H,O 1,5
Buffer enhancer sequencing 1,75
Primer F 6 R (3,2 uM) 0,5
Big Dye 0,25
Producto PCR 1,0
Vol. total 5

Tras la reaccion de secuenciacion, se eliminaron los restos de ANTP’s sobrantes
y posibles impurezas con las columnas de EdgeBio (Performa DTR (Dye Terminator
Removal) Gel Filtration Cartridges. El kit se basa en la descripcion de Sambrook y col.
(1989) [418] de filtracion de ADN en gel para separar fragmentos de mas de 16 pares de
bases (pb) de restos de dideoxinucleétidos marcados, dNTP’s y otras sales o

compuestos de bajo peso molecular (elimina hasta el 98% de sales presentes).
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Se centrifugaron las columnas a 3000 rpm durante 2 minutos. Se retir6 el agua
restante y se coloco la columna en un vial nuevo de 1,5 ml. Se afiadieron a los 5 pL de
la reaccion de secuenciacion 10 pL de agua miliQ, el volumen final (15 pL) lo
depositamos en el centro de la columna. Se volvié a centrifugar a 3000 rpm durante 2
minutos para asi recoger el precipitado al que se le afiadieron 10 pL. de Formamida Hi-
Di (Applied Biosystems), desnaturalizante quimico de la doble hebra del ADN.
Seguidamente, se traspasaron las muestras purificadas a una placa de 96 pocillos
(MicroAmpTM. Optical 96-Well Reaction Plate. ApliedBiosystems) adaptada para el

secuenciador.

Las secuencias fueron analizadas por electroforesis capilar a través del equipo
ABI3130 (Applied Biosystems), utilizando cuatro 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 analisis fue Sequencing Analysis.

Los analisis de las secuencias se realizaron con los soportes informaticos
suministrados por la casa Applied Biosystems: Foundation Data Collection v. 3.0,

Sequencing Analysis v. 5.2 y Seqscape v. 2.5.

6. SECUENCIACION MASIVA (Next Generation Sequencing)

En nuestro laboratorio se ha puesto a punto la tecnologia de pirosecuenciacion
mediante el 454 Gs Junior (Roche Diagnostics) (fig. 26) hasta trabajar a pleno

rendimiento desde septiembre de 2013.

Figura 26. Equipo 454 Gs Junior (Roche Diagnostics).
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Analizamos unos 7 pacientes en cada procedimiento de amplificacion y andlisis
de los genes BRCA. Para ello, fue necesario continuar una serie de pasos recomendados
por el fabricante a lo largo de unos siete dias de trabajo. Se siguieron los siguientes

procesos (todos los pasos se hallan detallados en el anexo C):

a) Preparacion de la libreria de ADN: Las amplificaciones se realizaron
utilizando el kit BRCA MAST Assay v2.1 (Cat MR-0012.040) y para la
incorporacion de las MIDs y las secuencias especificas de los adaptadores A
y B a cada muestra se emplearon los kits 454 MID kit1-8 (Cat. ML-
0008.192) y el Amplification Reagent del MASTRDx Kit, respectivamente.

b) PCR en emulsion (emPCR): Para la PCR se utilizo6 el kit emPCR Reagents
(Ref. 05996538001) y para la recuperacion de las beads, lavado y su
enriquecimiento el kit emPCR oil and breaking kit (Ref 05996511001).

¢) Secuenciacién: Para ello, ensamblamos el dispositivo Bead Deposition
Device con la placa PicoTiterPlate device, la cual la habremos rellenado con
las beads de las muestras junto con las demas tipos de beads suministradas
por los kits Gs Junior Titanium Control Bead kit y Gs Junior Titanium
Sequencing Kit. Tras colocarlo en el equipo, procedimos a la secuenciacion

mediante el programa informatico Gs Junior Sequencer.

d) Analisis de los datos: Para la evaluacion de los datos empleamos el soporte
informatico GS Run Browser y para su interpretacion el soporte informatico

GS Amplicon Variant Analyzer (AVA).

7. ESTUDIO DE GRANDES REORDENAMIENTOS EN
LOS GENES BRCA1 Y BRCAZ2

En la técnica de MLPA para el estudio de estos reordenamientos usamos el
SALSA MLPA KIT para BRCA1 y BRCA2 (100 reacciones) de MRC Holland. Las
sondas utilizadas en el kit para la deteccion de grandes reordenamientos génicos vienen
indicadas en el anexo D. Se optimizo la técnica en el termociclador Verity (Applied
Biosystems) que facilita distintas opciones de programa que son necesarias en este caso.

Se hicieron los calculos siempre para una muestra de mas.
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Para cada ensayo se incluyeron dos muestras como controles en las que no se
hubiera detectado ninguna mutacion causal. El protocolo de la técnica de MLPA para la

deteccion de grandes reordenamientos se compone de 5 pasos (fig. 27 y tabla 13).

1. Desnaturalizacion e hibridacion

PCR secuencia primer X PCR secuencia primerY

= Secuencia stuffer
\—. — (diferente para

cada sonda)

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

w

3. PCR con los primers universales X e Y
Amplificacién exponencial de solo las sondas ligadas

X
-

4. Analisis de fragmentos

Figura 27. Proceso descriptivo de MLPA (Multiplex Ligation Probe Amplification).
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Tabla 13. Etapas de la técnica de MLPA
1. Desnaturalizacion de ADN e hibridacion de sondas

Primeramente se desnaturalizaron 5 uLL de ADN (20ng/uL) 5" a 98°C. Se enfrio
y pausé a 25°C antes de abrir el termociclador y se afiadieron 1,5 uL de SALSA
probemix y 1,5 uL de MLPA buffer a cada tubo. Se mezclo6 e incubd 1" a 95°C
seguido de 18 horas a 60°C (paso limitante debido a la evaporacion del volumen

de reaccion, 8 uL).

2. Reaccion de ligacion

Se redujo la temperatura hasta 54°C y se afiadieron 32 pL de la mezcla de
ligacion (3 pL de Ligase buffer A, 3 uL Ligase buffer B y 25 uL de agua miliQ.
Se anade 1 uL de Ligase-65) y se homogenizd bien. Se incubd 15" a 54°C
seguido de 5" a 98°C.

3. Reaccion de PCR

Se prepard la Master Mix de la polimerasa, la cual constaba para cada reaccion
de 7,5 pL de agua miliQ, 2 pL de SALSA PCR Mix y 0,5 de SALSA
Polymerase. Posteriormente a cada tubo se le anadieron 10 puL de la Master Mix
de la polimerasa. El programa de PCR const6 de 35 ciclos de 30" 95 °C, 30"

60 °C y 60°" a 72 °C. Finalmente se termina con una incubacién de 20" a 72°C.

4. Separacion de los productos de amplificacion mediante electroforesis
Se mezclaron 12 pL de Formamida Hi-Di, 1 pL de producto de amplificacion y
0,5 pL del marcador de tamafio utilizado, en nuestro caso LIZ500, y se

desnaturalizo 5" a 95°C.

5. Electroforesis capilar en modo de analisis de fragmentos

104



Material y métodos

7.1.1 Andlisis de fragmentos

En este paso se llevo a cabo el siguiente procedimiento:
a) Electroforesis capilar con el analizador ABI3130 (Applied Biosystems).

b) Analisis y visualizacion de los resultados con el software GeneMapper v. 4.0

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

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

etapa de ligacion.

- Fragmentos control "DD" (DNA denaturation) de 88, 92 y 96 pb. Fragmentos
que consisten en dos sondas sintéticas, cuyo proposito es avisarnos de que el
ADN no se ha desnaturalizado por completo. Los fragmentos de 88 pb y de
96 pb son especificos de secuencias que se localizan en islas CpG muy
dificiles de desnaturalizar. Si los productos de amplificacion de éstos son
mucho menores que los de 92 y 127-454 pb, entonces la desnaturalizacion
del ADN de nuestras muestras puede haber sido incompleta y nuestros

resultados poco fiables.

c) Analisis del perfil de picos. Se abrieron como un archivo de Excel y se
eliminaron los picos sobrantes que no correspondian a ningn locus control
ni a ningiin exén de BRCA1 o BRCA2. Mediante una plantilla de anélisis se
normalizaron las areas relativas con respecto a las areas de los controles
sanos. A continuacion, se comprobd la existencia de una posible
amplificacion o delecion en el gen. Utilizamos los rangos de referencia
utilizados por otros grupos de investigacion e indicados por la casa comercial
(MRC Holland), considerando un valor por debajo de 0,6 sospechoso de
deleciéon y por encima de 1,4 de duplicacion, utilizando siempre dos
controles sanos como referencia. Ambos se tendrian que confirmar

posteriormente. Debemos tener en cuenta que quizas algunos polimorfismos
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interfieran en la hibridacion de alguna sonda y pudiera generar un falso

positivo.

8. PCR A TIEMPO REAL (gPCR)

Para la comprobacion de los reordenamientos detectados por MLPA en nuestro
estudio, utilizamos el método de PCR a tiempo real o cuantitativa (real time PCR o
gPCR) como técnica alternativa. Utilizamos el método de qPCR con el equipo de
LightCycler (Roche Diagnostics) (fig. 28). Se utilizaron los mismos primers que se
emplearon en la amplificacion para la secuenciacion automatica por electroforesis

capilar (segun el exon de estudio).

Figura 28. Equipo LightCycler (Roche Diagnostics).

Las muestras donde se detectaron reordenamientos génicos y las muestras
control se diluyeron de forma seriada y se amplificaron para cada ex6on diana a
concentraciones de 100, 50, 25, y 12,5 ng por reaccion. Los Cp de cada amplificacion se
determinaron por el software LighCycler version 3.5 usando el maximo de la segunda
derivada. La eficiencia de cada reaccion de PCR se determind mediante la siguiente

formula:

Ezlo-llpendiente [4 1 9]
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Para cada muestra de ADN se amplificaron en 20 uL por reaccion, la cual
contenia 0,2 pM de cada primer y 1X de Mix Takara SYBR® Premix Ex Taq™ (Tli
RNase H plus) (lote AK 1801), la cual contenia la Taq Polimerasa, los dNTPs, Mg, Tli
RNasa H y SYBR Green.

La amplificacion se realizo en el LightCycler a una preincubacion de 95°C 10
minutos seguidos de 45 ciclos de desnaturalizacion a 95°C 10°; anillamiento a 60°C
(temperatura especifica de la delecion del exon 2) 10y extension a 72°C 12

Posteriormente, se calcularon los ratios de la dosis génica de cada exén

2 -AACP

utilizando el método de , previamente descrito [404;420;421], comprobando las

mismas eficiencias y asumiendo que todas ellas resultaran ser 2. De esta manera, el ratio

de la dosis génica se calcula utilizando la siguiente ecuacion:
RD=2"P

Donde ACp equivale a la diferencia entre los valores Cp de la muestra diana y de

la muestra control (figura 29).

/7//
M/

]

op, 3 1

o

A

ACP =An

Figura 29. Imagen donde se indica la ACp entre dos muestras, cuyo valor nos permitira calcular los
ratios de la dosis génica (RD).
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9. ANALISIS DE MICROSATELITES

La técnica de microsatélites se ha utilizado para el estudio de 2 familias
portadoras de una misma mutacién conocida para demostrar el efecto fundador y que

comparten un ancestro comun.

Dos individuos y seis miembros de la familia fueron genotipados por marcadores
microsatélites polimoérficos dentro de BRCAL y en sus zonas flanqueantes. Como
controles, veinticuatro individuos espafoles no emparentados (de diferentes areas de

Murcia) también se genotiparon, ademas de estimarse las frecuencias de los alelos.

Los cuatro marcadores microsatélites fueron D17S1326 (en 5' de BRCAL),
D17S855 (intron 20), 17-3858 (en 3' de BRCAL) y 17-3930 (en 3' de BRCAL). Las
secuencias de los cebadores de amplificacion para los marcadores D17S1326 y
D17S855 se encuentran en la base de datos de sitios de secuencia identificada (STS,
sequence-tagged site) de la NCBI (National Center for Biotechnology Information)
denominada UniSTS (UniSTS) [422]; mientras que las secuencias de los cebadores de
los marcadores microsatélites 17-3858 y 17-3930 fueron obtenidas del trabajo publicado
por Sagi y col. [423]. Las secuencias de cebadores y el tamafio de los alelos de los
marcadores polimorficos utilizados para construir los haplotipos se encuentran en la
tabla 14. Y el orden de los marcadores y las distancias relativas entre si se muestran en

la figura 30.

Tabla 14. Secuencias de los cebadores y tamafo de los alelos de los marcadores polimérficos
de BRCAL utilizados para construir los haplotipos.

Marcadores microsatélites en BRCA1

Marcador Cebador Forward Cebador Reverse Ji
alelo (pb)
D17S1326 FAM* 5*-CAGCTGATATTTCACAGGACT-3* 5*“AGAGCAAAACTCCATCTCAAACA-3* 89-108
D17S855 FAM* 5°- GGATGGCCTTTTAGAAAGTGG-3* 5 ACACAGACTTGTCCTACTGCC-3* 139-152
17-3858 FAM* 5*-CATTCTCATTCCCAGTATAGAGG-3* 5*“AGATCTTCTACCAGGCTCTTAGC-3* 122-136
17-3930 FAM* 5*-GATAAACTAGTTTTTGCCAG-3* 5“TGTAAATCTCAGGGCAAAGG-3* 289-308

*Los primers forward se marcaron con el fluoroforo FAM para poder determinar el tamafio de los fragmentos en
funcidn del otro fluoréforo (LIZ-500), empleado en el analisis de fragmentos.
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Cada marcador se amplifico con PCR utilizando un kit de PCR de microsatélites
Type-it Microsatellite PCR Kit (Cat. N° 206241) (Qiagen). Previamente, se
reconstituyeron los viales de primers liofilizados con tampdn estandar (TE) hasta una
concentracion de 100 uM. Posteriormente, en un mismo tubo afadimos 10 pl de cada
primer (20 pl en total) y afiadimos 480 ul de TE, obteniendo de esta manera 500 ul de

mix de primers (Forward y Reverse), cuya concentracion fue de 2 uM para cada primer.

Marcadores Distancia (pb)

} Microsatélites

Figura 30. Posiciones de los marcadores

| —17-3858 2913097 | microsatélites en el cromosoma 17g21. Las
| distancias en pares de bases (pb) se indican
| en relacion al gen BRCAL. Los marcadores
: seleccionados se encuentran dentro o
I flanqueando dicho gen, extendiéndose sobre
: una region de 2,8 Mb.
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El programa de amplificacion utilizado consta de varios pasos: 5" a 95°
(activacion de la polimerasa de la Master Mix), 28 ciclos de 3 temperaturas: 30" 95°;
90"" a 57°y 30" a 72° una extension final de 30" a 60° y a 4° indefinidamente. Para la

PCR de microsatélites utilizamos los reactivos y cantidades sefialados en la tabla 15.

Tabla 15. Esquema de la PCR de microsatélites.

PCR de microsatélites V (uL)
H,O 6,5
Master Mix 12,5
Solucion Q 2,5
Primer (2uM cada cebador) 2,5
ADN (20ng/uL) 1,0
Vol. total 25

La muestra una vez amplificada se introdujo en el analizador ABI 3130 para la
electroforesis capilar y el posterior analisis de fragmentos. Para ello se mezclo 1 uL de
producto de amplificacion con 12uLl. de formamida Hi-Di y 0,5 puL del marcador de
tamafio LIZ-500 (Gene Scan- 500 LIZ Size Standard. Part.N° 4322682) y se dispuso

durante 5 minutos a 95°C.

Los datos obtenidos tras el analisis de fragmentos en el analizador ABI 3130 se
realizaron mediante el software Genemapper v 4.0, facilitado por Applied Biosystems.
Cada microsatélite amplificado se repite un numero de veces determinado en el alelo
paterno y materno y se representa mediante un pico. Dependiendo del numero de

repeticiones obtendremos un pico con mayor o menor tamafio.

Posteriormente, lo haplotipos se reconstruyeron de forma manual en las dos
familias informativas. El origen geografico de las familias se dedujo del lugar de origen
del portador de la mutacién con mayor edad o del familiar afectado con mayor edad y

mas probable de ser portador.
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10. NOMENCLATURA DE LAS VARIANTES Y SIMBOLOGIA DE
LOS ARBOLES GENEALOGICOS

La nomenclatura de las distintas variantes localizadas sigue la normativa
propuesta por la Human Genome Variation Society (HGSV) (http://www.hgvs.org/)
[424].

En la figura 31 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 de algtn tipo de cancer se indican rellenando los cuadrados o
los circulos de color negro. La linea diagonal indica que el individuo esté fallecido. Dos
individuos unidos por una linea transversal en la parte superior indican que €stos son
gemelos. El caso indice se indica con una flecha, y éste no tiene necesariamente que
estar afectado, sino que puede que simplemente consulte por la presencia de
antecedentes familiares. El simbolo + indica que es portador de la variante patogénica,
mientras que el simbolo — se refiere a no portador. Los pequefios circulos hacen

referencia a que el paciente esta pendiente del estudio genético (fig. 31).

O []

Mujer Hombre
Individuo afectado Fallecido

de cancer

O

A
Gemelos Caso indice de
la familia
OO O
Portador/ Pendiente de
No portador estudio genético

Figura 31. Simbologia empleada en la configuracion de los arboles genealdgicos.
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11. ANALISIS BIOINFORMATICO DE LAS VARIANTES

Con el objeto de conocer si las mutaciones encontradas se habian descrito

previamente y conocer su significado patogénico se utilizaron las bases de datos:

a) The Breast Cancer Information Core (BIC) (www.research.nhgri.

nih.gov/bic/). Base de datos que se utiliza como referente en la busqueda de
informacion de las distintas variantes en BRCA1 y BRCA2. Segun su efecto
fisiopatoldgico, clasifica las variantes como clinicamente importante,

desconocido o clinicamente no importante.

b) Human Gene Mutation Database (HGMD) (http://www.hgmd.cf.ac.uk

/ac/index.php). Existe informacién sobre gran cantidad de enfermedades
hereditarias. Nos permite conocer citas bibliograficas de cada variante, analiza
las propiedades biofisicas de los aminoacidos sustituidos, realiza analisis de
conservacion (PSI-BLAST) y calcula predicciones de algunos estudios in silico

(SIFT y MutPred).

¢) Leiden Open Variation Database (LOVD) (http://BRCA.iarc.fr/LOVDY/).

Tiene informacion sobre una gran cantidad de genes. Importante informacion
sobre citas bibliograficas y nos permite conocer la clasificacion IARC propuesta

por Plon y col. [351].

d) Universal Mutation Database (UMD) (http:/www.umd.be/BRCA1/ vy

http://www.umd.be/BRCA2/). Base de datos con informaciéon de los genes

BRCA1 y BRCA2. Nos indica las propiedades biofisicas de los aminoacidos
sustituidos, analisis de algunos programas in silico, la existencia de co-
ocurrencia en trans con otras mutaciones patogénicas y citas bibliograficas de la

variante en cuestion.

e) National Center for Biotechnology Information (NCBI)

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

mundial en informacion biomédica y gendmica, tiene gran cantidad de bases de
datos seglin la informacion y caracteristicas de la busqueda. Utilizamos la base
de datos dbSNP (repositorio central tanto para sustituciones como pequefias
eliminaciones e inserciones de bases de nucledtidos unicos) para obtener
informacion sobre el posible efecto fisiopatoldogico de la variante y de su
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frecuencia en poblacion europea (a través de la informacion de Haplotype Map;

HapMap).

f) Ensembl Genome Browser (http://www.ensembl.org/index.html). Nos

permite obtener importante informaciéon gendmica, genética, filogenética,
fenotipica, bibliografica y de su frecuencia en distintas poblaciones de las
variantes. Obtuvimos informacion de la frecuencia en poblacion europea
(HapMap), aunque en algunos casos también dispone de datos en poblacion
ibérica.

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

variantes de la siguiente manera (ver algoritmo en fig. 32):

Variantes patogénicas: serian aquellas variantes con informacion
contrastada de su patogenicidad en las distintas bases de datos, aquellas de
nueva descripcion que causan un codon de parada prematuro y truncamiento

de la proteina o aquellas variantes con un nivel IARC = 5.

Variantes probablemente patogénicas: Aquellas a las que se le conoce un
nivel JARC =4.

Variantes de efecto clinico desconocido (UV): Aquellas variantes
clasificadas con un nivel IJARC = 3, o bien, se desconoce todavia su
clasificacion por falta de estudios que lo corroboren y, ademds, que no

cumplan los criterios de probabilidad de no patogenicidad propuestos.

Variantes probablemente no patogénicas: Aquellas variantes clasificadas
con un nivel IARC = 2 o, en su defecto, que cumplan alguno de los

siguientes criterios de probabilidad de no patogenicidad:

a) Variantes descritas en Deffenbaugh (2002) [425], o Tavtigian (2005)
[408] o descritas en trans con alguna mutacion deletérea en el mismo

gen del mismo individuo.

b) Variantes consideradas neutras usando métodos de probabilidad
multifactoriales, utilizando el punto de corte recomendado de 100:1 a
favor de neutralidad (Goldgar 2004 [426] y Chevenix-Trench 2006
[348]).
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- Variantes no patogénicas: Entrarian las variantes de poca frecuencia alélica
con un nivel IARC =1 y los polimorfismos (aquellas variantes presentes en
nuestra poblacion, en poblacion espanola segin Diez y col. [333] o

registrada en HapMap con una frecuencia alélica >1%)).
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Si = > NO l l
l , l . VARIANTE VARIANTE
VARIANTE ¢Frecuencia alélica PATOGENICA SIGN. CLINICO
PATOGENICA > 1%?

DESCONOCIDO

S - | » NO

VARIANTE ¢IARC?
NO PATOGENICA

Si - > NO
IARC=5 VARIANTE éCriterios de probabilidad
PATOGENICA a favor de no
patogenicidad*?
VARIANTE
IARC=4 [ULI:IRIVIIN = _ | |
PATOGENICA S » NO
VARIANTE l l
IARC=3 Slcé't':bc'gglcg VARIANTE VARIANTE
plesicallicls PROBABLEMENTE SIGN. CLINICO
NO PATOGENICA DESCONOCIDO

VARIANTE
IEINeC PR PROBABLEMENTE
NO PATOGENICA

VARIANTE
NO PATOGENICA

IARC=1

Figura 32. Algoritmo seguido en nuestro estudio para la clasificacion de las variantes detectadas.

LSDBs: Locus Specific Databases, bases de datos.

*Criterios propuestos: a) descritas en Deffenbauch (2002) [425], Tavtigian (2005) [408] o en trans.; b) Punto
de corte 1:100 a favor de neutralidad segtin Goldgar (2004) [426] o Chevenix-Trench (2006) [348].
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A todas las variantes de significado clinico desconocido (UVs) se les aplicaron
analisis a través de herramientas bioinformaticas (estudios in silico), para poder predecir
el efecto de estas variantes sobre la proteina. Se realizaron estudios en las propiedades
de los aminoacidos sustituidos (Grantham matrix score), de analisis de la conservacion
interespecifica y las caracteristicas biofisicas de los aminoacidos sustituidos (Align-
GVGD), de prediccion del efecto patégeno de las variantes missense (SIFT, Pmut,
Polyphen-2), de prediccion de forma tedrica del efecto de las variantes en el splicing
(SpliceSiteFinder, MaxEntScan (MES) y NNSPLICE, a través del soporte informatico

Alamut) y de estudios conjuntos de los factores anteriores (Mutation Taster).

11.1 Analisis in silico

Grantham matrix score (GMS)

Decidimos dicotomizar como punto de corte 60, como han aplicado otros

estudios [427].

Align-Grantham Variation Grantham Deviation (Align-GVGD)

Los alineamientos se calcularon en funcidn de la especie de maxima profundidad
de alineamiento: el erizo de mar (Strongylocentrotus purpuratus). Clasifica las variantes
en funcion del grado de conservacion: clase CO (no conservado), C25, C35, C45, C55 6

C65 (muy conservado).

Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT)

Utilizamos la version de SIFT llamada SIFT single protein tools, la cual ofrece
predicciones detalladas para una Unica proteina y sus sustituciones. Introdujimos las
secuencias a comparar en formato Blink, que se basa en el analisis de una sola proteina
y acepta como entrada el nimero identificador GI de la proteina proporcionado por la
base de datos protein de la NCBI. Determinamos el parametro best BLAST hits, para
asegurarnos el alineamiento con secuencias de organismos ortdlogos; excepto en las
predicciones con avisos de baja confianza; donde aplicamos all BLAST hits, y si el
problema persistid dirigimos la busqueda a bases de datos mas grandes (SIFT

Sequence), donde introdujimos la proteina en formato FASTA, como asi se recomienda
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[428]. El sistema elimina por defecto las secuencias mas de un 90% idénticas entre si.

SIFT considera variantes no toleradas (patdgenas) a puntuaciones <0,05.

Polymorphism Phenotyping v2 (Polyphen-2)

Se introdujo manualmente el identificador de la proteina (BRCA1 o BRCA2) de
la base de datos UniProtKB, el codon donde se produce la variacion y, el cambio de

aminoacido producido. Las mutaciones son catalogadas como benignas (<0,452),

posiblemente dafinas (0,453-0,956) o probablemente daiiinas (0,957-1,000).

Mutation Taster

En el programa informatico se introdujo la identificacion del transcrito para
BRCA1 o BRCA2 segun la base de datos Ensembl y, a continuacion, el cambio a
estudiar. Mutation Taster clasifica la variante en polimorfismo o patogénico. Si la
probabilidad es menor de 0,5, la variante se clasifica como polimorfismo y de la otra
manera como patogenica. Ademas de la actual clasificacion, Mutation Taster da

también el valor p.

pMut

A través de la pagina de internet del programa bioinformatico, introdujimos el
codigo SwissProt de la proteina BRCAL1 o BRCA2 y las posiciones de las variantes que
estudiamos. El alineamiento de secuencias multiples se realiz6 a partir de PSI-BLAST.
Los resultados llegan al correo electronico referenciado y, éstos pueden ser patoldgicos

(>0,5) o neutrales (<0,5) para la variante estudiada.

Alamut (version 2.3)

En el andlisis bioinformatico hemos utilizado los algoritmos de predicciones del
splicing en las UVs y no s6lo en las variantes intronicas, sino también en las variantes
silentes y variantes missense, puesto que el proceso de empalme podria verse afectado
también en estas ultimas, especialmente cuando se forman secuencias de dinucledtidos
de AG o GT. Tuvimos en cuenta la prediccion cuando dos o més programas mostraron
resultados similares, para poder asegurarnos de una mayor exactitud en la prediccion del

efecto sobre el splicing [429].

116



Material y métodos

Tabla 16. Resumen de las herramientas bioinformaticas utilizadas en la prediccion patdgena de

las UVs.
Método e de_varlantes Algoritmo Prediccion
analizadas
Gra_ntham - Propiedades de
(U SEIE missense aminoacidos sustituidos
(GMS)
Align-GVGD missense Andlisis de Efecto
conservacion patégeno de
e . Analisis de las variantes
missense conservacion missense
Poliphen-2 missense Métodos bayesianos
Mut missense Redes Neuronales
P Artificiales
Efecto

MutationTaster

Intrénicas, silentes y
missense

Métodos bayesianos

patdgeno de

las variantes

missense y en
el splicing

Splice Site
Finder

NNSplice

MaxEntScan

Introénicas, silentes y
missense

Intrénicas, silentes y
missense

Introénicas, silentes y
missense

Tablas de peso de
nucedtidos

Redes Neuronales
Artificiales

Principio de maxima
entropia

Efecto de las
variantes en
el splicing

12. METODOS ESTADISTICOS

Las variables cuantitativas con una distribucion normal se describieron mediante

la media y la desviacion tipica. Mientras que las variables cuantitativas que no siguieron

una distribucion 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 aplicacion de los andlisis estadisticos se verificaron

previamente a los mismos. La normalidad se contrasté mediante el test de Kolmogorov—

Smirnoff y la homocedasticidad mediante la prueba de Levene. En caso de

incumplimiento de alguna de las condiciones se procedié al analisis mediante pruebas

no paramétricas.
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La homogeneidad de la poblacion con respecto a variables demogréficas,
antecedentes médicos y otros parametros clinicos se analizé basalmente. Para las
variables cuantitativas se desarrollaron comparaciones de pruebas no paramétricas de U-
Mann-Whitney entre los dos brazos de estudio. En el caso de las variables cualitativas
se compararon mediante el test exacto de Fisher o test de chi-cuadrado de Pearson (y%),

segun requerimientos del nimero de casos.

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

analisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS v 15.0.
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1 CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

De los 396 casos indice a los que se le hizo el estudio genético, 19 (4,8%)
procedieron del Hospital Universitario Morales Meseguer y, el resto, fueron reclutados
en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca.

La distribucion segun el tipo de cancer diagnosticado de los casos indices viene
indicada en la figura 33; y las caracteristicas clinicas de los CM y los canceres de
ovario diagnosticados vienen descritos en la tabla 17.

De todos los casos, seglin los criterios de seleccion de pacientes de la SEOM,
265 (66,9%) fueron clasificados como alto riesgo, 41 (10,4%) de moderado riesgo y a
71 se les consider6 sin riesgo (17,9%) (19 casos, el 4,8%, no pudieron clasificarse por
falta de informacion de los antecedentes familiares del caso indice). En total, 70

(17,7%) tuvieron una variante patogénica en BRCA1/2 tras el estudio genético.

m Cancer de mama: 269
(67.9%)

W Cancer bilateral de mama: 37
(9.3%)

W Cancer de ovario: 25 (6,3%)
m No afectado: 25 (6.3%)

m Cancer de mama y ovario: 15
(3.8%)

m Cancer de mama en varon:
10 (2.5%)

Cancer de mama bilateral y
ovario: 4 (1%)

Cancer de mama y
endometrio: 3 (0,8%)

Desconocido: 8 (2%)

Figura 33. Distribucion segun el tipo de cancer de los casos indice de nuestro estudio.
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Tabla 17. Caracteristicas clinicas de los canceres de mama y canceres de ovario
diagnosticados en nuestro estudio*.

Cancer de mama Cancer de ovario
Ao de diagnostico (%) Ao de diagnostico (%)
Media 43,28 + 10,86 aflos = Media 49,42 + 14,58 afios
<40 afios 151 (38,1) < 50 afios 22 (5,6)
> 40 afios 178 (44,9) > 50 afios 23 (5,8)
Tipo Cancer de mama (%o) Co-afectacion (%)

CM unilaterales 297 (87,87) Cancer de ovario 25 (56,82)
CM bilaterales 41 (12,13) Céancer de ovario y mama 19 (43,18)
Subtipo histoldgico (%) Subtipo histologico (%)

Ductal 249 (62,9) Seroso 15 (51,72)
Lobulillar 15 (3,8) Mucinoso 6 (20,69)
Medular 14 (3,5) Endometroide 5(17,24)
Coloide 2 (0,5) Células claras 1(3,45)
Filoides 1(0,3) Transicional 1(3,45)
Papilar 1(0,3) Origen mulleriano 1 (3,45)

Estadio (%) Estadio FIGO (%)
0 10 (2,5) I-A 6 (20)
I 60 (15,2) I-B 1(3,3)
II-A 73 (18,4) I-C 4 (13,3)
11I-B 45 (11,4) I-A 1(3,3)
I11-A 30 (7,6) 1I-B 0 (0)
I11-B 18 (4,5) II-C 2 (6,7)
v 2 (0,5) 111-A 1(3,3)
11-B 2(6,7)
1I-C 10 (33,3)
v 3 (10)

*algunos datos de cada parametro no estan disponibles
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2 VARIANTES DETECTADAS EN BRCA1 Y BRCAZ2
Tras el analisis en los genes de BRCA1 y BRCA2 de los 396 casos indice con

criterios de riesgo de CMOH, se registraron un total de 162 variantes genéticas
diferentes (160 mutaciones puntuales y 2 reordenamientos génicos) con la siguiente

distribucion, seglin la clasificacion acorde a su efecto fisiopatologico (tabla 18):

Tabla 18. Variantes genéticas en BRCAL y BRCA2 detectadas en nuestra poblacion.

Variantes
probablemente
no patogénicas y
no patogénicas

Variantes de
significado clinico
desconocido

Variantes
Patogénicas

BRCAL 20 (12,35%) 11 (6,79%) 36 (22,22%) 67 (41,36%)
VPN: 1 (0,62%)
VNP: 35 (16,05%)

BRCA2 19 (11,72%) 33 (20,37%) 43 (26,54%) 95 (58,64%)
MP: 17 (10,49%) VPN: 5 (3,09%)
RG: 2 (1,23%) VNP: 38 (20,37%)
39 (24,07%) 44 (27,16%) 79 (48,76%) 162 (100%)

MP: Mutaciones puntuales; RG: reordenamientos génicos
VPN: Variantes probablemente no patogénicas; VNP: Variantes no patogénicas

2.1 Mutaciones puntuales en BRCA1ly BRCA2

2.1.1 Variantes patogenicas

Las variantes patogénicas son la causa principal del alto riesgo a cancer de mama
y/u ovario y las responsables de la aparicion de la enfermedad. Antes de enumerar las
mutaciones patogénicas encontradas, debemos aclarar que las variantes nuevas de
cambio de fase de lectura o aparicién de un codén de parada prematuro, al generar una
proteina truncada, se han considerado como patogénicas. No se detectaron variantes

probablemente patogénicas (IARC = 4) ni en BRCAL ni en BRCAZ2.
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2.1.1.1Variantes patogénicas en BRCA1

De las 67 mutaciones encontradas en BRCAL, 20 fueron consideradas patogénicas.
De ellas, 16 ya estaban descritas en la bibliografia y 4 son de nueva descripcion. En
concreto, de las ya descritas, hay nueve mutaciones que cambian el marco de lectura por
inserciones o pérdidas, cinco mutaciones que alteran el procesamiento del ARN, un
cambio de aminoacido que es considerado patogénico y un cambio de nucledtido que
da lugar a un codon de parada prematuro. Las cuatro mutaciones nuevas que
describimos son dos que cambian el marco de lectura y dos con un cambio de

nucleotido que da lugar a un codon de parada prematuro.

Para cada variante patogénica realizaremos un andlisis molecular del cambio
producido, una pequefia revision de su distribucion en otras regiones geograficas, una
descripcion de las familias portadoras y un estudio genotipo-fenotipo global de todas
ellas. La relacion de estas variantes en funcion del tipo de cambio se encuentra a

continuacion:

A. Variantes patogénicas tipo frameshift

- .68 _69delAG

- ¢.70_73dup

- €.290_291delCA

- €.835delC

- €.1859delT

- €.1912 1912delG

- €.2285_2286delGA
- €.3331_3334delCAAG
- ¢.3583delC

- ¢.3770_3771delAG
- ¢.5263 5264insC

B. Variantes patogénicas tipo nonsense

- c¢.1612C>T
- ¢.1918C>T
- €.3280A>T
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C. Variantes patogénicas tipo missense

- ¢1817T>G

D. Variantes patogénicas que afectan al splicing

c.211A>G

- C.212+1G>A

- €.4357+1delG
- C€.5123C>A

c. 5277+1G>A

En la figura 34 se hallan representadas este tipo de variantes segin su

localizacién en el gen BRCAL.

Gen
BRCA1

Dominios

c.68_69delAG c.1859delT
2 ¢.70_73dup "€.1912_1912delG
- €.1918C>T
c.181T>G c.5123C>A
C 211A>G €.2285_2286delGA
C.212+1G>A €.3331_3334delCAAG €.5263_5264insC
.
$ ,c.290_291delCA c.3583delC C.5277+1G>A
: c.1612C>T °'328°A>T_ .3770_3771delAG ¢
C-835deLC c.4357+1delG

123 5 6 7 B 8?10 1

2 13

14 15

16

17 1819200 2B M4 —

proteina
BRCA1

Proteinas
de unidn

NESL NESZ NLS1  NLS2

\;reg\'én unién al ADN 1

Coiled coil

PALB2

BRCT1 == BRCT2 _l

BACH1

Figura 34. Variantes patogénicas detectadas en el gen BRCAL, junto con los dominios y proteinas de union mas
importantes para su funcion.
El circulo rojo indica cada familia afectada por la variante; en amarillo se sefialan las variantes patogénicas de

nueva descripcion en este estudio.
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A. Cambios en el marco de lectura (frameshift)

Hemos encontrado once alteraciones que provocan un desfase del marco de
lectura y dan lugar a un codon de parada prematuro (nueve pérdidas y dos inserciones).
Por otro lado, todas las variantes de este grupo inducen la aparicion de una proteina
BRCAL1 truncada y no funcional, ya que carece de algunos de los dominios importantes

para su actividad. Las caracteristicas de estas mutaciones se detallan en la tabla 19.
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Individual ox o
Reported Fraquency | o
® Global @ 10 20
Relative
=) 3 0 +
Read Orientation CTTCGCGTTGAAGAAGT ACAAAAT T CATT AAT GCTAT GCAGAAAAT CTTAGACT GTCCCATCTCGTAACT CAGCACAAGAGT CTATTAATTTGCCATTCCTATC
® Any Reference Sequence Position —
) Forward N o P -
Reverse Wl '
GAAGAAGTACAAAATGTCATTAATGCTATGCCAGAAAATCTTAGAGTCTCCCATCTCCTAAGT CAGCACAAGCAGTGCTATTAATTTGGGA
GAAGAAGTACAAAATGTCATTAATGCTAT GCAGAAAAT CTTAGGT GTCCCATCTGGTAAGT CAGCACAAGAGT GTATTAATTTGG |4]
GAAGAAGT ACAAAATGTCATTAATGCTATGCAGAAAATCTTAGRIGTGTCCCATCTGGTAAGTCAGCACAAGAGTGTATTAATTTGG
GAAGAAGTACAAAAT GTCATTAATGCTAT GCAGAAAAT CTTAGH-TGTCCCATCTGGTAAGT CAGCACAAGAGT GTATTAATTTGG
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Figura 35. Cambio en el marco de lectura en BRCAL (variante ¢.68 69delAG). A. Electroferograma
B. Alineamiento de lectura con el programa Amplicon Variant Analyzer.
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Tabla 19. Variantes patogénicas que cambian el marco de lectura junto con las caracteristicas del caso
indice y sus familiares. Se indica referencia bibliografica y base de datos consultada.

Exoén/
Intrén

11

11

11

11

11

11

11

20

Cambio de
ADNc

€.68_69delAG

€.70_73dup

¢.290_291delCA

¢.835delC

€.1859delT

€.1912_1912delG

€.2285 2286
delGA

€.3331_3334
delCAAG

¢.3583delC

¢.3770_3771
delAG

€.5263_5264insC

Cambio de proteina

p.Glu23Valfs*39

p. Pro25Leufs*42

p. Thr97fs*105

p-His279Metfs*297

p-11e620fs*625

p-Glu638Asnfs*650

p-Arg762£s*766

p.Glnl111fs*1115

p. His1195fs*1209

p.Glul257fs*1265

p-GIn1756profs*1829

(0]

N
Ccasos

1

Familia

F34

Fo1

F210

F252

F288

F308

F209

F256

Fo4

F16

F20

F407

F176

F153

F63

F322

F106

F304

o Tipo de
Caso indice familiat
bCM (<40)
bCMm(<40) - CM=40
bCMm
(<40) bCM (<40)
CM <40 CM <40
CM +
Cuil CM<40
CM<40 2CM + CO
(6[0) 2CO+CM
bCMO
bCMO (<40) (<40) +
CM<40
CM<40 2CM<40
bCMm bCM
4CM +
Cuil CMO
Cco 2CO
CMO CMO
CM<40 +
CM<40 M
bCM bCM + CM
CcO CcO
CcO (00)
CMO +
CMO bCM
CM+
CM
CM<40

Referencias

Diez y col.
2003 [333]

BIC

Diez y col.
2003 [333]

BIC

Bergman y col.
2005 [430]

BIC
BIC

No descrita

Diez y col.
2003 [333]

BIC
No descrita

Durocher y col.
1996 [431]

BIC
Cardefiosa y
col. 2008 [432]
HGMD
Takahashi y
col. 1995 [433]
BIC
Simard y col.
1994 [434]
BIC

CM: Cancer de mama; CM<40: Cancer de mama con un diagndstico menor o igual a 40 afios; bCM: Céncer de mama
bilateral; CO: Cancer de ovario; bCMm: Cancer de mama bilateral metacronico; bCMs: Cancer de mama bilateral sincronico;

bCMO: Cancer bilateral y cancer de ovario; CMO: Cancer de mama y ovario.

T En las caracteristicas del tipo de familia se tuvieron en cuenta el caso indice y sus familiares de primer y segundo grado.
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€.68_69delAG

Se trata de una de las mutaciones mas prevalentes en nuestra poblacion de estudio,
con 6 familias afectadas (8,57% de las familias BRCA+ y 15,38% de las familias
BRCAL+). Esta mutacion frameshift ocurre en el codon 23, exon 2, y provoca la
creacion de un codon de parada en la posicion 39. Esta alteracion conduce a la
terminacion prematura de la traduccion y el truncamiento de la proteina. Como
consecuencia de producirse al inicio del gen, se perderia parte del dominio RING y
dominios tan importantes para el funcionamiento de la proteina como la region de unién

al ADN, el dominio coiled coil y los dominios BRCT1 y BRCT2.

La mutacion ¢.68 69delAG es una de las mutaciones fundadoras de los judios
Ashkenazi, y se ha encontrado con prevalencias significativas en todas las poblaciones
excepto en la africana (2,2%-15,2%), encontrandose la mas alta en poblaciones de
Europa Central [435]. En Espafia estd presente en casi el 1,9% de las familias con
alto/moderado riesgo de CMOH vy estudios de haplotipo indican un origen comun de la

mutacion espafiola (sefardi) y la poblacion judia Ashkenazi [436].

a) Descripcion de las familias

- F34 (fig. 36): El caso indice (III:1) fue diagnosticado de cancer de mama
bilateral metacronico a los 39 y 51 afos de edad. El primer diagndstico fue
en la mama derecha con carcinoma ductal invasor (T2N1MO, receptores
inmuhistoquimicos desconocidos) y la mama izquierda con carcinoma ductal
invasor (triple negativo, receptor p53 + y ki67 >30%). Su tia paterna (II:3)
tuvo cancer de mama diagnosticado a los 65 afos y su abuela también por la
rama paterna fue diagnosticada de cancer de mama a los 38 afos. El caso
indice ha tenido dos hijos varones en el que uno de ellos (IV:1) se comprobd

que era portador de la mutacion, mientras que el otro (IV:2) fue negativo.

- F91 (fig. 37A): El caso indice (II:11) fue diagnosticado de cancer bilateral
metacronico a los 35 y 36 afios de edad. El primer diagnostico en la mama
derecha se trat6 de un carcinoma ductal infiltrante (pT2pNO, triple negativo)
y al afio siguiente en la mama izquierda tuvo un carcinoma ductal infiltrante

(pT1bpN1, triple negativo). No hubo mas antecedentes familiares de cancer
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de mama y ovario, tinicamente un cancer de cabeza y cuello diagnosticado a
los 68 afios en su padre (I:1). Se les realizé el estudio genético a 5 hermanos,
de los cuales 4 (II:3, II:7, II:9 y II:18) son portadores de la variante
patogénica (dos de ellos son mujeres) y una mujer resultd ser negativa

(I1:13).

F210 (fig. 37B): El caso indice (IV:4) fue diagnosticado de CM ductal
infiltrante moderadamente diferenciado a los 40 afios (pT4pNIMx, RE+
93%, RP+ 63%, HER2- y p53+ 18%). Tiene tres tias por parte materna (IL:6,
I1:7 y 11:14) afectadas con CM a los 40 afios, un cancer ginecologico a los 75
y un cancer de mama a los 47 afios (esta ultima siendo negativa para la
variante patogénica). Se les ha realizado el estudio a un hermano (IV:5)
(positivo), una hermana (IV:10) (negativo) y su padre (II:4) (positivo); todos
ellos no afectados por ningun tipo de cancer. Todo indica que dicha variante

ha sido heredada por parte paterna.

F252 (fig. 37C): Caso indice (III:7) diagnosticada de CM a los 42 anos de
edad (triple negativo, CKS5 +, p53 +, ki67 70-80%). Tiene una prima
hermana (III:2) con céncer de mama a los 56 afios también portadora de la
variante. Su hermana (I11:6) ha sido diagnosticada a los 37 afios de cancer de
mama y otra prima hermana (III:5) a los 49 afios también de CM. Su padre
(I1:3), su tio paterno (II:5) y su abuela paterna (I:2) han sido diagnosticados
de cancer de colon. Mientras que otro tio (II:2), también por parte del padre,

fue diagnosticado de cancer digestivo a los 68 afos.

F288 (fig. 38A): Caso indice (IV:2) diagnosticado a los 23 afios de carcinoma
ductal de mama en la mama izquierda (pT2pN2, RE+ 64%, RP+ 12%, Ki67+
82%, y Her2-). Su madre (II1:9) fue diagnosticada a los 44 afios y es también
portadora de la mutacion. Su abuela materna (I1:3) falleci6 a los 46 afios
diagnosticada de cancer ginecoldgico a los 44 afios. Ademas, la hermana de
la madre del caso indice (II1:7) falleciéo por CM a los 45 afios. Tiene una tia
(III:5) con test negativo para dicha variante y los tres hermanos restantes de

la familia estan pendientes de estudio.

F308 (fig. 38B): Caso indice (II:13) diagnosticada a los 55 afios de carcinoma

seroso papilar de ovario (estadio IIIC). Su hermana (II:10) también es
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portadora de la variante y fue diagnosticada de CM a los 61 afios de edad.
Ademas tiene tres hermanos mas (II:5, II:6 y II:13) diagnosticados con
cancer de pancreas, pulmon y una carcinomatosis peritoneal de probable
origen ovarico, respectivamente. Los demds hermanos no estan afectados y
estan pendientes de estudio; ademas, de todos los hijos del caso indice y de

sus hermanos afectados.

b) Estudios genotipo-fenotipo:

Céncer de mama Céncer de ovario
Casos Casos cancer
N° Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagnostico bilateral (%) diagnostico S y
ovario (%)
(%)
17 8 (47)  41(23-61) 2(11,8) 1(5,9) 55 0

Un estudio en 28 portadores ingleses que presentaban la mutacion
c.68 69delAG indico que se trata de una variante de menor penetrancia en comparacion
con otras mutaciones en el mismo gen [437]: de los 28 pacientes portadores, 15 (56%)
fueron diagnosticados de céancer, y se estim6 una mediana de edad de diagnostico de
cancer de mama en 55 afios. Este estudio estaria de acuerdo con la baja penetrancia

detectada en nuestra poblacion, aunque no asi con la edad de diagnostico.

F34 O—

I:1 1:2
CM (38)
11:1 11:2 11:3
Ca gastrico CM (65)
(76)
LI
00—
11:3 11 11:2
bCM
(39,51)
O o
IV:1 IV:2

Figura 36. Arbol familiar de la familia F34 de casos portadores de la variante c.68_69delAG en
BRCAL.
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Figura 38. Arboles familiares de casos portadores de la variante ¢.68 69delAG en BRCAL. En A F288

y en B F308.

c.70_73dup

Variante presente en 2 familias portadoras (2,86% de las familias BRCA+ y

5,13% de las familias BRCA1L). Esta variante se encuentra en el exén 2 del gen BRCA1,

altera la pauta de lectura provocando en el codon 42 una parada prematura y

provocando el truncamiento de la proteina. Al igual que la variante anterior, se verian
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afectados todos los dominios importantes de la proteina: RING, la region de union al

ADN, coiled coil y ambos dominios BRCT.

Esta variante fue descrita por primera vez en 1997 en un estudio que relacionaba
la diferencia fenotipica en dos gemelas portadoras de esta mutacion [438].
Posteriormente se ha publicado en otros trabajos con mayor nimero de casos indice,
como en Diez y col. (2003), considerandose una variante detectada nicamente en

Espana [333]. Descrita en la base de datos BIC.
a) Descripcion de las familias

- F209 (fig. 39A): Caso indice (III:13) con cancer bilateral metacronico a los
30 y 44 anos de edad y un cancer ovarico a los 57. El primer tumor
diagnosticado fue en la mama izquierda del tipo histolégico medular atipico
y sin afectacion ganglionar (receptores inmunohistoquimicos desconocidos);
posteriormente, en la mama derecha tuvo un carcinoma ductal infiltrante
pobremente diferenciado también sin afectacion ganglionar (RE+,RP-, Her-,
p53<20%, Ki67<15%) y a nivel ovdrico tuvo un adenocarcinoma
pobremente diferenciado, de origen mulleriano. Tiene una hermana fallecida
con un cancer de mama diagnosticado a los 27 afios y otro hermano también
fallecido con cancer de pulmon a los 65 afios. A dos hermanos vivos (III:7 y
II1:10) se les realizo el cribado para dicha variante siendo positivos ambos y
quedando pendiente de estudio otro hermano varon (I11:14). Estan pendientes
de estudio la siguiente generacion, menos dos casos (IV:11 y IV:16) que se

ha comprobado que no son portadores de esta variante patogénica.

- F256 (fig. 39B): Caso indice (IV:3) con carcinoma ductal infiltrante en la
mama izquierda moderadamente diferenciado (pT1bpNO, triple negativo). Su
madre (III:3) fue diagnosticada a los 39 afios de CM y su abuela por parte
paterna (I1I:2) también de CM a los 65 afios. Tiene una prima hermana (IV:1)

con CM a los 33 afios.

133



Resultados

b) Estudios genotipo-fenotipo:

Céancer de mama Cancer de ovario
Casos Casos cancer
Ne° Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagnostico bilateral (%) diagnostico N M
o ovario (%)
(%)
5 2 (40)  45,5(33-58) 1(20) 0 - 0

El trabajo de Diez y col. [333], encontr6 esta variante mayoritariamente en

canceres de mama menores de 50 afios (5 pacientes frente a una paciente con edad
mayor de 50 afios).
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Figura 39. Arboles familiares de casos
portadores de la variante ¢.70_73dup en BRCAL.
En A F209 y en B F256.
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€.290_291delCA

Mutacion presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 2,56% de las
familias BRCA1+), situada en el exon 6 del gen BRCAL. Provoca una parada prematura
en el codon 105 de la proteina. En esta posicion el dominio RING no se veria afectado;
pero, en cambio, los demds dominios que permiten desempefiar la funciébn como

reparador de ADN no estarian en la proteina transcrita truncada.

Fue descrita por primera vez en un estudio poblacional en la region oeste de
Suecia [430], donde se concluyd que era una mutacion Unica en esta poblacion. No hay
mas publicaciones que evidencien la presencia de dicha variante. Ha sido descrita en las

bases de datos BIC y HGMD.

a) Descripcidn de las familias

- F94 (fig. 40): Caso indice (III:5) con cancer de mama bilateral. A los 30 afos
tuvo un carcinoma medular en la mama izquierda (T2NOMX; RE-, RP+ en un
25%, Ki67 de un 75% y Cerb2 + débil), y a los 39 se le diagnosticod un carcinoma
ductal infiltrante en la mama contralateral (pT1cNO; RE+ 40%, RP+ 95%, Ki67
45%, p53+ 95%, Bcel2 + 64%). Su padre (II:3) fue diagnosticado de cancer de
recto a los 63 afios y su abuela paterna de cancer ginecoldgico a los 59. A dos
hermanos del caso indice (II1:3 y I1I:9) se le ha comprobado que son portadores de
esta variante patogénica, mientras que los otros tres hermanos (III: 1, IT1:7 y III:8)

son negativos; todos ellos no estan afectados por ningtn tipo de cancer.

b) Estudios genotipo-fenotipo:

Céancer de mama Cancer de ovario
Casos Casos cancer
Ne° Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagndstico bilateral (%) diagndstico NN y
o ovario (%)
(%)
3 1(33,3) 30 1(33,3) 0 - 0

No se han encontrado estudios de penetrancia relevantes en la literatura
cientifica.
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Figura 40. Arbol familiar de casos portadores de la variante ¢.290 291delCA en BRCAL.

c.835delC

Variante presente en dos familias no relacionadas (2,86% de las familias
BRCA+ y 5,13% de las familias BRCAL), situada en el exén 11 de BRCAL. Provoca una
parada prematura en el codon 297 de la proteina. Al igual que la variante anterior,
menos el dominio RING todos los demas dominios no se traducirian, creandose una

proteina truncada no funcional.

Ha sido descrita en estudios de poblacion espafiola [439]. Se encuentra en la

base de datos BIC y HGMD.

a) Descripcién de las familias

- F16 (fig. 41): Caso indice (II:4) con carcinoma de mama ductal invasor a los 41
afios (T2NO; RE+, RP- y Her2-). Su madre (I:2) fue diagnosticada de cancer de
mama a los 63 afios. Tiene dos hermanas portadoras de la mutacion (II:2 y I1:8) y
un hermano es negativo (I1:6). La hija de su hermana mayor (III:1) también ha

resultado ser portadora.
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b) Estudios genotipo-fenotipo:

Céancer de mama Cancer de ovario
Casos Casos cancer
Ne° Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagnostico bilateral (%) diagnostico N M
o ovario (%)
(%)
4 1(25) 41 0 0 - 0

No se han encontrado estudios de penetrancia relevantes en la literatura

cientifica.
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Figura 41. Arbol familiar de los casos portadores de la variante ¢.835delC en BRCAL.

¢.1859delT

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 2,56% de las
familias BRCA1+), situada en el exon 11 de BRCAL. Provoca una parada prematura en
el codon 625 de la proteina. Esta parada de la traduccion se produciria al comienzo de la

region de union al ADN y no se transcribirian los dominios coiled coil y ambos BRCT.
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Esta variante no se ha identificado en ninguna base de datos ni ha sido
publicada, por lo que podemos afirmar que es una mutacion no descrita. Puesto que da
lugar a un codén de parada prematuro y a una proteina no funcional, la consideramos

una variante patogénica.

a) Descripcion de las familias

- F20 (fig. 42): Caso indice (V:1) con carcinoma medular de mama (pT2pNOMO;
triple negativo, Ki67 <30%) diagnosticado a los 23 afios. Su abuela (II:7) fue
diagnosticada de cancer de ovario a los 60 afios. Tiene dos tios (III:4 y III:5) afectados
con cancer de colon a los 63 afios y CM a los 74, respectivamente. Tiene mas
antecedentes familiares (II:5, III:1, III:2 y III:3) de cancer de prostata y laringe, cancer

gastrico y dos cénceres de ovario.

b) Estudios genotipo-fenotipo

Cancer de mama Cancer de ovario

Casos .
Casos cancer

Ne° Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagndstico bilateral (%) diagndstico : Y
ovario (%)
(%)
2 1 (50) 23 0 0 - 0

De los dos portadores de la variante patogénica de nueva descripcion

¢.1859delT, uno ha sido diagnosticado de CM a los 23 afos.

on I1 12
Figura 42. Arbol familiar de los casos
portadores de la variante ¢.1859delT en
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c.1912_1912delG

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 2,56% de las
familias BRCA1+), situada en el exon 11 de BRCAL. Provoca una parada prematura en
el codon 650 de la proteina. Al igual que la variante anterior, se verian afectados la

region de union al ADN y los dominios coiled coil y BRCTs.

Fue descrita por primera vez en dos familias en el trabajo publicado por Diez y
col. (2003) [333] y, posteriormente, se han publicado en otros estudios de familias
espanolas [335;440]. Por lo que, hasta la fecha, podemos aseverar que se trata de una

variante patogénica unica en Espaia.

a) Descripcion de las familias

- F407 (fig. 43): Caso indice (IV:4) diagnosticado de cancer de mama y ovario
a los 40 y 51 afios, respectivamente. Tiene una tia (II:5) diagnosticada de
CM a los 60 afios. Se le ha realizado el estudio a dos hermanos (IV:1 y
IV:2), siendo el primero portador y el segundo no portador; y a dos hermanas

(IV:3 y IV:5), siendo las dos portadoras de la variante patogénica.

b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Cancer de ovario
Casos Casos cancer
Ne° Casos Edad cancer Casos Edad de mama y
o s . o N
portadores (%) diagnostico blle(llteral (%) diagnostico ovario (%)
(%)
1 1 (100) 40 0 1 (100) 51 1 (100)

En el estudio de Diez y col. (2003) [333], de los 8 pacientes portadores y
afectados por algun tipo de céancer: 4 fueron por CM (3 de ellos con una edad de

diagnostico mayor de 50 afios) y 4 tuvieron cancer de ovario.
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Figura 43. Arbol familiar de los casos portadores de la variante ¢.1912 1912delG en BRCAL.

€.2285 2286delGA

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 2,56% de las

familias BRCA1+) situada en el exén 11 de BRCAL. Provoca una parada prematura en

el codon 766 de la proteina. La proteina no seria funcional ya que se verian afectados la

region de union al ADN, el dominio coiled coil y los dominios BRCT.

Esta variante no se ha identificado en ninguna base de datos ni ha sido publicada,

por lo que podemos afirmar que es una mutacion no descrita previamente. Puesto que da

lugar a un codén de parada prematuro y a una proteina no funcional se ha considerado

una variante patogénica.

a) Descripcion de las familias

- F176 (fig. 44): Caso indice (II:1) carcinoma ductal infiltrante (TIN1; RE+, RP+,

Her+) diagnosticado a los 28 afios. Unicamente se conoce de esta familia que su

madre fue diagnosticada de cancer de mama a los 42 afios.
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b) Estudios genotipo-fenotipo

Cancer de mama Cancer de ovario

Casos

N©° Casos Edad cancer Casos Edad Casos cancer

de mamay

o N . 0 N
portadores (%) diagndstico blla(tjteral (%) diagnostico ovario (%)
(%)
1 1 (100) 28 0 0 - 0

Tan so6lo un portador de la variante patogénica de nueva descripcion

c.2285 2286delGA ha sido detectado, fue diagnosticado de CM a los 28 afios.

F176 D__/.’

I:1 1:2 . ‘ . .
CM (42) Figura 44. Arbol familiar de los casos portadores de la variante

c.2285 2286delGA en BRCAL.
Fl

211 I1:2
324
CM(28)

€.3331_3334delCAAG

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 2,56% de las
familias BRCA1+) situada en el exén 11 de BRCAL. Provoca una parada prematura en
el codon 1115 de la proteina. La proteina se sintetizaria sin los dominios mas

importantes para la funcion reparadora: los dominios BRCT.

Fue descrita por primera vez en 1996 en una familia canadiense [431] v,
posteriormente, en poblaciones de todas partes del mundo. Mas recientemente, un
analisis de haplotipo realizado en las poblaciones hispanas que viven en Colombia,
sugiere que esta mutacion ha surgido a partir de un antepasado comun y que podria
representar un efecto fundador de origen espafiol [441]. En Espafia, se ha encontrado
esta variante de una manera recurrente en familias asturianas [442]. También se ha

detectado en la Comunidad Valenciana [443;444].
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a) Descripcién de las familias

- F153 (fig. 45): Caso indice (II:7) con cancer de mama bilateral metacronico.
Inicialmente carcinoma ductal infiltrante (TINO; RE-, RP-, Cerb2-, Ki67+ 60%,
p53+ 100%) en la mama izquierda a los 39 afios de edad y otro carcinoma ductal
infiltrante (RE+, RP-, Her2-) en la mama derecha a los 48 afios de edad. Ademas
fue diagnosticada de carcinoma uterino. Su madre (I:2) fallecid por tumor
cerebral. Tiene una hermana (I1:3) portadora con CM diagnosticada a los 49 afos,
otra hermana (II:1) fallecida a 54 afios por cancer de pancreas, una hermana (II:5)
fallecida por sarcoma 6seo a los 42 afios, un hermano (II:4) fallecido por EPOC,
un hermano (II:8) fallecido a los 46 afios por cirrosis hepatica y un hermano (I1:9)
sano pendiente de estudio. Los hijos del caso indice (II:2 y III:3) han sido

negativos para la variante.

b) Estudios genotipo-fenotipo

Cancer de mama Cancer de ovario

Casos .
Casos cancer

N© Casos Edad céancer Casos Edad de mama y
o . s : (0) 1 dsti
portadores (%) diagnostico bll(a(l);e)ral (%) diagnostico ovario (%)
0
2 2(100) 44 (39-49) 1(50) 0 - 0

Los cinco portadores de esta mutacion estudiados en el trabajo de Torres y col.
(2007) [441], tuvieron una edad mediana de diagnostico del CM de 45 (37-55) afos. De

ellos, un caso fue cancer bilateral y dos casos fueron cancer de mama y ovario.
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Figura 45. Arbol familiar de los casos portadores de la variante ¢.3331 3334delCAAG en BRCAL.

c.3583delC

Variante presente en dos familias (2,86% de las familias BRCA+ y 5,13% de las
familias BRCA1+), situada en el exon 11 de BRCAL. Cambio de la pauta de lectura
hasta que se provoca una parada prematura en el codon 1209 de la proteina. Dejaria a la
proteina sin ningiin dominio BRCT, afectdndose sobre todo la funcidén reparadora de

ADN de la proteina.

Variante descrita por primera vez en la Comunidad Valenciana [432]. No hay
constancia de mas casos descritos con esta variante. Se encuentra registrada en la base

de datos HGMD.
a) Descripcién de las familias

- F63 (fig. 46A): Caso indice (I:2) con un carcinoma seroso papilar en el ovario
derecho diagnosticado a los 75 afios. Se desconocen mas familiares afectados. La

portadora tiene una hija (II:1) pendiente de estudio.

- F322 (fig. 46B): Caso indice (II:10) con carcinoma seroso ovarico en anejo
izquierdo (estadio III-B), fue diagnosticado a los 42 afios. Tiene hermana (II:6)
portadora de la variante patogénica que no estd afectada. Se les hizo el estudio a dos
hijas (III:14 y III:15), siendo una positiva (con 25 afios) y otra negativa (con 19 afios)

para dicha variante.
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b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Céancer de ovario
Casos Casos cancer
Ne Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagnostico bilateral (%) diagnostico S Y
o ovario (%)
(%)
3 0 - 0 2 (66,6) 58,5(42-75) 0

El Unico caso desccrito hasta la fecha portador de esta variante patogénica

también fue diagnosticado de cancer de ovario a una edad de 52 afos [432].

A . . .
F63 Figura 46. Arboles familiares de los casos
portadores de la variante ¢.3583delC en BRCAL.
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¢.3770_3771delAG

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 2,56% de las
familias BRCA1+), situada en el exon 11 de BRCAL. Provoca una parada prematura en

el codon 1265 de la proteina.

Se publicé inicialmente en un estudio de andlisis de mutaciones BRCA1 en
pacientes con cancer de ovario [433]. Variante que se encuentra muy ampliamente

distribuida en Espaia, con prevalencias similares en torno a un 5-10%.
a) Descripcidn de las familias

- F106 (fig. 47): Caso indice (I1:4) con cancer de mama y ovario. Tiene una hija
(III:3) portadora de la variante sana a los 31 afios. Tiene una hermana (II:2) portadora de
la variante patogénica afectada con cancer de mama bilateral sincronico a los 52 afios y

dos hijas (III:1, III:2), una de ellas portadora de la variante y sana a los 22 afos.

b) Estudios genotipo-fenotipo

Cancer de mama Cancer de ovario

Casos

Ne° Casos Edad cAncer Casos Edad Casos cancer

de mama 'y

0 L . o L
portadores (%) diagnostico bilateral (%) diagnostico ovario (%)
(%)
4 2 (50) - 1(25) 1(25) - 1(25)

A pesar de la alta frecuencia de esta variante en otros estudios, no se ha

encontrado asociacion entre los determinados fenotipos familiares [445;446].

F106 ||:1|__O

Figura 47. Arbol familiar de los casos
portadores de la variante

1 I11:2 I1:3 ¢.3770 3771delAG en BRCAL.
23a 22a 31a -
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€.5263 5264insC

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 2,56% de las
familias BRCA1+), situada en el exon 20 de BRCAL. Provoca una parada prematura en
el codon 1829 de la proteina. El truncamiento de la proteina se produciria en el exén 20,
donde se encuentra la segunda repeticion BRCT, eliminando la capacidad funcional en

la reparacion del ADN vy las interacciones con las histona desacetilasas y BACHL.

Se trata de la mutacion fundadora de la poblacion judia Ashkenazi menos
frecuente (0,13% de la poblacion Ashkenazi) [447]. Aunque también se encuentra
distribuida ampliamente en diversas poblaciones europeas con incidencias en las
mutaciones de BRCA1 de en torno a un 70-50% en los paises de Europa del Este [448].
En Espafia solo ha sido encontrado un caso en poblacion aragonesa [449]. En nuestro
estudio se comprob¢ el origen de Europa del Este de la paciente que presentd dicha

mutacion.

a) Descripcion de las familias

- F304 (fig.48): Caso indice (I1:4) con carcinoma ductal infiltrante de la mama
izquierda (pT1pNOMO, triple negativo). Tiene una hija (III:6) afectada con cancer de

mama a los 31 anos que estd pendiente de estudio. Su otra hija (III:8) es portadora de la

variante, aunque sana a los 32 afios (con fibroadenomas).

b) Estudios genotipo-fenotipo

Céncer de mama Céncer de ovario
Casos Casos cancer
No Casos Edad cancer Casos Edad de mama y
o e ; o L
portadores (%) diagndstico blla(t)teral (%) diagnostico ovario (%)
(%)
2 1 (50) 56 0 0 - 0

En un andlisis combinado con 69 pacientes portadores de c.5263 5264delC
[450], se evalud el riesgo acumulado de tener CM a los 70 afios, obteniéndose un riesgo
acumulado del 67% (IC95%, 36-83%), a los 50 afios del 46% (IC95%, 29-59%) y un
riesgo de cancer de ovario a los 70 afios del 33% (IC95%, 8-50%).
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F304

Ca Pulmén (61)

88a

Figura 48. Arbol familiar de
los casos portadores de la
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B. Cambios sin sentido (nonsense)

variante  ¢.5263 5264insC
en BRCAL.
0
7 | ns
493
13 i:14

Estas mutaciones son aquellas en que un cambio de base da lugar a un codén de

parada prematuro. Se han encontrado 3 tipos diferentes de este tipo de variantes en

sz4 352 s80 loos 1036 1064 109z 1120 1148 1176 l20d4 123z 1260 1288 1316 1372 1400 1428 1456 1484 1512
NI AR IR A R R AN I NI
cococ cocoT T T G T C T G T T & T T G T G T T G T T C T G C G T & G

69 70 7172 73 74 75 76 7778 79 80 81 82 83 84 85 86 8788 89 90 91 92 93 54 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104105 106 10710 109110 11.112113 114115 116 117118 1
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1zé9
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287
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893
846
799
782
708
e5s
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564
517
470

423
a76
329
282
235
188
141
94
47
o P PR Tasy
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Figura 49. Electroferograma de un cambio sin sentido en BRCA1 (variante ¢.1918C>T).
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Tabla 20. Variantes patogénicas causadas por cambios sin sentido (honsense), junto con las
caracteristicas del caso indice y sus familiares. Se indica referencia bibliografica y base de datos

consultada.
Exon/ Cambio de . . N° - o Tipo de .
Intrén ADNC Cambio de proteina casos Familia Caso indice familiat Referencias
Eerola
(2005) y
11 .1612C>T p.GIn538* 1 F268 CM<40  CM<40+CO (o], [451]
BIC
F47 CM<40 Cfgf/{m
11 €.1918C>T p.GIn640* Gabaldé y
2 ooy 0L 14521
F189 bCMm +CO
11 €.3280A>T p.Lys1094* 1 F167 M Cl\z/lcilf/? * No descrita

CM: Cancer de mama; CM<40: Cancer de mama con un diagnéstico menor o igual a 40 afios; bCM: Cancer de mama

bilateral; CO: Cancer de ovario; bCMm: Cancer de mama bilateral metacronico.

1 En las caracteristicas del tipo de familia se tuvieron en cuenta el caso indice y sus familiares de primer y segundo

grado.

c.1612C>T

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 2,56% de las

familias BRCAl+), situada en el exén 11 de BRCAL. El cambio de citosina por timina

en la posicion 1612 en la proteina da lugar al cambio de una glutamina por un codon de

parada (p.GIn538X). De esta manera, se eliminaria la region carboxi-terminal con sus

dominios BRCT y el dominio coiled coil. Ademas, el codon 538 forma parte del sitio de

interaccion de RADS0, proteina que participa en la RH y en la unién de extremos no

homologos (NHEJ).

Descrita por primera vez en un estudio de caracteristicas histopatologicas en

tumores BRCA [451]. Poco se conoce acerca de su prevalencia, se tiene constancia de

encontrarse otro caso en poblacién iraqui [453]. Se encuentra en la base de datos BIC y

HGMD.
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a) Descripcién de las familias

- F268 (fig. 50): Caso indice (II:3) con carcinoma ductal de mama infiltrante
(pT3pNOMO, triple negativo, Ki67 >90%) diagnosticado a los 36 afos. Tiene 8
hermanos que todavia no han sido estudiados, uno de ellos con céancer de ovario

diagnosticado a los 36 afios.

b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Cancer de ovario
Casos Casos cancer
Ne Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagndstico bilateral (%) diagndstico S y
o ovario (%)
(%)
1 1(100) 36 0 0 - 0

No se han encontrado estudios de penetrancia relevantes en la literatura

cientifica.
0 0
F268 Dig(g
i1 Iz
804 554

Pdte Tx renal

§re F b &

11:1 11:2 11:3 1EF 11:10 11:11 11:12 11:13
CO (36) 384 CM (36) 344 324 204 154
404 Retrasomental 37 &
11 1n:2 11:3 11:4 11:5 11:6
154 154 16 & 1a

Figura 50. Arbol familiar de los casos portadores de la variante ¢.1612C>T en BRCAL.
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c.1918C>T

Variante presente en dos familias (2,86% de las familias BRCA+ y 5,13% de las
familias BRCAL). Esta alteracion causa un codon de parada prematuro  (CAA —»
TAA) en la posicion 640 de la proteina BRCAL. Este truncamiento de la proteina
provoca la eliminacion de la region carboxi-terminal, sus dominios BRCT, ademas del
dominio coiled-coil. Como la variante anterior, también se veria afectada la union de
RADS0, y el complejo MRN en el cual participa esta proteina en la RH y en la union de

extremos no homoélogos (NHEJ).

No se habia descrito inicialmente en ninguna de las bases de datos consultadas ni en
la bibliografia. Sin embargo, fue identificada en nuestra poblaciéon en dos familias no
relacionadas. Se realizaron estudios de haplotipo para comprobar el ancestro comin de
ambas familias, como se describe en nuestro trabajo publicado recientemente [452], y

que profundizaremos posteriormente.

a) Descripcion de las familias

- F47 (fig.51A): Caso indice (II:3) con carcinoma ductal infiltrante (T1cN2MO,
triple negativo) con diagnoéstico a los 28 afos de edad. Su madre (I:2) también es
portadora de la variante patogénica y tuvo un cancer bilateral sincronico a los 49 afios.
Posee dos hermanos (II:1 y II:5), una es portadora sana (con un mioma uterino en

estudio) y un hermano de 41 afos al que todavia no se le ha hecho el estudio genético.

- F189 (fig.51B): Caso indice (II:1) con cancer bilateral metacronico a los 48
afios la mama derecha (carcinoma ductal infiltrante T2N1MO) y a los 63 la mama
izquierda (carcinoma ductal infiltrante pTI1bpNIMO, triple negativo). Tiene una
hermana (II:3) también portadora de la mutacion con cancer de mama a los 53 afios y un
cancer colorrectal que se le diagnostico a una edad de 62 afios. Los tres hijos del caso
indice (III:1, III:2 y III:3) son portadores de la variante y se encuentran sanos, 1o mismo
que su sobrina (III:5). Faltan todavia por estudiar los dos hijos restantes de la hermana
del probando (II:6 y III:7). La tercera hermana restante del caso indice (II:5) fue

negativa para la variante estudiada.
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b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama

Céancer de ovario

Casos Casos cancer
N© Casos Edad céancer Casos Edad de mama y
o . , . . 0, 3 A<t]
portadores (%) diagnostico bll(e};)e)ral (%) diagnostico ovario (%)
9 4(44,4) 48,5(27-53)  2(22,2) - 0

Se ha podido comprobar un alto porcentaje de CM bilaterales (22,2%), a pesar

que la edad mediana de diagnostico de CM no ha sido tan alta como en los fenotipos

descritos de otras variantes (48,5 afios).

+
F47 O—F——=e F189 lZf—I 1 —ﬁl :
1 1:2 . g
64a Tumor
ginecolégico
heM(#R:49) Exitus 57a
o' o
— —0
11:1 1:2 11:3 I:4 11:5
bCM (48,63) CM(53) Lupus
Ca colorrectal 55a
(62)

o o &

1:1 11:2 2u:3 11:4 11:5
41a 37a 31a
CM (27) Mioma uterino

6 b 0

11 1n:2 1n:3
10a Sa 2a

v:1
14 meses

1:4 :5

3 [o} (o]
ne 7 8 :e
29a 28a 26a

Figura 51. Arboles familiares de los casos portadores de la variante ¢.1918C>T en BRCAL. En A

F47 y en B F189.
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€.3280A>T

Se trata de una mutacion presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+
y 2,56% de las familias BRCA1+). El cambio de adenosina por timina provoca el
cambio del triplete AAA correspondiente a lisina al codon de parada TAA. De esta
forma, se provoca la eliminacion de las repeticiones BRCT con sus funciones

reparadoras de ADN y el dominio coiled coil involucrado en la union BRCA1-BRCAZ2.

Se trata de una variante no registrada en la base de datos BIC, HGMD ni en la

literatura; por lo que consideramos que se trata de una variante de nueva descripcion.
a) Descripcion de las familias

- F167 (fig. 52): Caso indice (III:7) con carcinoma ductal infiltrante
moderadamente diferenciado (pT1bpNOMO; RE+ 93%, RP+ 86%, Ki67 48%, Her2-)
diagnosticado a los 42 afios. Los demds portadores de la variante son una hermana
(III:9) de 40 afio sana y una hija (IV:4) de 24 afios también sana. La hermana mayor
(IIL:5) fallecid a los 38 afios por un CM diagnosticado a los 36, no se le pudo realizar el
estudio genético. Tiene una prima hermana (III:1) con CM a los 33 afios que ha sido

negativa para esta variante patogénica estudiada.

b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Céancer de ovario
Casos Casos cancer
Ne Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagnostico bilateral (%) diagnostico : y
ovario (%)
(%)
3 1(33,3) 42 0 0 - 0

De los 3 casos de portadores de la variante génica ¢.3280A>T, s6lo uno, hasta la

fecha, esta diagnosticado de CM a la edad de 42 afios.
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F
CM (70)

13 114 5 e

67a 64a
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Figura 52. Arbol familiar de los casos portadores de la variante ¢.3280A>T en BRCAL.

C. Mutaciones missense patogénicas
Son aquellas variantes que con un simple cambio de aminoacido tienen un
efecto patogénico. Su caracterizacion requiere ensayos que determinen que la
funcionalidad de la proteina se vea gravemente afectada por la mutacion, asi como
estudios poblacionales y de segregacion. En nuestra poblacion hemos encontrado una
variante patogénica de este tipo (tabla 21).

o Deal oot et b bbb eal bt o0l DR 0ul ol
G A 666 c cTTcacacfeTCccTTTATG T G TG ATAT cc 66 T AT

TIE 'JIS Ep E} 6; ﬂli E“‘] &§ 3‘5 ﬂIT ﬂIB E? Qlﬂ B‘,‘ 9I2 9I3 9‘4 9I5 Qlﬁ 9I7 B§ B? IIIJ lfIIJ lElIE l? 1(‘ ltll!ll;lﬁ ll;l U‘JElfll U‘.D l} 1} l% 11‘.4 1} 1}\11.'1} 1%!1%( 1%1 111?3 1%! 1%5121?'128 l?!l? 13

|

J\ i |m H ARRANIRNAY AN AL A RSN

Figura 53. Electroferograma de una mutacion missense patogénica (c.181T>G).
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Tabla 21. Variante patogénica causada por un cambio de aminoacido (missense), junto con las
caracteristicas del caso indice y sus familiares. Se indica referencia bibliografica y base de datos

consultada.
Exon/ Cambio de . . Ne - Caso Tipo de .
Intrén ADNC Cambio de proteina casos Familia indice familia* Referencias
Friedman y
CM<40+ col. 1994
5 c.181T>G p.Cys61Gly 1 F413 CM<40 CM+CO [454]
BIC

CM: Cancer de mama; CM<40: Cancer de mama con un diagnostico menor o igual a 40 afios; CO: Céncer de ovario.
*En las caracteristicas del tipo de familia se tuvieron en cuenta el caso indice y sus familiares de primer y segundo
grado.

c.181T>G

Se trata de una mutacion presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y
2,56% de las familias BRCA1+). Esta variante missense situada en el exén 5, resulta de
la conversion de la cisteina a glicina en la posicion 61 y se produce en residuos de
cisteina altamente conservados del dominio RING finger, pudiendo desestabilizar la

union con BARD1.

Variante muy distribuida en paises de Europa Central, siendo muy frecuente en
paises como Polonia, Paises Balticos, Austria, Eslovenia, Alemania, Reptblica Checa y
Hungria con prevalencias de un 48-15% entre los portadores BRCA1 [455]. Se
considera mutacion fundadora de Polonia y otros paises eslavos [456]. No obstante, no
existe constancia de encontrarse en estudios de poblacion espafiola. Recientemente, se
han descrito dos familias portadoras de la variante con origen de Algeria [457]. Se ha
comprobado el origen norteafricano de la paciente portadora de esta mutacion en

nuestra poblacion.
a) Descripcién de las familias

- F413 (fig. 54): Caso indice (II:13) diagnosticado de carcinoma medular en la
mama derecha (cT2cNOMO; triple negativo, E-cadherina+, citoqueratina 19+, p53+,
Ki67 60%). Su madre (I:2) fallecié por un cancer diagnosticado a los 60 afios y tiene un
hermana (II:4) también fallecida por cancer de ovario con diagndstico a los 49. Los

demas hermanos vivos estdn pendientes de estudio para esta mutacion.
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b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama

Céancer de ovario

Casos Casos cancer
No Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagnéstico bilateral (%) diagnostico o
. ovario (%)
(%)
1 1 36 0 0 - 0

Ha habido estudios que relacionan la variante con mayor probabilidad de

producir cancer de ovario [458].

F413

12
CM(60)

1
57a

1:2

13

&]o
15
49

1:4
C0(49)

16

R P

17 u8

o

D--J) H
11:9 1:10§1:11 1:12
accidente

29

Yo' O’
o

11:13 1:14411:15

ICM(36)

1

n2 ms3

113 114 115 016 1

.

1:17 111:18 1I:19 11:20
3

Figura 54. Arbol familiar del caso portador de la variante c.181T>G en BRCAL.

D. Variantes patogénicas que afectan al splicing

Este tipo de variantes alteran la maduracion del ARNm vy aparecen

tradicionalmente en las fronteras exon-intrén, en el sitio 5° donador (GT) o 3* aceptor

(AG). En torno a esos nucleotidos se marcan las fronteras exén-intron e intrén-exén a la

maquinaria de maduracion del ARNm para que los intrones sean eliminados

correctamente. Cambios en estas secuencias consenso dan lugar a un transcrito alterado

que a su vez originara una proteina anémala y no funcional.
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Hemos encontrado 5 mutaciones de este tipo en BRCAL, todas ya descritas

anteriormente en la literatura y/o en bases de datos (tabla 22).
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CAAAGGGCCTTCACAGTGTICCTITTATGT AAGAAT GATATAACCAAAAGCGTATATAATTTGGT AATGATGCTAGGTTGGAAGCAACCAC
ICAAAGCGCCTTCACACTCTCCTTTATCT AAGAAT CATATAACCAAAACIHT ATATAATTTCCTAATGATGCTAGCTTGG ‘-‘
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Figura 55. Variante patogénica que afecta al splicing (c.212+1G>A). A. Electroferograma
B. Alineamiento de lectura con el programa Amplicon Variant Analyzer.
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Tabla 22. Variantes patogénicas con efecto en el splicing, junto con las caracteristicas del caso indice
y sus familiares. Se indica referencia bibliografica y base de datos consultada.

Exon/ Cambio de - - Ne - - Tipo de .
Intrén ADNC Cambio de proteina €505 Familia Caso indice familiat Referencias
F323 CM<40 CM<40 Diez y col.
p.[Cys64*, 2003 [333
J c.211A>G Phed6_Arg71del] 2 [333]
F344 CO 2CO BIC
CMO +
F27 CMO bCM (<40)
F27(2) NA 2CO Diez y col.
p.[Cys64*, 2003 [333
L5 €.212+1G>A Phed6_Arg71del] > F48 NA CM+CO B3]
BIC
F56 CM<40 CM<40
F417 CMO CMO
2bCM + .
p.[Arg1397Tyrfs*2, Musolino y col.
I-13 €.4357+1delG Alal453Glnfs*3] 1 Fl16 bCM Cl\éié/}o-t- 2007 [459]
bCM +
F12 bCM CM<40
CO+CM
L o + Cendom.
p.[Asp1692Gly, Futreal PA'y
18 ¢.5123C>A Alal693_Trp1718del, 6 F74 bCMs bCM+CM  col. 1994 [460]
Alal708Glu] BIC
F159 CM<40 CM<40
F275 CMO CMO+CM
F415 bCMm bCMm
p.[His1732_ Diez y col.
20 C.5277+1G>A  Lys1759del, Lys1759 1 F208 CM<40 CM<40 2003 [333]
Ile1760ins29 BIC

CM: Cancer de mama; CM<40: Cancer de mama con un diagnostico menor o igual a 40 afios; bCM: Céancer de mama
bilateral; CO: Cancer de ovario; bCMm: Cancer de mama bilateral metacrénico; bCMs: Cancer de mama bilateral sincronico;
CMO: Cancer de mama y ovario; Cendom: cancer de endometrio; NA: no afectado.

T En las caracteristicas del tipo de familia se tuvieron en cuenta el caso indice y sus familiares de primer y segundo grado.
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C.211A>G

Se trata de una mutacion presente en dos familias (2,86% de las familias BRCA+
y 5,13% de las familias BRCAL). Es una variante localizada en el exén 5, en dos
nucledtidos antes de la unidon 3 exon-intron donde se introduce un sitio de empalme
criptico aberrante, el cual provoca una delecion de 22 nucledtidos en el exén 5 y una
terminacion de traduccion en el codon 64 [461]. Por tanto, podemos aseverar que se
trata de una variante patogénica con efecto en el splicing. Un estudio predijo que esta
variante no inhibia la actividad E2-ligasa y, por tanto, no se desestabilizaba la unién con
BARDL [462]. No obstante, al terminarse la traduccion en el ex6n 5, se verian afectados

todos los dominios fundamentales para la actividad reparadora de ADN.

Los resultados de los estudios de haplotipo han sido congruentes con que
¢.211A>G sea un mutacion en BRCA1 fundadora de origen gallego [461]. Tal como se
ha registrado en la base de datos BIC, la mutacion se ha observado en familias de
probable origen espafiol en diversas ubicaciones geograficas de Europa no espafiolas
(Francia y el Reino Unido), y en familias del Caribe y Sudamérica. En Espafia se
encuentra con una alta frecuencia en Galicia [461], obviamente, y en un estudio en
poblacion asturiana en el que se comprobd que todos los pacientes portadores de la

variante eran de origen gallego [442].
a) Descripcidn de las familias

- F323 (fig. 56A): Caso indice (II:4) diagnosticado de carcinoma ductal
infiltrante (cT2cNOMO, triple negativo) a una edad de 31 afios. Los demas familiares no

estan afectados por ningun tipo de cancer.

- F344 (fig. 56B): Caso indice (II:3) diagnosticado de carcinoma seroso de
ovario de alto grado (estadio IIIC) a los 58 afios. Sus dos hermanos (II:1 y II:2) han
fallecido por tumor urotelial y cancer de ovario, respectivamente. Su padre (I:1) fallecio

por cancer de prostata a los 76 afios de edad.
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b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Céancer de ovario

Casos .
Casos cancer

N© Casos Edad cancer Casos Edad de mama y
0 . e : 0, i Hsti
portadores (%)  diagnéstico bilateral (%) diagndstico Ui (9%)
(%)
2 1 (50) 31 0 1 (50) 58 0

En un estudio multicéntrico espafiol [311], se comprobd una menor penetrancia
y un menor riesgo de CM de esta variante patogénica (riesgo acumulado del 27% a los

70 afios, IC 95%: 0-52%) en comparacion con las demds mutaciones en BRCAL.

A, F323 W [ B. F344  m——r0
C Préstata (76)

o I o S pr v

11:1 :2 11:3 11:4 11:5 11:6 -7 1:1 11:2 213
CM (31) T urotelial(60) CO(80) CO(58)

11 n:2 n:3 4 n:s n:e nm7z

Figura 56. Arboles familiares de los casos portadores de la variante ¢.211A>G en BRCAL. En A F323
y en B F344.

c.212+1G>A

Se trata de una mutacion frecuente presente en cinco familias (7,14% de las
familias BRCA+ y 12,82% de las familias BRCA1+). Variante presente en el intrén 5,
la cual afecta a la secuencia consenso donadora del empalme (GT —» AT). La
sustitucion de la conservada G a A activa un sitio de empalme criptico, utilizando los
proximos dinucledtidos disponibles GT 22 bases aguas arriba en el exon 5. Las
resultantes formas aberrantes de union de splicing provocan un codon de parada

prematuro en la posicion 64. Al igual que la variante anterior, se generaria una proteina
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truncada desde el coddn 64 con la eliminacion de todos los dominios fundamentales

para su funcion.

Fue descrita por primera vez en un estudio californiano [463]. Presente en la
base de datos BIC y HGMD. No existen muchas referencias acerca de su frecuencia en
las poblaciones. En Espafia, se encuentra descrita en la region mediterranea con algo
mas de frecuencia que en otras zonas de la peninsula [446]. Este estudio seria, hasta la

fecha, el que encuentra esta variante patogénica con una mayor frecuencia.
a) Descripcion de las familias

- F27 (fig. 57): Caso indice (II:5) con CM a los 61 afos y un cancer de ovario a
los 62. Su hermana (II:3) es portadora y esta diagnosticada de cancer de mama bilateral
a los 40 anos. Su madre (I:2) fue diagnosticada de cancer de pulmoén y su padre (I:1) de
cancer de prostata. Tiene otro hermano (I1:2) portador y sano. Los tres hijos del caso
indice (III:11, III:12 y II1:14) son portadores de la mutacion y no estdn afectados por
ningln tipo de cancer. Los hijos de la hermana (III:7 y III:9) no son portadores. De los

tres hijos del otro hermano (III:1, III:3 y III:5), uno es portador de la mutacion (I11:5).

- F27(2) (fig. 58A): Caso indice (II:7) fallecido de cancer de ovario
diagnosticado a los 73 afios. Su hermana (II:4) tuvo un CM a los 50. A tres hijos del
caso indice (III:11, III:16 y III:18) se le ha hecho el estudio genético para la mutacion,
resultando todos portadores. Una hija (I1I:8) fallecié por cancer de ovario a una edad de
46 afios, la cual no se pudo comprobar si era portadora de la variante patogénica. A una

nieta del caso indice (IV:3) se le demostr6 que no era portadora.

- F48 (fig. 58B): Caso indice (II1:3) diagnosticado de CM a los 33 afios y cancer
de ovario a una edad de 60. Su madre (II:4) fue diagnosticada de cancer de ovario a los
74 afios y su abuela (I:4) de CM. Tiene una tia (II:5) con CM bilateral y una prima
(III:10) también afectada, ademas de portadora. Por otro lado, también son portadores
de la variante patogénica una hija (IV:5), una hermana (I11:8) y 3 sobrinas (IV:8, IV:10

y IV:11); todas ellas sanas en el momento del estudio.

- F56 (fig. 58C): Caso indice (I11:3) con CM diagnosticado a los 39 afios. Su tia
fallecio por un CM diagnosticado a los 40 afios, la hija de ésta (III:1) también tiene CM
diagnosticado a una edad de 28 afios. El hijo del caso indice (IV:1) es portador de la

variante patogénica.
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- F417 (fig. 59): Caso indice (II:2) con carcinoma seroso de ovario de grado
moderado (estadio II-A) a los 52 afos de edad y, posteriormente, tuvo un carcinoma
ductal infiltrante de mama (pT1pNOMO, triple negativo) a los 64 afios de edad. Tiene un
sobrino (II1:6) con cancer de testiculo. No tiene mas familiares afectados ni con estudio

genético realizado.

b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Céncer de ovario
Casos Casos cancer
No Casos Edad céancer Casos Edad de mama y
o . ) : 0, 1 Hsti
portadores (%) diagnostico bllz:;teral (%) diagnostico ovario (%)
(%)
21 7(33,3) 40 (33-64) 1(4,8) 4(19) 61 (62-73) 3(14.3)

Cinco portadores de esta variante splicing, pertenecientes a tres familias, fueron
diagnosticados de 2 CM y 3 canceres de ovario, segln el estudio de Sanz y col. (2010)
[464]. Estos datos estarian acorde con nuestro estudio, en donde a pesar de no ser muy
elevado el numero de casos afectados dentro de los portadores (33,3%), se deberia
destacar el alto porcentaje de casos de cancer de ovario (cuatro casos, de ellos a tres se

les diagnostico también CM).

F27 -

11 12
Ca prostata (80) Ca pulmén (70)

o I  — A
I:1 2 I3 -4 -5 -6

bCM(40) CM(61)
CO(62)

- - é+ - | - + I£I+ +
—O O O0—
i1 2 3 | 4 5 -6 7 -8 -9 10 | W11 12 13 | 14
50a 46a 38a 49a 40a

4 b - i P

VA V2 V3 V4 V5 V6 \%4 V8 V9 V:10 V11
23a 18a 22a 15a 10a

Figura 57. Arbol familiar de casos portadores de la variante ¢.212+1G>A en BRCAL.
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F417 Jg——g
70a 87a

e O——° P 6 o—& o o o

1:1 1:2 1:3 11:4 1:5 11:6 :7 11:8 11:9 11:10 11:11 11:12 11:13 11:14
CO(52) 63a 59a 56a 54a 54a 52a
CM(64)
I S 6 & 4
i:1 n:2 3 -4 1:5 :6 n:7 8 1:9 1:10 n:11 1:12
43a 40a 36a Ca testiculo

Figura 59. Arbol familiar de un caso portador de la variante c.212+1G>A en BRCAL.

c.4357+1delG

Se trata de una mutacion presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+
y 2,56% de las familias BRCAL+). Variante del introén 13, en sitio donador del splicing
del ex6n 13 de BRCAL. Analisis de RT-PCR han demostrado la generacion de dos
transcritos anormales. El primero consiste en una omision del exon 13, como
consecuencia de un cambio del marco de lectura generando un codon de parada
prematuro (p.Argl397Tyrfs*2). Y el segundo transcrito aberrante consiste en la
supresion de una guanina en la Gltima base del exén 13 (r.4357del) debido al uso de un
sitio de empalme criptico donador creado por esta variante; esta transcripcion también
produce una proteina truncada (p.Alal453GInfs*3) [465]. En ambos transcritos se
eliminarian los dominios coiled coil y las repeticiones BRCT, inhibiendo la unioén

BRCA1-BRCAZ2 y la actividad reparadora de BRCA1, entre otras funciones.

Se publicé por primera vez en un estudio en Italia de correlacion entre las
variables fenotipicas y el estatus mutacional BRCA [459]. Esta variante ha sido
seleccionada en un estudio del Instituto Catalan de Oncologia (ICO) junto con otras
variantes de splicing [465]. No existen mas publicaciones que la hayan identificado ni

esta descrita en las bases de datos consultadas.
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a) Descripcién de las familias

- F116 (fig.60): Caso indice (III:11) con un cancer bilateral sincronico a los 56
anos. Tiene una hermana gemela (III:13) también portadora que ha tenido también un
cancer bilateral sincronico a la misma edad. La hija del caso indice (IV:11), también
portadora, fallecid6 por CM a una edad de 29 afios. Ademas, a la hija de su hermana
gemela se le demostrd también ser portadora de la variante patogénica y falleciod,
asimismo, por carcinoma de mama a los 29 afios. El caso indice tiene otra hermana
(IIL:3), también portadora con cancer de endometrio; esta misma paciente ha tenido dos
varones y dos mujeres, donde estas Ultimas (IV:3 y IV:4) son las portadoras de la
mutacion. En IV:4 se le ha detectado un cdncer de mama a una edad de 46 afios. La
abuela del caso indice (I:2) tuvo un cancer de mama a los 94 afos, no tiene estudio

genético.

b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Céancer de ovario
Casos Casos
Ne Casos Edad cancer Casos Edad cancer de
portadores (%) diagnostico bilateral (%) diagnoéstico mama y
(%) ovario (%)
6 4(66,7) 46 (29-57) 2(33,3) 1*(16,7) 67* 0

*Fue un caso de cancer de endometrio.

No se han encontrado estudios de penetrancia relevantes en la literatura
cientifica.

F116
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CM (94)
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13 m difteria Ca bCM(56) bCM(56)
endometrio
(67)
(o}

V:10 VA1 V12 ) V13 IV:14
CM(29)

V:15
CM(29)

V2 V3 V4

Figura 60. Arbol familiar de los casos portadores de la variante c.4357+1delG en BRCAL.
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€.5123C>A

Se trata de una mutacion recurrente presente en seis familias (8,57% de las
familias BRCA+ y 15,38% de las familias BRCA1+). Es una variante localizada en el
exon 18 que provoca un efecto en el splicing. Se ha demostrado por estudios de
RT-PCR, que se produce una delecién del exén 18 durante el proceso de empalme,
correlacionandose ademas con un aumento en la uniéon de los inhibidores de empalme
hnRNP A1l y hnRNP H/F al ex6n mutado 18. Si traduce, se eliminan 26 aminoacidos y
cambia el residuo aromatico triptofano muy conservado en la posiciéon 1718 a glicina,
debido a la union del exén 17 al exon 19 [466]. Como consecuencia, se produce la
interrupcion del primer dominio BRCT. Dado que la region BRCT de BRCAL interactua
con las proteinas implicadas en el control transcripcional o la reparacion del ADN, se
espera que la interrupcion de parte de esta region afecte fuertemente a la funcion de

BRCAL.

Fue una de las primeras variantes que comenzoé a describirse en estudios iniciales
[467]. Ampliamente descrita en distintas poblaciones, aunque con una alta
predominancia en poblacion espafola y latina (46 entradas en la base de datos BIC).
Segun los estudios de haplotipo del trabajo de Sagi y col. (2011) [423], se ha
considerado como probable mutacion con efecto fundador sefardi. Variante muy
frecuente y distribuida en Espafia [446], no observandose en otras poblaciones europeas

[455].
a) Descripcion de las familias

- F12 (fig. 61A): Caso indice (IV:2) con cancer bilateral de mama metacronico.
A los 36 afios tuvo en la mama izquierda un carcinoma ductal infiltrante con intensa
infiltracion linfocitaria intratumoral (T2NOMO; triple negativo, ki67 60%, p53 97%). A
los 46 afios tuvo en la mama derecha un carcinoma ductal infiltrante pobremente
diferenciado  con  metéstasis  axilares  masivas  (T3N2MO,  receptores
inmunohistoquimicos desconocidos). A los demas familiares no se le ha hecho el
estudio genético. Tiene un hija (V:1) con CM a los 32 aiios, y una tia (I:2) y una prima
hermana (III:1) ambas diagnosticadas de CM. Tiene un hermano (IV:1) fallecido por
tracoma a los 41 afios y su padre (II:3) falleci6 de cancer de faringe a una edad de 62

anos.
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- F42 (fig. 61B): Caso indice (I:2) que a los 60 afios se le diagnostico un
adenocarcinoma seroso papilar pobremente diferenciado en ovario izquierdo y que
produce implantes en cara posterior de utero, serosa de recto-sigma, ileon, epiplon
mayor, diafragma, angulo de Treitz e hipocondrio derecho. A su madre (II:2) se le
diagnostic6 CM y una tia materna (I:3) tuvo cancer de endometrio. Se les ha hecho el

estudio a 4 hijos, siendo positivos los dos varones (VI:1 y VI:3).

- F74 (fig. 62A): Caso indice (III:33) con cancer bilateral sincronico a los 48
afios (en mama izquierda un carcinoma medular, pTxNxMO0 y en mama derecha otro
carcinoma medular, pT2pNO0). Tiene tres primas hermanas (III:11, 11116 y III:21) con
cancer de mama con diagndstico a los 36, 40 y 58 anos; respectivamente. I1I:11 fallecid
y no se le pudo hacer el estudio genético, mientras que en III:16 y III:21 se comprobd
que eran portadoras de la variante patogénica. La madre del caso indice (I1:12) falleci6 a
los 44 afios de cancer de mama. Tres tias por parte materna (I1:9, 1I:12, 11:16 y II:18)
fallecieron con cancer de ovario a los 69 anos, cancer de mama con edad desconocido

de diagnostico y cancer de mama a los 62 afios, respectivamente.

-F159 (fig. 61C): Caso indice (II:4) con carcinoma ductal infiltrante
indiferenciado (pT1pN2; RE-, RP+, HER+) a los 34 afios. No se han hecho mas

estudios genéticos a los familiares. Tiene un hermano (I1:6) con plasmocitoma cervical.

-F275 (fig. 62B): Caso indice (I1:8) con cancer de mama y ovario. A los 37 se le
diagnosticé carcinoma intraductal de alto grado, con zonas de microinvasion
(pT1bpNOMO; RE -, RP +débil, HER -, p53 -). Su madre (I:2) tuvo un CM a los 50
afios. Tiene un hermano (II:3) fallecido por céncer de pulmén. Los dos hermanos
restantes (II:2 y II:5) son portadores de la variante. Los hijos del probando (III:9 y

II1:10) no son portadores de dicha variante.

-F415 (fig. 62C): Caso indice (II:2) diagnosticado de cancer bilateral
metacronico a los 40 y 41 afos de edad. En mama izquierda se le diagnostic carcinoma
ductal infiltrante (pT1bpNOMO, RE-, RP-) y en mama derecha un carcinoma in situ
(grado e inmunohistoquimica desconocidos). No hay mas familiares afectados ni con el

estudio genético realizado.
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b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Cancer de ovario
Casos Casos
Ne Casos Edad cancer Casos Edad cancer de
portadores (%) diagnostico bilateral (%) diagndstico mama y
(%) ovario (%)
20 10 (50) 40 (34-58) 2 (10) 2 (10) 53,5 (47-60) 1(5)

En dos estudios con casos indice portadores de esta mutacion [441;464], se pudo
observar que los CM bilaterales de mama eran frecuentes. En el estudio poblacional de
de Juan y col. (2013) de la Comunidad Valenciana, se observd una mediana de
diagnostico de cancer de los casos indice de 36 (26-68) anos, con alto predominio de
CM unilaterales [445], mas de acuerdo con lo observado en las familias de nuestro

estudio.
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Figura 61. Arboles familiares de casos portadores de la variante ¢.5123C>A en BRCAL. En AF12,en B
F42 y en C F159.
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c.5277+1G>A

Se trata de una mutacion presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+
y 2,56% de las familias BRCA1+). La variante interrumpe el sitio donador del exén 20.
Un estudio la analizé por RT-PCR demostrando el skipping del ex6n 20. Esta delecion
provoca un desplazamiento del marco de lectura que crea un codén de parada prematuro
en el codon 1737 de la proteina. También se identifico otro transcrito que demostro la
retencion de 85 pb del intron 20 que causa un desplazamiento del marco provocando
una parada en el codon 1767 [468]. De esta manera, la ultima repeticion BRCT seria
eliminada de la proteina, impidiéndose las interacciones con las histona-desacetilasas y

BACH]1, fundamental en la funcién reparadora de ADN.

Variante muy distribuida en el mundo (36 entradas en la base de datos BIC).

Descrita en diversas poblaciones espanolas [333;335;469].
a) Descripcion de las familias

- F208 (fig. 63): Caso indice (II:1) con cancer bilateral metacronico a los 25 y 35
afios de edad. El primer carcinoma fue un medular atipico (sin afectacion ganglionar,
RE+, HER-) y el segundo fue un carcinoma ductal infiltrante (triple negativo). No hay
mas familiares afectados. Se ha comprobado que su padre (I:1) es el portador de la

variante patogénica.

b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Cancer de ovario
Casos Casos
Ne Casos Edad cancer Casos Edad cancer de
portadores (%) diagnostico bilateral (%) diagnoéstico mama y
(%) ovario (%)
2 1 (50) 25 1 (50) 0 - 0

En el estudio de Tesoreiro y col. (2005) [468] se asocid esta variante con alta
segregacion familiar con cancer de ovario.
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+
F208 —o0 . .
Figura 63. Arbol familiar de los casos portadores
I:1 I:2 de la variante ¢.5277+1G>A en BRCAL.

T
11:1 I1:2
bCM(25,35)

2.1.1.2Variantes patogénicas en BRCA2

De las 95 variantes génicas encontradas en BRCA2, 17 mutaciones puntuales
fueron consideradas patogénicas. De ellas, 15 ya estaban descritas en la bibliografia y 2
son de nueva descripcion (fig. 64). En concreto, de las ya descritas, hay diez mutaciones
que cambian el marco de lectura por inserciones o pérdidas, dos mutaciones que alteran
el procesamiento del ARN (efecto en el splicing) y tres cambios de nucleétido que dan
lugar a un codoén de parada prematuro. Las dos mutaciones nuevas que describimos son
una que cambia el marco de lectura y otra con efecto patogénico en el splicing

(demostrado por RT-PCR en el laboratorio externo).

Del mismo modo que en BRCAI1, para cada variante patogénica en BRCAZ2
realizaremos un anélisis molecular del cambio producido, una pequeia revision de su
distribucion en otras regiones geograficas, una descripcion de las familias portadoras y
un estudio genotipo-fenotipo global de todas ellas. La relacion de estas variantes en

funcion del tipo de cambio se encuentra a continuacion:

A. Variantes patogénicas tipo frameshift

- €.262_263delCT

- ¢.1597delA

- ¢.1608dupT

- ¢.3264dupT

- €.4936_4939 delGAAA
- ¢.5073dupA

- €.5669 5673delATGGC
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- €.6491 6494 delAGTT
- ¢.8201delC

- €.9026_9030delATCAT
- €.9310_9311 delAA

B. Variantes tipo nonsense

- ¢.2095C>T
- €.3455T7>G
- ¢.3922G>T

C. Variantes que afectan al splicing

- C.7007G>A
- C.7977-1G>A
- Cc9117G>A

En la figura 64 se hallan representadas este tipo de variantes segin su

localizacion en el gen BRCA2.

€.4936_4939delGAAA

€.262 263delCT c.326-4dupT c.5073dupA c.7977-1G>A c.8201delC
- .
* c.1608dupT
o ? c.3455T>G €.5669_5673delATGGC " €.9026_9030delATCAT
c.1597delA
€.6491_6494delAGTT €.9117G>A
o| c.2005C>T €.3922G>T {
N y 1 c.7007G>A 3 €.9310_9311delAA
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Figura 64. Variantes patogénicas detectadas en el gen BRCA2, junto con los dominios y proteinas de
union mas importantes para su funcion. El circulo rojo indica cada familia afectada por la variante; en
amarillo se sefialan las variantes patogénicas de nueva descripcion en este estudio.
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A. Cambios en el marco de lectura (frameshift)

Hemos encontrado once alteraciones que provocan un desfase del marco de
lectura y dan lugar a un codon de parada prematuro (ocho deleciones y tres inserciones).
Por otro lado, todas las variantes de este grupo inducen la aparicion de una proteina
BRCA2 truncada y no funcional, ya que carece de algunos de los dominios importantes

para su actividad (tabla 23).
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Figura 65. Electroferograma de un cambio en el marco de lectura en BRCA2 (c.8201delC).

€.262_263delCT

Mutacion presente en dos familias (2,85% de las familias BRCA+ y 6,45% de las
familias BRCA2+). Esta variante esta situada en el exén 3 del gen BRCAZ2. En ella, se
produce una delecion de citosina y timina en el codon 88 de la proteina, provocando un
cambio de la pauta de lectura y posterior parada en el codén 99 de la misma. Como
consecuencia, el resultado es una proteina truncada. Se encuentra en el dominio de
activacion transcripcional de la proteina BRCAZ2, lo cual conduce a una proteina
truncada al interrumpir el dominio de activacion del exéon 3. No obstante, el
truncamiento que se provoca tiene consecuencias biologicas mas evidentes, ya que se

espera que la proteina BRCAZ2 resultante sea de s6lo 99 aminoécidos.

Variante descrita por primera vez en un estudio en familias procedentes de
Polonia [367]. No obstante, también se ha descrito recientemente en el continente
asiatico como mutacion recurrente, donde estudios de haplotipo han demostrado que la
variante se ha originado al menos tres veces de forma independiente [470]. Esta variante
ha sido descrita en Espafia en una paciente en Navarra [471] y, posteriormente, en otra
familia proveniente de Andalucia [442].

172



Resultados

Tabla 23. Variantes patogénicas que cambian el marco de lectura junto con las caracteristicas

del caso indice y sus familiares. Se indica referencia bibliografica y base de datos consultada.

Exoén/
Intrén

3

10

10

11

11

11

11

11

18

23

25

Cambio de
ADNc

€.262_263delCT

.1597delA

€.1608dupT

€.3264dupT

¢.4936_4939
delGAAA

¢.5073dupA

€.5669_5673
delATGGC

C.6491_6494
delAGTT

c.8201delC

€.9026_9030
delATCAT

€.9310 9311
delAA

Cambio de proteina

p. Leu88fs*99

p-Thr533Leufs*557

p-Glu537*

p-GIn1089Serfs*1098

p- Glul646GlInfs*1668

p-Trp1692Metfs*1694

p-Met1890Argfs*1897

p. GIn2146f5*2166

p.Pro2734Leufs*2737

p.Tyr3009Hisfs*3016

p-Lys3104Valfs*3109

N
asos

0

Familia

F134

F173

F420

F214

F379

F17

F110

F285

F127

F254

F117

F144

F195

Caso indice fzirﬁ?lig?r
CM <40 CMCiJ[O i
Gl ciﬁ_ﬁo
cm<d0  MEA0T
bCMm bCM
it CMCI/I%O :
CM< 40 CM< 40
CM< 40 CM< 40
CcO CO+CM
CM CM

bCMm bCM + CO

bCM + 2
bCMs M
vCM + CO
vk +CM

Referencias

Gorski y col.
2004 [367]

HGMD

Diez y col.
2003 [333]

BIC

Cardeflosa y
col. 2008 [432]

BIC

Llort y col.
(2002) [472]

BIC

Wagner JEy
col. 2004 [473]

BIC

Risch y col.
2001 [474]

BIC

No descrita

Lubinski y col.
2004 [475]

HGMD

UMD

Berta Campos y
col. 2003 [455]

BIC

Ramiinas
Janavicius 2010
[455]

BIC

CM: Cancer de mama; CM<40: Cancer de mama con un diagndstico menor o igual a 40 aflos; bCM: Cancer de mama

bilateral: bCMm: Cancer de mama bilateral metacrénico; bCMs: Cancer de mama bilateral sincronico; CO: Cancer de ovario;
vCM: Céncer de mama en vardn.
T En las caracteristicas del tipo de familia se tuvieron en cuenta el caso indice y sus familiares de primer y segundo grado.
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a) Descripcién de las familias

- FI134 (fig. 66A): Caso indice (IIl:1) con un carcinoma ductal invasor de
mama pobremente diferenciado (RE y RP negativos, HER+). Su madre (I1:2)
tuvo un CM vy su padre (II:1) cancer de prostata. Tiene un hermano (I11:2)

con cancer de prostata y una prima (II1:3) con melanoma.

- F173 (fig. 66B): Caso indice (II:8) diagnosticado a los 46 afios de carcinoma
ductal infiltrante de mama (RE 80%, RP+ 90%, Ki67 + 5%, HER
desconocido). Tiene una hermana (I:6) que fallecié a los 39 aios por CM
diagnosticado a los 37. Se le ha realizado el test genético a su hermano (11:4),
que resultod ser negativo para dicha variante. No tiene mas hermanos vivos.
Su madre (I:1) tuvo un tumor glandular salivar y un melanoma, fue exitus

letalis a los 62 afios.

b) Estudios genotipo-fenotipo

Cancer de mama Cancer de ovario

Casos ,
Casos cancer

N° Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagndstico bilateral (%) diagnostico : y
(%) ovario (%)
2 2(100)  39(32-46) 0 0 - 0

No se han encontrado estudios de penetrancia relevantes en la literatura

cientifica.
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A F134 |

11:1 I:2
Ca prostata CM
+
Al n:2 1n:3
CM (32) Ca prostata Melanoma

B. F173 H;Jj

I:1 I:2
Tumor gland salivar | Cirrosis hepatica
/Melanoma Exitus (63)
Exitus (62)
Iﬁ; N[+
—O —]
I:1 I:2 11:3 11:4 I1:5 11:6 1:7 I:8
Exitus Malnutricion 56 CM (37) CM (46)

accidente tras cirugia bariatrica Exitus (39)
trafico (39) (56)

L FE

11 2 n:3 14 1:5
19 17 22 21 20

Figura 66. Arboles familiares de los casos portadores de la variante ¢.262 263delCT en BRCA2. En A F134
yen B F173.

c.1597delA

Variante encontrada en una sola familia (1,43% de las familias BRCA+ y 3,23%
de las familias BRCA2+). Se trata de una delecion de la base adenina afectandose el
codon 533 de la proteina, la cual provoca un cambio de aminodcido de treonina por
leucina y un cambio de la pauta lectura con parada prematura en el codon 557. Este
truncamiento de la proteina provoca la eliminacion de dominios tan importantes para la
funcién reparadora de BRCA2 como las repeticiones BRC, el dominio helicoidal y los

tres pliegues oligonucledtidos de union (OB).
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Variante descrita en la base de datos BIC y en estudios poblacionales de Espafia
[333;335;439;472], por lo que podriamos determinar que se trata de una variante de

probable efecto fundador en nuestro pais.
a) Descripcion de las familias

- F420 (fig. 67): Caso indice (II:5) con carcinoma ductal infiltrante de mama
(pT2pN+; RE+ 99%, RP+ 99%, ki67+ 58% y HER-) a los 38 afios. Su madre
(I:2) falleci6 por CM a los 50 afios

b) Estudios genotipo-fenotipo

Cancer de mama Cancer de ovario

Casos ,
Casos cancer

N° Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagnostico bilateral (%) diagnostico S y
o ovario (%)
(%)
1 1 (100) 38 0 0 - 0

En el trabajo de Diez y col. (2003) [333] se ha descrito en 5 pacientes con CM

<50 afios y dos de ellos fueron bilaterales.

F420
I:1 7
exitus 55 CM
exitus 50
7 P Yo [
—O
11:1 1:2 :3 Il:4 11:5 I1:6
48 CM (38)
39

o
N

11 2

Figura 67. Arbol familiar del caso portador de la variante c.1597delA en BRCA2.
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€.1608dupT

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 3,23% de las
familias BRCA2+). Se trata de una duplicacion de una timina en la posicion 1608 del
ARNmMm, la cual provoca un codon de parada prematura en el codon 536 de la proteina.
Este truncamiento de la proteina provoca la eliminacion de dominios tan importantes
para la funcidn reparadora de BRCAZ2 como las repeticiones BRC, el dominio helicoidal

y los tres pliegues oligonucleodtidos de union (OB).

Variante descrita por primera vez en la Comunidad Valenciana [432], y
posteriormente en otros estudios en la misma region [444;476]. Se encuentra en la base

de datos BIC y HGMD.
a) Descripcidn de las familias

- F214 (fig. 68): Caso indice (III:2) con carcinoma ductal infilrante de mama
(RE+RP+HER-) diagnosticado a los 43 afios. Tiene una madre (II:3)
fallecida con CM diagnosticado a los 33 afos. Su abuela por la rama materna
(I:2) tuvo CM a los 80 afios, mientras que su abuelo (I:1) tuvo cancer de

pulmon.

b) Estudios genotipo-fenotipo

Cancer de mama Cancer de ovario

Casos .
Casos cancer

N° Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagnoéstico bilateral (%) diagnostico : y
(%) ovario (%)
1 1 (100) 43 0 0 - 0

No se han encontrado estudios de penetrancia relevantes en la literatura

cientifica.

177



Resultados

F214 Figura 68. Arbol familiar del caso portador
de la variante c.1608dupT en BRCA2.

O
1:1

1 [ A2

CM (43)
IV:1 Iv:2
3a 2a
¢.3264dupT

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 3,23% de las
familias BRCA2+). La duplicacion de una timina que se produce en la posicion 1089 de
la proteina provoca un cambio de la pauta lectura con parada prematura de la traduccion
en la posicion 1098. En esta posicion se encuentra cercano el dominio de la segunda
repeticion BRC (aminoacidos 1012-1246), por lo que este truncamiento de la proteina
provocaria la eliminacion de 6 repeticiones BRC (con la consecuente afectacion de la
unidon con RADS1) y los tres pliegues oligonucleotidos de union (OB). Por tanto, la

funcion de la RH de la proteina se veria fuertemente afectada.

Variante descrita por primera vez en Espafia [472]. Se ha encontrado en
diferentes regiones como en la Comunidad Valenciana de manera recurrente, en Castilla
y Leon y Aragén [446]. Recientemente, en un estudio en poblacion hispéanica en el
sudoeste de Estados Unidos, se encontr6 con una alta frecuencia (15% de las
mutaciones en BRCA2). Las diez familias que la presentaron tenian origen mexicano

[477].
a) Descripcién de las familias

- F379 (fig. 69): Caso indice (II:2) diagnosticado con cancer de mama bilateral
metacronico a los 53 y a los 65 afios, inicialmente la mama derecha con
carcinoma ductal infiltrante escasamente diferenciado (T2NOMO; RE+ 100%
RP+ 70%) y, posteriormente, la mama izquierda con carcinoma ductal

infiltrante (pT2pNOMO, RE+50%, RP<10%, Ki67+ 40% y HER2-). Tiene
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una madre (I:2) fallecida por CM a los 35 afios. Su hermano (II:1) tiene

carcinoma colorrectal.

b) Estudios genotipo-fenotipo

Cancer de mama

Cancer de ovario

Casos Casos cancer
No Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagnéstico bilateral (%0) diagnostico o
. ovario (%)
(%)
1 1(100) 53 1 (100) 0 - 0

Mutacion ampliamente descrita en pacientes con afectacion bialélica con anemia

de Fanconi [478]. El trabajo mas extenso de estudios genotipo-fenotipo de portadores

con esta variante patogénica fue en la Comunidad Valenciana [445]: se detectaron 16

casos de CM con una edad mediana de diagnostico de 40 afios (29-69), un caso de ellos

fue bilateral, uno fue cancer de mama y ovario y hubieron dos casos con céncer de

ovario.

F379

F—

11
exitus 90

—

1:2
CM
exitus 35

y‘+

11:1
Ca colorrectal

11:2
bCM(53,65)
66

11 2

=3
33

1l:4

v:2

11:3
63

11:4

-5 1l

6

n:7 -8 19

Figura 69. Arbol familiar de los casos portadores de la variante c¢.3264dupT en BRCA2.
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€.4936_4939delGAAA

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 3,23% de las
familias BRCA2+). En esta mutacion se produce una delecion de 4 pares de bases
(GAAA) en el coddn 1646 y, como consecuencia, un cambio en la pauta de lectura y un
codon de parada prematuro en la posicion 1668. De esta manera, se traduciria una
proteina con 1668 aminoacidos y sin cuatro repeticiones BRC ni los tres pliegues
oligonucledtidos de union (OB). Por tanto, podemos determinar que la funcion

reparadora de la proteina estaria muy afectada.

Mutacion descrita inicialmente en una paciente con anemia de Fanconi, la cual
se presentd de forma bialélica [473]. Ampliamente distribuida en diversas poblaciones
del mundo (en la base de datos BIC se han encontrado 28 entradas). Se ha descartado
como poblacion fundadora en poblacion Ashkenazi [479]. En Espana, se han descrito en

poblaciones de Castilla y Leon [480] y de la Comunidad Valenciana [444;445;476)].
a) Descripcion de las familias

- F17 (fig. 70): Caso indice (III:2) con carcinoma ductal invasor de mama
pobremente diferenciado (triple negativo), diagnosticado a los 57 anos. Tiene
una hermana (IIl:1) fallecida por cancer de mama y ovario. Su abuela

paterna (I:1) tiene cancer de ovario.

b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Cancer de ovario
Casos Casos cancer
Ne Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagnostico bilateral (%) diagnostico N y
o ovario (%)
(%)
1 1 (100) 57 0 0 - 0

La unica referencia con datos fenotipicos encontrada ha sido una paciente

portadora de esta variante patogénica con un CM dignosticado a los 38 afios [445].
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F17

o o O o O

11 1I:5 111:6 7 111:8 19 11:10

cMo

vV:1 IV:2 IV:3

Figura 70. Arbol familiar de los casos portadores de la variante ¢.4936_4939delGAAA en BRCA2.

¢.5073dupA

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 3,23% de las
familias BRCA2+). La mutacion presenta una duplicacion de adenina en el gen,
provocandose un cambio de triptéfano a metionina en la posicion 1692 de la proteina.
Ademas, se provoca un cambio de la pauta de lectura con codon de parada en la
posicion 1694. La creacion de una proteina truncada en esta posicion provoca la
eliminacion de cuatro repeticiones BRC y los tres pliegues oligonucleotidos de union

(OB), por lo que se perderia la funcion de la RH de la proteina.

Mutacion ampliamente distribuida en diversas poblaciones (31 entradas en la
base de datos BIC). Trabajos anteriores han indicado que los eventos mutacionales no
son al azar y se producen en estructuras fisiologicamente estables de ADN secundarios
llamados bucles en horquilla (hairpin-loops) [481;482]. Parece ser que esta variante se
encontraria en este tipo de estructuras mas vulnerables a mutagénesis espontaneas [483].
Se ha descrito como mutacion de novo [484]. No hay evidencias de haberse encontrado,

hasta la fecha, en otras poblaciones de Espana [333;335;439;444;480].
a) Descripcién de las familias

- F110 (fig. 71): Caso indice (IIl:1) con CM diagnosticado a los 28 afios
(pT2pN1). Tiene dos tios por la rama materna con cancer de pulmoén (I1:3 y

II:4) y una tia (II:5) con cancer de ovario.
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b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Céancer de ovario

Casos .
Casos cancer

N© Casos Edad cancer Casos Edad de mama y
0 . Logs : [0) i Hsti
portadores (%) diagnostico bilateral (%) diagnostico ovario (%)
(%)
1 1 (100) 28 0 0 - 0

En la revision del caso clinico donde se detectd esta mutacion de novo [484], ala

paciente se le diagnosticé un CM a los 35 afios.

F110 O—o0 Figura 71. Arbol familiar del caso
I:1 12 portador de la variante ¢.5073dupA en
BRCAZ2.
11:2 11:3 11:4 11:5
Ca pulmén Ca pulmén co

Al
CM (28)

€.5669_5673delATGGC

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 3,23% de las
familias BRCA2+). Mutacion en la cual se produce una delecion de 5 pares de bases
(ATGGC), provocando un cambio de la pauta de lectura y un codén de parada
prematura en la posicion 1897 de la proteina. Consecuentemente, se produciria la
eliminacion de las ultimas dos repeticiones BRC y los tres pliegues oligonucleétidos de
union (OB), por lo que la funcidon reparadora de la proteina se veria ampliamente

afectada.

Esta variante no se ha encontrado en las bases de datos consultadas ni en la
literatura cientifica, por lo que podemos determinar que se trata de una mutacioén

patogénica en BRCAZ de nueva descripcion.
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a) Descripcién de las familias

F285 (fig. 72): Caso indice (III:4) diagnosticado de carcinoma ductal
infiltrante en la mama izquierda a los 38 afios (T2NxMO; RE+10%, RP+10%
y Her2-). Su abuelo paterno (I:1) fue diagnosticado de céncer cerebral,
fallecido a los 40 afos. A su abuela paterna (I:2) se le diagnostico cancer
hepatico. Tiene una tia (II:3) con CM a los 60 afios, a cuyos hijos (III:1 y
I11:2) se les ha diagnosticado leucemia a los 31 afios y cancer de tutero a los
43, respectivamente. Ademas, tiene una tia por la rama materna (II:6)

diagnosticada de cancer de pancreas a los 41 afios.

b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Cancer de ovario
Casos Casos cancer
Ne Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagndstico bilateral (%) diagndstico . y
o ovario (%)
(%)
1 1 (100) 38 0 0 - 0

Al inico caso portador se le diagnosticé un CM a los 38 afios.

F285 o A—o0

1:1 1:2 1:3 1:4
Ca cerebral CHepatico(?) Demencia 97
Exitus (40) exitus(50) Exitus 85

11:6
Ca Pancreas (41)

11:1 1:2 13
Leucemia Ca utero(43) CM(38)
Exitus 31 +Recaida(42)

43

Figura 72. Arbol familiar del caso portador de la variante c.5669 5673delATGGC en BRCA2.
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C.6491 6494delAGTT

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 3,23% de las
familias BRCA2+). La delecion de 4 pares de bases (AGTT) en la posicion 2146 de la
proteina provoca un cambio en la pauta de lectura con posterior truncamiento de la
proteina, ya que se produce un codon de parada en la posicion 2166. Al producirse una
proteina con 2166 aminoacidos, se eliminaria el dominio helicoidal, el dominio OBl y
el dominio OB2; dominios relacionados con la estabilizacion de la proteina BRCAZ2.
Ademas, el dominio NLS, el cual se une a RADS51, tampoco estaria presente. Todos

estos efectos impedirian el normal funcionamiento de la proteina BRCAZ2.

Esta variante ha sido descrita por primera vez en un estudio de como afectan las
distintas mutaciones en la region del grupo de cancer de ovario (ovarian cancer cluster
region, OCCR) (nucleodtidos 3035-6629) [475]. También se ha descrito en poblacion
eslovena [485]. No hay evidencias de haberse encontrado, hasta la fecha, en otras

poblaciones de Espana [333;335;439;444;480].
a) Descripcidn de las familias

- F127 (fig. 73): Caso indice (III:3) diagnosticado de cancer de ovario en un
estadio Illc. Su madre (I1:2) fallecié por un CM diagnosticado a los 42 afios
y su abuelo por rama materna (I:1) tuvo cancer de prostata a los 78 afios.
Tiene una tia, hermana de su madre (II:3) con CM a los 55 afios. Tiene un
hermano (III:3) con cancer basocelular. Ademas, se les ha realizado el test
genético a cuatro hermanos (III: 7 negativo, IIl:11 positivo, II1:13 positivo y
III:16 negativo) y a dos sobrinos (IV:14 negativo y IV:15 positivo); ninguno

de ellos esté afecto, hasta la fecha, por ningln tipo de cancer.

b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Cancer de ovario
Casos Casos cancer
Ne Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagndstico bilateral (%) diagndstico . y
o ovario (%)
(%)
4 0 - 0 1(25) 56 0
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La variante se encuentra en la region OCCR (nucleétidos 3035-6629) propuesta

por Lubinski [475], por lo que podria explicar el caso detectado con céncer de ovario.
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Figura 73. Arbol familiar del caso portador de la variante ¢.6491_6494delAGTT en BRCA2.

c.8201delC

HE16 (N7
403

v:16

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 3,23% de las

familias BRCA2+). Existe una delecién de una citosina en el codéon 2734, lo cual

provoca un cambio de aminoacido (leucina por prolina), un cambio de la pauta de

lectura y, como consecuencia, un codén de parada en la posicion 2737. Se produciria la

eliminacion de los tres pliegues oligonucledtidos de unién (OB) y del dominio NLS,

alterando la funcion reparadora de la proteina de una manera importante.

Variante unicamente descrita en la base de datos UMD. No existen evidencias en

la literatura cientifica ni se ha encontrado en estudios de poblacion espaiola

[333;335;439;444;480].

a) Descripcion de las familias

- F254 (fig. 74): Caso indice (III:7) diagnosticado de carcinoma ductal de
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mama derecha (pT2pN3; RH+, HER-). Tiene una tia por parte paterna (I1:10)
portadora de la variante y diagnosticada de CM a los 47 afios y un tio paterno
(I1:3) diagnosticado de proceso linfoide y fallecido a los 60 afios. A tres
hermanos se le ha realizado el test genético en busqueda de la mutacion,

siendo dos negativos (III:1 y III:5) y uno positivo (I11:10); todos ellos sanos.
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b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Céancer de ovario

Casos

Ne° Casos Edad cancer Casos Edad Casos cancer

de mamay

2 _ Edad : o et
portadores (%)  diagnostico bll(e};)e)ral (%) diagndstico 0 4o (%)
3 2(66) 44,5 (42-47) 0 0 - 0

No se han encontrado estudios de penetrancia relevantes en la literatura

cientifica.
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Figura 74. Arbol familiar de los casos portadores de la variante ¢.8201delC en BRCA2.

€.9026_9030delATCAT

Variante presente en dos familias (2,86% de las familias BRCA+ y 6,45% de las
familias BRCA2+). La delecion de 5 pares de bases (ATCAT) provoca un cambio de la
pauta de lectura en la posicion 3009 de la proteina y, como consecuencia, un codén de
parada prematuro en la posicion 3016. Al producirse un truncamiento de la proteina en
esa posicion, se eliminaria el ultimo pliegue oligonucleétido de union (OB3) y el NLS,

importantes para su funcion reparadora.
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Esta variante estd ampliamente distribuida en Espafia. Se trata de una mutacion

fundadora de origen mediterraneo, que se ha encontrado en un 18,5% (5/27 familias) de

las mutaciones BRCA2 [455]. Estudios de haplotipo y calculos mediante métodos de

maxima verosimilitud han demostrado que se trata de una mutaciéon fundadora con una

edad de unas 92 generaciones (IC 95 % 56-141) [486].

a) Descripcidn de las familias

F117 (fig. 75A): Caso indice (III:2) diagnosticado de cancer de mama
bilateral metacronico a los 34 y 44 afios. Inicialmente tuvo un carcinoma
ductal infiltrante en la mama izquierda (RE+ 25-50%, Ki67+ <25%, p53 +
<25%) y en la mama derecha un carcinoma carcinoma intraductal alto grado
(TisNOMO, inmunohistoquimica desconocida). Tiene una hermana gemela
(ITI:3), portadora de mutacion pero sana; y un hermano (III:1) fallecido por
tumor cerebral a los 35 afios. La madre (I:2) tiene un cancer de ovario
diagnosticado a los 72 afios. Tiene dos tios maternos (II:3, 11:4 y II:5)
fallecidos y diagnosticados de cancer de pulmon a los 52 afos, cancer de
prostata a los 60 afios y cancer de colon a los 80 afios, respectivamente.
Tiene dos tias mas maternas (II:6 y I1:7) fallecidas y diagnosticadas de CM
a los 50 afios y un tumor metastasico no filiado a los 50, respectivamente. Al

padre del probando (II:1) se le diagnostico cancer de pulmon a los 78 anos.

F144 (fig. 75B): Caso indice (II:6) diagnosticado de cancer bilateral
sincrénico a los 58 afios, en la mama izquierda con un carcinoma ductal
infiltrante (pT1cN1bMO; RE+, RP+, HER+) y en la mama derecha con un
carcinoma ductal infiltrante (pTIbN1Mx; RE+, RP+, HER-). Tiene una
hermana (II:2) portadora de la misma variante con un CM a los 57 aflos y
otra hermana (I[:4) también portadora sana. Tiene una hija (III:8) sana
portadora de la variante y dos hermanos (III:9 y I11:10) no portadores. Tiene

dos sobrinos (III:2 y III:6) negativos para dicha variante.
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b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Céancer de ovario

Casos

Ne° Casos Edad cancer Casos Edad Casos cancer

de mamay

a _ Edad : a _ bdad
portadores (%)  diagnostico bilateral (%) diagndstico 0 4o (%)
(%)

6 3(50) 57(34-59)  2(33) 0 - 0

Se ha descrito mayoritariamente en casos de CM. El estudio mas extenso
genotipo-fenotipo acerca de esta variante revisado [486] fue en 12 familias, en las que
se registraron: 37 casos de CM con una edad mediana de 45 afios (29-69) y 7 casos de

cancer de ovario con una edad mediana de 52 (40-60).

A.  F117 .
1:1 11:2 * 11:4 ﬁ *6, *
Ca pulmén co Capulmén Ca prostata Ca colon CcM Tumor metastasico
(78) (72) (52) (60) (80) (50) no filiado
(50)
yﬁq— é
11 1:2 :3 1:4
Tumor cerebral bCM (34,44) 47a
(35) 47a
B. F144 JK—H _'.rz
Ca pa.ncreas CM‘(86)
(73)
_$+ _é+ _yl+
z— O— O—
11 11:2 13 14 15 11:6
CM(57) 68 a bCM(59)

F ';:-z- [ oo 9 & b &

14 n:5 1116 n:7 1:8 -9 n:10
41a 38a Enf Crohn 36a Enf Crohn Talasemia minor
38a Talasemia minor 25a
31a

o & b b

vV:1 Iv:2 IvV:3 IV:4
10a 8a 12a 7a

Figura 75. Arboles familiares de los casos portadores de la variante ¢.9026_9030delATCAT en BRCA2.
EnAF117 yenB F144.
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€.9310_9311delAA

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 3,23% de las
familias BRCA2+). Al producirse una delecion de dos adeninas en la posicion 3104,
cambio de la pauta de lectura y un codén de parada en la posicion 3109 de la proteina.
Por tanto, esta variante patogénica provoca una proteina truncada y la eliminacion de
parte del dominio del pliegue oligonucleétido de union (OB3) y el dominio NLS. Ambos

dominios participan en la funciéon de RH de la proteina BRCAZ2.

Variante considerada como la tercera mas prevalente en Espafia entre las
mutaciones en el gen BRCA2 [333]. También se ha descrito en un estudio de poblacion
hispanica del estado de Texas (EE.UU.) [487]. Segun estudios con marcadores de
microsatélites, se demostrd el ancestro comin en Castilla y Ledn con una estimacion de
la edad de la mutacion de en torno a 54,6-37,37 generaciones (1365-934 afios) [488].
Edad que habria permitido que la mutacion se haya propagado de manera significativa

en Espaiia [333].
a) Descripcidn de las familias

- F195 (fig. 76): Caso indice (III:1) varén con cancer renal de células claras,
cancer de prostata y carcinoma ductal infiltrante de mama a los 78 afos
(TINIMO; RE + 50%, RP +, p53 negativo, Ki67+ 30-35%). Su hija (IV:1) es
también portadora de la mutacion, y ha sido afectada con un cancer de ovario
a los 19 afios y un cancer de colon a los 42. Su madre (II:2) fue

diagnosticada de CM, lo mismo que sus dos tias (II:3 y II:4).

b) Estudios genotipo-fenotipo

Cancer de mama Cancer de ovario

Casos

Ne Casos Edad cAncer Casos Edad Casos céncer

de mamay

o L . 0 L
portadores (%) diagnostico blla(l)teral (%) diagnostico ovario (%)
(%)
2 1 (50) ¥ 0 1 (50) 19 0

*En el calculo de la mediana de diagndstico del cancer de mama no se tuvo en cuenta el cancer de
mama en varon.
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En el estudio en poblacion castellano-leonesa donde se demostré su efecto

fundador [488], en cuatro familias se observaron 11 cénceres de mama (2 de ellos en

varén) y un céancer de ovario, con una media de diagnostico en el cancer de mama

femenino de 39,4 (29-60) afios. A pesar de que en este estudio y en el nuestro se haya

encontrado casos de CM en vardn, no existen evidencias de que esta posicion de la

mutacion se correlacione con un mayor riesgo de CM en varén [489].

F195

Al
Carenal
Ca prostata,
CM (78)
79a

O—-o0 Figura 76. Arbol familiar de los casos portadores de la
14 l:2 variante ¢.9310_9311delAA en BRCA2.

11:3 11:4
CM CM

11:2
CM

IV:1
CO (19)

Ca colon (42)

54a

B. Cambios sin sentido (nonsense)

Estas mutaciones son aquellas en que un cambio de base da lugar a un codon de

parada prematuro. Se han encontrado 3 tipos diferentes de este tipo de variantes en

BRCAZ2 (tabla 24).

2508 2530 2552 2674 2596 2618 2640 2662 26e4 2706 2728 23S0 2772 2794 26l6 7838 2860 268z 2904 2926 2948 297

O O T I I | s Lo 0w 0 0 2 | I N N R B R | 1 11 50 & [ B I |
c c T B -

c [ T G T toT T T £ T & [ T &
7 208 209 21021l 212 21i214 215 216217 208 219 220 221222 223 224 225 226 227 228 220 230 231232 23234 235 236 237 238 239 240 241242 243 244 245 246 247

bl ‘

Figura 77. Electroferograma de un cambio sin sentido (nonsense) en BRCA2 (c.3455T>G).
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Tabla 24.Variantes patogénicas sin sentido (nonsense), junto con las caracteristicas del caso

indice y sus familiares. Se indica referencia bibliografica y base de datos consultada.

Exén/
Intrén

11

11

11

Cambio de - - N° -
ADNG Cambio de proteina €505 Familia

€.2095C>T p. GIn699* 1 F135

F217

¢.3455T>G p-Leul152* 3 F258

F309

€.3922G>T p-Glu1308* 1 F18

Caso indice

CM<40

CM
bCMs (<40)

CM

CM

Tipo de .
familiat Referencias
Blay y col.
CM=40 2013 [442]
M Gutiérrez-

Enriquez y col.
bCM <40 2009 [490]

CM BIC
CM<40+ Diez y col.
CM 2003 [333]

CM: Cancer de mama; CM<40: Cancer de mama con un diagnostico menor o igual a 40 afios; bCM: Céncer de mama
bilateral; bCMs (<40): Cancer de mama bilateral sincronico diagnosticado a una edad menor o igual a 40 afios.
T En las caracteristicas del tipo de familia se tuvieron en cuenta el caso indice y sus familiares de primer y segundo grado.

c.2095C>T

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 3,23% de las

familias BRCA2+). El cambio de una citosina por una timina afecta a la posicion 699 de

la proteina, provocando un codén de parada prematuro. Al producirse un truncamiento

de la proteina en esta posicion se eliminarian los dominios més importantes para su

funcién: las repeticiones BRC, el dominio helicoidal y los tres pliegues oligonucledtidos

de union (OB).

Unicamente existen evidencias de esta variante patogénica en poblacion

asturiana, descrita recientemente por primera vez [442].

a) Descripcién de las familias

- F135 (fig. 78): Caso indice (III:2) diagnosticado de carcinoma ductal

infiltrante en la mama izquierda (T2NMx; RE+, RP+, HER-). Tiene una

hermana (III:1) no portadora de la variante patogénica y otra (II1:3) que si lo

es, ambas estan sanas. El padre (II:2) también es portador de la mutacion, y

la hermana de éste (I1:1) fallecié por CM a los 50 afios.
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b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Céancer de ovario

Casos .
Casos cancer

N© Casos Edad cancer Casos Edad de mama y
0 . Logs : [0) i Hsti
portadores (%) diagnoéstico bilateral (%) diagnostico ovario (%)
(%)
3 1(33,3) 32 0 0 - 0

No se han encontrado estudios de penetrancia relevantes en la literatura

cientifica.
s B
+ _ Figura 78. Arbol familiar de los casos portadores
;’ |£__O de la variante ¢.2095C>T en BRCAZ2.
11:1 1:2 11:3
CM (50) 70a 62a
(J_)- N+ (5+
1 2 l:3
39a CM (32) 31a
35a
€.3455T>G

Variante presente en tres familias (4,29% de las familias BRCA+ y 9,68% de las
familias BRCA2+). Se produce un cambio de guanina por timina en el codon 1152,
provocando un codén de parada en el mismo codédn. El resultado es una proteina
truncada con la pérdida de siete repeticiones BRC, el dominio helicoidal y los tres
pliegues oligonucledtidos de union (OB). Como consecuencia, no seria posible el

funcionamiento normal de la proteina BRCAZ2.

Variante que se encuentra registrada en la base de datos BIC (nimero de acceso
5224) en poblacion asidtica. En la literatura cientifica se ha visto descrita en estudios
con poblacion espafiola [439;490] y en poblacidn francesa [491]. No hay constancia que

haya sido descrita con tanta frecuencia como en nuestra poblacion estudiada.
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a)

Descripcion de las familias

F217 (fig. 79A): Caso indice (III:2) con carcinoma ductal infiltrante sin
afectacion ganglionar (triple negativo), diagnosticado a los 49 afos. Su
madre (II:3) fallecié a los 50 afios por un carcinoma de cérvix. Tiene tres
hermanos, los cuales dos varones son portadores de la mutacion (II1:6 y
I11:8) y la mujer (III:4) no es portadora; todos los hermanos se encuentran
sanos. Los dos hijos (IV:1 y IV:2) no son portadores y se encuentran sanos.

Un sobrino (IV:4) ha tenido sarcoma de Ewing a los 14 afios.

F258 (fig. 79B): Caso indice (III:2) con cancer de mama bilateral sincronico
a los 37 afios de edad. Tuvo una infiltraciéon por carcinoma ductal en la
mama derecha (RE+ 99%, RP+ 99%, HER-, Ki67+ 23%, RA+ 93%) y una
infiltracion por carcinoma lobulillar de patron clasico en la mama izquierda
(RE+ 92%, RP+ 94%, HER-, Ki67+ 5% RA+ 84%). Su abuelo paterno
(I:1) tuvo cancer de colon a los 82 afios, su tia (II:3) también se encuentra
fallecida por la misma causa y tiene una prima (I1I:3) diagnosticada de CM a

los 68 afios. Tiene un hermano (III:1) con harmatoma angiomiomatoso.

F309 (fig. 79C): Caso indice varon (I11:6) con carcinoma ductal infiltrante en
la mama derecha (pT1cpNOMO; RE+,RP-, Her2-, E-cadherina +, Ki67 20%)
y un céncer de pancreas en estadio IV. Su madre (I:2) fallecié por cancer de
pancreas a los 52 afios, tiene un hermano (II:3) fallecido por céncer de
pancreas a los 56 afios, una hermana con cancer de ovario a los 65 afos y
cancer de pancreas a la edad de 68 y otro hermano (II:8) que fallecié por
leucemia a los 55. Las dos hijas del caso indice (III:6 y III:7) no son

portadoras de la mutacion.

a) Estudios genotipo-fenotipo
Céancer de mama Cancer de ovario
Casos Casos cancer
Ne Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagndstico bilateral (%) diagndstico S y
o ovario (%)
(%)
5 3(60) 43 (37-49)* 1(20) 0 - 0

*En el célculo de la mediana de diagnostico del cancer de mama no se tuvo en cuenta el
cancer de mama en varon.
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No existen estudios de penetrancia relevantes en la literatura cientifica. No
obstante, debemos destacar a la F309 con 3 casos de pancreas en familiares de primer

grado, a los cuales no se les pudo realizar el estudio genético por fallecimiento.

A. F17 o—0O

1 1:2

11:3 1:4
Ca cénvix (50)

1I:1 1:2 13 11:4 :5 111:6 1:7 111:8 111:9
CM (45) CM(49) 47a 43a 38a
50a
V1 v:2 vV:3 V:4 IV:5 vV:6
264 Sarcoma 13a 9a
Edwing (14)
B. F258 O0—"0
5 1:3 1:4
Ca colon
(
fallecido 83a

.

1n:1 All:2 1:3
Harmatoma bCM CM
angiomiomatoso (37) (68)
C. F309 00—
1:1 1:2
Ca

Pancreas (52)

oM O——3f i o Mo

11:1 11:2 11:3 14 11:5 216 1:7 11:8 11:9
18a Ca|pancreas (56) CO (65) CM (73) Leucemial
Ca Ca pancreas (73) (55)
pancreas(68)
exitus 74a
Py hFE 5y hbb
11 11:2 :3 14 s 111:6 "7 11:8 11:9111:10
accidente

Figura 79. Arboles familiares de los casos portadores de la variante ¢.3455T>G en BRCA2. En A F217, en
B F258 y en C F309.
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€.3922G>T

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 3,23% de las
familias BRCA2+). Variante nonsense debido al cambio de una timina por una guanina
en el codon 1308, provocando un codén de parada prematura (GAA —> TAA). Esta
variante presente en el exon 11, eliminaria seis repeticiones BRC, el dominio helicoidal
y los tres pliegues oligonucle6tidos de union (OB). Por tanto, el resultado seria una

proteina no funcional.

Variante descrita por primera vez en una familia de origen castellano-leonés
[492]. Posteriormente se ha visto que estd ampliamente distribuida en poblacion
espafiola y latina [333;444;476;480;493]. Recientemente, en la Comunidad Valenciana
se ha descrito con una frecuencia de un 4,51% de las mutaciones presentes en el gen

BRCA2 [445].
a) Descripcion de las familias

- F18 (fig. 80): Caso indice (III:2) con cancer de mama diagnosticado a los 43
afios (pT2N3MO; RE+ 11-30%, RP + <10%, HER+). Su madre (II:2) fallecio
a los 28 anos por CM, y una tia (II:1) fallecio por el mismo motivo. Se le ha
realizado el estudio genético a un hijo (IV:1) que ha resultado ser portador de

la variante patogénica; y a su hermana (II1:3), que también es portadora.

b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Cancer de ovario
Casos Casos cancer
Ne Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagnostico bilateral (%) diagndstico o y
o ovario (%)
(%)
3 1(33,3) 43 0 0 - 0

En el trabajo de de Juan Jiménez y col. [445], se registraron 7 casos con CM con
esta variante patogénica a una edad mediana de diagnostico de 45 (29-56) anos y hubo

un caso de cancer bilateral.
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F18 L1 O
1:1 I:2
D - 4 g
11:1 11:2 11:3 Figura 80. Arbol familiar de los casos portadores
CM (64) CM (28) de la variante patogénica ¢.3922G>T (BRCA2).
~ [+ (B+
o0e
11:1 12 1:3
CM (43)
55a
o o O
V:1 IV:2 IV:3
20a 18a 15a

C. Variantes patogénicas que afectan al splicing
Este tipo de variantes alteran la maduracion del ARNm vy aparecen
tradicionalmente en las fronteras exdn-intron, en el sitio 5° donador (GT) o 3 aceptor
(AG). En torno a esos nucledtidos se marcan las fronteras exén-intron e intron-exon a la
maquinaria de maduracion del ARNm para que los intrones sean eliminados
correctamente. Cambios en estas secuencias consenso dan lugar a un transcrito alterado
que a su vez originara una proteina anomala y no funcional. Ademas, dependiendo del

punto de splicing, pueden causar un cambio en la fase del marco de lectura.

Se han detectado tres variantes de este tipo, una de ellas no descrita y que se
demostro por estudios de RT-PCR que se producia la eliminacion de un exo6n (tabla

25).
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Figura 81. Electroferograma de una variante con efecto en el splicing en BRCA2.
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Tabla 25.Variantes patogénicas de efecto en el splicing, junto con las caracteristicas del caso
indice y sus familiares. Se indica referencia bibliografica y base de datos consultada.

=7 Lanlioee Cambio de proteina P Familia Gy Uzode Referencias
Intrén ADNCc P casos indice familiat
p- .
[Glu2281_Gly2313del, Fanuzg(;g 8y col.
13 ¢.7007G>A Gly2280Ala5s*2310, 1 F354  bCMmO bCMO (2008)
BIC
Gly2313Alafs*2343]
117 CT977-1G>A  p.Arg2659 Lys2777del 1 FI0  CM<40 CMCSI\‘:[O " No descrita
bCMO+
F19 bCMmO M
F44 bCMm bCM+CM
p.[Val2985Glyfs*2987, Bonnatti y
col. 2006
23 c.9117G>A Val2985_Thr3001del, 5 S A bCé\/[N?+
Val2985 Thr3085del] BIC
F294 CM 2CM

F303 CM<40 2CM<40

CM: Cancer de mama; CM<40: Cancer de mama con un diagndstico menor o igual a 40 afios; bCMm: cancer bilateral
metacronico; bCMmO: Cancer de mama bilateral metacronico y cancer de ovario.
TEn las caracteristicas del tipo de familia se tuvieron en cuenta los familiares de primer grado del caso indice

c.7007G>A

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 3,23% de las
familias BRCA2+). Variante que consiste en un cambio de adenina por guanina en el
ultimo coddén del exén 13. Se demostrd por RT-PCR inicialmente que este cambio
provocaba un efecto en el splicing induciendo el skipping del exén 13 [494]. Estudios
mas amplios han encontrado tres tipos de transcritos: uno sin el exén 13, otro transcrito
en el que carecian los exones 12 y 13 y otro transcrito sin el exon 12 [495]. En los dos
transcritos donde se producen codones de parada en las posiciones 2310 y 2343 de la
proteina, se verian afectados el dominio helicoidal y los tres pliegues oligonucledtidos
de unioén (OB). Por tanto, podemos determinar que la funcién de la proteina se veria

fuertemente afectada.

Variante ampliamente distribuida por el oeste de Europa (8 entradas en la base
de datos BIC). Se ha descrito en un estudio multicéntrico espafiol de variantes splicing

en BRCAL y BRCA2 [464]. Se comprob6 el origen centroeuropeo de la probando.
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a) Descripcién de las familias

- F354 (fig. 82): Caso indice (IV:1) con un cancer bilateral diagnosticado a los
36 afios. En la mama izquierda se le diagnosticO un carcinoma ductal
infiltrante (pT1cpNOMO; RE+ (60%), RP + (45%), HER desconocido).
Posteriormente se le diagnostico un cancer de ovario (carcinoma tubdrico
primario seroso de alto grado con afectacion ovarica bilateral Illc
pT3cpNOMx), aunque se desconoce a qué edad. Tiene una tia (I11:4) con CM
a los 54 afios y una tia de tercer grado (III:4) diagnosticada de cancer

bilateral.

b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Cancer de ovario
Casos Casos cancer
Ne Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagndstico bilateral (%) diagndstico . y
o ovario (%)
(%)
1 1 (100) 36 1 (100) 1 - 1 (100)

No se han encontrado estudios de penetrancia relevantes en la literatura

cientifica.
F354 A Figura 82. Arbol familiar de los
I:1 I:2 casos portadores de la variante
patogénica ¢.7007G>A (BRCAZ2).
11:1 11:2
30a 92a
I1:6 II:5
I11:4
J) bCM (52? ‘
11:2 I11:1 m:3 4
68a 74a 68a 54a
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c.7977-1G>A

Variante presente en una familia (1,43% de las familias BRCA+ y 3,23% de las
familias BRCA2+). Se trata de una mutacién situada en la Gltima base del intrén 17. Se
ha demostrado por andlisis por RT-PCR en un laboratorio externo que se produce un
skipping del exén 18. En este ex6n 18 (aminoacidos 2659-277) se truncarian dominios
como el dominio helicoidal y el primer pliegue oligonucleotido de union (OB1),
regiones donde se une ssDNA y la proteina DSS1 (responsable de la estabilizacion de la
proteina BRCAZ2). A la espera de nuevas investigaciones que amplien esta informacion,
podemos determinar que esta variante es patogénica, al eliminarse el ex6n 18 junto con

dominios importantes para la funciéon de BRCA2.

Esta variante no se ha encontrado en las bases de datos consultadas ni en la
literatura cientifica, por lo que podemos determinar que se trata de una mutacion

patogénica en BRCA2 de nueva descripcion.
a) Descripcién de las familias

- F10 (fig. 83): Caso indice (III:2) con carcinoma ductal invasor (pT2pN1MO;
RE-,RP-, Her no estudiado) a los 28 afios. Su abuela (I:2) fue diagnosticada
de CM vy tiene una hermana (III:1) que se ha comprobado que no es

portadora de la mutacion.

b) Estudios genotipo-fenotipo

Cancer de mama Cancer de ovario

Casos

N° Casos Edad cancer Casos Edad Casos cancer

de mamay

2 _ Edad , o | aag
portadores (%)  diagnéstico bilateral (%) diagndstico 0 4o (%)
(%)

1 1 (100) 28 0 0 - 0

Al tnico portador de esta variante patogénica se le diagnosticé un CM a los 28

anos.
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Figura 83. Arbol familiar del caso portador de la
variante ¢.7977-1G>A en BRCA2.

A A2
44a  CM(28)
38a

c.9117G>A

Variante de las mas frecuentes en BRCAZ2, presente en 5 familias (7,14% de las
familias BRCA+ y 16,13% de las familias BRCA2+). Variante situada en el sitio de
empalme aceptor del exén 23. En esta variante, se ha demostrado por ensayos con
minigenes hibridos y posterior RT-PCR la formacion de tres transcritos: un trascrito con
la eliminacion de la practica totalidad del exén 23, otro transcrito con la eliminacion de
los exones 23 y 24 y un trascrito con un codén de parada en la posicion 2987 de la
proteina [496]. De esta manera, se verian afectados dos pliegues de oligonucle6tidos de
union (OB1 y OB2), los cuales se unen al ssDNA y al dsDNA (a través del dominio
tower de OB2) y, ademads, estabilizan la proteina a través de DMC1. Por otra parte, se
eliminaria el dominio NLS, importante en la unién con la recombinasa RADS1. Por
tanto, podemos aseverar que los dominios afectados son importantes para el

funcionamiento de la proteina BRCAZ2.

Mutacion descrita por primera vez en un estudio con familias holandesas [497].
Sin embargo, la variante se encuentra muy distribuida en diversas poblaciones (14
entradas en la base de datos BIC). No existen evidencias de una frecuencia tan alta en

nuestro pais, tan solo ha sido descrita en una familia en Catalufia [472].
a) Descripcion de las familias

- F19 (fig. 84A): Caso indice (II:2) diagnosticado inicialmente de carcinoma
ovarico a los 48 afos. Posteriormente tuvo un cancer bilateral metacronico:
primeramente un carcinoma ductal invasor con afectacién ganglionar en la
mama derecha (RE+ >90%, HER+) a los 52 afios y a la edad de 57, un
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carcinoma ductal invasor sin afectacion ganglionar (RE+ >60%, RA+ >60%,
RP-, p53-, HER-, Ki67 <15%). Su madre (I:2) tuvo un CM vy fallecio a los 72
afnos; mientras su padre (I:1), también fallecido, tuvo un céncer de pulmon.
La hermana del caso indice (II:3) y una hija (III:1) no son portadoras de la

variante patogénica.

F44 (fig. 84B): Caso indice (III:3) con un cancer bilateral metacronico a los
47 y 62 anos de edad. El primero fue carcinoma ductal infiltrante en la
mama derecha (pT2NOMO; RE+, RP+) y el segundo un carcinoma lobulillar
en la mama izquierda (pTINOMO; RE+98%, HER-). Su madre (II:4) fallecio
por un CM diagnosticado a los 47 afios, su tia (II:2) por un cancer de ovario
a los 44, otra tia (II:5) por CM a una edad de 50 afos y su tio (II:1) por un
cancer de prostata. Se le ha hecho el estudio genético a su hermano (III:1),
que resultd ser positivo; a su hermana (II1:6), negativo; y a sus dos hijos

(IV:4 y IV:5), ambos negativos para la mutacion.

F113 (fig. 85A): Caso indice (III:1) diagnosticado de un carcinoma seroso
papilar de ovario (estadio IV) a los 49 afios y un carcinoma lobulillar
infiltrante (RE-, RP-) a los 57. Su hermana (III:2), también portadora de la
mutacion, tuvo un CM diagnosticado a los 50 afios. Su padre (II:2) fallecid
por un cancer de prostata a los 79 afios. Una tia por rama materna (II:5) tuvo
un CM diagnosticado a los 54 anos, cuyos hijos (III:3 y IIl:4) no son
portadores de la mutacion. Otro tio materno (I1:6) tuvo un cancer colorrectal
a los 81 afnos. A un primo hermano (III:7) se le ha comprobado que no porta

la variante patogénica.

F294 (fig. 85B): Caso indice (11:4) diagnosticado a los 42 afios de carcinoma
ductal moderadamente diferenciado (RE+ y RP +). Su madre (I:2) fue
diagnosticada de CM a los 47 afios y un hermano suyo (II:1) de linfoma no
Hodking. Su padre (I:1) tuvo un cancer de cabeza y cuello con fallecimiento

a una edad de los 58 afios. Su hermana (I1:3) no es portadora de la mutacion.

F303 (fig. 85C): Caso indice (II:4) diagnosticado de carcinoma ductal
infiltrante (pT2pN3MO; RE-, RP+, HER2-). Su madre (I:2) tuvo un CM a los
36 anos, falleciendo a una edad de 37. Se le ha realizado el estudio genético

a una hija (III:3), con resultado negativo.
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b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama Céancer de ovario

Casos Casos cancer
N© Casos Edad cancer Casos Edad de mama y
0 . Lo : (0) 1 Hsti
portadores (%) diagnostico  bilateral (%) diagndstico 0 i (%)
(%)
7 6(857) 48,5(35-57)  2(28,6) 2(28,6) 47 (46-48) 2(28,0)

No se han encontrado estudios de penetrancia relevantes en la literatura

cientifica.
A. F19 .’_I e
A1 :
Ca pulmén CM
exitus 82a exitus 72a
N
O
11:1 11:2 1:3 11:4 11:5
CO(48)
bCM(52,57)
1:1 11:2
B Fa4 o—
11 12
O0—
11 1:2 13 11:4 15
Ca prostata CO(44) CM(47) CM(50)

H——o ‘:——EI .E,__.é-

1 n:2 1n:3 -4

67a bCM(47,62) 56a
O T S R
v:1 v:2 V3 V4 IV:5 V6 7 v:8
41a 35a 30a 29a 27a 35a 33a 30a

Figura 84. Arboles familiares de casos portadores de la variante ¢.9117G>A en BRCA2. En AF19 y en B F44.
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F113
11 1:2 1:3 1:4
Ca hepatico(73 85a 70a 85a
exitus 75
J) 00— * O IJ_'I O
1:1 1:2 11:3 I:4 11:5 :6 7 18 1:9
89a Ca prostata(79) 85 CM(54)  Ca colorrectal (81) 80a
exitus 79 exitus 66 87a
¢ ¥ ) o 0o
Al :2 i:3 l:4 ns e m:7
CO(46)+CM(57) CM(50) 61a 58a 40a
60a exitus63
F294 B303 G iz
I:1 1:2 CM(36)
ca cabeza y cuello CM(47) exitus 37a
exitus 58a exitus 48a
P \*+
00
11:1 I1:2 I1:3 I:4 N+
Linfoma 63a CM(42) —O O——
no Hodking 57a 1:1 11:2 11:3 11:4
(Exitus 54) 45a
43
11 :2 1:3
37a 35a 23a

6 b

1:2 1:3
8m 18a

Figura 85. Arboles familiares de casos portadores de la variante ¢.9117G>A en BRCA2. En A F113, en B F294 y en C

F303.

2.1.2 Variantes de significado clinico desconocido (UVs)
Se han detectado y clasificado un total de 45 UVs, y de ellas 10 han

correspondido al gen BRCAL, y 35 lo han sido para BRCAZ2. La mayoria de ellas se trata

de cambios de aminoacidos (missense) y variantes intronicas.

Nuestra estrategia de clasificacion de todas estas variantes se ha caracterizado

por una busqueda pormenorizada en las bases de datos LSDBs, estableciendo como

criterio un valor >3 de la clasificacion propuesta por IARC o, bien, el desconocimiento

de esta clasificacion por falta de estudios que lo corroboren (donde entrarian un niimero

importante de variantes de nueva descripcion).
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Sin embargo, tras esta busqueda exhaustiva, no se ha detectado ninguna
clasificacion IARC en esta seccion. Por lo que se necesitaran estudios mas en
profundidad en un futuro para poder interpretar este tipo de variantes de una forma mas

concluyente.

2.1.2.1 Variantes de significado clinico desconocido (UVs) en BRCA1

De las 10 variantes de significado clinico desconocido detectadas en BRCAL, 3
no habrian sido descritas ni en la bibliografia ni en las bases de datos. Refiriéndonos al
tipo de cambio, se detectaron: 5 intronicas, 3 silenciosas, 2 cambios Missense y una en

region no codificante aguas arriba (nontranslated upstream, 5“UTR) (tabla 26).

Tras esta clasificacion, se procedido a un analisis mediante herramientas

bioinformaticas in silico (tabla 27).

Deberiamos destacar la variante ¢.946A>G, la cual provoca un cambio de
aminodacido de serina por glicina en la posicion 316 de la proteina. Cuatro herramientas
bioinformaticas de las empleadas la predijeron como posible causa de patogenicidad.
Sin embargo, en esta posicion de la proteina no estd implicado ningin dominio
importante conocido que pueda afectar al funcionamiento de la proteina. Un trabajo que
describe esta variante, no pudo concluir tras su andlisis de conservacion entre especies
que fuera causante de enfermedad [498]. Se encuentra descrita en la base de datos BIC
como de significado clinico desconocido. Por tanto, debemos manifestar que son

necesarios mas estudios que confirmen la futura clasificacion de esta variante.

La variante sindnima ¢.5334T>C nos ha dado un resultado con el soporte
informatico Alamut de probable alteracion en el splicing. Esta variante se encuentra
localizada en el inicio del ex6n 22, por lo que podria ser una variante candidata para
estudios de expresion génica. Sin embargo, un estudio reciente de ensayos de
transfeccion de minigenes y posterior RT-PCR [499], han confirmado la no alteracion
del ARNm. Deberemos esperar a futuras investigaciones de segregacion familiar,

fundamentalmente, para poder clasificar esta variante de una manera mas definitiva.

Se detectaron dos variantes de significado clinico incierto (c.981A>G vy
c.2733A>G) en el caso indice de la familia F294. A esta paciente se le detecto,

asimismo, una variante patogénica el gen BRCA2 (tabla 26).
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Por ultimo, deberiamos destacar la variante no descrita ¢.3928 A>G por el

fenotipo familiar en el que se presentd. Esta variante se localizo en un caso indice varon

con carcinoma de mama (pT1cpNOMO) con familiares de primer grado con CM vy

cancer de ovario. Dos estudios in silico han pronosticado su posible patogenicidad

(Grantham y Polyphen-2), debido a las diferencias de caracteristicas biofisicas entre los

aminoacidos sustituidos (cambio de una treonina por una alanina).

Tabla 26. Variantes de significado clinico incierto (UVs) de BRCAL detectadas y clasificadas. Se
afladen caracteristicas del caso indice y sus familiares. Se indica referencia bibliografica y base de

datos consultada.

Exén/

o

Tipo de

Intrén Variante Tipo Casos Familia  Caso indice familia* Referencia
I-2 c.-19-21 -19-20insAT 5 1 F393 CMO CMO BIC
UTR
Borg A. y col.
1-2 c.81-55T>C 1 1 F393 CMO CMO (2010) [500]
I-5 c.213-116T>C I 1 F319 CM 3CM No descrita
1-6 ¢.302-87T>C 1 1 F421 CM CM BIC
Burk-Herrick A
c.946A>G y col. (2006)
11 (p.Ser316Gly) M 1 F160 CM 2CM [498]
BIC
Borg A. y col.
c.981A>G . (2010) [500]
11 (p.Thr327Thr) Si 1 F2947 CM 2CM
BIC
c.2733A>G . Riahi y col.
R (p.Gly911Gly) e ! F294F Sl et (2014) [501]
¢.3928A>G vCM+CM+ )
11 (p.Thr1310Ala) M 1 F93 vCM o No descrita
I-21 €.5332+32C>T I F187 NA 2CM No descrita
1
I-21 ¢.5333-47A>T 1 1 F136 CM CM No descrita
¢.5334T>C
Houdayer y col.
22 (p.Aspl778Asp) Si 1 F297 CM<40 CM<40 e

(2012) [502]

CM: Cancer de mama; CM<40: Cancer de mama con un diagnéstico menor o igual a 40 afios; CO: Cancer de ovario; CMO:
Cancer de mama y ovario; vCM: Céncer de mama en varon.
I: variante intronica; M: variante missense; Si: variante silenciosa

*En las caracteristicas del tipo de familia se tuvieron en cuenta los familiares de primer grado del caso indice.

tCasos indice con mutacion deletérea en el gen BRCA2.



- Tabla 27. Predicciones in silico sobre las variantes de origen desconocido en BRCAL.

Exén/Intréon Descrlp_cllon Mut. Bases de Datos Grantham oy SIFT Pmut Polyphen-2 e Alamut Software
mutacion GVGD Taster
~19-21 -19- 5, .
12 ¢ SOisAT Utk BIC (2218) - ND ND ND ND Polimorfismo NR
I-2 ¢.81-55T>C 1 UMD - ND ND ND ND Polimorfismo NR
15 c.213-116T>C I No descrita - ND ND ND ND Consmmindls NR
enfermedad
1-6 ¢.302-87T>C 1 - ND ND ND ND Polimorfismo NR
GV=220,50 . 1,000
11 SORBLEC M LOVD, UMD, BIC (8936) 56 GD=0,00 0,00 L I o NR
(p-Ser316Gly) (Patogeno) (Patog.) X enfermedad
Clase CO Patogeno)
c.981A>G . Causante de
11 (p-Thi327Th) Si UMD, BIC (1510) 0 ND ND ND ND i —— NR
1 (pcéf;;ﬁz?y) Si BIC (20584) 0 ND ND ND ND Polimorfismo NR
3928A>G S 0,37 0,2307 0.817
C. > H = ’ bl . 9
11 (p.Thr1310Ala) M No descrita 69 GD=0,00 (Tolerada) (Neutral) (P,OSIbl' Polimorfismo NR
Clase CO Patogeno)
1-21 €.5332+432C>T 1 No descrita = ND ND ND ND Polimorfismo NR
1-21 ¢.5333-47A>T 1 No descrita - ND ND ND ND Polimorfismo NR
SA:
¢.5334T>C MaxEnt: (-13,2%)
axEnt: (-13,
22 (p-Asp1778Asp) Si UMD - ND ND ND ND Polimorfismo * °
NNSPLICE:
(-32,5%)

La puntuacién Grantham examina la diferencia en la naturaleza fisicoquimica de las sustituciones de aminoacidos y su puntuacion oscila entre 0 y 215. Mediante ALIGN-GVGD se ha
afiadido la clasificacion de la variante en clase CO (no conservado), C25, C35, C45, C55 6 C65 (muy conservado). SIFT considera variantes patdgenas a puntuaciones <0,05. Pmut predice
las variantes como patoldgicas con puntuaciones >0,5, de la otra manera las clasifica como neutras. Los resultados de Polyphen-2 se clasifican como posiblemente patoldgico (0,957-1,000),
probablemente patologico (0,453-0,956) y benigno (<0,452). MutationTaster diferencia las variantes como polimorfismo o causante de enfermedad. En los resultados del software de Alamut

(version 2.3), tuvimos en cuenta los resultados de Splice Site Finder, NNSplice y MaxEntScan, cuando al menos dos de ellos calcularon resultados similares.

ND: No determinado porque el algoritmo sélo predice el impacto en variantes missense.

NR: No relevante

*Prediccion SIFT de baja confianza, se aplico la version SIFT Sequence para reducir la alta probabilidad de predecciones falsas positivas.
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2.1.2.2 Variantes de significado clinico desconocido (UVs) en BRCA2

En el gen BRCA2 se han encontrado un mayor numero de variantes en
comparacion con BRCAL. Se han detectado 34 variantes de significado clinico
desconocido, de las cuales 12 no han sido descritas ni en la bibliografia ni en las bases
de datos. Refiriéndonos al tipo de cambio, se detectaron: 13 intronicas, 13 cambios
missense, 5 silenciosas, una en region no codificante aguas arriba (5 ’-nontranslated
upstream), una eliminacion del marco de lectura (inframe deletion) y un cambio de la

pauta de la lectura (frameshift) (tabla 28).

Se considerd, como excepcion, la variante frameshift no descrita ¢.10043insA, la
cual provoca un codon de parada en la posicion 3368. Esta variante eliminaria tan s6lo
el 1,5% de los aminoacidos de la proteina y no se veria afectado ningun dominio
conocido importante. Ademas, se tomo como referencia la variante nonsense no
patogénica c.9976A>T (p.Lys3326*), en la que se ha comprobado de manera
contrastada que no segrega con la enfermedad [503;504]. No obstante, hemos
considerado clasificarla como variante de origen clinico desconocido, hasta que

probables estudios futuros la consideren como no patogénica.

Tras esta clasificacion, se procedid a un analisis mediante herramientas

bioinformaticas in silico (tabla 29).

El analisis de las variantes ¢.3032C>G y ¢.9875C>T han pronosticado una
probable patogenicidad en 5 estudios in silico (tabla 29). Se encuentran descritas en las
bases de datos LSDB, pero hay poco descrito en la literatura cientifica acerca de sus
posibles efectos [218;505]. Por lo que se refiere al cambio ¢.9875C>T (p.Pro3292Leu),
resulta interesante que se ha detectado asociado a cuatro familias no relacionadas con la
misma variante patogénica en BRCA2 ¢.9117G>A. Por tanto, podemos determinar que
la variante de significado clinico desconocido c.9875C>T cosegrega con la mutacion
deletérea c.9117G>A, aunque esto no nos ayude a descartarla como patogénica; ya que,
esta observacion, nos demuestra que esta variante se encuentra en CiS en el mismo gen

BRCAZ2 con una mutacidn patogénica (es decir, no hay co-ocurrencia en trans).

La variante c.7559G>T (p.Arg2520Leu), ademds de pronosticar todas las
herramientas in silico un probable efecto patogeno, se ha visto que el cambio de

aminoacido se produce en una posicion muy conservada (nivel C65 de Align-GVGD)
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(tabla 29). Esta variante solo se encuentra descrita en la base de datos UMD. A Ia
paciente en la cual se detectd esta variante, se le diagnosticd un adenocarcinoma de tipo
endometroide de alto grado a los 26 afos de edad. No obstante, sera necesario esperar a

futuros estudios multifactoriales para una correcta clasificacion de esta variante.

La variante ¢.10103 C>T (p.Ser3368Phe), la pronosticaron tres estudios in silico
(tabla 29), debido seguramente a las diferencias de las caracteristicas biofisicas de los
aminoacidos intercambiados (fenilalanina por treonina). Aun asi, Align-GVGD predijo
que se trata de una posicidén poco conservada en la proteina y, ademas, al encontrarse en
la parte final del ex6on 27, no deberiamos esperar que afecte a ningun dominio

importante de la proteina.

Tres variantes han pronosticado un probable efecto en el splicing: ¢.68-7T>A,
¢.7008-15_7008-14del y ¢c.9501+3A>T (tabla 29). Con la variante ¢.68-7T>A se¢ ha
demostrado que afecta al tracto de polipirimidinas (entre el punto de ramificacion y el
sitio 3 del empalme) del sitio aceptor del intron 2 de BRCA2; ademas, estudios con
minigenes y en fibroblastos han demostrado un skipping parcial del ex6n 3, aunque no
se ha podido demostrar que implique una mayor susceptibilidad al sindrome del CMOH
[429;464]. El cambio ¢.7008-15 7008-14del, se trata de una variante de nueva
descripcion, por lo que no hay estudios funcionales que demuestren su implicacion
patégena. Y por lo que se refiere a ¢.9501+3A>T, ensayos con minigenes [506] han
demostrado efectos parciales en el splicing, ya que induce el skipping del exon 25 en el
50% de los transcritos; no obstante, la evidencia para la patogenicidad de esta variante
no ha resultado concluyente, debido a que afecta a s6lo una fraccién de los transcritos

(penetrancia incompleta).

En las variantes de origen desconocido ¢.3516G>A y c.4146 4148delAGA se
detectaron en los mismos pacientes una mutacion patogénica en BRCA2. De todas
maneras, al observarse solo una vez en cada una de ellas, no podemos determinar si co-

ocurrieron en Cis o en trans (lo que permitiria descatarlas como patogenas).
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Tabla 28. Variantes de significado clinico incierto (UVs) de BRCA2 detectadas y clasificadas. Se afiaden
caracteristicas del caso indice y sus familiares. Se indica referencia bibliografica y base de datos consultada.

EXOU/ Variante Tipo N° Casos Familia Caso indice T'p9 .de Referencia
Intrén familiat
5,7 Diez y col. 2006
I-1 c.-75C>G UTR 1 F162 CO CcO [335]
12 ¢.68-TT>A I 1 F247 bCMm bCM (eI (O
: 2012 [502]
I-5 c.475+14C>T 1 1 F121 CM CM No descrita
I-6 ¢.516+14C>T I 1 F207 CM<40 CM<do+cM ~ Houdayery col
: 2012 [502]
L7 ¢.631425C>T I 1 F353 co 200 Houdayer y col.
: 2012 [502]
I-8 ¢.682-54T>C 1 1 F164 CM 4CM No descrita
10 ¢.1240G>C (Ala338Thr) M 1 F126 CM<40 CM<40 No descrita
10 ¢.1803A>G (p.Lys601Lys) Si 1 F156 cM cM No descrita
Han y col. 2006
11 ¢.2464T>C (p.Cys822Arg) M 1 F60 CM<40 CM<40 [507]
BIC
Vogel y col.
c.2803G>A 2007 [487]
11 (p-Asp935Asn) M 1 F118 CM 2CM
BIC
Wagner y col.
11 ¢.2883G>A (p.GIn961Gln) Si 1 F239 CcM 2CM 1999 [508]
BIC
Balia y col. 2011
¢.3032C>G [505]
11 (p.Thr1011Arg) M 1 F30 bCM bCM + CM
BIC
11 ¢.3225T>C (p.Ser1075Ser) Si 1 F269 bCM bCM HGMD
Borg A. y col.
11 c3516G>A (p.Serl172Ser)  Si 1 F285°+ CM<40 CM<40 (2010) [500]
BIC
Wu y col. 2005
c.4146_4148delAGA t [504]
11 (p.Glu1382del) IFD 1 F379 bCM bCM +CM
BIC
c.5027G>A .
11 (p.Serl676Asn) M 1 F149 CO CcO No descrita
11 ¢.6293C>T (p.Ser2098Phe) M 1 F182 CM 3CM BIC
Balia y col.
€.6322C>T (2011) [505]
11 (p.Arg2108Cys) M 1 F202 NA 3CM
BIC
I-12 ¢.6938-21T>C 1 1 F347 CM<40 CM<40 No descrita
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Tabla 28 (continuacion).

Exon/ : : o i o Tipo de .
Intron Variante Tipo N° Casos Familia Caso indice familiat Referencia
I-13 ¢.7008-14delT 1 1 F346** CM<40 CM<40 No descrita
F229 CM<40 CM<40 Pettigrew CA. y
15 C.7469T>C (p.11e2490Thr) M 2 col. 2008 [509]
F349 CM=40 CM=<40 BIC
¢.7559G>T
15 (p.Arg2520Leu) M 1 F279 CO CcO UMD
Borg y col. 2010
116 ¢.7806-40A>G I 1 F346%* CM<40 CM<40 [500]
BIC
I-19 C.8331+133G>A 1 1 F191%* CM CM No descrita
Johnson y col.
20 ¢.8503T>C (p.Ser2835Pro) M 1 F92 NA bCM 2007 [510]
BIC
20 ¢.8632+47dup12 1 1 F55 NA ? No descrita
C.8854A>G
22 (p.Met2952Val) M 1 F152 CM<40 CM<40 +CM HGMD
C.9065GA F70 CM<40 CM<40
23 (p-Arg3022Lys ) Si 2 No descrita
F100 CMO CMO
1-24 ¢.9256+61 A>T 1 1 F191%** CM CM No descrita
Houdayer y col.
125 ¢.950143A>T I 1 F3a4] co 2C0 2012 [510]
BIC
F19* bCM bCM +CM
Faqt bCM Bem+CM+CO .
Esashi F. y col.
27 c.9875C>T M 4 2005 [218]
(p-Pro3292Leu) t bCMO+CM
F113 bCMmO BIC
+2Cut
F294+ M 2cM
¢.10043insA 1 .
2 (p-Asn3348{5*3368) F 1 F26 M 3CM No descrita
c.10103C>T 1 "
27 (p-Ser3368Leu) M 1 F44 bCMm bCM + CM No descrita

5*“UTR: variante en region no codificante aguas arriba (5 -untranslated region); I: variante intrénica; M: variante missense; Si:
variante silenciosa.

CM: Cancer de mama; CM<40: Cancer de mama con un diagnéstico menor o igual a 40 afios; CO: Cancer de ovario; CMO: Cancer
de mama y ovario; bCMm: Cancer bilateral metacronico; bCMmO: Cancer bilateral metacronico y ovario; CMO: Cancer de mama y
ovario; NA: Paciente no afectado; ?: No se dispone de la informacion.

+En las caracteristicas del tipo de familia se tuvieron en cuenta los familiares de primer grado del caso indice.

*Casos indice con mutacion deletérea en el gen BRCA2.

1 Casos indice con mutacion deletérea en el gen BRCAL.
**Casos indice con dos variantes de origen clinico desconocido en BRCA2.
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Tabla 29. Predicciones in silico sobre las variantes de origen desconocido en BRCA2.

Exoén/Intrén

I-1

I-2

I-5

I-6

I-8

10

10

11

11

Descripcion
mutacién

c.-75C>G

c.68-7TT>A

c.475+14C>T
¢.516+14C>T
¢.631+25C>T

€.682-54T>C

¢.1240G>C
(Ala338Pro)

¢.1803A>G
(p-Lys601Lys)

¢.2464T>C
(p-Cys822Arg)

c.2803G>A
(p-Asp935Asn)

¢.2883G>A
(p.GIn961Gln)

¢.3032C>G
(p-Thr1011Arg)

Tipo

Si

Si

Bases de Datos

No en base de datos

LOVD,BIC (16209), HGMD
(CS033491)

No descrita
LOVD, UMD
UMD

No descrita

No descrita

No descrita

LOVD, UMD, BIC (7464)

LOVD, UMD, BIC (7499),
HGMD (CM994285)

LOVD, UMD, BIC (15163)

LOVD, UMD, BIC (3908),
HGMD (CM035690)

Grantham

27

180

23

71

Align-
GVGD

ND

ND

ND
ND
ND

ND

GV=154,10
GD=1,62
Clase CO

ND

GV=353,86
GD=0,00
Clase CO

GV=353,86
GD=0,00
Clase CO

ND
GV=21531

GD=67,21
Clase CO

SIFT

ND

ND

ND
ND
ND

ND

0,03

ND

0,35

0,08

ND

0,00

Pmut

ND

ND

ND
ND
ND
ND

0,1078

(Patogeno) (Neutral)

ND

0,9088

0,0813

ND

0,6743

(Patogeno) (Patogeno)

Polyphen-
2

ND

ND

ND
ND
ND

ND

0,956
(Posibl.
Patogeno)

ND

0,064

(Tolerada) (Patogeno) (Benigno)

0,055

(Tolerada) (Neutral) (Benigno)

ND

1,000
Probabl.
patégeno

Mutation
Taster

Polimorfismo

Causante de
enfermedad

Polimorfismo

Polimorfismo

Polimorfismo

Polimorfismo

Polimorfismo

Causante de
enfermedad

Polimorfismo

Polimorfismo

Causante de
enfermedad

Causante de
enfermedad

Alamut Software

NR

SA:

MaxEnt: -23,9%
NNSPLICE:
-27,3%

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR
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Tabla 29 (continuacion).

, a Descripcion
Exon/Intréon mutacién
11 ¢.3225T>C
(p-Ser1075Ser)
11 c.3516G>A
(p-Ser1172Ser)
c.4146 4148
11 delAGA
(p-1382delGlu)
1 c.5027G>A
(p-Ser1676Asn)
1 c.6293C>T
(p-Ser2098Phe)
1 €.6322C>T
(p-Arg2108Cys)
1-12 €.6938-21T>C
I-13 ¢.7008-14delT
15 ¢.7469T>C
(p.11e2490Thr)
15 ¢.7559G>T
(p-Arg2520Leu)
I-16 ¢.7806-40A>G
1-19 C.8331+133G>A
20 ¢.8503T>C
(p-Ser2835Pro)

Tipo

Si

Si

IFD

Bases de Datos

HGMD (CD044117)

UMD, BIC (13612)

UMD, LOVD, BIC (7876)

No descrita

BIC (13611)

LOVD,UMD, BIC (8771),
HGMD (CM114781)

No descrita

No descrita

LOVD,UMD, BIC (6045),
HGMD ( CM065019)

UMD
UMD, BIC (13632)
No descrita

LOVD,UMD, BIC (3221,
HGMD (CM004191)

Grantham

46

155

180

89

102

74

Align- Polyphen-
GVGD SIFT Pmut >
ggzigg 0,00 0,782 0,302
Clase co  (Patogeno) (Neutral) (Benigno)
%\1];:24571 ’8178 0,07 0,7592 0,117
Clase o (Telerada) (Patdgeno) (Benigno)
Gggi?o’gé 009 08782 0,000
Clase ’CO (Tolerada) (Patbgeno) (Benigno)
ggizg’ig 0,20 0,4846 0,010
Clase (’:0 (Tolerada) (Neutral) (Benigno)
Gy 1,000
GD=101,88 ( a?c';O(e)no) (ng[?lio) Probabl.
Clase C65 ‘P08 g I
Gg;lg%? 0,26 0,3705 0,012

Clase CO (Tolerada) (Neutral) (Benigno)

Mutation
Taster

Polimorfismo

Polimorfismo

Causante de
enfermedad

Polimorfismo

Polimorfismo

Polimorfismo

Polimorfismo

Causante de
enfermedad

Polimorfismo

Causante de
enfermedad
Polimorfismo

Polimorfismo

Polimorfismo

Alamut Software

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

SA:
MaxEnt: -4,2%
NNSPLICE: -8,3%

NR

NR

NR
NR

NR




Resultados

Tabla 29 (continuacion).

20

22

23

1-24

1-25

27

27

27

Exén/Intrén

Descripcion
mutacion

¢.8632+47dup12

C.8854A>G
(p-Met2952Val)

C.9065G>A
(p-Arg3022Lys)

¢.9256+61A>T

¢c.9501+3A>T

c.9875C>T
(p.Pro3292Leu)

¢.10043insA
p-Asn3348fs*3368

¢.10103 C>T
(p.Ser3368Phe)

Tipo

Si

Bases de Datos

No descrita

HGMD (CM035692)

No descrita

No descrita

LOVD, UMD, BIC (6145),
HGMD ( CS083876)

UMD, BIC (6162)

No descrita

No descrita

Align- Polyphen-  Mutation
Grantham GVGD SIFT Pmut 5 Taster Alamut Software
- ND ND ND ND Polimorfismo NR
GV=30,92
20 G=n (Tolléorgda) (I(\)Iflftifl) Bg}?io?lo HOIEIRITTY NR
Clase CO &
0 ND ND ND ND Polimorfismo NR
- ND ND ND ND Polimorfismo NR
SD:
Causante de MaxEnt: -57,6%
) ND ND ND ND enfermedad NNSPLICE:
-58.3%
GV=75,14 0,999
= CIVSPAHS ( a'([)c',»ogno) (P(z)ii[(g’)oigo) (bl Sr?t%sr?:llglgs NR
Clase co ‘P08 & patogeno)
- ND ND ND Np  Causantede NR
enfermedad
GV=353,86
155 GD=0,00 0,’ o 0’§ 1 0’0.04 Polimorfismo NR
Clase CO (Patogeno) (Patogeno) (Benigno)

La puntuacion Grantham examina la diferencia en la naturaleza fisicoquimica de las sustituciones de aminoacidos y su puntuacion oscila entre 0 y 215. Mediante ALIGN-GVGD se ha
afladido la clasificacion de la variante en clase CO (no conservado), C25, C35, C45, C55 6 C65 (muy conservado). SIFT considera variantes patogenas a puntuaciones <0,05. Pmut
predice las variantes como patologicas con puntuaciones >0,5, de la otra manera las clasifica como neutras. Los resultados de Polyphen-2 se clasifican como posiblemente patologico
(0,957-1,000), probablemente patologico (0,453-0,956) y benigno (<0,452). Mutation Taster diferencia las variantes como polimorfismo o causante de enfermedad. En los resultados
del software de Alamut (version 2.3), tuvimos en cuenta los resultados de Splice Site Finder, NNSplice y MaxEntScan, cuando al menos dos de ellos calcularon resultados similares.

5°UTR: variante en region no codificante aguas arriba (5 -untranslated region); I: variante intronica; M: variante missense; Si: variante silenciosa.
ND: No determinado porque el algoritmo s6lo predice el impacto en variantes missense.

NR: No relevante
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2.1.3 Variantes probablemente no patogéenicas y variantes no patogénicas

En este apartado hemos clasificado las variantes que con mas probabilidad no tienen
efecto sobre las proteinas BRCAl y BRCA2 y/o se ha demostrado que no estin

relacionadas con una mayor susceptibilidad en el sindrome de CMOH.

Por tanto, hemos clasificado como variantes probablemente no patogénicas
aquellas variantes clasificadas con valores de 2 en los niveles IARC o, en su defecto,

que cumplan los siguientes criterios:

- Variantes descritas en Deffenbaugh (2002) [425], o Tavtigian (2005) [408] o
descritas en trans con alguna mutacion deletérea en el mismo gen del mismo

individuo.

- Variantes consideradas neutras empleando métodos de probabilidad
multifactoriales, utilizando el punto de corte recomendado de 100:1 a favor

de neutralidad (Goldgar 2004 [426] y Chevenix-Trench 2006 [348]).

Ademads, hemos considerado como variantes no patogénicas, aquellas que se ha
comprobado que tienen un nivel 1 IARC o, bien, se ha detectado con una frecuencia
alélica > 1%, que consideramos como polimorfismos. La gran mayoria se refieren a los
datos obtenidos en nuestra seleccion de pacientes; aun asi, también hemos considerado
las variantes descritas anteriormente como polimorficas en poblacion espafiola (Diez y
col. [333]) y en otras poblaciones (HapMap, a través de la consulta de las bases de datos
dbSNP y Ensembl).

2.1.3.1 Variantes probablemente no patogénicas y no patogénicas en BRCA1

Se ha clasificado una variante como probable no patogénica (tabla 30) y 35
variantes definitivamente no patogénicas: de ellas 9 con nivel IARC = 1 (tabla 31) y 26
polimorfismos (tabla 32) en el gen BRCAL. Todas ellas se han caracterizado por ser

mayoritariamente de tipo missense o estar situadas en zonas intronicas profundas.

Tabla 30. Variantes probablemente no patogénicas detectadas en BRCAL segun criterios de
probabilidad.

. Frecuencia
EXOP/ Variante  Tipo Base de datos* Familias - Observacionest IARC
Intron Alélica (%)

Co-ocurrencia en
I-3 c.81-14C>T I dbSNP: rs80358006 F360 0,13 trans (Judkins y -
col. [511])

*Numeracion identificativa de la variante en la base de datos dbSNP.
+En esta columna se citan algunos estudios o bases de datos que corroboran esta clasificacion
I: variante intronica.
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Tabla 31. Variantes no patogénicas detectadas en BRCA1 segin criterios de IARC.

Exén/ Frecuencia
In)t(?gn Variante Tipo Base de datos* Familias  Alélica  Observacionest IARC
(%)
OR a favor de
c.199G>T ) neutralidad
5 (p.Asp67Tyr) dbSNP: rs80357102 F108 0,13 106-10* (Easton
y col. [512])
Co-ocurrencia en
trans.
c.736 T>G
11 M dbSNP: rs28897675 =26-107
(Leu246Val) s Fo4 0.13 L= 0~10 1
(Tavtigian y col.
[408])
Co-ocurrencia en
¢.2315T>C (p.
11 (p M dbSNP: rs80357467 F188 0,14 trans (Judkins y 1
Val772Ala)
col. [511])
OR a favor de
2428 A>T neutralidad
11 P: rs2 2
(Asn810Tyr) dbSNP: rs2889768 F262 0,14 8.77-10'° (Easton
y col. [512])
Co-ocurrencia en
2521C>T trans.
11 CAIS 84C1T M dbSNP: rs180079 F369 0,14 LR=3,9-10" 1
(p-firg p) (Tavtigian y col.
[408])
OR a favor de
c.3640G>A ) neutralidad
11 (p.Glu1214Lys) M dbSNP: rs80356923 F126 0,14 2.96-10" (Easton
y col. [512])
OR a favor de
neutralidad
11 S3BBAG o oNp: 180357280 F36 0.14 26,1610 1
(Ile1275Val)
(Easton y col.
[512])
F162
e Co-ocurrencia en
4 >T 3
15 ¢.4535G M dbSNP: rs1800744 1AL 0,78 trans (Tavtigian 1
(p-Ser1512Ile) F204 1
F206 y col. [408])
F271
OR a favor de
c.5158A>G . F104 neutralidad
9 oThri720al) M GOSNPirsS6195342 032688 0. 109 Eastan y
col. [512])

*Numeracion identificativa de la variante en la base de datos dbSNP.
+En esta columna se citan algunos estudios o bases de datos que corroboran esta clasificacion
I: variante intronica; M: variante missense.
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Tabla 32. Relacion de polimorfismos detectados en BRCAL en nuestra poblacion.

Cambio detectado

Base de datos*

Frecuencia alélica

FH? (%) PE* NP
Exon/ Intrén Variante Tipo
(%) (%)
I-1 c.-19-115T>C 1 dbSNP: 153765640 43,8 - 16,97
1-7 c.441-34C>T 1 dbSNP: 15799923 - 27 18,13
I-7 c.441+36C>T 1 dbSNP: rs45569832 - - 2,85
1-7 c.441+38T>C 1 dbSNP: rs45456891 - - 4,66
I-7 c.441+41C>T 1 dbSNP: rs45489593 = = 2,85
I-8 ¢.548-58delT 1 dbSNP: 158176144 31,4 30 10,36
c.591C>T
Si crsl -
9 (p.Cys197Cys) 1 dbSNP: 151799965 3 0,65
c.943A>G
M : - -
11 (p.Arg315Gly) dbSNP: 1580357050 1,3
c.1067A>G
M 111799950
11 (p.Gln356Are) dbSNP: s 3,1 7 4,02
c.2077G>A
M : 154986850
11 (p.Asp693Asn) dbSNP: rs 15,9 8 8,29
c.2082C>T
i 111799949
11 (p.Ser694Ser) Si dbSNP: rs1 39,9 40 33,81
c.2311T>C .
S : 940
11 (p.Leu771Len) i dbSNP: 516 433 40 35,23
c.2612C>T
M : 9917
11 (p.Pro871Leu) dbSNP: rs79 45 40 37,31
c.3112A>G
M : 41
11 (p.Glu1038Gly) dbSNP: rs169 45 35 34,97
c.3119G>A
11 (Ser1040Asn) M dbSNP: 154986852 - 5 1,3
c.3548A>G
M 11516942
11 (p.Lys1183Arg) dbSNP: s 41,10 40 35,88
¢.4097-141A>C I dbSNP: 15799916 458 - 15,28
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Tabla 32 (continuacion).

Cambio detectado Frecuencia alélica
Base de datos* FH+ (%) PE* NP
Exon/ Intrén Variante Tipo
(%0) (%0)
c.4308T>C
1 i :
3 (p.Ser1436Ser) Si dbSNP: rs1060915 39,6 30 35,62
1-14 ¢.4485-63G>C 1 dbSNP: 158176212 - 25 24,87
c.4837A>G
16 (p.Ser1613Gly) M dbSNP: 151799966 433 22 34,72
c.4956G>A
16 (pMet1652Ile) M dbSNP: 151799967 1,6 2 1,17
I-16 c.4987-92A>G 1 dbSNP: rs8176233 - 23 17,23
I-16 c.4987-68A>G 1 dbSNP: 158176234 - 23 15,41
1-17 ¢.5075-53C>T 1 dbSNP: 158176258 6,9 - 1,3
1-17 ¢.5074+65G>A 1 dbSNP: 158176235 36,6 - 0,78
1-18 ¢.5152+66G>A 1 dbSNP: 153092994 - 32 23,19

En negrita el dato seguido como criterio para clasificacion como polimorfismo (frecuencia alélica > 1%).
Si: variante silenciosa; I: variante intronica; M: variante missense.

FH: frecuencia en las poblaciones; PE: frecuencia alélica en poblacion espafiola; NP: frecuencia alélica en nuestra poblacion.

*Numeracion identificativa de la variante en la base de datos dbSNP.
tDatos obtenidos de las poblaciones HapMap de la base dbSNP, prioritariamente de poblacion europea.

*Datos obtenidos de la relacion de polimorfismos clasificados por Diez y col. (2003) [336]

2.1.3.2 Variantes probablemente no patogénicas y variantes no patogénicas en
BRCA2

Se han clasificado 5 variantes como probables no patogénicas (IARC = 2 o
segln criterios de probabilidad a priori) (tabla 33) y 38 variantes no patogénicas: de
ellas 5 con un nivel IARC=1 (tabla 34) y 33 polimorfismos (tabla 35) en el gen
BRCA2. Del mismo modo al gen BRCAL, todas ellas se han caracterizado por ser
mayoritariamente de tipo missense o estar situadas en zonas intronicas profundas,

aunque se ha visto una distribucion mayor de silenciosas.

La variante ¢.7435+6G>A se ha clasificado recientemente como nivel [ARC=2.
Los estudios la predecian como una variante sin efecto en el splicing. Pero ademas,
recientemente, el trabajo de Thomassen y col. [513] ha permitido clasificarla en este

nivel debido a los estudios de RT-PCR y modelos multifactoriales de segregacion.
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Curiosamente, la variante ¢.6853A>G (p.Val2908Gly) se ha clasificado como
IARC=1, también con un efecto en el splicing. Se ha comprobado por estudios
funcionales que existe un skipping del ex6n 12, pero se vio que este exon es totalmente
dispensable para el correcto funcionamiento de la proteina, puesto que se eliminan tan
solo 32 aminoacidos y, en ellos, no existe ningun dominio conocido importante para la
funcionalidad proteica de BRCAZ2 [514]; ademaés, otros estudios de modelos

multifactoriales ya la habian pronosticado como no patéogena [349;512].

La variante nonsense no patogénica c.9976A>T (p.Lys3326%*), antes citada, se

ha encontrado en nuestra poblacion con una frecuencia alélica de un 1,04% (tabla 35).

Tabla 33. Variantes probablemente no patogénicas detectadas en BRCA2 segun criterios de
probabilidad.

Exén/ Frecuencia
In)t(ggn Variante Tipo Base de datos* Familias  Alélica  Observacionest IARC
(%)
Sin significado
c.1792A>G F151 clinico
1 M P:1rs2 1 =
O (pThrs98Ala) dbSNP: rs28857710 . R (o S
col.[425])
Estudio
multifactorial y
I-13 c.7435+6G>A 1 dbSNP: rs81002852 F310 0,13 de RT-PCR 2
(Thomassen y
col. [513])
OR a favor de
c.8723T>G . neutralidad 256
21 (p.Val2908Gly) M dbSNP: rs28897753 F156 0,13 TEestton v ol 2
[512])
OR a favor de
c.8850G>T F86 neutralidad
22 M P:rs2 4
(p.Lys2950Asn) dbSNP: rs2889775 F345 0,26 5 15-10" (Easton
y col. [512])
F29
Polimorfismo
.8551G>A F38
22 ¢ AlosiThy M dbSNPirs1IS571769 0,52 (Deffenbaughy -
(p-Ala r) F200 col. [425])
F230

*Numeracion identificativa de la variante en la base de datos doSNP.
+En esta columna se citan algunos estudios o bases de datos que corroboran esta clasificacion
I: variante intronica; M: variante missense.
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Tabla 34. Variantes no patogénicas definitivas detectadas en BRCA2 segun criterios de
probabilidad.

Exén/ Frecuencia
In)t(?gn Variante Tipo Base de datos* Familias  Alélica  Observacionest IARC
(%)
OR a favor de
c.223G>C ) neutralidad
3 (p.Ala75Pr0) M dbSNP: rs28897701 F231 0,13 22-10° T
col. [512])
OR a favor de
causalidad
c.1151C>T F108 2,08-10—2
1 M NP: rs412934 ’ .
O (p.Ser3s4Phe) CBENE PRS0 (Chevenix- L
Trench y col.
[348])
OR a favor de
c.4061C>T . neutralidad 254
11 (p.Thrl354Met) M dbSNP: rs80358656 F358 0,13 (Baston y col.
[512])
OR a favor de
c.6853A>G . neutralidad
12 (p11e2285Val) M dbSNP: rs56272235 F140 0,13 7,86-107 (Easton
y col. [512])
OR a favor de
c.9292T>C F191 causalidad
2 M P: rs41293521
> (p.Tyr3098His) dbSNP: rs412935 F341 0.26 3 4610 Baston

y col.)

*Numeracion identificativa de la variante en la base de datos dbSNP.
+En esta columna se citan algunos estudios o bases de datos que corroboran esta clasificacion
I: variante intronica; M: variante missense.
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Tabla 35. Relacion de polimorfismos detectados en BRCA2 en nuestra poblacion.

Cambio detectado

FH*

Frecuencia alélica

- . Base de datost (%) pEﬂ NP
Intrén Variante Tipo
(%) (%)
I-1 c.-26G>A US”;-R dbSNP: 151799943 34,5 28 11,53
-4 c.426-89T>C I dbSNP: 153783265 6,2 - 2,36
I-4 c.425+67A>C 1 dbSNP: 1511571610 6,2 - 1,39
I-7 c.631+183T>A 1 dbSNP: 1s3752451 33 - 11,92
I-8 c.681+56C>T 1 dbSNP: 152126042 20 7 12,31
I-8 ¢.682-107G>T I dbSNP: 577863879 - - 1,39
1-10 ¢.1910-74T>C I dbSNP: 152320236 22,1 - 0,65
I-10 ¢.1910-51G>T 1 dbSNP: rs11571651 - 14 0,14
10 ¢.865A>C (p.Asn289His) M dbSNP: 15766173 6,2 4 3,24
10 c.1114A>C (p.Asn372His) M dbSNP: rs144848 48,7 20 28,89
10 ¢.1365A>G (p.Ser455Ser) Si dbSNP: 151801439 6,2 - 3,37
11 ¢.2229T>C (p.His743His) Si dbSNP: 151801499 6,2 - 3,24
1 c2971A>G (p.Asp991Asn) M dbSNP: 151799944 6,2 4 2,98
1 c.3396A>G (p.Lysl132Lys)  Si dbSNP: 151801406 39,3 37 27,85
11 ¢.3807T>C (p.Vall269Val) Si dbSNP: 15543304 36,3 31 22,41
11 ¢.4068G>A (p.Leul356Leu) Si dbSNP: 1528897724 3,4%* - 0,52
11 c.4584C>T (p.Ser1528Ser) Si dbSNP: 1580359788 - 4 0,14
11 c.4791A>G (p.Leul521Leu) Si dbSNP: 15206075 0,9 - 54,15
11 ¢.5744C>T (p.Thr1915Met) M dbSNP: rs4987117 6.4 5 1,04
11 c.6100C>T (p.Arg2034Cys) M dbSNP: 151799954 3,6 - 1,68
11 ¢.6513G>C (p.Val2171Val) Si dbSNP: 15206076 - - 54,53
I-11 ¢.6841+78delAinsAATT I dbSNP: rs5802644 = = 5,31
I-11 c.6841+79 6841+82delTTAA 1 dbSNP: 1511571661 - - 8,94
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Tabla 35 (continuacion).

Cambio detectado

Exén/
Intrén

I-21

1-24

27

27

27

Variante

€.6938-120C>T

¢.7008-62A>G

c.7242A>G (p.Ser2414Ser)

¢.7435+53C>T

c.7806-14T>C

c.8755-66T>C

€.9257-16T>C

¢.9976A>T (p.Lys3326%)

¢.10234A>G (p.Ile3412Val)

c.*105A>C

Tipo

I

N

M

ee

UTR

Base de datost

dbSNP: rs206080
dbSNP: rs76584943
dbSNP: 11799955
dbSNP: rs11147489
dbSNP: 19534262
dbSNP: rs4942486
dbSNP: rs11571818
dbSNP: rs11571833

dbSNP: rs1801426

dbSNP: rs15869

FH*

(%)

31

39,8

40,7

1,7

35,4

Frecuencia alélica

PE NP

(%0) (%)

= 5,96
25 20,98
- 1,94
35 34,2
- 21,24
6 0,65
- 1,04

- 0,52

- 7,38

En negrita el dato seguido como criterio para clasificacion como polimorfismo (frecuencia alélica > 1%).

5“UTR: variante en region no codificante aguas arriba (5 -untranslated region); Si: variante silenciosa; I: variante intronica; M:
variante missense; N: nonsense; 3*“UTR: variante en region no codificante aguas abajo (3 -untranslated region).

FH: frecuencia en las poblaciones; PE: frecuencia alélilca en poblacion espaiiola; NP: frecuencia alélica en nuestra poblacion.
TNumeracion identificativa de la variante en la base de datos doSNP.
Datos obtenidos de las poblaciones HapMap de la base dbSNP, prioritariamente de poblacion europea.

ﬂDatos obtenidos de la relacion de polimorfismos clasificados por Diez y col. (2003) [336].

**Datos obtenidos de un estudio poblacional de 86 casos de poblacion algeriana [457].
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2.2 Grandes reordenamientos génicos detectados en BRCA1 y BRCA2
Se analizo la presencia de grandes reordenamientos génicos en BRCA1 y BRCA2

en aquellos casos indice en los que no se encontrd ninguna mutacion puntual patogénica

(n=326). Este analisis se realizo a través de la técnica MLPA (Multiplex Ligation-

dependent Probe Amplification).

2.2.1 Grandes reordenamientos génicos en BRCA1

No se detectaron grandes reestructuraciones génicas en BRCAL.

2.2.2 Grandes reordenamientos génicos en BRCA2

Tras el andlisis, se detectaron 2 tipos de reordenamientos génicos en BRCA2.
Tratandose de una delecion del exén 2 y una duplicacion del exén 21 (tabla 36). La
frecuencia ha sido de un 1,53% (5/326) entre los casos de riesgo del sindrome de

CMOH negativos para mutaciones puntuales patogénicas en BRCAL/2.

Tabla 36. Grandes reordenamientos génicos detectados en BRCA2. Se indica referencia
bibliografica v base de datos consultada.

Exon/ : 5 - o Tipo de -
Intron Reordenamiento N° casos Familia  Caso indice familia* Referencias
F14 bCMO CMO
bCM
2CM + Gutiérrez-
F175 CM
2 Delecion 4 CM=40 Enriquez
2007) [515]
cM<do+
F233 CM <40 M
F334 CM CM+bCM
. ., CM+CMO+ .
21 Amplificacion 1 F331 CM bCMO No descrita

CM: Cancer de mama; CM<40: Cancer de mama con un diagnodstico menor o igual a 40 afios; bCM: Cancer de mama
bilateral; CO: Céncer de ovario; CMO: Cancer de mama y ovario. bCMO: Cancer de mama bilateral y ovario.

*En las caracteristicas del tipo de familia se tuvieron en cuenta el caso indice y sus familiares de primer y segundo
grado.
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2.2.2.1 Delecion del exén 2

Delecion presente en cuatro familias, se trata de la mds prevalente de los
reordenamientos génicos detectados (fig. 86). Tiene una prevalencia de un 7,14% entre

los casos BRCA+ y un 16,13% de las familias BRCA2+.
A
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F233-B2/C1 Figura 86. A. Cromatograma del anélisis de
fragmentos donde se sefializa la delecion del
exon 2 en BRCA2.
l 2 : . B. Analisis del perfil de picos en un plantilla
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en BRCA2.
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Puesto que esta delecion se encontro también en 4 familias no relacionadas en un
estudio descrito del Instituto Catalan de Oncologia [516], y en el que se ha podido
corroborar que tenemos una familia comin en ambos centros, consideramos que los

analisis de expresion génica realizados, se pueden trasladar a nuestra delecion detectada.

El analisis de esta delecion por PCR long-range han demostrado la delecion de
500 pb en un alelo. Por otro lado, la secuenciacion directa de este fragmento reveld una
delecion gendmica de 486 pb, junto con una insercion de 3 pb (ATA) en el lugar de la
delecion. Ademas, el andlisis a nivel de ADN complementario (ADNc) demostraron que
la delecion era heterocigota y que el alelo defectuoso era capaz, no obstante, de producir

un ARNm estable [516]. El exén 2 de BRCA2 corresponde al primer exon de
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codificacion y, puesto que el alelo mutado es capaz de expresar una transcripcion
estable a niveles similares que el alelo wildtype, puede indicar que la region suprimida
no contenga elementos promotores criticos para la expresion de BRCA2. No obstante,
probablemente la traduccion de este transcrito sea completamente abolida debido a la
falta del codon de inicio canonico situado 39 pb aguas arriba de la region 5 UTR. Sin
embargo, segin lo descrito no se puede descartar la posibilidad de que se forme otro
producto de traduccion, mediante un codon de inicio alternativo [516]. El primer ATG
en marco de lectura que se encuentra es en el exon 4 (codon 124). Y, en el supuesto de
que este ATG sirva como un codon de iniciacion de la traduccion, la traduccion del
ARNm mutante produciria una proteina BRCAZ2 carente de los primeros 123

aminoacidos (p.Metl Lys123del).

Este reordenamiento se describido por primera vez en un estudio de grandes
reordenamientos en BRCA2 en familias espafiolas [515]. Posteriormente, el estudio de
Ruiz de Garibay y col. (2012) [516], antes mencionado, demostré que se producia la
misma alteracion en todos los portadores seglin los andlisis de expresion génica 'y, junto
con los analisis de haplotipo, demostraron de manera definitiva que se trataba de un

gran reordenamiento con efecto fundador en nuestro pais.
a) Descripcidn de las familias

- F14 (fig.87A): Caso indice (II:3) con un cancer de ovario y un cancer
bilateral de mama. A los 67 afos se le diagnostico de ovario vy,
posteriormente, a los 71 afios tuvo un carcinoma ductal infiltrante en la
mama derecha (pT1bpN1MO; RE-, RP-, HER+ y p53 +). Recientemente, ha
sido diagnosticada de otro CM en la mama izquierda a los 82 afios. Tiene
una hermana (II:5) que fallecid por cancer de mama bilateral diagnosticado a
los 35 afios de edad. La hija de esta hermana (III:8) ha fallecido a los 59 afios
por un cancer bilateral con diagnostico a los 35 y 48 afios de edad; se le pudo
realizar el estudio genético y se demostrd que era portadora de la delecion.
Una sobrina del caso indice (I1I:16) fue diagnosticada de CM a los 35 afios,
fallecio a los 37. Hasta la fecha, se ha demostrado que son portadores sanos
tres sobrinos del caso indice (II1:7, II1:15 y IV:9); otros tres sobrinos (I11:10,
II1:12 y IV:4) han resultado ser no portadores de la delecion.
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- F175 (fig. 87B): Caso indice (I11:6) varon con CM diagnosticado a los 62 anos
(RE+, RP+ y HER-). Tiene una hermana con cancer de mama bilateral
diagnosticado a los 47 y 63 afios de edad (II:2) y un hermano fallecido (I1:4)
con cancer de prostata a los 60, cancer de pulmon a los 65 y cancer de vejiga
a los 70. Tiene una sobrina (III:1) con CM. Tienen el estudio genético
realizado sus dos hijos (III:10, portador y III:11, no portador), tres sobrinos
(III:4, portador; III:6, no portador y III:8, no portador) y una sobrina nieta

(IV:2, no portadora). Todos ellos, hasta la fecha, se encuentran sanos.

- F233 (fig. 88A): Caso indice (IV:4) con céancer de mama bilateral
diagnosticado a los 27 y 28 afios (en la mama izquierda: pT2pN2; RE+; RP+
y HER-). A su abuela (II:8) se le diagnostico6 CM a los 55 afios, su tia abuela
(II:1) también tuvo CM a los 44, otra tia abuela (II:4) con CM a los 67 y su
otro tio abuelo (II:6) cancer de pulmoén diagnosticado a los 67. La hermana
de su padre (I1I:6) fallecié con CM a los 38 afos y otra tia (I[1:10) tuvo un
linfoma a los 50 afios. Una prima (IV:5) tuvo una intervencion por teratoma
de ovario a los 22 afios. Se ha demostradao que su padre (III:8) es portador

de la delecion.

- F334 (fig. 88B): Caso indice (II:2) con carcinoma ductal infiltrante solido a
los 43 afios (RE+, RP+, Bcl2 90%, p53+, Ki 67 15% y HER-). Su madre
(I:2) fue diagnosticada de cancer bilateral a los 45 y 48 anos de edad. Su

padre (I:1) tuvo céncer de pancreas a una edad de 60 afios.

a) Estudios genotipo-fenotipo

Cancer de mama Cancer de ovario

Casos ,
Casos cancer

Ne Casos Edad cancer Casos Edad de mama
portadores (%) diagnéstico*  bilateral (%) diagnostico . Y
(%) ovario (%)

11 5(455) 39(27-71)  3(27.3) 1(9,1) 67 19,1

*Se descarto el caso de CM en varon para el caculo de la edad mediana de diagnostico.
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Entre los dos estudios espafioles donde se haya descrita esta delecion, se ha
podido detectar en 5 familias con 7 CM en total (uno en vardn, dos bilaterales y uno
junto un cancer de ovario) con una mediana de diagndstico en CM femenino de 43,5
(27-73) anos. Estas caracteristicas estarian acorde con el fenotipo de las familias

observadas en nuestro estudio.
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Figura 87. Arboles familiares de casos portadores de la delecion del exon 2 en BRCA2. En A F14 y en B
F175.

226



Resultados

1 12
y ¥ » O
1 2 3 4 5 .6 w7 [18:}
CM(44) Exitus 17a CM(67) Ca pulmdn ax67 854 CM(55)
Exitus 85 3
e 0 & woo & P o O
1 n:2 n:3 -4 5 e 7z [[[&:] 12 13 14 | W15 W16 |17
Ca cabeza-cuello Ca? CM(35) 56a CM(38) 54a 49a 46a 38a
* e O O O O
v v2(v3 v4 5 V-6 w7 V8 Vs v:10 V11
16a 36a DCM(27,28) Intervencion 123 28a 27a 263
teratoma
ovario (22)
v
5a
Ca pancreas (60) bCM(45,48)

0 oo O

11:1 1:2 11:3 11:4 11:5
CM(43) 43a 37a
44a
o 4 &
11:1 11:2 11:3 11:4 15 1:6
23a 19a 21a 10a 9 meses 1a

Figura 88. Arboles familiares de casos portadores de la delecion del exon 2 en BRCA2. En A F233 y en B
F334.

2.2.2.2 Amplificacion del exén 21

Amplificacion detectada en una sola familia, por tanto, con una prevalencia de
un 1,43% entre las familias BRCA+ y un 3,23% entre las familias BRCA2+ (fig. 89). No
tenemos conocimiento que se haya descrito anteriormente y, por la misma razon, no
sabemos qué mecanismo lleva a que se preoduzca este gran reordenamiento. No
obstante, en el exon 21 se encuentran dominios importantes que conforman una region

de unién al ADN durante el proceso de la RH: como el dominio OB2, que une al ADN
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de una sola hebra y a la proteina DSS1, la cual se ha relacionado con la estabilizacion de

la proteina BRCAZ2.
A
- A

B.

170 F331-B2/185167 71 Figura 89. A. Cromatograma del analisis de
i§§ = = —  fragmentos donde se sefializa la amplificacion del
ﬁg ] —— exon 21 en BRCA2. B. Analisis del perfil de picos en
éfgg ! F Hh un plantilla Excel mediante la normalizacion de las
§é§ ] areas relativas con respecto a las 4reas de los
940 1 controles sanos. Se encuentra sefializado el aumento
§fc§>§ del area relativa que corresponde a la amplificacion

del ex6n 21 en BRCAZ2.
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a) Fenotipo de la familia

- F331 (fig. 90): Caso indice (II:5) diagnosticado de CM a los 48 afos. Su
hermana (II:3) falleci6 con un céancer bilateral metacrénico a los 48 y 54
afios y un cancer de ovario a los 57. Su madre (I:2) tuvo un cancer de mama
a los 55 afios y un cancer de ovario a los 82. Su padre (I:1) tuvo un cancer de
vejiga. Tres hermanos (II:1, II:2 y I1:6) no son portadores de la amplificacion
y una hermana (II:6) si que se ha confirmado que es portadora. También se le
ha realizado es estudio genético a un hijo de su hermana afectada (III:1), la

cual ha resultado ser no portadora de este reordenamiento génico.
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b) Estudios genotipo-fenotipo

Céancer de mama

Céancer de ovario

Casos Casos cancer
N° Casos Edad cancer Casos Edad de mama y
0 L . o L
portadores (%) diagnostico bll(a});oe)ral (%) diagnostico ovario (%)
2 1 (50) 48 0 0 - 0
F331 o
1:1 1:2
Cavejiga |CMO (55,82).
(53) Exitus 82a
o O e’ o' )
—0
1:1 I:2 11:3 11:4 I:5 I1:6 1.7
70a 66a bCM(48,54)/CO(57 CM(48) 60a 58a
Exitus 64a
I
11 1:2
39a 30a
Figura 90. Arbol familiar de los casos portadores de la amplificacion del exén 21 en BRCA2.
3 COMPROBACION POR (gPCR DE LOS GRANDES

REORDENAMIENTOS GENICOS DETECTADOS

El uso de MLPA para la deteccion de grandes reordenamientos se ha

generalizado recientemente, ya que proporciona un método robusto y relativamente

simple para buscar la dosificacion del gen simultdneamente en hasta 45 dianas, como

ocurre con BRCA1 y BRCA2. Sin embargo, mientras que la deteccion de MLPA de

deleciones de exones multiples secuenciales es ampliamente aceptado (ya que esta

confirmacion se proporcionaria por los resultados de los exones vecinos, debido a que la

sonda MLPA establecida para cada exdn se une de forma independiente el uno del otro),
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si que existe preocupacion por la fiabilidad de los resultados de MLPA que muestran la

delecion de un solo exon [517;518].

La secuenciacidon del exdn en cuestion puede llevarse a cabo para verificar la
ausencia de variantes que puedan dificultar la unioén de las sondas de MLPA y causar un
resultado falso positivo. Sin embargo, este método no proporciona la confirmacion de
un resultado positivo verdadero. Por lo tanto, para las deleciones de exones
individuales, es importante emplear una técnica alternativa para la confirmacion de los
resultados.

De esta manera, hemos comprobado en el Laboratorio de Diagndstico Genético
la deteccion de la delecion del exon 2 en BRCA2 por MLPA mediante el método 244P
empleando la técnica de qPCR.

Por otro lado, no consideramos realizar la comprobacion de la amplificacion del
ex6n 21, ya que fue confirmada previamente por el laboratorio externo mediante

estudios en el ARNm (RT-PCR).

3.1 Comprobacion de la delecion del exén 2 (BRCA2)

Las diluciones seriadas de la muestra control y de la muestra con la delecion del
exon 2 se utilizaron para calcular las eficiencias de la PCR. De tal manera, que tras la
amplificacion por qPCR de cada muestra (figura 91), obtuvimos un crossing point (Cp)
para cada una de las diluciones, calculado por el software LightCycler usando el

maximo de la segunda derivada (tabla 37).
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Figura 91. Curvas de amplificacion por qPCR (LightCycler), en la parte inferior se muestra el
calculo del crossing point (Cp). En A se encuentran las diluciones wildtype; en B las diluciones
de la muestra con la delecion del exén 2.
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Tabla 37. Resultados de crossing point (Cp) de cada dilucion en las muestras
wildtype y delecion del exon 2.

Muestra control (wildtype) Muestra con delecion exon 2
Concentracion Cp Concentracion Cp
(ng) (ng)
12,5 25,47 12,5 26,73
25 24,76 25 25,68
50 23,16 50 24,52
100 22,16 100 23,30

Posteriormente, realizamos una recta de regresion con estos valores Cp segun las
diluciones (figura 92) y, asi, pudimos calcular las eficiencias de la PCR de cada

1/pendiente

muestra (E=10" ): 1,82 para la muestra control y 1,83 para la muestra de la

delecion del exon 2.

Puesto que las eficiencias de ambas muestras eran practicamente idénticas,
pudimos asumir que tenian un valor de 2 cada una de ellas y asi proceder al célculo del
ratio de la dosis génica (RD) para cada concentracion, utilizando el método de 27AACP

(tabla 38).

Tabla 38. Ratio de dosis génica
(RD) de cada dilucion calculado a

20 ‘ y=-3.8302x + 29818 | partir del método 2P,
R? = 0,9805
s y = -3,8036x + 30,947 : T
L\V:\N R2=0,9989 Ratio de la dosis génica
20 i6
* WT Concentracion
15 mut (ng) RD
——Lineal (WT)

o ——Lineal (mut) 12,5 0,42
5 25 0,53
. | | | 50 0,39

0,00 1,00 2.00 3.00 100 0,45

Figura 92. Recta de regresion con los valores Cp de la
muestra control (WT) y la muestra con la delecion (mut).

Al observar una media de ratio de dosis génica de 0,45+0,06, pudimos concluir
que las cantidades de ADN amplificado de cada muestra eran diferentes en las mismas
condiciones de PCR y, por tanto, demostrar la delecién del exén 2 con una técnica

alternativa al MLPA.
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4 ESTUDIO DE MICROSATELITES DE LA VARIANTE
PATOGENICA ¢.1918C>T (BRCA1)

La variante patogénica nonsense c.1918C>T (p.Gln640%*) detectada en BRCAL
(anteriormente explicada), se ha visto que es de nueva descripcion y se ha detectado en
dos familias distintas no relacionadas. Por este motivo, procedimos a realizar estudios
de haplotipo con marcadores de microsatélites en regiones colindantes a la mutacion y
al gen BRCA1 para, asi, poder demostrar que tenian un ancestro comun y de que se
trataba de una variante patogénica no descrita de probable efecto fundador en nuestra

region. Estudio publicado recientemente por nuestro grupo [452;517].

Se procedi¢ al estudio de genotipado con marcadores microsatélites en 9 pacientes
(8 portadores y uno no portador) de las dos familias y en 24 controles sanos
pertenecientes de diferentes zonas de la Region de Murcia. Se pudo comprobar que
todos los portadores de la variante tenian el mismo haplotipo comun (139pb-89pb-
122pb-308pb) y, en cambio, no se encontrd en el caso no portador ni en niguno de los
casos controles. En la figura 93 se muestra el analisis de fragmentos del marcador 17-
3858, mientras que en la figura 94 se puede observar los dos arboles genealdgicos de

las familias junto con el analisis de haplotipo.

Por tanto, pudimos detectar la presencia de un alelo comin en los cuatro
individuos afectados y cuatro portadores sanos, demostrando la presencia de un ancestro
comun. En base a nuestro conocimiento, esta mutacion sélo se ha descrito en la
poblacion de la Region de Murcia, lo cual confirma la hipotesis de que esta mutacion

podria tener origen murciano.
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Figura 94. Arboles genealdgicos con los haplotipos tras su analisis con marcadores de microsatélites en
BRCAL. En A se encuentra la familia F189 y en B la familia F47. En el margen derecho se encuentran los
distintos marcadores empleados. En negrita se sefiala el haplotipo comun presente en los portadores de de la

mutacion.

CM: Cancer de mama; bCM: Cancer de mama bilateral; Ca: cancer; a: afios.
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5 ESTUDIOS DE CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

Hemos realizado una clasificacion de los casos segun el resultado del test genético
y los criterios de riesgo familares recomendados por la SEOM. De tal manera, que
hemos obtenido 70/396 (17,7%) casos indices portadores de alguna variante patogénica
y 326/396 (82,3%) casos no portadores de ninguna variante patogénica, de los cuales
240 (60,8%) los hemos clasificado como BRCAX (casos con test negativo pero con
criterios de alto o moderado riesgo), 68 (17,2%) casos sin riesgo (aquellos con test
negativo y sin criterio de riesgo familiar) y 18 (4,5%) casos con test negativo que no
pudimos clasificar por falta de informacion en las fuentes consultadas. En la tabla 39
hemos representado el nimero de casos segun esta clasificacion, en funcion del tipo de

cancer del caso indice.

Tabla 39. Casos segtn el test del estudio genético y el tipo de cancer del caso indice.

Portadores (n=70) No portadores (n=326) Total
BRCA1 BRCA2 BRCAX  Sinriesgo eS80 10
conocido

39 (100%) 31 (100%) 240 (100%) 68 (100%) 18 (100%) | 396 (100%)

r(flfr‘g:r @ 16 (41%) 17 (54,8%) 196 (81,7%) 34 (50%) 6 (33,3%) | 269 (67,9%)
Cancer bilateral

P 1025,6%)  6(19,4%) = 7 (2,9%) 10 (14,7%) 4 (22,2%) | 37 (9,3%)
Céancer d

mf;zrenevarén 0 (0%) 3(9,7%)  1(0,4%) 5(74%)  1(5,6%) 10 (2,5%)
OCj:ﬁzr e 6 (15,4%)  1(3.2%)  11(4,6%) 6 (8,8%) 1 (5,6%) 25 (6,3%)
Cancer de

mama y ovario O{L9A%) 2(6,5%) | 7(2,9%) 0 (0%) 0 (0%) 15 (3,8%)
Cancer de

mama bilateral | 1 (2,6%) 2(6,5%)  1(0,4%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (1%)
y ovario

Cancer de

mama y 0 (0%) 0(0%)  0(0%) 3 (4,4%) 0 (0%) 3 (0,8%)
endometrio

No afectado 0 (0%) 0(0%)  15(6,3%) 7(103%) 3(16,7%) | 25 (6,3%)
Desconocidot 0 (0%) 0 (0%) 2 (0,8%) 3 (4,4%) 3 (16,7%) 8 (2%)

*casos donde no se pudo clasificar el riesgo segun los criterios de la SEOM por falta de informacién de
los antecedentes de cancer de los familiares.
1 Casos donde no obtuvimos informacion del tipo de cancer del caso indice



Resultados

Si enfocamos el estudio en cuanto a la prevalencia de los tipos de cancer segln el
resultado del estudio genético, se ha podido observar una mayor frecuencia de los casos
de cancer de ovario y los casos con cancer de mama y ovario cuando el resultado del

test BRCA ha sido positivo (figura 95).
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Figura 95. Diagrama de barras que representa la frecuencia de los tipos de cancer de los casos indice en
funcion del resultado del estudio genético.

NA: Caso indice no afectado; CM: Cancer de mama; CO: Cancer de ovario; CMO: Cancer de mama y
ovario

A continuacion, vamos a realizar un estudio mas completo de los canceres de
mama, ovario y la historia oncoldgica de los familiares de primer y segundo grado

centrandonos en las caracteristicas fenotipicas de los grupos BRCA1, BRCA2 y BRCAX.

5.1 Cancer de mama

Hemos estudiado las caracteristicas clinicas de 275 pacientes con CM (tabla
40). La mediana de edad al diagnoéstico en el grupo de BRCAL fue de 38 (23-65) afios,
43 (27-78) anos para BRCA2 y de 39,5 (25-80) afios para BRCAX, no habiéndose

encontrado una diferencia significativa entre estos grupos.
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5.1.1 Cancer bilateral

Se ha encontrado una fuerte asociacion entre la alta frecuencia de los casos de
cancer bilateral del grupo con los tests genéticos BRCA+ y el grupo BRCAX (p<0,001),
estimdndose un riesgo de 3,87 veces (IC95%: 2,74-5,50) mayor de tener un diagnostico
de cancer bilateral en el grupo BRCA+. No obstante, una vez desarrollado el cancer
contralateral, no se han podido observar mas diferencias en cuanto al tipo, edad mediana

de diagnostico y los afios de intervalo con el primer cancer (tabla 40).

5.1.2 Cancer de mama en varoén

De los cuatro casos de cancer en vardon que han entrado en el estudio, tres han
sido en BRCAZ2 y el otro restante en BRCAX. Aunque se tratan de pocos casos, si que
muestran una tendencia a una relacion de los canceres de mama en varén con el grupo

de BRCA2 (p=0,039 entre el estudio genético positivo y el grupo de BRCAX) (tabla 40).

5.1.3 Carcateristicas histoldgicas e inmunohistoquimicas

El estudio de las caracteristicas histologicas e inmunohistoquimicas lo
ampliamos a 300 CM (ademas de los 275 pacientes con CM, hemos incluido los 27

canceres contralaterales de los 27 pacientes con cancer bilateral).

Si comparamos las caracteristicas morfologicas de los tumores, la mayoria de los
carcinomas son del tipo ductal en todos los grupos, pudiéndose observar mas
carcinomas medulares en BRCA1 y mas carcinomas lobulillares en BRCA2. Podriamos
diferenciar el grupo de BRCA2 con BRCAX en que en el primero, no ha habido ningin
caso de carcinoma medular frente al 3,7% de casos en BRCAX, aunque son pocos los
casos estudiados (tabla 41). No se han visto diferencias significativas entre el tamafio
del tumor primario, el nimero de ganglios linfaticos afectados y el estadio clinico en los

tres grupos (tabla 41).

En cuando a los recepetores inmunohistoquimicos, se ha comprobado una fuerte
asociacion entre los RE negativos y BRCAL (p = 0,001, de diferencia estadistica entre
BRCA1 y BRCA2). Se ha podido ver una mayor proporcion de RE positivos en el grupo
de BRCA2 y BRCAX de manera similar. Los receptores HER2 postivos, en cambio, son

raros en todos los grupos (tabla 41).
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Esta alta proporcion de RE negativos, explica que sea poco comun el subtipo

molecular luminal A en el grupo de BRCAL1 (21,4% frente a un 66,7% y 60% de BRCA2

y BRCAX, repectivamente). Y, por otro lado, hemos de destacar la fuerte asociacion

entre el grupo de los canceres triple negativos entre BRCAL y los demas grupos (p <

0,001), incluso pudiéndose observar esta asociacion entre BRCA+ y BRCAX (p =

0,001). Se ha estimado que un cancer triple negativo tiene 2,57 veces (IC95%: 1,54-
4,28) mas riesgo de ser BRCA+ (tabla 41).

Tabla 40. Caracteristicas clinicas de los canceres de mama segun los grupos BRCAL, BRCA2 y

BRCAX*.

Variable

Mediana de
edad de
diagnostico
(rango)
Grupos de
edad de
diagnostico

Historia
familiar de
CM/CO

bCM

Tipo CC

Edad mediana
de diagnostico

CC (rango)

Afos de
intervalo CC

vCM

Categoria

<30

30-40
41-50
>50

Si

No

Si

No
Metacronico

Sincronico

Si
No

BRCA1
N =33

38
(23-65)

5 (15,6)

17 (53,1)
4(12,5)
6 (18.8)

21 (63,6)

12 (36,4)
11 (33,3)
22 (66,7)
9 (81,8)
2(18,2)

46 (34-
63)

9 (0-15)

0 (0)
33 (100)

BRCA2
N =30

43
(27-78)

3(10,3)

9 (31)
10 (34,5)
7(24,1)

19 (65,5)

10 (34,5)
8 (26,7)
22 (73,3)
5(71,4)
2 (28,6)

57 (28-
64)

5 (0-15)

3 (10)
27 (90)

N (%) / Mediana (rango)

BRCAX
N =212

39,5
(25-80)

15 (7,2)

100 (48,1)
56 (26,9)
37 (17,8)

111 (55,2)

90 (44,8)
8 (3,8)
204 (96,2)
5(62,5)
3(37.5)

49,5 (36-
57)

3,5 (0-18)

1(0,5)
211 (99,5)

P1

0,084

0,140

1,000

0,595

1,000

0,441

0,749
0,102

P2

0,849

0,420

0,240

<0,001

0,635

0,889

0,500

0,039

RR2+
(1C 95%)

3,87
(2,74-5,50)

3,40
(1,86-6,23)

CM: Cancer de mama; CO: Cancer de ovario; bCM: Cancer de mama bilateral, CC: Cancer contralateral; vCM:
Céancer de mama en var6n.
P1: Grupo BRCAL versus grupo BRCA2; P2: grupo BRCAL/BRCA2 versus BRCAX; RR: Riesgo relativo
*Algunos datos no estan disponibles por falta de informacion en la fuente consultada.
TSe estimaron los riesgos relativos entre las variables categoricas que fueron significativas (p<0,05).
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Tabla 41. Caracteristicas clinicas de los canceres de mama segun los grupos BRCA1, BRCA2 y
BRCAX.*

Variable Categoria N (%) / Mediana (rango)
Caracteristicas TodosCM  BRCA1 BRCA2 BRCAX P1 P2 RR2*
N (%) N (%) N (%) N (%) (1C 95%)
Histologia 0,011 0,226
Carcinoma
ductal 224 (87,2) 29(82,9) 30(90,9) 165 (87,3)
Carcinoma
medular 13 (5,1) 6(17,1) 0 (0) 7 (3,7)
Carcinoma
lobulillar 17 (6,6) 0(0) 309,1) 14 (7.,4)
Otrost 3(1,2) 0 (0) 0 (0) 3 (1,6)
Tumor primario
(oT) 0,109 0,805
pTO- pT1 108 (50,5) 16 (53,3) 13 (50) 79 (50)
pT2 86 (40,2) 10 (33,3) 13 (50) 63 (39,9)
pT3-pT4 20 (9,3) 4 (13,3) 0 (0) 16 (10,1)
Ganglios
linfaticos 0,722 0,534
regionales (pN)
pNO 99 (44,6) 17 (54,8) 11 (44) 71 (42,8)
pN1 85 (38,3) 9(29) 9 (36) 67 (40,4)
pN2-pN3 38 (17,1) 5(16,1) 5(20) 28 (16,9)
Estadio clinico 0,918 0,487
0-1 60 (31,4) 8 (28,6) 6 (31,6) 46 (31,9)
I 64 (33,5) 12 (42,9)  7(36,8) 45 (31,3)
I-1V 67 (35,1) 8 (28,6) 6 (31,6) 53 (36,8)
1,91 (1,28-
RE 0,001 0,003 275(35)
Negativos 67 (26,9) 20(62,5) 7(21,2) 40 (21,7)
Positivos 182 (73,1) 12(37,5) 26(78,8) 144 (78,3)
HER2 0,690 0,231
Negativos 168 (80) 25(89,3) 20(83,3) 123(77,8)
Positivos 42 (20) 3 (10,7) 4 (16,7) 35(22,2)
Luminal A 0002 0036 1'4;‘7%’)07'
Si 115(55,6) 6(21,4) 16 (66,7) 93 (60)
No 92 (44,4)  22(78,6) 8(33,3) 62 (40)
Luminal B 0,652 0,265
Si 31 (15) 2 (7,1) 3 (12,5) 26 (16,8)
No 176 (85) 26(92,9) 21(87,5) 129(83,2)
HER2+ 1,000 1,000
Si 16 (7,7) 2 (7,1) 2 (8,3) 12 (7,7)
No 191 (92,3) 26(92,9) 22(91,7) 143 (92.,3)
sl ramitie <0001 0,001 2'51’%)54'
Si 45 (18,4) 18 (58,1) 309,7) 24 (13,2)
No 199 (81,6) 13(41,9) 28(90,3) 158 (86,8)

P1: Grupo BRCA1 versus grupo BRCA2; P2: grupo BRCAL/BRCA2 versus BRCAX; RR2: riesgo relativo entre grupo
BRCA1/BRCA2 versus BRCAX.

*Algunos datos no estan disponibles por falta de informacion en la fuente consultada.

+Los 3 casos fueron: uno del tipo filoides, otro del tipo coloide y otro del tipo papilar.

*Se estimé el riesgo relativo entre las variables categoricas de tablas 2x2 que mostraron significancia estadistica (p<0,05).
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5.2 Cancer de ovario

Hemos realizado un estudio mas exhaustivo de los 37 casos con cancer de ovario
clasificados en los grupos BRCA1, BRCA2 y BRCAX. La edad mediana a la que fueron
diagnosticados en cada grupo fue de 58 (40-75) afos para los pacientes BRCAl+, 55

(36-67) afios para los pacientes BRCA2+ y 47 (19-73) afios, con significancia estadistica
entre el grupo BRCA1/BRCA2 y el grupo BRCAX (p=0,039) (tabla 42).

5.2.1 Cancer de mamay ovario

La prevalencia del cancer de ovario sin coafectaciéon con cancer de mama ha
sido mayor en el grupo de BRCAL con respecto al de BRCA2 (15,4% en BRCAL frente a
un 3,2% de los casos en BRCA2) (figura 96). Aunque si valoramos los individuos
diagnosticados con cancer de mama y ovario, la frecuencia de casos es mas similar en

ambos grupos (17,9% en BRCA1 frente a 12,9% en BRCA2) (figura 96).

De los 5 pacientes BRCAZ2 con cancer de ovario, 4 han tenido también un cancer
de mama; el grupo de BRCAL, en cambio, ha tenido una frecuencia similar al de los
BRCAX (53,8% frente a 42,1%, respectivamente). Ademads, los afios de intervalo entre
el segundo cancer de los individuos BRCA2+ con cancer de mama y ovario ha sido
menor con respecto a los demas grupos (4 afos, con un rango de 0-11 afos), aunque se
trata de pocos casos y no se observa diferencia estadistica. También deberiamos afiadir
que dentro de los cuatro casos BRCA2+ con cancer de mama y ovario, 3 han tenido

como cancer inicial el cancer de ovario (tabla 42).

5.2.2 Caracteristicas histologicas y clinicas

Se ha visto de forma evidente que los casos BRCA+ suelen tener
predominantemente un carcinoma del tipo seroso (77,8% para BRCAL, 66,7% para
BRCA2 y 27,3% para los BRCAX). No se detecté ningun tipo histolégico mucinoso que
fuera BRCA+ entre los casos estudiados (tabla 43).

Finalmente, no se observo diferencia en cuanto al estadio clinico FIGO con el

que se diagnostico el cancer en todos los grupos estudiados (tabla 43).
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Tabla 42. Caracteristicas clinicas de los canceres de ovario segun los grupos BRCA1, BRCA2 y
BRCAX*.

Variable Categoria N (%) / Mediana (rango)
BRCAl BRCA2 BRCAX P1 P2
N =13 N=5 N=19
Mediana de edad
de diagnostico 58 (40-75) 55 (36-67) 47 (19-73) 0,460 0,039
(rango)
Historia familiar ,
de CM/CO Si 10 (76,9) 3 (60) 8 (47,1) 0,583 0,176
No 3(23,1) 2 (40) 9 (52,9)
CMO Si 7 (53,8) 4 (80) 8 (42,1) 0,596 0,330
No 6 (46,2) 1(20) 11 (57,9)
Afos intervalo
ety Gliea) 11 (0-30) 4 (0-11) 10 (6-28) 0,334 0,355
Primer caso CO  Si 2 (33,3) 3(75) 2 (33,3) 0,524 0,633
No 4 (66,7) 1(25) 4 (66,7)

CM: Cancer de mama; CO: Cancer de ovario; CMO: Cancer de mama y ovario;

P1: Grupo BRCAL versus grupo BRCA2; P2: grupo BRCAL/BRCA2 versus BRCAX.

*Algunos datos no estan disponibles por falta de informacion en la fuente consultada.

TLos casos de diagnoéstico de cancer de mama y ovario al mismo tiempo se contabilizaron como 0 afios.
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Figura 96. Diagrama de barras que representa la frecuencia de los tipos de cancer de los casos indice en
funcion de la poblacion BRCA1 y la poblacion BRCA2.
CM: Cancer de mama; CO: Cancer de ovario; CMO: Cancer de mama y ovario.
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Tabla 43. Caracteristicas segun el tipo histologico y el estadio clinico (FIGO) de los canceres
de ovario segun los grupos BRCA1, BRCA2 y BRCAX*,

Variable Categoria N (%) / Mediana (rango)

Caracteristicas Todos CO BRCA1 BRCA2 BRCAX P1 P2
N (%) N (%) N (%) N (%)

Histologia 0,157 0,025

Seroso 12 (52,2) 7 (77,8) 2 (66,7) 3(27,3)

Mucinoso 6 (26,1) 0(0) 0(0) 6 (54,5)

Endometroide 2 (8,7) 0 (0) 1(33,3) 1(9,1)

Otrost 3(13) 2(22,2) 0 (0) 1(9,1)

;E;;?}‘g‘;fﬁmc" 1,000 0,167

I-1T 8 (36,4) 1 (20) 3(75) 2 (33,3)

I-1v 14 (63,6) 4 (80) 1(25) 4 (66,7)

CO: Cancer de ovario.

P1: Grupo BRCAL versus grupo BRCA2; P2: grupo BRCA1/BRCA2 versus BRCAX.

* Algunos datos no estan disponibles por falta de informacion en la fuente consultada.

fLos 2 casos de BRCA1 fueron un cancer de ovario transicional y uno de origen mulleriano, mientras que en
BRCAX hubo un caso de carcinoma de células claras.

*Debido a los pocos casos, se agruparon los estadios de la siguiente manera: estadios I (Ia, Ib y Ic) y I (Ila, IIb y
IIc) como I-11I; y III (Il1a, I1Ib y I1Ic) y IV como III-IV.

5.3 Tipo de cancer de los antecedentes familiares de los casos indice

Se han analizado los diferentes tipos de canceres (distintos al CM) de los
familiares de primer y segundo grado con respecto al caso indice estudiado en los
grupos BRCA+ y BRCAX. Se ha podido observar una mayor frecuencia de casos de
cancer de ovario en los casos BRCA+ (37,3% frente a un 13,1%) y, de manera menos
acusada, en cancer gastrico y de pancreas (10,4% de casos BRCA+ frente a 6,6% casos
BRCAX en cancer gastrico y 7,5% de casos BRCA+ frente 2,2% casos BRCAX en el

cancer de pancreas) (tabla 44).
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Tabla 44. Frecuencias de tipos de canceres distintos al cancer de mama observados en
las familias de los casos indice pertenecientes, segun el grupo de los casos
BRCA1/BRCA2 positivos y BRCAX.

Otros tipos de Casos indice N° de casos indice N° de casos indice
cancer con historia BRCA+ BRCAX
familiares familiar
n =296 n =67 n =229
N (%) N (%) N (%)

Cancer de 55 (18,6) 25 (37,3) 30 (13,1)
ovario BRCAL: 18

BRCA2: 7
Cancer de 31 (10,5) 7 (10,4) 24 (10,5)
prostata BRCAL: 4

BRCA2: 3
Cancer de 10 (3,4) 5(7,5) 5(2,2)
pancreas BRCAL: 2

BRCA2: 3
Cancer 22 (7,4) 7 (10,4) 15 (6,6)
gastrico BRCAL: 5

BRCA2: 2
Cancer de 28 (9,5) 6(9) 22 (9,6)
pulmon BRCAL: 2

BRCA2: 4
Cancer 32 (10,8) 5(7,5) 27 (11,8)
colorrectal BRCA1: 3

BRCA2: 2
Cancer 6(2) 1(1,5) 5(2,2)
hepatico BRCA1: 1

BRCA2: 0
Cancer de 17 (5,7) 34,5 14 (6,1)
cabeza y BRCAL: 1
cuello BRCA?: 2
Cancer 10 (3,4) 2(3) 8 (3,5
cerebral BRCAL: 1

BRCA2: 1
Otros 43 (14,5) 10 (14,9) 33 (14,4)

BRCA1: 5

BRCA2: 5
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Discusién

1 CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

Entre un 5-10% de los casos de cancer de mama se consideran de tipo
hereditario y atribuibles a mutaciones heredadas en varios genes de susceptibilidad. Los
dos principales genes conocidos de susceptibilidad y de alta penetrancia en el Sindrome
de Cancer de Mama y Ovario Hereditario (CMOH) son el BRCAl y el BRCA2, aunque
solo explican alrededor de un 20-25% de este tipo de canceres [83;114;115].

Nuestra tasa de deteccion de una variante patogénica de BRCA fue de un 17,7%
(70/296). Sin embargo, esta tasa menor en comparacidon con otros estudios
poblacionales, podria explicarse por los 71 pacientes (17,9%) que no cumplian las
recomendaciones de alto o moderado riesgo segiin la SEOM. El largo periodo en el que
se empezd el estudio (practicamente 7 afios), y que ha implicado cambios en los
criterios clinicos de seleccion, o bien, los criterios estrictos de clasificacion empleados
en nuestro estudio (donde pueden haber intervenido otros factores no controlados),
quizéd hayan influido en este hallazgo. Ademas, hemos de afiadir la limitacion que ha
supuesto no poder clasificar 19 casos (4,8%) por tener una informacion incompleta de
los casos indice o de sus familiares.

Sin embargo, si consideramos las tasas de BRCA+ seleccionando los pacientes
en funcion de las recomendaciones, si que puede observarse resultados mas acordes con
lo que existe en la bibliografia. Si hubiésemos seleccionado tan s6lo pacientes con un
alto riesgo, nuestro rendimiento del test diagnostico se situaria en un 23,8%, aunque de

esta manera 7 casos positivos no habrian sido detectados (fig. 97).

AR AR AR AR
Grupos
de — — —_—
riesgo
MR MR MR
Desc.
SR
Tasa de
casos 70/396 68/325 66/306 63/265
BRCA+ 17,7% 20,9% 21,6% 23,8%

Figura 97. Tasas de casos BRCA+ de nuestro estudio segtn los criterios clinicos de la SEOM.
AR: Alto riesgo; MR: Moderado riesgo; Desc. Riesgo desconocido; SR: Sin riesgo.
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La figura 97 nos muestra que 2 casos BRCA+, a pesar de haber sido sometidos
al test, no cumplian las recomendaciones clinicas. Estos dos casos (F309 y F322) se
trataron del caso de CM en varon con tres familiares de primer grado con cancer de
pancreas y un segundo caso con un diagnoéstico de cancer de ovario a una edad joven
(42 afios). Digamos que dos casos con criterios clinicos de sospecha de céncer

hereditario, pero que no cumplian estrictamente las recomendaciones de la SEOM.

Dentro de los casos indice estudiados, la media de edad de diagndstico del
cancer de mama ha sido cercana a los 40 afos (43,32 + 10,87 afos), donde uno de los
criterios clinicos de seleccion de pacientes se trata precisamente de esa edad precoz de
diagndstico. En cambio, no se encuentran criterios de edad de diagndstico para el cancer
de ovario en las recomendaciones (media de edad en nuestro estudio de 49,42 + 14,58

afos).

2 ESPECTRO MUTACIONAL DE NUESTRA POBLACION

El uso apropiado de las pruebas genéticas en la practica clinica diaria requiere
informacion clara por parte de los laboratorios, para una buena interpretaciéon por los
médicos y una comunicacion clara de las consecuencias para los pacientes. Sin
embargo, el desarrollo actual de las tecnologias de secuenciacion en laboratorios de
diagnostico genético estd dando lugar a la deteccion de un mayor nimero de variantes.
Por lo que, un sistema de clasificacion de éstas asociado a una serie de

recomendaciones, podria ayudar a facilitar este objetivo.

En la tabla 45 hemos enfocado la prevalencia de este tipo de variantes en los
casos indice estudiados y las pruebas clinicas y recomendaciones de vigilancia
sugeridas por el trabajo de Plon y col. en funcion del nivel IARC [351]. Hemos de
recordar que en nuestra clasificacion no hemos seguido completamente la clasificacion
IARC, puesto que muchas variantes no lo tienen asignado, sino que hemos aplicado una
serie de criterios bibliograficos, de probabilidad y de frecuencia alélica (fig. 32, pag.

114 del capitulo de material y métodos).

En los 396 casos indice incluidos en nuestro estudio, hemos detectado 162
variantes distintas: 39 variantes patogénicas (24,07%), 44 UVs (27,16%) y 79 entre las

variantes probablemente no patogénicas y las variantes no patogénicas (48,07%).
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El 9,8% de los casos indice han tenido una variante patogénica en BRCAI,
mientras que en BRCA2 la prevalencia ha sido del 7,8% (tabla 45). Estudios similares
en poblacion espafiola muestran resultados dispares: desde una prevalencia en BRCAL y
BRCAZ2 de 4,5% y 8,08%, respectivamente, en Castilla y Le6n [480] hasta proporciones
del orden de un 15,2% y un 7,8% en BRCAL1 y BRCAZ2, respectivamente, en Asturias
[442]. Sin embargo, un estudio reciente en la Comunidad Valenciana con un alto
numero de pacientes (n=1763) [445], ha mostrado resultados similares a los nuestros:
8,79% de prevalencia en ambos genes. No obstante, aunque la contribucion de las
mutaciones BRCA1 y BRCAZ2 en el riesgo de cancer es claramente diferente en distintas
poblaciones, la verdadera magnitud de estas diferencias es dificil de medir debido a la
amplia variedad de criterios de inclusiéon de pacientes y los distintos métodos de
determinacion de variantes utilizados en los diferentes estudios. Quiza en un futuro mas
proximo, las comparaciones podran ser mas exactas con la nueva irrupcion de las
metodologias de secuenciacion masiva en los diversos centros y con una mejora integral

en el reclutamiento de pacientes para el estudio genético.

Por otra parte, se ha encontrado en un 11,49% de los casos indice al menos una
variante de significado clinico desconocido (UV) (tabla 45). Esta prevalencia seria algo
menor de la observada en poblacion europea (de un 15% segin Plon y col. [355]) y
significativamente menor que en la poblacion afroamericana e hispanica (mayor de un

20% [339;519]), aunque mayor de la poblacion estadounidense (6-7% [512;520]).

Y por lo que se refiere a las variantes no patogénicas, se han detectado en todos
los casos indices de nuestro estudio (tabla 45). Lo cual significa, que en todos los

pacientes analizados se ha encontrado algun tipo de variante polimoérfica en BRCA1 y/o
en BRCA2.
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Tabla 45. Prevalencia de las variantes segtn su efecto fisiopatologico de nuestro estudio junto
con las recomendaciones de vigilancia sugeridas por el trabajo de Plon y col. [4] en funcion del

nivel IARC.

Recomendaciones de

Clase de variante Prevalencia Porcentaje Pruebas clinicas . .
vigilancia
70/396 17,07% .
Definitivamente Pruebas de riesgo Vigilancia completa de
- BRCAL: 39/296 9,8% en familiares para la .
patogenica variante alto riesgo
BRCAZ2: 31/296 7,8%
Pruebas de riesgo C
Probablgmente 0/396 0% o Vigilancia cpmpleta de
patogénica . alto riesgo
variante
No utilizar como Asesoramiento en base
Incierta 44/396 11.49% pFue}J’as de a lo.s.antecedentes
prediccion en los familiares y a otros
familiares en riesgo factores de riesgo
No utilizar como
Probableme_nte no 11/396 2.78% pmeblas de Asesqr’amlento como
patogénica prediccion en los mutacion no detectada
familiares en riesgo
No utilizar como
No patogénica 396/396 100% pruebas de Asesoramiento como

prediccion en los
familiares en riesgo

2.1 Mutaciones puntuales en BRCAly en BRCA2

2.1.1 Variantes patogénicas

mutacion no detectada

Hemos realizado un estudio detallado de todas las variantes patogénicas
detectadas en BRCAL y en BRCAZ2. De todas ellas, la mayoria han sido provocadas por
un cambio de pauta de lectura, mientras que solo se ha detectado una variante missense
en BRCA1 (c.181T>G) (tabla 46). Segtin la base de datos BIC (consulta realizada el 8
de mayo de 2014), tan s6lo 20 variantes de las 905 variantes con efecto clinico
importante son del tipo missense, lo cual demuestra lo poco comun de este tipo de
cambios dentro de las variantes patogénicas. Estas 20 variantes afectan a sélo 13
codones distintos, lo cuales se encuentran principalmente en las regiones que codifican
el dominio RING y dominios BRCT de BRCAL, involucrados funcionalmente en
importantes interacciones proteina-proteina. De hecho, con el cambio c.181T>G
(p.Cys61Gly) ya hemos comentado que se produce en residuos de cisteina altamente

conservados del dominio RING finger, pudiendo desestabilizar la union con BARD1.
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Por otra parte, de las ocho variantes patogénicas encontradas que afectan en el
splicing (tabla 45), cuatro se localizaban en la region exonica del gen (c.211A>G y
c.5123C>A en BRCAL; ¢.7007G>A y c.9117G>A en BRCA2).

Tabla 46. Tipos de variantes patogénicas detectadas en BRCAL1 y BRCA2.

Tipo de variante patogénica BRCA1 BRCA2 Total (%)
Cambio de pauta de lectura 11 11 22 (59,46)
deleciones 9
inserciones 2
Nonsense 3 3 6 (16,23)
Missense 1 0 1(2,70)
Splicing 5 3 8(21,62)
Total 20 17 37 (100)

2.1.1.1 Variantes patogénicas recurrentes

En lo relativo a las variantes patogénicas recurrentes, hemos podido observar
que los cambios ¢.68 69delAG, c.212+1G>A y ¢.5123C>A han correspondido al
43,59% de la poblacion portadora de alguna variante BRCAL, mientras que los cambios
c.3455T>G y ¢.9117G>A se han encontrado en el 25,8% de poblacion portadora de
alguna mutacion puntual patogénica en BRCA2 (tabla 47).

Tabla 47. Variantes patogénicas recurrentes de los genes BRCAL y
BRCAZ2 de nuestro estudio.

BRCAL BRCA2
Cambio N (% BRCAL+) Cambio N (% BRCA2+)
c.68_69delAG 6 (15,38) C.9117G>A 5(16,13)
C.5123C>A 6 (15,38) C.3455T>G 3 (9,68)
C.212+1G>A 5(12,82) c.262_263delC 2 (6,45)
¢.70_73dup 2 (5,13) °'90§$€23T0de' 2 (6,45)
C.211A>G 2(5,13)
¢.1918C>T 2(5,13)
c.3583delC 2(5,13)
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De todas estas variantes con mayor recurrencia en nuestro estudio,
c.68 69delAG (BRCA1) se trata de la unica variante reconocida como fundadora,
concretamente dentro de la poblacion Ashkenazi [317]; mientras que la variante
recurrente ¢.5123C>A, segin un estudio de haplotipo, la ha considerado como probable
mutacion fundadora sefardi [423]. Por otro lado, el cambio ¢.9117G>A (BRCA2) esta
ampliamente distribuido a nivel mundial segun la base de datos BIC, por lo que resulta

l6gico pensar que se trata de una variante en un punto caliente de mutacion (hot spot).

La variante c.68 69delAG (BRCA1), segun lo descrito hasta ahora, se trata de
una variante recurrente en la region mediterranea y la variante ¢.5123C>A (BRCAL) se
encuentra descrita con alta recurrencia en Castilla y Leon y Aragon (figura 98). No hay
constancia que las variantes ¢.212+1G>A (BRCAl) y ¢.9117G>A (BRCAZ2) se hayan
descrito con tanta frecuencia como la encontrada en la Region de Murcia (12,82% en la
poblacion BRCA1+ y 16,13% en la poblacion BRCA2+, respectivamente) (tabla 47 y
figura 98).

ASTURIAS (ref.442)
BRCA1

€.211A>G (25%) ARAGON (ref.449)

BRCA1
€.2900_2901dup (22%)
3331 3334delCAAG (17%) Co13CA (22%)

¢.470_471delCT (8%)
BRCA2
¢.4030_4035delinsC (30%)
€.2095C>T (15%)
€.1813dupA (10%)

GALICIA (ref.521
BRCA1
c.211A>G (50%)
BRCAZ2

Ledn, Zamora
Salamanca (ref.440
BRCA1
¢.1687C>T (40%)
BRCA2
€.2808_2811delACAA (80%)

CASTILLA Y LEON (ref.480) -
BRCA1 P
€.5153-1G>A (29%) /
€.5123C>A (21%)
BRCA2
c.2808_2811delACAA (28%) /
€.5146_5149delTATG (12%)

PAIS VASCO (ref.522)
€.9026_9030delATCAT (20%

€.3744_3747delTGAG (18%)
€.5576_5579delTTAA (18%)

CATALUNA (ref.439)
BRCA1

c.68_69delAG (17%)

BRCA2
€.9026_9030delATCAT (21%)
€.2808_2811delACAA (10%)

C. VALENCIANA (ref.445)
BRCA1

¢.68_69delAG (13%)
€.5123C>A (10%)
c.1961delA (9%)

BRCA2
€.9026_9030delATCAT (21%)
€.3264insT (14%)

R. de MURCIA (nuestro estudio)
BRCA1

c.68_69delAG (15%)
c.5123C>A (15%)

€.212+1G>A (13%)

BRCA2

¢.9117G>A (16%)

€.3455T>G (10%)

Figura 98. Mapa de Espafia en el cual se indica el area poblacional de estudio y las variantes patogénicas
recurrentes mas importantes de los genes BRCAL y BRCA2. Se indican porcentajes superiores a un 8% de la
poblacion portadora BRCAL y de la poblacion portadora de BRCA2.
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2.1.1.2 Variantes patogénicas de nueva descripcion

Se han detectado cuatro variantes patogénicas de nueva descripcion en BRCAL
(20% de las variantes puntuales patogénicas en BRCAL) y dos variantes patogénicas de

nueva descripcion en BRCA2 (11,76% de las variantes puntuales patogénicas puntuales

en BRCA2).

De las cuatro variantes patogénicas en BRCAL, dos cambios fueron del tipo
frameshift: ¢.1859delT y ¢.2285 2286delGA; y dos cambios nonsense: ¢.1918C>T y
¢.3280A>T. Mientras que de las dos variantes en BRCAZ2, una se tratd6 de un cambio

frameshift y la otra de un cambio que afectaba al splicing.

La variante ¢.1918C>T se detectd, ademas, en dos familias no relacionadas.
Procedimos a realizar estudios de haplotipo con marcadores microsatélites en el gen
BRCA1 en los que se demostré que la mutacion tenia un ancestro comun [452]. Se
trataria, por tanto, de la primera variante patogénica fundadora descrita en nuestra
Region.

Por otro lado, la variante ¢.7977-1G>A (BRCAZ2) ha sido la excepcion de las
variantes no descritas que provocan una proteina truncada como consecuencia de un
codon de parada. En esta variante se demostrd, por andlisis por RT-PCR en un
laboratorio externo, que se produce un skipping del exon 18. En este exon 18, se
truncarian dominios como el dominio helicoidal y el primer pliegue oligonucleétido de
union (OB1), regiones donde se une ssDNA y la proteina DSS1 (responsable de la
estabilizacion de la proteina BRCA2).

2.1.1.3Estudios genotipo-fenotipo de las variantes patogénicas de BRCA1ly BRCA2

Para cada variante patogénica hemos realizado un estudio de todos los
portadores, el porcentaje de ellos que estaban afectados y de qué tipo de cancer. Sin
embargo, algunos estudios muestran la limitacion del poco nimero de casos que se han
presentado. Por tanto, no seria valorable este tipo de andlisis para un conveniente
estudio de penetrancia (riesgo acumulado de desarrollar cancer a lo largo de la vida)

observado en nuestro grupo de casos indice y familiares portadores.

Un andlisis mds viable seria un célculo de la prevalencia del CM en funcion de
la edad de su diagnostico entre los portadores BRCA1 y BRCA2. Si estudiamos los casos
indice y familiares portadores de una mutacién BRCA1 y portadores BRCA2, y a pesar
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de no ser significativa la diferencia de edad de diagnostico de CM entre las portadoras
de cada gen, el estudio de prevalencia de CM nos indica que en el caso de los portadores
de BRCA1, existe una proporcion mayor de casos de CM diagnosticados a una edad de

<30 y <40 afios (tabla 48 y figura 99).

Por lo que se refiere al cancer de ovario, debido al menor nimero de casos, se ha
analizado la prevalencia de este tipo de cancer sin tener en cuenta la edad de los
portadores y a cualquier edad de diagnostico: 18,3% (13/71 casos) para BRCALl y 10%
(5/50 casos) para BRCA2. La edad mediana de diagnostico fue de 58 (42-75) afios para
los casos con céncer de ovario en BRCAL y de 51 (19-82) afios para los casos en
BRCA2.

Tabla 48. Prevalencia del CM en funcion de la edad de diagnostico en los casos indice y
familiares portadores de variante patogénica en BRCA1 y BRCA2.

Edad diagnéstico Casos CM (n) No afectados a esa Prevalencia (%)

(afos) edad* (n)
BRCA1

<30 7 59 10,61

<40 26 32 44,83

<50 34 17 66,67
BRCA2

<30 3 43 6,5

<40 12 30 28,57

<50 23 12 65,7

*se consideraron no afectados a pacientes no afectados mayores de la edad de corte (30, 40 6 50, segun el grupo
estudiado) y pacientes que tuvieron un cm a una edad mayor a dicha edad de corte.

Se excluyeron los casos en que se desconocia la edad de la paciente y lo casos de cm en varén. la edad media de
diagndstico para los portadores de brcal fue de 41,33+10,51 afios y para los portadores brca2 de 44,52+11,83 afios
(p=0,273).
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Figura 99. Prevalencia del cincer de mama de casos indice y familiares portadores de variante
patogénica en BRCAL y en BRCA2 a la edad de <30 afios, <40 afios y <50 afios.
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Como ya hemos comentado, estos andlisis no se tratarian de estudios de
pentrancia en sentido estricto, sino de prevalencia. La consideracion de no realizar una
estimaciéon de penetrancia fue debido en parte al menor numero de casos en
comparacion con otros estudios multicéntricos, a la complejidad metodologica en su
calculo (actualmente se esta aceptando el método de méxima verosimilitud por anélisis
de segregacion para la estimacion del riesgo acumulado de cancer en diferentes grupos
de edades) y/o a la necesidad de un seguimiento de la supervivencia de los pacientes
durante un periodo de tiempo mas largo. No obstante, podriamos considerar como
aproximacion los célculos de prevalencia de CM en funciéon de la edad de diagnodstico

antes indicados.

Las primeras estimaciones de penetrancia en portadoras de mutaciéon germinal
en BRCAl y BRCA2 sugerian un riesgo de desarrollar cancer muy elevado (superior al
80% segun Easton y col. en 1995 [114]). Aunque pronto se hizo evidente que se estaba
sobreestimando el riesgo, ya que el estudio se dirigia a aquellas familias que
presentaban una carga de cdncer de mama y ovario muy elevada y ese sesgo en la
seleccion de familias era la causa de la sobrestimacion del riesgo. Mas recientemente, se
han realizado estudios en pacientes no seleccionados con CM que acuden al consejo
genético [90;311;313;523;524], incluyendo uno espafiol [311], cuyas estimaciones han
sido entre el 40% al 60%. En el caso de riesgo de céncer de ovario se observan
diferencias claras entre ambos genes (en BRCAL el riesgo se situa en torno al 35%-40%

y se reduce a la mitad en el caso de BRCA2).

Sin embargo, conviene destacar que las diferencias en las estimaciones de
penetrancia entre estudios, mas alld de los problemas metodoldgicos, responden en parte
a una realidad biologica. Incluso, en nuestro estudio se ha observado variabilidad dentro
de mujeres de una misma familia portadoras de la misma mutaciéon en BRCA1/2, lo cual
sugiere que no hay un riesgo exacto aplicable a todos los individuos portadores de
mutacion, y que este riesgo puede estar influenciado por heterogeneidad alélica, genes

modificadores y cofactores ambientales y hormonales [314;525].

Por otro lado, se han descrito correlaciones genotipo-fenotipo en BRCAL y
BRCAZ2 en funcion de la localizacion de la variante patogénica en el gen [475;526-528].
Existe una correlacion genotipo-fenotipo mas clara para las variantes BRCA2, donde en
la parte central del gen (nuceldtidos 3035-6629, en el exén 11) se la ha denominado
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region del grupo de cancer de ovario (ovarian cancer cluster region 6 OCCR), ya que
hay un aumento de la relacion cancer de ovario versus CM [475]. Un estudio posterior
[527], definié dos regiones mas concretas OCCR: OCCRI1 (nucle6tidos 2831-3847) y
OCCR2 (nucledtidos 6275-6401). Estudios similares acerca de las variantes patogénicas
en BRCAIL son menos concluyentes, pero sugieren que las variantes en la parte central
del gen (nucleotidos 2401-4190) se asocian con un riesgo menor de cancer de mama
[528], y que el riesgo de CM va aumentando desde las regiones 5 hasta las regiones 3

del gen [474;529].

Si representamos los fenotipos de los portadores afectados de nuestro estudio en
funcioén de la localizacion de la variante patogénica en el gen (figuras 100 y 101),
hemos podido observar una proporcidon importante de casos de cancer de ovario y de
cancer de mama y ovario, ademas de una proporcion menor de casos de CM, en la
region central del gen BRCAL propuesta por Thompson y col. [528] (figura 100). De
los dos Unicos casos de cancer de ovario en BRCA2, uno de ellos se encontraba en

OCCR2 (figura 101).

No obstante, ademas del nimero de casos menor si lo comparamos con estos
estudios, quiza una limitacion afadida seria las mutaciones recurrentes detectadas en
nuestra poblacion, lo cual podria desvirtuar las proporciones de casos observadas en

ambos genes.

Finalmente, seria conveniente destacar los estudios genotipo-fenotipo de las

mutaciones puntuales patogénicas recurrentes con mas portadores detectados (tabla 49).

Se ha podido observar que las portadoras de ¢.5123C>A (BRCAl) y
c.212+1G>A (BRCA1) tienen una edad menor de diagnostico de CM (edad mediana de
40 afios), mientras que la edad menor de diagndstico de cancer de ovario (47 afios) se
observo en portadoras de la variante ¢.9117G>A (BRCA2). La mayor proporcion de
numero de casos de cancer de ovario se detectd en la variante ¢.212+1G>A (BRCA1)

(tabla 48).
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Figura 100. Tipos de cancer de los casos indice y familiares portadores de variante patogénica en BRCAL segun la localizacion en el gen. La region de bajo riesgo

de cancer de mama corresponde a la region central del gen (nucle6tidos 2401-4190) descrita por Thompson y col. [528].
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Tabla 49. Variantes patogénicas puntuales en BRCA1 y BRCA2 con mayor numero de casos
portadores detectados.

Variante Casos afectados/ Casos CM diaEr?gsciico Casos CO diaEr?gsdtico
portadores (%0) (bCM) g (CMO) g
(rango) (rango)
.68 69delAG 7/17 (47,2) 72) 41 (23-61) 0 (0) =
€.1918C>T 4/9 (44,4) 4(2) 48,5 (27-53) 0 (0) -
BRCAL €.5123C>A 12/20 (60) 10 (2) 40 (34-58) 2 (1) 53,5 (47-60)
c.212+1G>A 11/21 (52,4) 7 (1) 40 (33-64) 4(3) 61 (62-73)
BRCA2  ¢.9117G>A 6/7 (85,7) 6(2) 48,5 (35-57) 2(2) 47 (46-48)

CM: Cancer de mama; bCM: Cancer de mama bilateral; CO: Cancer de ovario; CMO: Céancer de mama y ovario.

2.1.2 Variantes de significado clinico desconocido (UVs)

La interpretacion de las UVS con respecto a la prediccion de su efecto en la
proteina, y por tanto, sobre el riesgo de cancer estimado en las familias, se ha convertido
en un reto importante a la hora de adaptar las estrategias de asesoramiento genético y la

prevencion de enfermedades.

Una variedad de métodos han sido desarrollados para determinar si una variante
dada es probablemente patdgena o de poco significado clinico [350;426;530], y entre
ellas se encuentran las herramientas in silico. Estas herramientas pueden predecir las
consecuencias de los cambios de una manera indirecta sobre la base evolutiva y
conservacion de los aminoacidos, el posible efecto de las sustituciones de aminodcidos

en la estructura de proteinas o el efecto predictor en el empalme del ARNm.

Sin embargo, la clasificacion generada a partir de las herramientas in silico no
debe ser considerada definitiva y como muchas aproximaciones analiticas, debe de
considerarse una investigacion mas amplia. De hecho, una serie de estudios llevados a
cabo para validar y comparar el valor predictivo de una serie de herramientas in silico
han puesto de relieve el hecho de que no hay ninguna herramienta que pueda ser
considerada superior ni que logre una total exactitud [344]. Ademas, se ha visto que la

sensibilidad y la especificad de todas ellas varia seglin la posicion en el gen [530].

Hemos de destacar la gran cantidad de variantes UVs detectadas en nuestro

estudio en BRCAL y en BRCA2 que eran de nueva descripcion (17 variantes nuevas de
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las 44: 38,64%), por lo que no hemos podido indagar en cuanto a caracteristicas de su
posible patogenicidad en otros estudios. Y, por otra parte, ninguna variante de las que
hemos clasificado como UV se le habia clasificado como nivel 3 IARC (ver criterios en
fig. 32, pagina 114 del capitulo de material y métodos). Todo ello indica el gran nimero
de variantes no descritas o que no se le han podido aplicar célculos multifactoriales para
aproximarse de una manera mas certera en su grado de implicacion en la susceptibilidad
al CMOH, lo cual complica su traduccion clinica a los médicos y una comunicacion

clara a los pacientes.

A pesar de ello, hemos intentado aplicar una serie de herramientas in silico que
abarcaran parametros como las propiedades biofisicas de los aminoacidos sustituidos
(Grantham), analisis de conservacion (Align-GVGD y SIFT), clasificadores Naive
Bayes (Polyphen-2 y MutationTaster), redes neuronales artificiales (pMut) o el efecto
en el splicing (SSF, MES y NNSPLICE).

En la tabla 50 se ha resumido las variantes missense de mayor probabilidad
patogena segin el resultado global de las herramientas in silico. De todas ellas,
deberiamos destacar la variante ¢.7559G>T (BRCAZ2), donde el cambio se produce en
una posicion altamente conservada (C65 en Align-GVGD). Valores a partir de C35 en
Align-GVGD, lo han considerado muchos estudios como una alta probabilidad a priori
de patogenicidad [354;512]. Ademads, esta variante se encuentra localizada en el
dominio helicoidal de BRCAZ2, relacionado con la estabilizacion de la proteina

[148;206-208].

Por el contrario, a pesar que tres herramientas in silico han pronosticado como
variante probable patogénica a c.10103C>T, debemos recordar que se encuentra en la
parte final del Gltimo ex6n de BRCA2 (exdén 27) y sin ningun dominio conocido que
pueda afectar a la funcionalidad proteica. Motivo por el cual, deberiamos decantarnos

mas hacia una variante probablemente no patogénica.

En la tabla 51 se hallan las variantes en las que dos o mas estudios in silico de
splicing las han pronosticado como probable efecto en el ensamblaje del ARNm. Las
variantes que dan lugar a alteraciones en el splicing son una clase particular de
variantes, puesto que las consecuencias funcionales y clinicas se pueden evaluar mas
facilmente. Ya que ademas del uso de los programas in silico, dada la disponibilidad de

material bioldgico adecuado a partir de un portador de la variante, las predicciones
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pueden ser relativamente asequibles in vitro mediante el analisis d¢ ARNm en tejido
normal. Ademas, si hay pruebas convincentes de que las transcripciones de estas
variantes llevan a un codén de parada prematuro, o una delecion que altere el marco de
lectura, dicha variante debe ser considerada patogena sin necesidad de datos adicionales

para un analisis de probabilidad multifactorial.

Recientemente, muchos estudios estdn analizando este tipo de variantes. Entre
ellos, el estudio con mayor numero de variantes splicing hasta la fecha [502], ha
realizado un analisis in silico y de transcripcion de este tipo de variantes, aportando un
resultado final de distintos niveles: 1S (variante splicing probablemente no patogena),
2S (existe un splicing alternativo o el efecto es parcial) y 3S (efecto en el splicing
considerado patdogeno). Hemos indicado estos niveles en algunas variantes splicing de

nuestro estudio (tabla 51).

De tal manera, los mismos autores de este estudio [502], lo sugieren como base
para una clasificacion mas completa de cinco niveles (IARC), integrando otras fuentes
de datos disponibles mediante el uso de analisis de probabilidad multifactoriales.
Recientemente, un proyecto inicial de los miembros de ENIGMA Consortium enfocado
a las variantes splicing (ENIGMA Splicing Working Group), ha publicado un trabajo en
las que se evalua 25 variantes y, de las cuales, 18 han sido clasificadas segun niveles
IARC [513]. No obstante, ninguna de estas variantes que se hayan clasificado como

nivel IARC = 3, han sido detectadas en nuestro estudio.

Por tanto, tras este ultimo andlisis, podemos afirmar que seran necesarios
posteriores estudios de probabilidad multifactoriales (para poder determinar su posible
patogenicidad) para las variantes c.68-7T>A (BRCAZ2), c.7008-14delT (BRCA2) y
c.9501+3A>T (BRCA2). Ademas, a la variante ¢.7008-14delT no se le han realizado
hasta la fecha estudios in vitro, puesto que se trata de una variante de nueva descripcion

(tabla 51).
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Tabla 50. Variantes missense en los genes BRCA1 y BRCA2 con mayor probabilidad patogena
segln el resultado global de las herramientas in silico.

Variante UV

€.946A>G
BRCA1

€.3032C>G

.7559G>T

BRCA2

c.9875C>T

€.10103C>T

Estudios in silico
con prediccion

patégena

SIFT
Pmut
Polyphen-2
MutationTaster

Grantham
SIFT
Pmut

Polyphen-2
MutationTaster

Grantham
Align-GVGD
SIFT
Pmut
Polyphen-2
MutationTaster

Grantham
SIFT
Pmut

Polyphen-2
MutationTaster

Grantham
SIFT
Pmut

Localizacion

en dominio
funcional

No

Repeticion
BRC1

Dominio
helicoidal

Exén 27 (TR2)

Tipo cambio de
aminoacido

De aa. sin carga y
polar (Ser) a aa.
sin carga e
hidrofobico (Gly)

De aa. sin carga y
polar (Thr) a aa.
de carga postiva

(Arg)

De aa. con carga
positiva y polar
(Arg) a aa. sin
carga e
hidrofobico (Leu)

De aminoacido
sin carga e
hidrofébico (Pro)
a otro aminoacido
sin carga e
hidrofébico (Leu)

De aa. polar y sin
carga (Ser) a aa.
sin carga e
hidrofébico (Leu)

CM: Cancer de mama; bCM: Céancer de mama bilateral; CO: Céncer de ovario; CUt: cancer de utero.
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2CM

bCM + CM

CO

bCM+ CM
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2CM

bCM + CM



Discusién

Tabla 51. Variantes splicing en los genes BRCA1 y BRCA2 con mayor probabilidad patogena
segun el resultado global de las herramientas in silico.

Estudios in silico

s . L Houdayer y .
Variante UV con,predlccmn Estudios ge_ expresion col. (2012) Tlpo_Qe
patdgena en el génica Familia
- [502]
splicing
. Estudiode transfeccion de
BRCA1 €.5334T>C _ minigenes y posterior RT 1S CM<40
NNSplice PCR: Sin alteracion del
ARNm [499]
MutationTaster Estudios con minigenes y
en fibroblastos: skipping
C.68-7T>A MaxEnt parcial del exén 3 28 bCM
NNSplice [429;464]
MutationTaster
BRCA2 ' ¢.7008-14delT MaxEnt No hay estudios No descrita CM<40

NNSplice

Ensayos con minigenes:
MutationTaster efectos parciales en el
splicing, ya que induce el
Sl AT MaxEnt skipping del exon 25 en el
NNSplice 50% de los transcritos
[506]

No descrita 2CO

CM: Céancer de mama; hCM: Céancer de mama bilateral; CM<40: Cancer de mama diagnosticado a una edad de 40
afios o menor; CO: Cancer de ovario.

Finalmente, debemos concluir que aunque nuestro estudio no aborda directamente
la cuestion de si cada UV especifica se asocia con el riesgo de cancer de mama, nuestros
resultados sugieren que estos métodos podrian ser tutiles en la comprension de la
importancia de una UV, especialmente cuando otra informacion clinica o genética no
estd disponible. Ademads, la aplicacion de estos métodos puede ayudar a priorizar las

UVs para su posterior estudio funcional o familiar.

2.1.3 Variantes probablemente no patogenicas y variantes no patogénicas

Se han detectado en un total de 11 pacientes (2,78% de la poblacion de nuestro
estudio) una variante probablemente no patogénica (tabla). Han sido 6 variantes
distintas y, de las cuales, 3 han sido ya clasificadas con un nivel 2 de IARC:
€.7435+6G>A (BRCA2), c.8723T>G (BRCA2) y ¢.8850G>T (BRCAZ2). Las variantes de

clase IARC 2 (0,1-5% de probabilidad de patogenicidad) podrian cambiar a la clase
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IARC 3 (UV) si se encuentran mas datos que favorecen la patogenicidad. Sin embargo,
es poco probable que puedan convertirse en clase 4 o 5. A partir de una probabilidad a
priori de 0,05, los nuevos datos tendrian que tener una razon de probabilidad >1900:1
con el fin de convertir una variante de la clase 2 a clase 4 o 5 (probabilidad a posteriori
>0,95) [351]. Por tanto, dada la improbabilidad que una variante clase 2 se convierta
en patdgena, este tipo de variantes pueden considerarse de insignificante relevancia
clinica, aunque deberian buscarse mas datos para poderlas clasificar definitivamente

como clase 1 o como clase 3.

A las tres variantes restantes no clasificadas con nivel IARC=2, se les considerd
como probablemente no patogénicas segun los criterios de probabilidad planteados (ver
material y métodos). En este tipo de variantes (c.81-14C>T en BRCAL; ¢.17952A>G y
c.8851G>A en BRCAZ2) existe una alta probabilidad que se consideren de un nivel
IARC 1 6 2; sin embargo, deberemos esperar a posteriores estudios con analisis

multifactoriales para su correcta clasificacion.

Por otro lado, en todos los pacientes de nuestro estudio hemos detectado una
variante no patogénica en BRCA1 y/o en BRCA2 (ver tabla 45). De las 73 variantes no
patogénicas distintas, 14 han sido clasificadas con un nivel IARC =1 y 59 variantes han
sido polimorfismos (variantes detectadas con un > 1% de frecuencia alélica en nuestra
poblacion o en estudios de poblacion espanola o europea). Los polimorfismos que han
aparecido con una frecuencia muy alta en nuestro grupo de pacientes en estudio,

podemos asumir que, por extension, son variantes propias de nuestra poblacion general.

Un total de 29 polimorfismos en BRCA1 y BRCAZ se encuentran en zonas
intronicas profundas. Lo cual explica que, aunque la mayoria estén en zonas alejadas de
los sitios clasicos de procesamiento y sea dificil inferir sus consecuencias, la gran
frecuencia encontrada en nuestra poblacion nos ha ayudado a desestimar este tipo de
variantes como patogénicas. Este es un tema controvertido, ya que en los intrones existe
otra secuencia consenso: el punto de ramificacion (branchpoint) en la zona central del
intrén; ademas, también existen secuencias que promueven (intronic splicing enhancers
o ISEs) o inhiben (intronic splicing silencers o ISSs) el proceso de maduracion. A estas
regiones se unen las proteinas encargadas de llevar a cabo el procesamiento del pre-
ARNm. Sin embargo, en nuestro estudio, una proporciéon importante de la variantes
intronicas profundas se ha clasificado como polimorfismos.
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Otro aspecto controvertido es la posible asociacion de los polimorfismos con una
mayor susceptibilidad al cancer. Se ha demostrado que un gran numero de SNPs puede
influir en la expresion de proteinas o de la funcion de los genes, ya sea a través del
cambio de aminoécidos y la modificacion de la funcidn proteica o a través de cambios
epigenéticos indirectos [531]. En el cancer de mama familiar, se ha demostrado que esta
influencia es particular en los genes implicados en la reparacion de las DSBs [532].
Aunque los resultados de estudios de variantes polimoérficas en BRCAL1 y BRCA2 como
posibles factores de riesgo para el cancer de mama han sido en gran medida no
concluyentes [533-536]. Ademads, varios estudios han examinado polimorfismos
missense en los genes BRCAL1 y BRCA2 en relacion con el riesgo de cancer de mama
con evidencias contradictorias: ¢.1067A>G (p.GIn356Arg) en BRCA1 [510;534;537] y
c.1114A>C (p.Asn372His) en BRCA2 [538-542].

2.2 Grandes reordenamientos génicos detectados en BRCA1 y BRCA2

Una proporcion menor de variantes patogénicas en los genes BRCA1/2 son los
grandes reordenamientos de segmentos de ADN que alteran la funcién de estos genes.
Estos grandes reordenamientos consisten principalmente en deleciones y
amplificaciones de uno o varios exones. En su mayoria son refractarios a la deteccion
por secuenciacion por electroforesis capilar, por lo que requiere métodos alternativos
como la transferencia Southern, el MLPA, PCR cuantitativa o la hibridaciéon genémica
comparada [543]. Recientemente, se ha demostrado que tecnologias de secuenciacion
masiva (lllumina) tienen la capacidad para detectar grandes reordenamientos junto con
las mutaciones puntuales, sin necesidad de otros métodos adicionales [544-546]. Sin
embargo, la adaptacion de estas plataformas de secuenciaciéon masiva para optimizar la
deteccion de estos grandes reordenamientos, todavia requiere de laboratorios y recursos
informaticos muy especializados. Ademas, las normas y directrices sobre el analisis de
este tipo de variantes utilizando plataformas de next generation sequencing todavia no
se han establecido en el ambito clinico [547]. El método MLPA [403] se ha convertido
en los tltimos afios como el método mas utilizado para buscar grandes reordenamientos
en estos genes y, en comparacion con otros métodos, la técnica no tiene un coste

elevado, es sensible, y muy adecuada en el andlisis de rutina. De hecho, la gran mayoria
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de los grandes reordenamientos en BRCA1 y BRCA2 publicados hasta el momento se

han detectado con esta metodologia.

En nuestro estudio, mediante la técnica de MLPA, hemos detectado un total de 2
reordenamientos génicos en BRCA2 en cinco familias (una delecion del exén 2 en
cuatro familias y una amplificacion del exén 21 en una), mientras que en BRCAL no se
detect6 ningn reordenamiento. Estos resultados contrastan con la frecuencia de grandes
reordenamientos entre las mutaciones patogénicas en BRCAL en otras cohortes como la
poblacion estadounidense (22%) [548], australiana (14,9%) [549], danesa (12,5%)
[550], checa (12,3%) [551] o italiana (10,5%) [552]. En poblacion espafiola se ha
encontrado una frecuencia algo menor (8,2%) [553]. No haber detectado ningin
reordenamiento en BRCA1 resulta incoherente con la abundancia de repeticiones Alu en
BRCAL en comparacion con BRCA2. Segun lo descrito, crearian hotspots para una
recombinacion homologa desigual que podrian conducir a grandes reordenamientos
génicos en este gen [554]. En cambio, la prevalencia encontrada en BRCAZ2, ha supuesto
el 1,53% del total de los casos analizados, estaria acorde con la prevalencia de grandes

reordenamientos génicos en BRCA2 encontrada en otros estudios de poblacion espafola

(5/335, 1,5%) [515], en Italia (3/121, 2,4%) [552] o en Australia (3/149, 2%) [549].

Uno de los grandes reordenamientos detectados ha sido la recurrente delecion
del exon 2. Curiosamente, ya hemos sefialado en el capitulo de resultados que este
mismo reordenamiento ha sido detectado en 4 familias no relacionadas en Cataluna
[516], de las cuales una la compartimos en nuestro estudio. Por tanto, a pesar de no
haber realizado estudios de haplotipo para corroborarlo, si que podemos afirmar con alta
probabilidad que todas estas familias comparten un ancestro comun. Este posible efecto
fundador, se trataria realmente del motivo que explique la alta prevalencia de
reordenamientos génicos en BRCA2 en comparacion con BRCAL. Estos efectos
fundadores son sumamente amplios en reordenamientos génicos en BRCAL, y han
evidenciado la alta prevalencia en los grupos poblacionales mas estrechamente
definidos [547;555]. No obstante, tan s6lo se ha descrito hasta la fecha otro gran
reordenamiento de efecto fundador en BRCA2: la insercion de un elemento Alu, con al

menos 32 familias portuguesas afectadas [556;557].

El otro reordenamiento detectado en BRCAZ2 fue una amplificacion del exon 21.
Se ha comprobado que esta reestructuraciéon es de nueva descripcion. Junto con la
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delecion del exon 2, se han caracterizado hasta la fecha 19 grandes reordenamientos
génicos en BRCAZ2, claramente menores si los comparamos con los 81 grandes

reordenamientos caracterizados en BRCAL [558].

Los estudios genotipo-fenotipo de los pacientes afectados y portadores de la
delecion del exén 2 han resultado interesantes. Si analizaramos a nivel fenotipico los
estudios que han descrito este reordenamiento [515;516], junto con lo encontrado en las
cuatro familias de nuestro estudio, se ha podido observar una alta proporcion de casos
de cancer de mama bilateral y cancer de mama y ovario si lo comparamos con lo
detectado en el resto de portadores de mutaciones puntuales patogénicas en BRCA2 de
nuestro estudio (tabla 51). Algunos autores han descrito que una proporcion importante
de pacientes con cancer de mama masculino albergan grandes reordenamientos
genéticos en BRCA2 [549;550;559], lo que sugiere una fuerte asociacion con este tipo
de cancer. No obstante, en el analisis de esta delecion encontramos un solo caso de
cancer de mama en vardn, con una proporcion similar a lo encontrado en portadores de
mutaciones puntuales en BRCA2 (tabla 52). La mediana de edad de diagnéstico del CM
en las mujeres portadoras de esta delecion en nuestra poblacion ha sido de 39 (27-71)
anos, lo cual resulta haber sido la menor de lo encontrado en todas las variantes
patogénicas recurrentes de nuestro estudio (ver tabla 49). Todos estos datos nos permite
concluir que este tipo de reordenamiento génico, ademds de recurrente en nuestra

poblacién, tiene una alta penetrancia con predominio de CM bilateral.

Tanto la delecion del ex6on como la amplificacion del exon 21 fueron
confirmados por técnicas alternativas. Por un lado, la amplificacion del exon 21 ya fue
demostrada por un laboratorio externo (por RT-PCR). Pero, por otro lado, se nos
presento la necesidad de demostrar que la delecion del exon 2 no se trataba de un falso
positivo del método MLPA. Existen otras técnicas para demostrar este tipo de
reordenamientos, como las transferencias Southern, las técnicas de RT-PCR o la propia
MLPA con sondas alternativas dirigidas a los mismos exones. Todas ellas, en general,
son mas caras, mas complejas de realizar y se requiere mas tiempo para llevarlas a cabo
si las comparamos con el método 2724 3 través de qPCR. Todas estas caracteristicas
conforman que esta técnica sea particularmente ideal para pruebas de confirmacion en

un entorno clinico como el nuestro.
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Tabla 52. Comparacion de los tipos de cancer encontrados en los casos indice y familiares
entre los afectados portadores de la delecion del exén 2 (BRCA2) y el resto de mutaciones

puntuales patogénicas en BRCA2.

Resto de mutaciones

Tipos de cancer Delecién exén 2* puntuales patogénicas en
BRCA2 (nuestro estudio)

CHMEEr a2 4 (33,3%) 18 (56,3%)

mama

Cancer de o 0

mama bilateral S el L)

Celier i 1(8,3%) 2 (6,3%)

mama en varon

Cancer de 0 (0%) 2 (6,3%)

ovario

CEMES? 12 2 (16,7%) 3 (9,4%)

mama y ovario

Total casos 12 (100%0) 32 (100%)

*Se han tenido en cuenta todos los casos indice y familiares afectados y portadores de la
delecion del exdn 2 pertenecientes a las cuatro familias de nuestro estudio, a una familia del

estudio de Gutiérrez-Enriquez y col. (2007) [70] y a tres familias del estudio de Ruiz de
Garibay y col. (2012) [71].

3 ESTUDIOS DE CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

En los estudios de asociacion entre las caracteristicas fenotipicas y el resultado
del estudio genético, lo hemos enfocado entre los casos indice (n= 310) que tenian un
riesgo alto/moderado (es decir, BRCALl/2+ y BRCAX). El grupo BRCAX podria
explicarse por un modelo poligénico, o que puedan portar variantes patogénicas en otro

gen o genes que confieren un aumento moderado del riesgo de CM [560-562].

No obstante, previamente, hemos clasificado también los grupos sin riesgo o de
riesgo no conocido segun el tipo de cancer (total casos n=396). En estos grupos, si que
deberiamos destacar la prevalencia de casos de cancer de mama en vardn sin riesgo
familiar que han tenido un test BRCA negativo (5/10, 7,4%), frente a la prevalencia en
los casos positivos (3/10, 9,7%) (fig. 102). Ello nos llevaria a pensar, aunque son pocos
casos, que los canceres de mama masculinos serian susceptibles de realizarse el estudio
genético so6lo en aquellos pacientes que tengan algun antecedente familiar de cancer (tal

y como indican los criterios de la SEOM).
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Figura 102. Frecuencia de casos indice con cancer de mama masculino segtin los grupos BRCA1, BRCAZ2,

BRCAX, sin riesgo y riesgo no conocido.

Otro aspecto importante, ha sido la cantidad de pacientes con test positivo que
han tenido un céncer de mama y un cancer de ovario en comparaciéon con los casos
negativos (15,7% frente a 2,7%, respectivamente). Esta observacion podria explicarse
porque el CM en portadoras de mutacion en BRCAL o BRCAZ2 se diagnostica a edades
mas jovenes que el cancer de ovario, por lo que tras el diagnostico de una neoplasia de
mama en una paciente portadora de mutacion, la paciente tiene un riesgo significativo
de desarrollar una neoplasia de ovario. Esta observacion se encuentra incluida como
criterio de alto riesgo segiin la SEOM, también la podemos encontrar en otras guias

clinicas [563].

3.1 Cancer de mama
En algunos estudios se ha visto que los CM asociados a una variante patogénica
en BRCAL ocurren a una edad de diagnéstico menor [564;565], aunque otros no han

detectado diferencias [566;567], al igual que en nuestro estudio de 275 casos de CM.

Ademas, la mayoria de estudios retrospectivos [568-572] han demostrado un
mayor riesgo de cancer bilateral en los casos BRCA1/2+ con respecto a CM
esporadicos. También ha habido estudios comparativos entre casos BRCA1/2+ y
BRCAX [573-575], con un riesgo acumulado a los 10 afios del orden de 37-49% y 6-

18%, respectivamente. Estos Ultimos estudios estarian de acuerdo con lo observado, ya
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que hemos estimado un riesgo relativo 3,87 veces (IC95%: 2,74-5,50) mayor de tener
un diagnostico de cancer bilateral en el grupo BRCA+. No obstante, este hallazgo

estaria limitado por los pocos casos estudiados (27 canceres bilaterales en total).

Por lo que se refiere a los casos de cancer de mama en varoén, se ha observado
una mayor prevalencia en los portadores BRCA2 (9,7%), que en los demés grupos
(BRCA1, 0%; BRCAX, 0,4%). Si que se ha demostrado que los hombres que tienen una
mutacion BRCAZ tienen un riesgo mayor de cancer de mama y también pueden tener un
mayor riesgo de cancer de prostata [357;576-578]. Los hombres que tienen una variante
patogénica en BRCAL también pueden tener un mayor riesgo de CM, pero esta relacion
parece menos clara [579]. Mientras que entre el 5-10% de los CM en mujeres se
considera que es debido a mutaciones de estos genes, hasta el 40% de los CM en
hombres puede estar relacionado con mutaciones BRCA2 [580]. Ello significa que los
hombres que desarrollan CM tienen mas probabilidad de tener una mutacidon genética
heredada que las mujeres que desarrollan CM. Sin embargo, hemos de recordar que esta
evidencia no la hemos tenido en los casos de cancer de mama masculino esporadicos

(figura 102).

Por otra parte, se ha podido evidenciar que los tumores BRCAL presentan
diferencias con el resto de tumores desde un punto de vista morfolégico y molecular.
Aunque la mayoria de estos tumores son carcinomas ductales infiltrantes, los
carcinomas medulares estan sobrerrepresentados en pacientes portadoras de variantes
patogénicas en BRCAL, evidencia ya contrastada en otros estudios con mayor nimero
de casos [581]. Ademas, se ha demostrado la alta proporcion de casos triple negativo en
este grupo en comparacion con el resto, con una prevalencia del 58,1% de todos los
pacientes portadores de una variante patogénica en BRCAL. De hecho, otros estudios
han profundizado en esta observacion indicando que los casos BRCAl+ estin
relacionados con un fenotipo basal definido por perfiles de expresion génica
[285;309;582] y por analisis inmunohistoquimico, incluyendo citoqueratinas 5/6, 14 y
17, receptor del factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor receptor,
EGFR), ckit, p53 y e-cadherina [283]. Caracteristicas que no han formado parte de los

objetivos de nuestro estudio.

Los grupos BRCA2+ y BRCAX se han caracterizado por ser un grupo mas
heterogéneo. Los casos BRCA2+ se caracterizan por una mayor proporcion de CM tipo
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RE+/HER- [293]. Mientras que BRCAX, segin lo descrito, se caracteriza por una
proporcidn todavia mas heterogénea en cuanto a los receptores inmunohistoquimicos se
refiere [292;307]. Sin embargo, en nuestro estudio, los fenotipos de ambos grupos han
sido muy similares con una predominancia de los casos RE+/HER- (clasificados como
luminal tipo A). Ademds, se han observado proporciones analogas del subtipo
histologico lobulillar (7,4-9,1%), tal y como se ha apuntado en algunos estudios

[299;306;309].

Conviene mencionar que no se han encontrado diferencias en cuanto al estadio
clinico en el momento del diagnostico entre BRCA1, BRCA2 y BRCAX. A pesar que, en
general, los CM asociados a BRCA1 se caracterizan por un mayor grado histologico

[583].

Una de las limitaciones importantes de nuestro trabajo ha sido clasificar los CM
en los subtipos moleculares luminal A, luminal B, HER2 positivo y triple negativo,
segun los receptores inmunohistoquimicos RE, RP y HER2. Aunque se ha seguido la
clasificacion propuesta por Carey y col. [417], algunos estudios han propuesto una
clasificacion mas compleja considerando el tipo de citoqueratinas de expresion o la tasa
de proliferacion del tumor [584]. Estos estudios muestran mayor controversia acerca de
la clasificacion de los subtipos luminal A y luminal B; no obstante, hemos decidido
aplicar la clasificacion propuesta, ya que el prondstico y las decisiones de tratamiento
todavia se guian por el estado de los receptores hormonales y el estado de HER2/neu

(ademas del estadio tumoral).

En la tabla 53, se resumen las caracteristicas histologicas e

inmunohistoquimicas mas importantes encontradas en cada grupo de estudio.
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Tabla 53. Caracteristicas histologicas e inmunohistoquimicas de los céancer de
mama de los casos indice BRCA1+, BRCA2+ y BRCAX.

BRCA1 BRCA2 BRCAX
Predominancia tipo Predominancia tipo Predominancia tipo
. . ductal con proporciéon  ductal con algunos ductal con algunos
Histologia . . ; :
importante del tipo casos de tipo casos de tipo
medular (17%) lobulillar (9%) lobulillar (7%)
Estadio clinico Heterogéneo Heterogéneo Heterogéneo

Predominancia tipo Predominancia tipo
RE+/HER- (luminal =~ RE+/HER- (luminal
A) (67%) A) (60%)

Predominancia tipo

Subtipo molecular il mepit (599)

3.2 Cancer de ovario

Segtin lo descrito acerca del riesgo acumulativo promedio de cancer de ovario a
los 70 afios en ambos genes [90], se ha determinado un 39% para BRCAL y un 11% para
BRCA2. Esta es una de las razones fundamentales de una mayor prevalencia de cancer
de ovario en BRCA1 con respecto a BRCA2 en nuestro estudio (13/39, 33%, en BRCA1,;
frente a 5/30, 16,7%, en BRCA2). También puede explicarse por la misma causa el

mayor nimero de casos de cancer de ovario sin coafectacion de CM en BRCA1.

Curiosamente, se ha observado una menor edad mediana de diagnostico en
BRCAX con respecto a los casos BRCAL/2+: 47 (19-73) afios para el grupo BRCAX, 58
(40-75) afios para BRCALl y 55 (36-67) afios para BRCAZ2. Estudios con canceres de
ovario asociados a BRCA han determinado una edad media de diagnéstico de en torno a
50-55 afios [585;586], mientras que para los cénceres de ovario esporadicos se ha
estimado una edad de 60-65 anos [587-589]. Por otro lado, los canceres de ovario
derivados del sindrome de Lynch se diagnostican a una edad de 41-49 afios [587-589].
Ello podria explicar la edad mediana de 47 afos detectada en nuestro grupo BRCAX,
esto es, que una proporcién importante de estos casos fueran en realidad canceres
asociados a variantes patogénicas de los genes asociados al céancer colorrectal
hereditario no asociado a poliposis o Sindrome de Lynch, aunque esta posible evidencia

no ha sido comprobada.

Desde el punto de vista histologico, se ha visto una alta proporcion de

carcinomas de ovario de tipo seroso BRCA1/2+ con respecto a los BRCAX, observacion
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ya descrita en otros estudios [590-593]. El estudio histopatolégico minucioso de las
trompas de Falopio resecadas durante la ooforectomia profildctica ha permitido
identificar la fimbria como el origen potencial del carcinoma de trompa y del carcinoma
intraepitelial tubarico [594]. Estos hallazgos sugieren que la fimbria podria representar

el origen de algunos carcinomas de ovario seroso [595].

3.3 Tipo de cancer de los antecedentes familiares de los casos indice
Ademas del cancer de ovario, se ha podido observar una mayor frecuencia de
casos de los casos de cancer gastrico y pancreas en el grupo BRCAL/2+ que en el grupo
BRCAX, tal y como lo describen algunos trabajos previos. Segin lo descrito con
respecto a la poblacion general, se ha relacionado el cancer gastrico con un RR de
alrededor a 2,6 en familiares de portadores de una variante patogénica en BRCA2 [596]
y, en cuanto al cancer de pancreas, un RR de 2,3 en el gen BRCAL [597] y de un 3,5 en
el gen BRCAZ2 [596]. De hecho, la presencia de cancer de pancreas en una familia con

CM puede ser un factor predictivo de la presencia de mutaciéon en BRCA2 [598].

Por otro lado, no se ha observado un mayor ntimero de casos con cancer de
prostata de familiares de portadores de variante patogénica en BRCA1 6 BRCAZ2, en
contra de lo publicado en diversos estudios, con un riesgo mayor en BRCA2 (RR de 4,6
con respecto a la poblacion general) [596;597;599]. No obstante, se debe afiadir que

estos estudios cuentan con cohortes de mayor tamaiio muestral.

4 RENDIMIENTO DIAGNOSTICO DEL TEST GENETICO
SEGUN CRITERIOS CLINICOS

En el comienzo de este capitulo, hemos analizado cémo ha cambiado el
rendimiento del test genético desde la totalidad de las familias analizadas en nuestro
estudio (17,7%) hasta el analisis de tan s6lo el grupo de alto riesgo (23,8%). Sin
embargo, en este apartado hemos considerado analizar los criterios clinicos de alto
riesgo considerados por la SEOM de manera independiente, es decir, hemos planteado
el andlisis en los casos que se cumplia un Unico criterio, con tal de valorar el
rendimiento del test genético BRCA de dicho criterio en concreto. Ademads, también
hemos determinado la prevalencia de otros criterios no incluidos pero que pueden

resultar interesantes analizar, tales como la edad de diagnostico a <35 afios y <30 afios,
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y los casos de cancer de mama triple negativos a una edad de diagndstico <40 afios

(tabla 53).

Los criterios de seleccion de familias para estudio de los genes BRCAL/2
adoptados por los diferentes grupos de trabajo a nivel nacional e internacional suelen ser
bastante similares, y por lo general la mayoria de ellos comparten unas tasas de
deteccion de mutaciones, que suelen ser como minimo superiores al 10%. Como se ha
podido observar en nuestro estudio, todos los criterios indicados en la tabla 54 superan
este porcentaje, destacando un 60% de rendimiento diagnostico en los casos de CM
diagnosticado a edad < 50 afios o bilateral, y un céncer de ovario en un familiar de
primer o segundo grado (bCM 6 CM<50 + CO) y en casos de CM en vardn, y otro caso
de CM (var6én o mujer) u ovario en un familiar de primer o segundo grado (vCM + CM

6 CO).

Por lo que se refiere a la edad de diagnéstico en los casos de CM esporadicos, no
se ha visto una gran diferencia de rendimiento diagnostico en los grupos de edad de
diagnostico <40, <35 y <30 afios (en porcentajes de 19,8-22,2%, tabla). Ademas, hemos
estimado los casos de CM con receptores inmunohistoquimicos RE-, RP- y HER- (triple
negativo) sin historia familiar y diagnosticados a una edad menor o igual a 40 afos,
resultando una prevalencia de casos positivos del 42,9%. Estudios similares con casos
CM triple negativos diagnosticados a una edad <40 afios, aunque sin tener en cuenta la
historia familiar, han estimado la prevalencia en un 47% [600]. Mientras que otros
trabajos recientes [601], ya consideran incluir los CM triple negativos diagnosticados a
una edad menor de 50 afios entre los criterios de seleccion para el estudio genético del

gen BRCAL.
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Tabla 54. Rendimiento diagndstico en nuestro estudio de algunos criterios clinicos
recomendados por la SEOM vy otros criterios clinicos propuestos*.

Prevalencia

1e (O
test positivo FETEEENE ()

Criterio clinicot

bCM 6 CM<50 + CO 9/15 e |
3CM 5/25 | 20 |
Criterios
recomendados 2CO 5/9 “
por la SEOM
vEM +CM 6 CO 3/5 e |
CMO 6/14 42,86
CM<40 17/69 | 222 |
CM<35 10/38 [ 20,8 |
Otros criterios
clinicos CM<30 4/18 m
CM triple negativo <40 6/14 “

*Se han descartado los casos que cumplian mas de un criterio.

1Se consideran familiares aquellos de parentesco de primer y segundo grado.

bCM: Céancer de mama bilateral; CM<50: Cancer de mama diagnosticado a una edad de 50 afios o menor; CO: Céancer
de ovario; VCM: Cancer de mama en varon; CMO: Cancer de mama y ovario en la misma paciente a cualquier edad,;
CM<40: Cancer de mama diagnosticado a una edad de 50 afios 0 menor; CM<35: Cancer de mama diagnosticado a una
edad de 35 afios 0o menor; CM<30: Céancer de mama diagnosticado a una edad de 30 afios o menor; CM triple
negativo<40: Cancer de mama triple negativo diagnosticado a una edad igual o menor a 40 afios.
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Conclusiones

CONCLUSION 1

El 17,7% de la poblacion de nuestro estudio es portadora de alguna variante
patogénica en BRCA1/2. Un 9,8% de las familias resulté ser portadora de una variante
patogénica en BRCAL y un 7,8% de las familias en BRCAZ2. Estos resultados justifican
el desarrollo del Programa de Consejo Genético en Cancer de Mama y Ovario

Hereditario.

CONCLUSION 2

Siete variantes patogénicas han sido de nueva descripcion en este estudio. Cuatro en
BRCAL (c.1859delT, c.1918C>T, ¢.2285 2286delGA y ¢.3280A>T), dos en BRCA2
(c.5669 5673delATGGC y ¢.7977-1G>A) y un gran reordenamiento génico en BRCA2

(amplificacion del exon 21).

CONCLUSION 3

Hemos detectado y clasificado variantes de significado clinico desconocido en un
11,49% de los pacientes, en un 2,78% eran variantes probablemente no patogénicas y el
100% de los pacientes portaban alguna variante no patogénica, la mayoria de ellas

consideradas variantes polimorficas.

CONCLUSION 4

La variante de nueva descripcion c.1918C>T (BRCAL), presente en 2 familias no
relacionadas, proviene de un ancestro comun en nuestra Region. Han sido recurrentes
las variantes c.68 69delAG, ¢.5123C>A y ¢.212+1G>A en BRCAL, y las variantes
c.9117G>A, c.2455T>G y el gran reordenamiento de la delecion del exén 2 en BRCA2.
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CONCLUSION 5

Se han considerado variantes missense de mayor probabilidad patogena las
alteraciones ¢.946A>G (BRCA1), c.3032C>G (BRCA2), c.7559G>T (BRCA2) y
c.9875C>T (BRCA2); mientras que las variantes splicing consideradas de mayor
probabilidad patdégena han sido c¢.68-7T>A (BRCAZ2), c.7008-14delT (BRCA2) y
c.4501+3A>T (BRCA2). En un futuro, seran necesarios estudios de probabilidad

multifactoriales y de expresion génica, para poder confirmar su patogenicidad.

CONCLUSION 6

Los pacientes portadores de una variante patogénica en BRCAL/2 tienen mayor
riesgo de tener un cancer bilateral de mama y cancer de mama en varon que el resto de
pacientes BRCAX. Existe una asociacion significativa entre los pacientes BRCAl+ y los
canceres de mama del tipo inmunohistoquimico triple negativo, con una

sobrepresentacion del tipo histologico medular.

CONCLUSION 7

A los pacientes BRCAL/2+ se les diagnostica a una edad mayor el cancer de ovario y
con predominancia del tipo histologico seroso que a los pacientes BRCAX. Existe una
mayor prevalencia de cancer de ovario en BRCA1 con respecto a BRCAZ en nuestro

estudio (13/39, 33%, en BRCAl; frente a 5/30, 16,7%, en BRCA2).
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ANEXO A

Espacio reservado para la etiqueta identificativa

Hospial Universitang “Virgens de |

Consentimiento informado para la realizacion de
pruebas genéticas de cancer hereditario
UNIDAD DE CONSEJO GENETICO DE 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 es posible que usted desee obtener
asesoramiento genético antes de firmar este formulario.

El proposito de esta informacidon no es preocuparle ni liberar de responsabilidad al médico.
Simplemente representa un esfuerzo para que usted conozca mejor los hechos y pueda tomar la
decision libre y voluntaria, de autorizar o rechazar dicho procedimiento.

Debe saber usted que es una norma de obligado cumplimiento para el/la médico que le
atiende, informarle y solicitar su autorizacién o rechazo siempre que la urgencia lo permita.

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 ayudard a determinar si una persona tiene un riesgo significativamente mayor de
desarrollar ciertos tumores debidos a una mutacion (o mutaciones) del gen de predisposicion al cancer.
Las pruebas genéticas permiten calcular el riesgo de cancer hereditario de manera 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 analizarad en un
laboratorio de este centro. En algunas ocasiones es posible que sea necesario que esta muestra sea
enviada a otro laboratorio de referencia para completar el estudio.

éQué beneficios se esperan obtener de este procedimiento?

Los resultados de esta prueba podrian ayudarle a usted y a su médico a tomar decisiones
informadas sobre su atencion médica, tales como pruebas de deteccion, cirugias para reducir el riesgo y
estrategias de tratamiento con farmacos con finalidad preventiva.

La identificacién de una mutacién (o mutaciones) en un gen en una familia permite que otros
familiares consanguineos determinen si comparten o no el mismo riesgo de céancer hereditario. Si
obtiene un resultado positivo, se le proporcionara la informacion de como se hereda este tumory 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 mutacién que se sabe que existe en su familia, no
puede transmitir esta mutacioén a sus hijos y por lo general, se considera que usted tiene el mismo riesgo
de cancer que la poblacion general.
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¢éQué riesgos tiene?

Las pruebas genéticas por lo general requieren que el ADN se extraiga de una muestra de
sangre. Los efectos secundarios de una extraccion de sangre son poco comunes pero podrian incluir:
mareos, desmayos, dolor, hemorragia, formacion de hematomas, y en raras ocasiones, infeccion.

Los resultados de esta prueba seran comunicados exclusivamente a usted y seran custodiados
por el Hospital para evitar cuestiones relativas a una posible discriminaciéon por parte de sistemas de
seguro médico.

Limitaciones

Esta prueba analiza sélo algunos genes asociados a un sindrome o sindromes especificos de
cancer hereditario. Las pruebas genéticas determinan el riesgo de céncer s6lo para aquellos tipos de
céncer asociados a los genes que se analizan.

Resultados de la prueba e interpretacion

Los resultados de su prueba deben evaluarse teniendo en cuenta los antecedentes clinicos
personales y familiares, los resultados del examen fisico y las pruebas de laboratorio y diagnosticas
pertinentes. Los resultados posibles son:

® Positivo: se identifico una mutacion asociada a un mayor riesgo de céncer
hereditario. Conocer esta informacién podria ayudarle a usted y a su médico a
tomar decisiones sobre su atencion médica, tales como pruebas de deteccion,
cirugias para reducir el riesgo y estrategias de tratamiento con farmacos con
finalidad preventiva.

®  Negativo: no se identifico ninguna mutacién.

o Si usted es la primera persona de su familia en someterse a la prueba,
corre al menos el mismo riesgo que la poblacion general. Aun asi, su
riesgo de céncer hereditario podria ser mayor al promedio debido a una
predisposicion genética no detectable mediante esta prueba, ya sea en el
gen o genes analizados o en cualquier otro gen asociado con el cancer
hereditario.

o Siobtiene un resultado negativo para una mutacion que se sabe existe en
su familia, se considera que usted tiene el mismo riesgo que la poblacion
general.

® Incierto: se detect6 un cambio genético pero no se sabe si este cambio estad
asociado al riesgo de céncer. Su riesgo de cancer es al menos igual al de la
poblacion general. Ademas, su riesgo podria ser todavia mas elevado que el
promedio debido a este cambio o a una predisposicion genética no detectable por
esta prueba, ya sea en el gen o los genes analizados o en otro gen asociado al
cancer hereditario.

Los resultados de las pruebas genéticas tienen consecuencias para los parientes
consanguineos. Con el respaldo de esta Unidad de Consejo Genético, usted podria evaluar la posibilidad
de compartir sus resultados con algunos de sus parientes consanguineos que podrian también estar en
riesgo. Si decide hacerlo deberia evaluar la mejor forma de dar a conocer esta informacion, para lo cual
también le ofrecemos nuestro apoyo profesional.

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.
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éQué alternativas hay?

La alternativa a la realizacion de estudios genéticos es la aproximacion al riesgo basada en el
estudio de los antecedentes personales y familiares, aunque los resultados son menos precisos que los
proporcionados por estos estudios genéticos cuando estan indicados.

Puede usted ampliar la informacién todo lo que desee, asi como consultar cuantas dudas
tenga, y ademas puede revocar el consentimiento en el momento que usted lo considere oportuno.

Yo como paciente.

Yo como representante legal del

paciente

AUTORIZO a la Unidad de Consejo Genético del Cancer Hereditario del Servicio de Oncologia
Médica a realizar el ESTUDIO GENETICO DE CANCER HEREDITARIO previamente descrito. He sido
informado/a verbalmente y por escrito de su naturaleza, riesgos y posibles alternativas, y he recibido las
aclaraciones a mis dudas por parte de mi médico.

El Paciente:

DNI:

El Representante Legal:

DNI:

El Médico:

N2 Colegiado:

Murcia, a de de
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ANEXO B

Tabla B1. Secuencia de oligonucledtidos cebadores para la amplificacion de cada exén de BRCAL y
tamafio del fragmento que generan.

BRCA1

. Tamafio

Exoén Cebador Forward Cebador Reverse amplicon
2 ““TATATATGTTTTTCTAAATGTGTT-3* 5 TAATACACTCTTGTGCTGAC-3* 148 pb
3 “.GAACTTATTCACTAAGAATAGC-3* 5 “GCTTCTATAAAGTTAGGTGTTTC-3 224 pb
5 5“GGCTATTTGCCTTTTGAGTA-3 S“TTTTCCTACTGTGGTTGCTT-3* 204 pb
6 5“GAGGTTTTCTACTGTTGCTG-3* 5 TGAGTTTTCATGGACAGCACT-3" 262 pb
7 5 GCATACATAGGGTTTCTCTTGG-3 5*“CAGGAGGACTGCTTCTAGCC-3“ 340 pb
8 ““TCAGGAGGAAAAGCACAGAA-3“ 5 AGATAAGGAATCCAGCAATT-3" 221 pb
9 S“TTTAACCCTTTTAATTAAGAAAAC-3“ 5 AAAAAGAGAGAAACATCAATCC-3* 187 pb
10 ““TGGTCAGCTTTCTGTAATCG-3* 5 TCTACCCACTCTCTTTTCAG-3“ 238 pb
11.01 5“TGTATTTTTTTAATGACAATTCAG-3* 5 CTCCACATGCAAGTTTGAAAC-3" 205 pb
11.02 5 GGCATCCAGAAAAGTATCAGG-3* 5“TTTTTTTCTGTGCTGGGAGTC-3* 250 pb
11.03 5“GGGCTGGAAGTAAGGAAACAT-3“ 5 “CTACTTTGGCATTTGATTCAGAC-3* 267 pb
11.04 5 ACTGTTAGGTTCTGATGACTC-3* 5“ACGCTCTTGTATTATCTGTGG-3 316 pb
11.05 5 AGGAGCATTTGTTACTGAG-3* 5*“AGACTTCCTCCTCAGCCTATT-3* 397 pb
11.06 5 ATCCACAATTCAAAAGCACC-3* 5 TCTTCTTTTTCTTCTCTTGGA-3“ 401 pb
11.07 5“CTAAGTGTTCAAATACCAGT-3* 5 ATTTCTATGCTTGTTTCCCG-3* 413 pb
11.08A 5 ATCCATTGGGACATGAAGTTA-3 5“CTTGATTTTCTTCCTTTTGT-3 241 pb
11.08B 5 AAACAAAGTCCAAAAGTCAC-3* ““GATGGGAAAAAGTGGTGGTAT-3“ 279 pb
11.09A 5 GACTTTTACAAAACCCATATC-3* 5 ATTGCTTGAGCTGGCTTCTTT-3" 215 pb
11.098 5 GAGAACATTCCAAGTACAGTG-3 5“TTTATTTCAGGATGCTTAC-3“ 279 pb
11.10 5 ACAGAGGGCCAAAATTGAAT-3* 5“TTTCTGGACGCTTTTGCTAA-3“ 326 pb
11.11 ““GACATTAAGGAAAGTTCTGCTG-3* 5“TTCCTGAGATGCCTTTGCCA-3* 342 pb
11.12 5 CTAGAACACAGAGGAGAATTT-3 5 TCCCCAAAAGCATAAACATTT-3“ 411 pb
12 5“GTCCTGCCAATGAGAAGAAA-3“ 5 CATACTACTGAATGCAAAGGA-3“ 238 pb
13 5“TTTAATGGAAAGCTTCTCAAA-3“ 5“GATAAAGGGGAAGGAAAGAAT-3 290 pb
14 5*“CCTGAATTATCACTATCAGAAC-3* 5 AAGGGACATATCTATCTAACCGCAC-3* 414 pb
15 5 TGGCGATGGTTTTCTCCTTCC-3* 5 “TCCAATACAGCAGATGAAATA-3“ 251 pb
16 5 CAGAGACCAGAACTTTGTAAT-3 5 TAGTCATTAGGGAGATACATA-3" 411 pb
17 5 TAACTCATGATAATGGAATAT-3 5 “TCGCCTCATGTGGTTTTA-3“ 183 pb
18 5*“GAGGCTCTTTAGCTTCTTAGGACAGC-3*  5“GAGACCCATTTTCCCAGCATCACCAGC-3“ 354 pb
19 5“TTCTTCTGCTGTATGTAACCT-3* 5 TGATGGAAGGAAGCAAATACA-3 163 pb
20 5“GCTTCTCTTTCTCTTATCC-3 5" CAAAGGGGAGTGGAATAC-3 195 pb
21 5“AAGCTCTTCCTTTTTGAAAGTC-3“ ““GTAGAGAAATAGAATAGCCTCT-3* 298 pb
22 5“AGAGTGTAGGGTAGAGGGC-3“ 5“GCCAGTCTTGCTCACAGGA-3* 212 pb
23 5 AATGCTCTTTCCTTCCTGG-3" 5 ACTCAAGCACCAGGTAATG-3 169 pb
24 5 ATGAATTGACACTAATCTCTGC-3" 5*“GTAGCCAGGACAGTAGAAGGA-3* 280 pb
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Tabla B2. Secuencia de oligonucledtidos cebadores para la amplificacion de cada exon de BRCA2
(excepto el ex6n 11) y tamafio del fragmento que generan.

Exon

10A
10B
10C
10D
10E
12
13
14A
14B
15
16
17
18A
18B
19
20
21
22
23
24
25
26
27A
27B

Cebador Forward

5 “GCATCCCTGTGTAAGTGCAT-3*
“TCTTTAACTGTTCTGGGTCACAAA-3*
5 “CATTCTCATTCCCAGTATAGAGG-3*
““GATAAACTAGTTTTTGCCAG-3*

5 CCTTAATGATCAGGGCATTT-3
5“GATTGACCTTTCTAATTACTATAC-3
5*“GGACCTAGGTTGATTGCAGATAAC-3*
5*“GTGAGAATAATATAAATTATATGGC-3*
5“AAACAGTTGTAGATACCTCTGAAG-3*
5“AGTGGAAGTGACAAAATCTCCAAG-3*
5“CCATTAAATGAGGAAACAGTGGTA-3*
5*“GCCTCTGAAAGTGGACTGGA-3*
5“GGTCTATAGACTTTTGAGAA-3*
5“CAGTAACATGGATATTCTCTTAG-3*
5*“ATATGTGTACTAGTCAATAAAC-3*
5*“AATGAGACACTTGATTACTAC-3
5*-GTGCCTGGCCAGGGGTTGTGC-3*

5 “GTGTGATACATGTTTACTTTAAATTG-3*
5*“GTTGAATTCAGTATCATCCTA-3*
5*“CAGTGGAATTCTAGAGTCACA-3*
5*“TAGTGCAGATACCCAAAAAGT-3*

5 “GATATCTGTAATAGAATTGAATA-3*
5 “AACTTGAATGTTATATATGTGAC-3*
5“GGGTGTTTTATGCTTGGTTCTTT-3*
5S“GTTCTGATTGCTTTTTATTCC-3*
““CACTTCTTCCATTGCATCTT-3*
5*“CAGTTTTGATAAGTGCTTGTT-3*
5“CTTGCATCTTAAAATTCATCTAAC-3*
““GGTCCCAAACTTTTCATTTCTGC-3*
5“CTACATAATTATGATAGGCTACG-3*
5*“AAGGCATTTCAGCCACCAAGGAGT-3*

BRCA2

Cebador Reverse

5*“GACGTACTGGGTTTTTAGCAAGC-3*
5“AACACAGGTTTGCCTAAATTCC-3
5*“AGATCTTCTACCAGGCTCTTAGC-3
5*“TGTAAATCTCAGGGCAAAGG-3*

5 “AACAGAAGTATTAGAGATGAC-3*
5“AAATAATTTAACAAGGCATTCC-3*
5*“CGGTAAACTGAGATCACGGGTGACA-3*
5*“CCTAGTCTTGCTAGTTCTTAC-3*

5 “TCCATTTAGACCTGAAAGGGTTAG-3*
5 “AGATATTGCCTGCTTTACTGCAAG-3*
5““AGCTACAGAATTCTGTGTGGTGGT-3*
5“AAAAACACAGAAGGAATCGTCA-3
5*“GTCAGAATATTATATACCCATACC-3*
5“AGTGTCATTATTTTTAGAAATGTTC-3*
5*“GTTTTAAAAGGTGGAACAAAGAC-3
5“AAAGGCAAAAATTCATCACAC-3
5*“CATAAAAGCCATCAGTATTG-3*
5*“GTTCGAGAGACAGTTAAGAGAAG-3*
5*“CCGTATATGATTACGTAATGT-3*
5*“ATACCACCCATCTGTAAGTTC-3*
5“GAATTTAACTGAATCAATGACTG-3
5*“AAGAAATATATGGTAAGTTTCAA-3*
5 “TCTAAGACTTTGTTCTCATATTA-3
5*“ATGGCCAGAGAGTTAAAACAGC-3
5 “TAATCATTTTGTTAGTAAGGTC-3*
5“AACAAGCACTTATCAAAACTG-3*
5*“CTGGTAGCTCCAACTAATCATAAG-3*

““GATACTGGACTGTCAAAATAG-3*
5“GTATACAACAGAATATACGATGG-3*
5*“CCAGACAAAAGAGCTTGGG-3*
5*“GTGGTTTGAAATTATATTCCAGTCTT-3*
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Tamafio
amplicon

228 pb
385 pb
340 pb
327 pb
241 pb
282 pb
340 pb
259 pb
326 pb
336 pb
348 pb
389 pb
233 pb
221 pb
274 pb
298 pb
285 pb
342 pb
268 pb
258 pb
258 pb
257 pb
255 pb
279 pb
311 pb
250 pb
295 pb
372 pb
314 pb
457 pb
449 pb
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Tabla B3. Secuencia de oligonucleétidos cebadores para la amplificacion del exén 11 de

tamano del fragmento que generan.

Exon

11.00
11.01
11.02
11.03
11.04
11.05
11.06
11.07
11.08
11.09
11.10
11.11
11.12
11.13
11.14
11.15
11.16
11.17
11.18

Cebador Forward

5*“CACTACCTTTTTAACTTAG-3*
5“ATCTCTCAGGATCTTGATTA-3
5“GATGTTCTGTCAAACCTAGT-3*
5 “ACTTTTCTCAGACAATGAGA-3*
5 AATCGGACATCTCCTTGAAT-3*
5 “TCTGCACATTTACAGAGTAG-3*
5*“ATGTCATAATGAATGCCCCA-3
5“GCTGTGAAACTGTTTAGTGA-3*
5*“ACTTAGAATTTGATGGCAGT-3*
5*“CGGAGCAAAATATAAAAGAT-3*
5*-“CAACCCGAACGTGATGAAAA-3*
5“TCACAGCTGCCCCAAAGTGT-3
5“ACTTCTGTGAGTCAGACTTC-3*
5*-“GCCATGATTGAAGAATGTTG-3*
5“ATATTTACAGACAGTTTCAG-3*
5*“AGGGAAGCTTCATAAGTCAG-3*
5*“GACCAGCTCACAAGAGAAGA-3*
5*“GAAACCCAGAGCACTGTGTA-3*

5“CTGAAACTTTTTCTGATGTTCCTG-3*

BRCA2

5*“CATGACAGAGAATCAGCTTCTGG-3

5*“AACACTCTTAATTGTTAGCATACC-3*
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Cebador Reverse

5 “CATAATTGTTACCTTTGAGCTT-3*
5*“AGTCTGTTTCATGAAGTTCC-3*
5*“CTAAGAGTCCTGCCCATTTG-3*
5*“CCTGCTTGGAAAATAACATC-3*
5*“AGGCCAGCAAACTTCCGTTT-3*
5*“GAAGATAAACTTATTGGATG-3*
5*“GCAAGTCCGTTTCATCTTTA-3*
5*“CTTCTGGTTTCTGATCAAAG-3*
5“TTGTCCAAAGATTCCTTTGC-3*
5*“CTTAGGTGGCACCACAGTCT-3*
S“ATTCTTTCTGGTTGACCATC-3*
5*“ACTTCTGTGAGTCAGACTTC-3*
5“TCGTAACAACCTGCCATAAT-3*
5*“AGCATCTGATACCTGGACAG-3*

5*“AAATCCAGAGAAAGCAGATG-3*
5“TCTGAAGAACCACCTTCAAC-3*
5“CTACTGCTTCTGTTTCAAAG-3*

BRCA?2 y

Tamafio
amplicon

308 pb
367 pb
412 pb
350 pb
372 pb
380 pb
292 pb
361 pb
368 pb
382 pb
318 pb
361 pb
372 pb
366 pb
382 pb
289 pb
365 pb
351 pb
342 pb
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ANEXO C
PROTOCOLO GS JUNIOR (Roche Diagnostics)
Preparacion libreria ADN

Comenzaremos diluyendo la muestra a una concentraciéon de 7 ng/ul (para la

primera PCR, PCR1) y a 30 ng/ul (para la segunda PCR, PCR2).

PCR1 (PCR multiplex)

Se trata de una PCR multiple, una PCR que consigue amplificar simultdneamente
y en unico tubo diferentes secuencias diana de los genes en estudio (BRCA1 y BRCA2).
Por lo que definiremos plex, como el conjunto de las diferentes secuencias diana a
amplificar. En nuestro caso se amplifican 93 amplicones en 5 reacciones PCR
multiplex, o lo que es lo mismo, se amplifican 5 plexes por paciente para poder

amplificar todas las regiones codificantes de BRCAL1 y BRCA2.

Utilizaremos el kit BRCA MAST Assay v2.1 (Cat. MR-0012.040) de la siguiente

forma:

-Vortex y centrifugacion de los viales (12.000g, 10s) antes de usarlos.

Centrifugacion de la Taq polimerasa.

- Preparacion de la mix de la PCR1 hasta un volumen final de 15 pl por cada
paciente anadiendo unas concentraciones de PCR mix y Taq polimerasa segun la

tabla, ademas de 35 ng/ul de cada paciente de estudio (tabla C1).

Tabla C1. PCR multiplex

(PCR1).
Reactivo Volumen
PCR mix 10 uL

Taq polimerasa 0,075 uL
ADN (~35 ng/mL) 5 uL
Total 15 L

- Posteriormente, se siguid el siguiente esquema en el termociclador Verity

(Applied Biosystems) (tabla C2):
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Tabla C2. Condiciones en el termociclador Verity (Applied Biosystems) en la PCR1.

Temp. Tiempo ciclos
98°C 10
95°C 45 x20
60°C 45 ciclos
68°C 2
72°C 10
Nota: La rampa de temperatura en el
Termociclador se colocara a 1,25°C/s.

PCR2. Incorporacion de los MIDs a cada muestra

Un MID (Multiplex ldentifier) se trata de una secuencia especifica que
permitira la identificacion de las muestras de cada paciente en el software

automatizado después del proceso de la pirosecuenciacion.

La siguiente PCR (PCR2) consistira en la amplificacion e incorporacion de
estas secuencias MIDs, ademas de las secuencias especificas de los adaptadores A
y B que nos aporta el kit 454 MID kit1-8 (Cat. ML-0008.192) y el Amplification
Reagent del MASTRDx kit (figura C1).

Para cada reaccion serd necesario diluir en 1:1000 los productos de la
PCR1 y proceder a la amplificacion de PCR2 para un volumen final de 25 pl
(tabla C3) y segtin el esquema de temperaturas representado en la tabla C4.

A 454 Cebador A (21pb)
\@Mlo

Secuencia
de interés

1l
[

PCR de los alelos key
especificos B
200-600pb

l

Figura C1. Esquema explicativo de la PCR2. En ella se incorporan los adaptadores A y B, las
secuencias de 4 pb Key y la secuencia MID que identifica a cada paciente. El adaptador A
pertenece a cebador forward, mientras que el B al cebador reverse. En color morado se encuentra

l Amplificacion por MID

454Cebador B (21pb)

la secuencia molde de 20-25 nucelotidos, para asi permitir la identificacion de las muestras tras la
puesta en comun de las PCRs y su secuenciacion.
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Tabla C3. PCR2 (Incorporacion de las

Tabla C4. Condiciones PCR2.

Temp. Tiempo ciclos
98°C 10*
95°C 45 <20
64°C 45 ciclos
68°C 2°
72°C 10*

MIDs).

PCR2

Reactivo V (uL)
Univ. Mater Mix 10
Amplification Reag. 10
Taq DNA polimerasa 0,125
MID 4
Producto PCR1 (1/1000) 1

Vol. Total 25

Nota: La rampa de temperatura en el
Termociclador se colocara a 1,25°C/s.

Posteriormente, verificaremos la correcta amplificacion de los fragmentos

mediante la técnica de electroforesis en un gel de agarosa al 2% con tampon TBE

1X segin el mismo procedimiento descrito en el apartado 4.2 de material y

métodos.

Juntar todos los plexes de mismo MID-paciente en un mismo tubo

Durante esta fase procederemos a afadir en un mismo tubo los productos de la

PCR multiplex PCR2 para un volumen final de 40 pl con los siguientes

volimenes de cada plex recomendadas por el fabricante (tabla C5):

Tabla C5. Volumenes de los plexes del mismo

MID.

Plex V (uL)
Plex 1 8

Plex 2 11
Plex 3 13
Plex 4 8

Plex 5 10
Vol. Total 40
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Purificacion de las librerias de amplicones de cada paciente

En esta fase proseguiremos segun los siguientes pasos (tabla C6):

Tabla C6. Purificacion de los amplicones.
Purificacién de los amplicones
1. Ponemos el termobloque a 37°C.

2. Preparamos la solucién en el momento, con 7 ml de etanol 100% + 3 ml

de H,O, dando vortex.

3. Preparamos para cada paciente un tubo con 22,5ul de agua + 22,5ul de
producto de PCR.

4. Resuspendemos las particulas de la botella Agencourt AMPure mediante

vortex.
5. Afadimos 72 ul de AMPure a cada tubo y vortex 5.
6. Incubamos 10 minutos a temperatura ambiente.

7. Ponemos los tubos en el separador magnético (MPC) durante 5 min para

separar las bolitas magnéticas.
8. Aspiramos la solucion clara y eliminamos el sobrenadante.

9. Dispensamos 200 pl de etanol 70% a cada tubo y realizar un vortex

durante 5°.
10. Ponemos los tubos en el MPC e incubamos 1 minuto.
11. Aspiramos el etanol y eliminamos.
12. Repetimos una vez mas estos tres ultimos pasos.
13. Ponemos los tubos abiertos en un termobloque a 37°C-5 min.

14. Fuera del MPC, anadimos 10 pl de agua cada tubo, vortex hasta la

resuspension total del pellet, y centrifugacion.

15. Colocamos los tubos en el MPC durante 2 min para separar las bolas

(beads) de la solucion.

16. Transferimos 8 pl de la solucion obtenida a un tubo nuevo.
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Cuantificacion de las moléculas/ul en cada paciente

Para la cuantificacion de la libreria de amplicones utilizaremos el kit Quant-it
Picogreen dsDNA Assay Kit. Realizaremos una curva patron a partir de diluciones
seriadas con el tampon TE del kit seglin la siguiente tabla (tabla C7):

Tabla C7. Diluciones seriadas con tampén TE para la
cuantificacion de la libreria de amplicones.

Diluciones seriadas con tampén TE

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8

TE ) 594 300 300 300 300 300 300 300

ADN
estdndar 6 300 300 300 300 300 300 -

(6_ul)

Tabla C8. Pasos a seguir en la purificacion de amplicones.
Purificacion de los amplicones

1. Transferimos 6 pl al tubo 1 y vortex 10 segundos. Iremos transfiriendo 300

ul del tubo 1 al 2 y vortex, y asi sucesivamente.

2. Preparamos las muestras y patrones que se mediran anadiendo 99 ul de TE y

1 pl de la MID purificada.
3. Preparamos el reactivo picoGreen, segun las recomendaciones del kit.

4. Afadimos 100 pl del PicoGreen 1:200 a cada uno de los tubos preparados de

estandar y muestras.
5. Realizamos vortex y dejamos incubar en oscuridad 10 min.
6. Realizamos las mediciones en el fluorimetro Quantiflor.

7. Si el ajuste de la recta de calibraciéon es bueno (r=0,9) realizaremos los

calculos de las moléculas/ pl segun la siguiente formula:

Conc. Muestra (ng/ ul) x 6,022-10%

Moléculas/ul =
6,56-10°x longitud del amplicén (pb)

8. Incluiremos en un nuevo tubo 10 ul de cada una de las muestras para realizar

el pool de 10° moléculas/pul mediante dilucién con TE.

9. Diluimos hasta un pool de 10" moléculas/ul con H>O.
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EmPCR
Tabla C9. Preparacion de los reactivos, aceite de emulsion, Mock-Mix y pre-emulsion
(EmPCR).
Preparacion de los reactivos y aceite de emulsién

1. Descongelaremos los reactivos del kit emPCR Reagents (Ref. 05996538001)

(figura C2).
Figura C2. Esquema de los
bufter reactivos del Kit emPCR Reagents.
Captwre
beads
A
Captwre

O¢

2. Ponemos el termobloque a 55°C.

3. Cuando los reactivos se hayan descongelado, realizaremos un vortex de 5 sg
y centrifugacion 10 segundos.

4. Vortex y calentamos el tubo de Additive a 55°C durante 5 min. Tras esto,
los disolvemos (si persiste un precipitado, centrifugaremos el tubo y
usaremos el sobrenadante).

Preparacion de la Mock Mix y la pre-emulsion
1. Se prepara la Mock mix afiadiendo 430ul de Mock Mix a 1,72 ml de agua y

vortex.

2. Voértex vigorosamente el tubo de la emulsion de aceite (kit emPCR oil and
breaking kit Ref 02996511001) durante 10’’ a maxima velocidad y
disposicion en el tubo de agitacion Turrax.

3. Se afiaden 2 ml de 1x Mock Mix al tubo Turrax conteniendo el aceite de la

emulsion. Figura C3.
Dispositivo UTDD.
4. Se centrifuga mediante el dispositivo UTDD
(Ultra Turrax Tube Drive) a

4000 rpm durante 5 minutos (figura C3).

5. Se prepara la muestra de DNA (107 moléculas/pl).
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Tabla C10. Preparacion de las Mix Live Amp y la libreria de ADN (emPCR).

Preparacion de las Mix Live Amp (A 'y B) y ajuste de las copias/bead

1. Se preparan las mixes A y B en los tubos eppendorf proporcionados (kit

emPCR oil and breaking kit) segin se indica:

Reactivo V (uL) Reactivo V (uL)
H,O (Biol. Molecular) 205 H,0O (Biol. Molecular) 205
Additive 206 Additive 206
Amp. mix 136 Amp. mix 136
Amp. Primer A 40 Amp. Primer B 40
Enzyme mix 35 Enzyme mix 35
Ppiase 1 Ppiase 1
Total 676 Total 676

2. Vortex de ambas mixes durante 5’ y centrifugacion.

3. Posteriormente deberemos calcular la cantidad de ADN que agregaremos al

tubo de emulsion para alcanzar 0,5 moléculas ADN/bead, segtn la formula:

Moléculas deseadas por bead x 5-10° beads

5 pL de libreria de ADN =
Moléculas/pL

Preparacion de la libreria de ADN
1. Se prepara el tampon de lavado a 1X, mezclando el Wash Buffer 0,5 ml con

4,5 ml de H,O.

2. Se afiade 1 ml del tampon de lavado preparado en el paso 1 a cada uno de

los tubos de Capture Beads y vortex.

3. En ambos tubos se realizara un centrifugacion-rotacion-centrifugacion
(centrifugacion 5000 rpm durante 30°’ y rotacion de 180°C para tener un

pellet recto).
4. Se eliminan los sobrenadantes cuidadosamente para no llevarse el pellet.
5. Se repiten los pasos anteriores una vez mas.

6. Se afiaden 5 pl de la libreria de amplicones al tubo de beads A, y el mismo

volumen al tubo de beads B.

7. Vortex durante 5.
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Tabla C11. Emulsion y amplificacion (emPCR).

Emulsion

1.

5.

6.

Se afiaden 600 pul de Live Amp Mix B al tubo de captured library B. Vortex,
y transferir el volumen total al tubo Turrax, echandolo siempre por el centro

del tubo.
Se coloca el UTTD a 2000 rpm durante 5 min.
Se pone el tubo stirring en el UTTD haciéndolo funcionar.

Se afiaden 600 pul de Live Amp Mix A al tubo de captured library A. Vortex,

y transferimos el volumen total al mismo tubo Turrax.
Se pone el tubo stirring en el UTTD haciéndolo funcionar.

Cuando finalice, se quita el tubo stirring del UTTD

Amplificacion

1.

Con una Combitip, se alicuotan 100ul de la emulsion en cada uno de los

pocillos de una placa de 96 marca eppendorf.
Se sella la placa con el adhesivo correspondiente.

Se pone la placa en el termociclador eppendorf (con calentamiento de la

placa) en el programa emPCR.

Recuperacion de las beads, lavado y enriguecimiento

Durante este proceso romperemos los microrreactores formados en emulsion con

los amplicones unidos a las beads en su interior. Posteriormente, procederemos a su

lavado y enriquecimiento. El enriquecimiento consistira en la adicion de Melt Solution

(para formar productos de PCR monocatenarios), Biotinylated Enrich Primer (que se

hibrida con los fragmentos de las beads) y Enrichment beads (particulas magnéticas

recubiertas con estreptavidina que se unen a la biotina de las beads). Aprovechando

estas propiedades magnéticas, seleccionaremos las beads con producto de ADN

mediante un iman y las recuperaremos a través de la recoleccion de las beads no

magnéticas.
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Pasos a seguir (tabla C12, C13 y C14):

Tabla C12. Recuperacion de las beads.

Recuperacién de las beads (rotura de la emulsion)
1. En la campana de gases el kit emPCR oil and breaking kit (Ref

05996511001) montaremos los materiales necesarios como describe la

figura C4 y atemperaremos el Enhancing Buffer.

3.Conexién
| del tubo
-
—> g a residuos
1.Conexion >
del tubo
de 50 ml |
alatapa )
\/

2.Conexion del tubo a la pipeta transpette

Figura C4. Montaje de la pipeta transpette para la recuperacion de las beads.

2. Encenderemos la bomba de vacio y se va aspirando cada uno de los pocillos
de la placa, levantando la pipeta multicanal cada 2 columnas de la placa,

comprobando que los pocillos estan vacios.

3. Cuando finalice la aspiracion de los pocillos se pondra la pipeta multicanal

hacia arriba para que se deposite todo el material en el tubo.
4. Se lavaran los pocillos 2 veces con 100 pl de isopropanol/pocillo.

5. Marcar el tubo Falcon y aspirar isopropanol con la pipeta multicanal, vortex,

enrasar a 35 ml y vortex.

6. Apagaremos la bomba de vacio y quitaremos el tubo y la tapa, que contiene

las beads con ADN amplificado.
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Tabla C13. Recuperacion de las beads.

Lavado de las beads
1. Vortex del tubo de 50 ml.

2. Equilibraremos el tubo de 50 ml con otro tubo (utilizando la balanza) y
centrifugaremos a 950g durante 7 min a 23°C. Prepararemos una duquesita

con isopropanol y otra con etanol.

3. Descartaremos el sobrenadante con la pipeta serologica, quitando el maximo

posible y afiadiremos 10 ml de enhancing buffer.
4. Vortex del tubo hasta 5 para que se resuspenda bien el pellet.

5. Afadiremos isopropanol hasta un volumen final de 40 ml y lo mezclaremos

invirtiendo.

6. Centrifugaremos la muestra a 950g durante 7 min y quitaremos el

sobrenadante.
7. Afadiremos isopropanol hasta un volumen final de 35 ml y vortex.

8. Centrifugaremos la muestra a 950g durante 7 min y quitaremos el

sobrenadante.
9. Anadiremos etanol hasta un volumen final de 35 ml y vortex.

10.Centrifugaremos la muestra a 950g durante 7 min y quitaremos el

sobrenadante.
11. Anadiremos el Enhancing Buffer hasta un volumen final de 35 ml y vortex.

12.Centrifugaremos la muestra a 950g durante 7 min y quitaremos
cuidadosamente el sobrenadante, dejando aproximadamente 2 ml de

Enhancing Buffer.
13.Pondremos el termobloque a 65°C.

14.Prepararemos la Melt Solution, mezclando 125 pl de NaOH (10N) y 9,875

ml de H,0 de Biologia Molecular y vortex.

15. Transferiremos la suspension de beads de ADN, resuspendiendo con pipeta
de 1000pul, a un tubo microfuga lowbinding de 1,7 ml proporcionado en el
kit (tomar 1 6 1,2 ml). Vortex.
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Lavado de las beads (continuacion)

16. Centrifugacion-rotacion-centrifugacion y descartaremos el sobrenadante.

17.Lavaremos el tubo de 50 ml con 1 ml de Enhancing Buffer, y afiadiremos al
tubo de 1,7 ml. Vortex.

18. Centrifugacion-rotacion-centrifugacion y descartaremos el sobrenadante.

19.Lavaremos el pellet de beads con 1 ml de Enhancing Buffer. Centrifugacion-

rotacion-centrifugacion. Descartaremos el sobrenadante.

20. Centrifugacion-rotacion-centrifugacion y descartaremos nuevamente el

sobrenadante.

Tabla C14. Enriquecimiento de las beads.

Enriguecimiento de las beads de la libreria de ADN
1. Afadiremos 1 ml de Melt Solution al tubo de 1,7 ml con las beads, y vortex.

Incubaremos 2“ a temperatura ambiente. Centrifugacion-rotacion-
centrifugacion. Y guardaremos el sobrenadante para comprobar si hay ADN

(de esta forma, nos aseguramos que la emPCR fue bien).
2. Mientras, descongelamos el Enrich Primer Ay B, vortex y centrifugacion.

3. Anadiremos 1 ml de Annealing Buffer al tubo de 1,7 ml con las beads, y
vortex.  Centrifugacion-rotacion-centrifugacion y  descartaremos el

sobrenadante. Repetiremos este paso dos veces.

4. El contacto con NaOH no debe exceder de 10 min, para evitar degradacion

de ADN.

5. Anadiremos 45 ul de Annealing Buffer, 15 pl de Enrich Primer A y 15ul de

Enrich Primer B al tubo de 1.7ml y vortex.

6. Pondremos el tubo en el termobloque a 65°C durante 5° (para que se
produzca el annealing con los cebadores marcados con biotina). Mientras,

lavaremos las enrichment beads.

7. Pondremos el tubo de 1,7 ml rdpidamente en hielo, dejandolo durante 2 min.
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Enriquecimiento de las beads de la libreria de ADN (continuacidn)

8. Afadiremos 1 ml de Enhancing Buffer al tubo y vortex. Centrifugacion-
rotacion-centrifugacion y se descarta el sobrenadante. Repetiremos este pasc

dos veces mas.
9. Anadiremos 1 ml de Enhancing Buffer al tubo y vortex.

10.Realizaremos un vortex del tubo con las Enrichment Beads cor
estreptavidina durante 1°hasta la completa resuspension (lo transferiremos &
tubo low binding). Centrifugacion y pondremos ¢l tubo en el MPC y

esperaremos 3 hasta ver el pellet vertical de las beads.
11.Descartaremos el sobranadante.
12. Anadiremos 500 pl de Enhancing Buffer y vortex.
13. Volveremos a poner el tubo en el MPC y descartaremos el sobranadante.
14.Estos dos ultimos pasos los repetiremos una vez mas.

15.Tras descartar el sobranadante, afiadiremos 80 pl de Enhancing Buffer y

vortex.

16. Anadiremos 80 pl de las Enrichment Beads lavadas al tubo de 1,7 ml y

vortex hasta mezclarlos completamente.

17.Pondremos el eppendorf en el aparato de balanceo, durante 5 minutos &

temperatura ambiente.

18.Pondremos el tubo en el MPC (dandole la vuelta en cuanto se forme el pellet

vertical) y esperaremos 3-5 minutos.

19.Invertiremos el MPC 5-6 veces y esperaremos 2 min para ver el pellet

Descartaremos cuidadosamente el sobrenadante.

20.Lavaremos las beads con Enhancing Buffer hasta que no se vean bead:s

blancas en el sobrenadante.
21. Afiadiremos 1 ml de Enhancing Buffer al tubo.

22.Quitaremos el tubo del MPC y vortex.
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Enriquecimiento de las beads de la libreria de ADN (continuacion)
23.Pondremos el tubo en el MPC para que se forme el pellet (I min), lo

invertiremos y descartaremos el sobrenadante. Repetiremos estos pasos

anteriores hasta que las beads blancas no se aspiren.

24.Quitaremos del MPC el tubo con las beads enriquecidas y resuspenderemos

el pellet con 500 pul de Melt Solution.

25.Vortex durante 5°°y pondremos el tubo en el MPC hasta conseguir el pellet

(el sobrenadante se ve blanco).

26.Transferiremos el sobrenadante (conteniendo las beads enriquecidas) a un

nuevo tubo de 1,7 ml.

27.Se afiade, una vez mas, 500 ul de Melt Solution al tubo con las beads

enriquecidas.
28.Vortex durante 5°“y pondremos el tubo en el MPC hasta conseguir el pellet.

29. Transferiremos el sobrenadante (el cual contiene las beads enriquecidas) al

mismo tubo de 1,7 ml y descartaremos el enrichment tube.

30. Centrifugacion-rotacion-centrifugacion en el tubo de 1,7 ml, descartando el

sobrenadante.
31.Anadiremos 1 ml de Annealing Buffer y vortex durante 5.

32.Centrifugacion-rotacion-centrifugacion en el tubo de 1,7 ml, descartando el

sobrenadante. Repetiremos estos dos ultimos pasos cuatro veces mas.

33.Anadiremos 100 ul de Annealing Buffer y vortex para resuspender las
beads.

34. Anadiremos 15 pde Seq Primer Ay 15 ul de Seq Primer B, y vortex.

35.Pondremos el tubo de 1,7 ml en un termobloque a 65°C durante 5 min vy,

rapidamente, lo pondremos en hielo 2

36. Anadiremos 1ml de Annealing Buffer y vortex durante 5 sg. Centrifugacion-
rotacion-centrifugacion, y descartaremos el sobrenadante. Repetiremos este

paso 3 veces mas.
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Enriquecimiento de las beads de la libreria de ADN (continuacion)
37.Anadiremos 1 ml de Annealing Buffer. Centrifugacion-rotacion-

centrifugacion.

38. Evaluaremos la cantidad de beads enriquecidas usando el GS Junior Bead

Counter (se recomienda trabajar con 500.000 beads enriquecidas).

Secuenciacion

Cargado de placa

Para ello, deberemos ensamblar el dispositivo Bead Deposition Device con la placa
PicoTiterPlate device, la cual contiene las beads. La camara se llena con las beads de
ADN (las beads de las muestras junto con otras beads control incluidas en el kit, las
cuales sirven como un control interno para la reaccion de secuenciacion), beads de las
enzimas (sulfurilasa y luciferasa), las beads PPlasa (para reducir asi la interferencia
durante cada flujo de nucleétidos, asi como el ruido de fondo residual) y las packing
beads (que estabilizan y mantienen todos los componentes inmovilizados dentro de los
pocillos del dispositivo PTP). Todas estas beads se separaran en cuatro capas de

centrifugacion.

Procesos y pasos a seguir (tabla C15, C16):

Tabla C15. Preparacion del Bead Buffer 2.
Preparacion del Bead Buffer 2 (BB2)
1. Anadiremos 6,6 ml de suplemento de CB a la botella del Buffer CB.

Mezclaremos bien el contenido.

2. Transferiremos 40 ml del Buffer CB en un tubo cénico de 50 ml limpio y

lo colocaremos en hielo.

3. Centrifugaremos el tubo Apyrase en una microcentrifuga durante 5
segundos a 9300g. Afadiremos 6,5 pl de apirasa al tubo de 50 ml.

Mezclaremos el contenido.

300



Anexos

Tabla C16. Montaje de la Bead Deposition Device.

Ensamblaje de la Bead Deposition Device (BDD)

Se seguira el proceso de montaje como indica la figura C5:

A B

Figura C5. Pasos en el montaje de la Bead Deposition Device.

Posteriormente, se pipetea lentamente 350 ul de BB2 en el dispositivo BDD a
través del puerto de carga se centrifuga el dispositivo en una centrifuga durante 5

minutos a 1620 g (figura C6).

Figura C6. Puerto de carga del
dispositivo BDD.
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Tabla C17. Preparacion de las beads de ADN, packing beads, beads de PPiasa y
enzimaticas.

Preparacion de las beads de ADN
1. Se obtiene una alicuota de beads de ADN enriquecido en una cantidad

adecuada para una secuenciacion.

2. Se centrifugan las beads de control XLTF en una microcentrifuga durante
5 segundos a 9300 g para recoger las beads. Pipetearemos hacia arriba y

hacia abajo 5 veces para resuspender las microesferas.

3. Anadiremos 6 ul de beads de control XLTF a las beads de ADN

enriquecidos.

4. Si el volumen de beads de ADN de la muestra es mayor que 100 pl,
centrifugaremos las beads de ADN en una microcentrifuga durante 10
segundos a 9300 g para sedimentar las beads. Eliminaremos suficiente

sobrenadante para dejar 100 pl en el tubo.

5. Anadiremos 500 pul de BB2 a las beads de ADN, voértex suavemente e
incubaremos durante 20 minutos a temperatura ambiente en un agitador.

Preparacion de las packing beads
1. Afadiremos 1 ml de BB2 al tubo de packing beads y vortex a alta velocidad.

2. Lavaremos las packing beads tres veces con 1 ml de BB2 y centrifugaremos
a 9300 g durante 5 minutos para cada lavado. Lavaremos a fondo las beads,
por agitacion para romper los agregados, hasta que se consiga una

suspension uniforme. Después, se ha de eliminar el sobrenadante.

3. Después del tercer lavado, afiadiremos 200 ul de BB2, volveremos a
suspender las beads por agitacion a alta velocidad, y mantendremos el tubo
en hielo.

Preparacion de las beads de la PPlasa y de las enzimas

Estos dos tipos de beads se pueden lavar en paralelo:

1. Anadiremos 1 ml de BB2 a cada tubo y mezclar mediante agitacion a velocidad
media. Se precipitan los beads de enzima y los beads PPIasa usando un
concentrador de particulas magnéticas (MPC), esperaremos 30 segundos para las
para que sedimenten las beads. Invertiremos el MPC varias veces y esperaremos
30"*“de nuevo. Retiraremos el sobrenadante y se extraeran los tubos de la MPC.

2. Lavaremos ambos tipos de beads tres veces con 1 ml de BB2. Vortex y

recogeremos las beads usando el MPC, como anteriormente.
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Preparacion de las beads de la PPlasa y de las enzimas (continuacién)

3. Después del tercer lavado, afiadiremos 400 pl de BB2 a las beads de enzima
y 410 pul de BB2 a las beads PPlasa, y vortex a velocidad media para

resuspender las beads. Mantendremos los tubos en hielo.

4. Prepararemos dos nuevos tubos de beads de enzima pre-capa (prelayer) y

post-capa (postlayer) seglin la siguiente tabla:

Reactivos BB2 Bea_ds ok Total
enzimas

Enzima prelayer 300 pl 100 pl 410 wl

Enzima postlayer 180 pl 230 pl 410 wl

Preparacion de las beads de ADN y las packing beads

1. Centrifugaremos los beads de ADN en una microcentrifuga durante 10

segundos a 9300 g para sedimentar las beads.

2. Eliminaremos suficiente BB2 para dejar 50 ul en el tubo (se debe
calcular el volumen de sobrenadante a eliminar a partir del volumen
conocido de beads de ADN enriquecidos, mas 6 ul de beads control

XLTF, ademas de 500 ul de BB2).

3. Centrifugaremos los tubos de la polymerase y la polymerase cofactor en

una microcentrifuga durante 5 segundos a 9300 g.

4. Afnadiremos los siguientes reactivos a las beads de ADN: 40 ul de la

polymerase, 20 ul polymerase cofactor y 65 ul de BB2.

5. Vortex la mix a baja velocidad durante 5 segundos e incubaremos a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente, vortex del

tubo de packing beads a alta velocidad.

6. Anadiremos 175 ul de packing beads a la mix de ADN, vortex a baja

velocidad e incubaremos a temperatura ambiente durante 5 minutos.
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Las beads se depositan sobre el dispositivo PTP mediante la inyeccion de la
suspension de microesferas a través del puerto de carga del BDD, y luego mediante el
uso de sedimentacion centrifuga, las beads se depositan en la parte inferior de los

pocillos PicoTiterPlate (PTP). Este proceso se repite para cada uno de cuatro capas:
a) Capa de beads 1: beads enzimaticas prelayer.
b) Capa de beads 2: beads de ADN y packing beads.
c) Capa de beads 3: Beads enzimaticas postlayer.
d) Capa de beads 4: Beads PPiasa.
Tabla C18. Deposito de las capas de cada tipo de bead.

Depésito de la capa bead 1
1. Vortex el tubo de las beads enzimaticas prelayer (capa 1) a baja

velocidad durante 5 segundos para obtener una suspension homogénea.

2. Cargaremos rapidamente 350 upl de la suspension de beads en el

dispositivo PTP, a través del orificio de puerto en la parte superior de

BDD.
3. Centrifugaremos el BDD durante 5 minutos a 1620 g.

Preparacion del buffer CB
1. Agitaremos el tubo DTT a alta velocidad durante 5 segundos. Afadiremos

1 ml de la DTT a la botella de Buffer CB. Invertiremos el tubo de

sustrato TW 10 veces para mezclar.

2. Con una pipeta serologica, transferiremos 44 ml de sustrato TW en la

botella de CB. Invertiremos la botella 10 veces para mezclar bien.

Deposito de la capa bead 2

1. Retiraremos la BDD de la centrifuga.

2. Con una pipeta, eliminaremos suavemente tanto sobrenadante como sea

posible a través del orificio de la parte superior de la BDD.

3. Retiraremos el tubo de las beads de ADN y de los packing beads.

Mezclaremos la suspension.

4. Centrifugar el tubo en una microcentrifuga durante 5 segundos a 9300 g.
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Deposito de la capa bead 2 (continuacion)

5. Resuspenderemos.
6. Cargaremos 350 pl de esta suspension en el dispositivo PTP.
7. Centrifugaremos el BDD durante 10 minutos a 1620 g.

Deposito de la capa bead 3

1. Retiraremos la BDD de la centrifuga.

2. Con una pipeta, extraeremos suavemente todo el sobrenadante de capa de

beads 2 a través del puerto de la parte superior de la BDD.

3. Vortex con de los beads enzimaticos postlayer durante 5 segundos a

velocidad media para obtener una suspension uniforme.

4. Cargaremos rapidamente 350 ul de la suspension de beads en el

dispositivo PTP, a través del puerto de carga en la parte superior de

BDD.
5. Centrifugaremos el BDD durante 10 minutos a 1620 g.

Deposito de la capa bead 4

1. Retiraremos nuevamente la BDD de la centrifuga.

2. Con una pipeta, extraeremos con cuidado y desecharemos todo el
sobrenadante de lo centrifugado de la capa bead 3, a través del puerto en

la parte superior de BDD.

3. Agitaremos el tubo beads de PPlasa durante 5 segundos a velocidad

media hasta obtener una suspension uniforme.

4. Cargaremos rapidamente 350 pl de la suspension de beads en el

dispositivo PTP, a través del puerto de la parte superior de BDD.

5. Centrifugaremos el dispositivo PTP cargado en la BDD durante 5
minutos a 1620 g.

En la figura C7 se muestra un esquema de todo este proceso metodologico.
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30 min

Figura C7. Esquema metodologico del

5 min depdsito de capas segun el tipo de bead.

(centrifugacion)

10 min
(centrifugacion)

Beads de ADN

10 min y
(centrifugacion) Packing Beads

5 min Beads enzimaticas prelayer

(centrifugacion)

Mantenimiento Gs Junior (wash y cebado)

El equipo de Gs Junior ha de tener una serie de procesos de lavado y cebado para

poder proceder a la secuenciacion. Pasos a seguir (tabla C18 y figura C8):

Tabla C19. Wash y cebado del Gs Junior (Roche Diagnostics).
Wash y cebado

1. Levantaremos la tapa del instrumento y el colector Sipper.

2. Retiraremos y desecharemos la cinta pre-wash y botella pre-wash.
3. Vaciaremos la botella de residuos de la derecha.

4. Mezclaremos el cassette de reactivos.

5. Retiraremos con cuidado todas las tapas de los tubos, asegurandose de
que las tapas no contacten con los tubos para reducir el riesgo de

contaminacion.
6. Montaremos el cassette de reactivos en el instrumento.
7. Colocaremos la botella de Buffer CB a la izquierda.

8. Bajaremos lentamente el colector de sipper, comprobando que se

sumerge en los tubos de reactivos y botella CB Buffer.
9. Cerraremos la tapa del instrumento.

10.Haremos clic en Continue para comenzar a cebar el instrumento. Durara

aproximadamente 5 minutos.

11.Una vez que se ha completado, introduciremos ID y cddigos de barras.
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Figura C8. Procesos de lavado y cebado del Gs Junior a seguir antes de la secuenciacion.

Introduccién de la placa en el equipo

Una vez que el cebado del equipo se haya completado, introduciremos la placa PTP

segln indica la figura C9.

Proceso de secuenciacidn (sequencing run)

Tras colocarlo en el equipo procederemos a la secuenciacion mediante el programa
informatico Gs Junior Sequencer. Identificaremos el proceso y eligiremos las
condiciones de secuenciacion de 200 ciclos (aproximadamente 500 bases). Se puede
controlar el proceso del sequencing run visualizando el estado del instrumento y las
imagenes de los datos a medida que son capturados por la cdmara. El curso de la

pirosecuenciacion tardara alrededor de 9 horas.

Evaluacion de los datos

Para ello, emplearemos el soporte informatico GS Run Browser. Este programa nos
permite ver de forma interactiva los resultados de la secuenciacion, para evaluar la
calidad general de una carrera o para solucionar problemas cuando los resultados no son

Optimos.
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Levantaremos la tapa del instrumento y abriremos la puerta de la camara pulsando en los dos
cierres laterales y tirando de la puerta en un movimiento hacia abajo.

Retiraremos el dispositivo PTP de la Levantaremos el dispositivo PTP
secuenciacion anterior del cartucho usado.

presionando primero el pestillo del

resorte del PTP para levantar el

bastidor del cartucho.

Abriremos el sello de cartucho. Limpiaremos con etanol al 50% de la
superficie del cartucho para eliminar
cualquier residuo de bead y/o reactivo.

Insertaremos el sello de cartucho lavado en su ranura.

Figura C9. Procesos de lavado y cebado del Gs Junior aseguir antes de la secuenciacion.
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Evalta los siguientes parametros:

a) Vision del conjunto (overview): Dispone de informacion acerca del nimero de
pocillos leidos (ha de ser <250.000) y el nimero de pocillos controles y pocillos
con la muestra a analizar que se han registrado correctamente (es decir, que se

han registrado las secuencias key), han de ser el 98% del total.

b) Lecturas (reads): proporciona estadisticas sobre la duracién de lectura y la
calidad observada durante la pirosecuenciacion, ya sea para libreria de ADN de
la muestra o el ADN de control. Se muestra un grafico de la longitud de lectura
o datos de calidad, ya sea para una region seleccionada del PTP o en todo el
dispositivo PTP. Nos interesa el nimero de pocillos que han pasado los filtros
correctamente (pass filter wells), que han de ser >70.000; y el nimero de

fragmentos cortos (short fragments).

¢) Filtros (filters): proporciona estadisticas sobre los filtros de calidad de lectura de
y se utilizan para procesar los datos de la secuenciacion (figura C10). Nos da

informacién de:

- %Dot: porcentaje de pocillos en los cuales no ha habido incorporacion de

nucleodtidos

- %Mix: porcentaje de pocillos con demasiadas incorporaciones de

nucléotidos.
La suma de estos dos parametros ha de ser <10%.

- %Short: Contabiliza el nimero de lecturas que no han pasado la prueba de

longitud debido a una disminucion de su calidad. Se permite hasta un 50%.

- %Passed filter: Porcentaje del numero de pocillos que han pasado los cinco
filtros. Esto es, los pocillos que contienen ADN de alta calidad. Ha de ser

>40%.

d) Control de ADN: muestra resultados de precision para las beads de ADN de
control que se enriquecieron en la reaccion de secuenciacion. Refleja el
porcentaje de lecturas de ADN control que coincide con su secuencia de

referencia a un 95%, 98% y 100% de precision, en cada region del dispositivo
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PicoTiterPlate. Elegiremomos un 98% de precision (%Match (200bp) 98%),

este pardmetro debe de ser >70%.

e) Pocillos (Wells): muestra informacion sobre los pocillos identificados durante el
procesamiento de datos. Muestra informacién sobre una region o el total del
PTP. En color verde se sefialan los pocillos que han pasado los filtros (passed
filter, control DNA). Nos proporciona imagenes que nos permiten detectar la
presencia o no de burbujas y las dimensiones de éstas, otro parametro a evaluar

en la calidad del proceso (figura C11).

A.
Ovendew Wells ‘Signals Reads Contral DHA Filiers
et -
CATG (Control-Type B
ATGCC (Comrol-Type 1) 5
Open
: Region o
TCAG iUibrany) wagmnl o
KevPa wals 266808 306858
ralled Dot 25457 25487
i:mri“u'.‘.ii 221;‘253 SE:?:E
Passed Fier Wells 120746 120,746
B.
TCAG (Librany) Region
1 Total
Raw Wells 279,814 279,814
Key Pass Wells 266,868 266,868
Failed Dot 25,467 25,467
Mixed 20,142 20,142
Short Quality 99,540 99,540
Short Primer 4 4
Passed Filter Wells 120,746 120,746
% Dot + Mixed 17.09 17.09
% Short 37.30 37.30
% Passed Filter 45.25 45.25

Figura C10. Seccion de filters en el programa GS Run Browser. En A se observa una
visualizacion general de la informacion que nos ofrece esta seccion. En B se encuentra la
imagen ampliada con un ejemplo de la informacion de los distintos parametros.
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Overview Wells Signals Reads Control DNA Filters
Well Categories N
Status A%
O £3
® [V No Key
® v Passed Filter (Library) *
® [v/Failed (Libran)
J [vI Passed Filter (Control DNA)
J VI Failed (Control DNA)

@ e
Average Density 1 Toal
RawWell X 79.49 79.49 i
@ Keypass% 7691 7691 ®
3

Figura C11. Seccion de wells en el programa GS Run Browser. Se observa una visualizacion general

de la informacioén donde podemos distinguir la presencia de varias burbujas.

Interpretacion de los resultados

Los resultados de la secuenciacion de las librerias de ADN estan disefiados
principalmente para identificar y cuantificar tanto las variantes conocidas de ADN (por
ejemplo, alelos raros) como las no descritas, segun la cobertura de secuenciacion de una
o varias regiones de interés. En la interpretacion de estos resultados emplearemos el

soporte informatico GS Amplicon Variant Analyzer (AVA).

El programa AVA alinea las lecturas e identifica las diferencias entre la lectura y
la secuencia de referencia. Las variaciones se muestran tanto graficamente en un
histograma donde se indica las posiciones de la variante, y en forma de texto con un
alineamiento multiple con coédigos de color destacando las regiones y las bases de

diferencia a partir de la secuencia de referencia.

Ademas, el programa nos indica la frecuencia de las variantes definidas y las
identifica en una tabla resumen (figura C12), lo que permite la deteccion y

cuantificacion de las variantes conocidas y nuevas en las muestras secuenciadas.
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Por otra parte, varias herramientas nos permiten examinar las alineaciones de
lectura en detalle para evaluar si las variantes identificadas son correctas (figuras C13 y
C14). De esta manera, podemos aceptar o no estas variantes en el sistema, y decidir qué

variantes incluiremos en el informe.

A partir de un archivo que contiene un Script podremos crear y analizar un
proyecto AVA de un modo automatizado. Posteriormente, utilizaremos un segundo
script para extraer con facilidad el niimero de lecturas de nuestro proyecto AVA de
todos los amplicones y de todas las muestras. A continuacion, utilizaremos dos filtros en

la tabla resumen que se nos genere:
- Numero de lecturas: > 40.

- % de variantes en la misma posicion: > 20%.

MID10 MID11 MID12 MID13 MID14 MID15 MID1E
ERCAL 1254:T/C 100.00 0.00 48.37 100.00 0.00 42.21 50.75 50.24
ERCAL 23570:C/T 54.78 42.65 54.78 0.00 0.00 54.47 0.00 0.00
ERCAL 28146:T/- |+ 32.08 0.00 1.42 0.00 0.00 0.00 +32.08 0.00
BRCAL 31020:4/C 46.99 0.00 45.99 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BRCAL 32035:C/T | 100.00 0.00 58.00 100.00 0.00 45.19 47.06 50.00
ERCAL 32264.T7/C | 100.00 0.00 49.49 100.00 0.00 42.24 49.02 50.20
BRCAL 32565:C/T | 100.00 0.00 49.81 100.00 ~ 4757 56.41 45.85 46.59
BRCAL 33066:A/C | 100.00 0.00 49.85 100.00 0.00 49.85 42.94 52.18
ERCAL 3350LA/C | 100.00 0.00 43.86 100.00 0.00 52.41 54.02 44.40
BRCAL 34311:A/C | 100.00 0.00 47.26 100.00 46.79 52.94 48.09 50.78
BERCAL 43031.7/C | 100.00 0.00 5435 100.00 0.00 56.67 46.35 47.62
BRCAL 48860:C/T 42.58 0.00 42.58 0.00 0.00 0.00 Q.00 0.00
ERCAL 50900:C/C | 100.00 0.00 47.86 100.00 0.00 55.10 48.03 50.35
BRCAL 54407:A/C | 100.00 0.00 4832 100.00 0.00 50.65 5316 45.42
[BRCAL S7E97AIC | 100.00 0.00 43.27 100.00 0.00 45.60 45.16 5061
|BRCAL 57721A/G 9932 0.00 43.27 99.32 0.00 45.60 46.77 5061
BRCAL 616760 A | 100.00 0.00 53.29 100.00 0.00 57.69 61.29 44.39
BRCAL 621334/ 50.00 0.00 0.00 0.00 50.00 0.00 0.00 0.00
ERCAZ 956:G/A 54.69 40.52 53.19 0.00 0.00 0.00 49.36 54.62
BRCAZ 9772:A/C 50.00 0.00 50.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BRCAZ2 10533:7/C 42.25 0.00 42.25 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BRCA2 11317:T/A | 100.00 45.91 100.00 0.00 0.00 0.00 47.50 51.62
BRCAZ 14069:C/T S58.78 0.00 0.00 55.05 0.00 S58.78 0.00 0.00
BRCA2 16864:A/C 42.24 0.00 42.24 0.00 0.00 0.00 ~0.00 0.00
|BRCAZ 17113:A/C | 100.00 4953 0.00 49.30 100.00 43.16 0.00 0.00
|BRCAZ 17364.A/C 44.21 0.00 44.21 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BRCAZ 21105:T/C 51.320 0.00 51.30 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BERCA2 21847:A/C 46.98 0.00 46.98 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BRCA2 22272:A/G 432.60 45.61 42.60 0.00 0.00 0.00 46.51 49.56
BRCAZ 22683.T/C 50.49 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 49.29 50.49
BRCA2 23055:G/A 50.55 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 50.55 0.00
|BRCAZ 23439:A/C | 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 99.72
|BRCAZ 25389:G/C | 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
BRCA2 25797-25...| 49.43 49.43 48.42 0.00 0.00 0.00 48.00 45.45
BRCA2 396164/ 5471 49.87 5471 0.00 0.00 0.00 48.67 47.71
ERCAZ 39862.C/T 44.64 0.00 44.64 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BRCAZ 47030:7/C | 100.00 4157 100.00 50.77 48.21 59.62 - 4056 5331
BRCAZ2 63772:T/C | 100.00 3439 100.00 56.00 47.97 42.60 40.32 4956
BRCA2 79194:T/C 41.57 41.57 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BRCAZ 83009.5.-/A 38.20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 38.20 0.00
BRCA2 83010:A/T 44.44 44.44 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
|BRCAZ2 83396:A/C 49.48 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 46.06 49.48

Figura C12. Ejemplo del esquema resumen de las variantes que nos clasifica el programa GS
Amplicon Variant Analyzer.
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Figura C13. Ejemplo de un alineamiento de lectura con el programa Amplicon Variant Analyzer
de una variante en heterocigosis.
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Figura C14. Ejemplo de un alineamiento de lectura con el programa Amplicon Variant Analyzer
de una variante en homocigosis.
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ANEXO D

SALSA MLPA P087-C1 BRCA1 probemix

Length Chromosomal position
(nt) Sl reference BRCA1 " BRCA2
64-70-76-82 | Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
88-92-96 | D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 X-fragment: Specific for the X chromosome
105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome
130 * Reference probe 00797-L21056 5g31
136 BRCA?2 probe 02283-L01774 Exon 1
148 BRCA1 probe 02807-L01268 Exon 1a
154 * Reference probe 17136-.20328 1p22
160 ¥ BRCA1 probe 02808-1.25904 Upstream
167 BRCA1 probe 02810-L02239 Exon 2
175 BRCA1 probe 02811-102240 Exon 3
185 BRCA1 probe 03398-102254 Exon 18
193 Reference probe 03217-L02642 10925
200 BRCA1 probe 11457-L12189 Exon 22
208 BRCA1 probe 02813-1L02242 Exon 6
219 BRCA1 probe 02814-1.02243 Exon 7
226 BRCA1 probe 02815-1L02244 Exon 8
234 BRCA1 probe 02816-L02245 Exon 9
243 * Reference probe 19134-L25333 21g22
250 ¥ BRCA1 probe 03411-L25905 Exon 13
256 BRCA2 probe 02279-L01770 Exon 11
263 BRCA1 probe 11802-L12190 Exon 14
269 * Reference probe 15957-L18109 6q15
276 BRCA1 probe 02818-1.02247 Exon 11
287 BRCA1 probe 02819-1.02248 Exon 12
295 BRCA1 probe 03890-L03337 Exon 13
310 BRCA2 probe 09809-L10644 Exon 5
319 Reference probe 00495-L03128 12p12
329 BRCA1 probe 02821-1.02250 Exon 15
337 BRCA1 probe 02822-1L02251 Exon 16
346 BRCA1 probe 03395-L12877 Exon 5
355 BRCA1 probe 03822-1L03285 Exon 10
364 BRCA1 probe 02826-L02255 Exon 19
372 % Reference probe 08893-L23475 1424
380 Reference probe 00655-L03268 4q27
390 BRCA1 probe 02827-L02256 Exon 20
397 BRCA1 probe 02828-1.02257 Exon 21
408 BRCA1 probe 03397-L13116 Exon 17
416 BRCA1 probe 02830-L02259 Exon 23
425 BRCA1 probe 04578-L04795 Exon 24
436 BRCA1 probe 02100-L02537 Exon la
445 * Reference probe 06058-L05513 4p16
454 Reference probe 02355-L01415 9q34
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Anexos

BRCA1 probes arranged according to chromosomal location

SALSA MLPA

Ligation site

Partial sequence (24 nt

Length BRCA1 Distance to
(nt) probe Exon NM_007294.3 adjacent to ligation site) next probe
start codon 233-235 (ex 2)
160¥ | 02808-125004 | U 703 nt before :
pstream ex 13, rev TCTGCGCACTCG-TAGTTCCACCCC 0.7 kb
148 02807-L01268 Exon la 67 nt before ex 1a | TCATCCGGGGGC-AGACTGGGTGGC 0.1 kb
436 02100-L02537 Exon 1a 67-68 CGTGGCAACGGA-AAAGCGCGGGAA 1.4 kb
167 02810-L02239 Exon 2 299-298, rev GATGGGACACTC-TAAGATTTTCTG 8.3 kb
175 02811-L02240 Exon 3 361-360, rev ACTTACTTGCAA-AATATGTGGTCA 9.3 kb
346 03395-L12877 Exon 5 3 nt after ex 5, rev | ACCAAATTATAT-ACCTTTTGGTTA 1.6 kb
208 02813-102242 Exon 6 516-517 TGCTTTTCAGCT-TGACACAGGTTT 0.7 kb
219 02814-L02243 Exon 7 611-610, rev GTAGCCCATACT-TTGGATGATAGA 4.3 kb
226 02815-1L02244 Exon 8 9 nt before ex 8 | GTTCTTTACCAT-ACTGTTTAGCAG 2.6 kb
234 | 02816-102245 | Exon9 lgx”;ar'zsr CAAAGGTTCTCT-TTGACTCACCTG 1.4 kb
355 03822-L03285 Exon 10 884-883, rev TGCAGAATCCAA-ACTGATTTCATC 2.4 kb
276 02818-102247 Exon 11 2238-2239 CCTACAACTCAT-GGAAGGTAAAGA 2.5 kb
287 02819-102248 Exon 12 4400-4399, rev | GGTTAAAATGTC-ACTCTGAGAGGA 8.4 kb
250 ¥ 03411-L25905 Exon 13 4473-4474 AATGGCTGAACT-AGAAGCTGTGTT 0.1 kb
295 03890-L03337 Exon 13 4542-4543 AAGTGACTCTTC-TGCCCTTGAGGA 5.9 kb
263 11802-L12190 Exon 14 4654-4655 GGCCTTTCTGCT-GACAAGTTTGAG 2.2 kb
329 02821-L02250 Exon 15 4852-4853 CAACAGCTGGAA-GAGTCTGGGCCA 3.2 kb
337 02822-L02251 Exon 16 4996-4997 CCAGAGTCAGCT-CGTGTTGGCAAC 3.5 kb
408 03397-L13116 | Exon 17 fx"fffif, TGTAAAGGTTCT-TGGTATACCTGT 3.7 kb
185 03398-L02254 Exon 18 5371-5372 GGAAAATGGGTA-GTTAGCTATTTC 0.5 kb
364 02826-L02255 Exon 19 | 44 nt before ex 19 [ TGAAAAGAGCAC-GTTCTTCTGCTG 6.3 kb
390 02827-L02256 Exon 20 27 nt before ex 20 | TTTCTCTTATCC-TGATGGGTTGTG 6.1 kb
397 02828-102257 Exon 21 49 nt after ex 21 | CCTTTGTCTTAC-ATAGTGGAGTAT 1.8 kb
200 11457-112189 Exon 22 5575-5574, rev | TGTACCATCCAT-TCCAGTTGATCT 1.6 kb
416 02830-L02259 Exon 23 21 ntafter ex 23 | CTGCATGTACCT-GTGCTATATGGG 1.8 kb
425 04578-L04795 Exon 24 5722-5723 ATGTGTGAGGCA-CCTGTGGTGACC
stop codon | 5822-5824 (ex 24)
BRCA2 probes arranged according to chromosomal location
Length | SALSA MLPA BRCA2 Ligation site Partial sequence (24 nt Distance to
(nt) probe Exon NM_000059.3 adjacent to ligation site) next probe
start codon 228-230 (ex 2)
136 02283-L01774 Exon 1 At mRNA start | CAGCGCGGGCTT- GTGGCGCGAGCT 10.6 kb
310 09809-L10644 Exon 5 688-689 TGTAACACCACA- AAGAGATAAGTC 10.2 kb
256 02279-L01770 Exon 11 2192-2193 TCTGAAGAACCA- ACTTTGTCCTTA
stop codon mﬁi 'égj'%
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Anexos

SALSA MLPA P045-B3 BRCA2/CHEK2 probemix

Length

Chromosomal position

(nt) SALSA MLPA probe reference CHEK2 BRCA2
64-70-76-82 | Q-fragments: DNA guantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
88-92-96 | D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 X-fragment: Specific for the X chromosome
105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome
130 Reference probe 00797-L00463 5a31
137 BRCA?2 probe 02283-L12281 Exon 1
148 BRCA?2 probe 02285-L01776 Exon 1
154 BRCA2 probe 09297-L08066 Exon 14
160 FRY probe 02143-109586 20 kb before BRCA2
166 BRCA2 probe 02486-L01985 Exon 2
172 [ + BRCA2 probe 08898-L09587 Exon 3
178 BRCA2 probe 01599-L10642 Exon 3
184 Reference probe 01217-1L00694 4935
191 BRCA2 probe 09812-1L10643 Exon 23
197 BRCA?2 probe 01600-L04671 Exon 4
202 BRCA2 probe 08265-L08128 Exon 7
211 Reference probe 02333-L01826 12923
220 BRCA2 probe 01602-L01184 Exon 8
229 BRCA2 probe 01603-L01185 Exon 9
238 Reference probe 00517-L00097 2q13
247 BRCA2 probe 01604-L01186 Exon 10
256 [ BRCA2 probe 02279-L01770 Exon 11 start
265 HSCB (HSC20) probe 06800-L02040 Promoter region
274 BRCA?2 probe 01606-L01188 Exon 11 end
283 BRCA2 probe 01607-L01189 Exon 12
292 Reference probe 03018-L02458 12q13
301 BRCA2 probe 02280-L01771 Exon 13
309 [ BRCA2 probe 09809-L10257 Exon 5
319 [ BRCA2 probe 09296-L11090 Exon 27
326 BRCA2 probe 01610-L01192 Exon 15
337 BRCA2 probe 01611-L01193 Exon 16
346 BRCA2 probe 04585-L03983 Exon 6
355 BRCA2 probe 02281-L01772 Exon 17
364 [ BRCA2 probe 01613-L01195 Exon 18
373 Reference probe 02667-L04984 11g22
382 BRCA2 probe 01614-L01196 Exon 19
391 BRCA2 probe 08266-L08129 Exon 20
400 [ CHEK2 probe 02579-112282 Exon 11 (10)
409 BRCA2 probe 02069-L01970 Exon 21
418 BRCA2 probe 01617-L01199 Exon 22
427 Reference probe 06942-L06522 11g12
436 BRCA2 probe 08267-L08130 Exon 24
445 BRCA2 probe 08268-L08131 Exon 25
454 N4BP2L1 (CG018) probe 02144-L01619 9 kb after BRCA2
463 BRCA2 probe 11984-L15346 Exon 26
476 [ BRCA2 probe 09293-L15678 Exon 27
486 Reference probe 05028-L15679 2932
495 CHEK2 probe 01772-L15680 Exon 13 (12)
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Anexos

P045 probes arranged according to chromosomal location

BRCA2
Length SALSA BRCA2 Ligation site Partial sequence (24 nt  |Distance to
(nt) MLPA probe Exon NM_000059.3 adjacent to ligation site) [next probe
160 02143-L09586 FRY gene GGCCCAGAGTTA-CCGAGTCCTCAC 20.1 kb
start codon 228-230 (ex 2)
137 02283-L12281 Exon 1 0-1 CAGCGCGGGCTT-GTGGCGCGAGCT 0.2 kb
148 02285-L01776 Exon 1 22 nt after exon 1 TGGTAGTGGGTT-GGGACGAGCGCG 0.8 kb
166 02486-L01985 Exon 2 271-270; reverse AGCGTGTCTTAA-AAATTTCAAAAA 2.8 kb
178 01599-L10642 Exon 3 472-473 AATAATATTCAA-AGAGCAAGGGCT 0.2 kb
172 o + | 08898-L09587 Exon 3 107 nt after exon 3 CTGGGCAAATCA-GTCTCTCTGGCC 5.7 kb
197 01600-L04671 Exon 4 569-570 AATAGTAGACAT-AAAAGTCTTCGC 1.0 kb
309 n 09809-L10257 Exon 5 688-689 TGTAACACCACA-AAGAGATAAGTC 0.1 kb
346 04585-L03983 Exon 6 728-727; reverse ACAAACTTTGGT-GTATGAAACAAA 0.3 kb
202 08265-L08128 Exon 7 812-813 ATGTCTTGGTCA-AGTTCTTTAGCT 2.6 kb
220 01602-L01184 Exon 8 264 nt before exon 8 TCTGACTTTCCA-ACTCATTGTGGA 1.8 kb
229 01603-L01185 Exon 9 1001-1002 AACACAAATCAA-AGAGAAGCTGCA 1.6 kb
247 01604-L01186 Exon 10 1374-1375 GAAGTGACAAAA-TCTCCAAGGAAG 3.7 kb
256 ° 02279-L01770 Exon 11 2192-2193 TCTGAAGAACCA-ACTTTGTCCTTA 4.8 kb
274 01606-L01188 Exon 11 6992-6993 TCTCTTTTTACA-TGTCCCGAAAAT 3.3 kb
283 01607-L01189 Exon 12 183 nt before exon 12 | AAACAGAACAAA-AATGTAATTGAC 2.5 kb
301 02280-L01771 Exon 13 7216-7215; reverse GTACACAGGTAA-TCGGCTCTAAAG 8.2 kb
154 09297-L08066 Exon 14 7394-7395 TCTGCTACAAGA-AATGAAAAAATG 1.5 kb
326 01610-L01192 Exon 15 7762-7763 CAGTCTGTATCT-TGCAAAAACATC 1.3 kb
337 01611-L01193 Exon 16 7975-7976 ACAGTTGGCTGA-TGGTGGATGGCT 4.8 kb
355 02281-L01772 Exon 17 8158-8157; reverse TTAGGCATCTAT-TAGCAAATTCCT 0.8 kb
364 ~ | 01613-L01195 Exon 18 8482-8483 TCAGAAGATTAT-TCTTCATGGAGC 7.0 kb
382 01614-L01196 Exon 19 8602-8603 GTATACCAAACT-TGGATTCTTTCC 0.5 kb
391 08266-L08129 Exon 20 8743-8744 ATCTGGATTATA-CATATTTCGCAA 5.7 kb
409 02069-L01970 Exon 21 8909-8910 ACAAGACAGCAA-GTTCGTGCTTTG 2.7 kb
418 01617-L01199 Exon 22 9100-9101 TGCTGAACAAAA-GGAACAAGGTTT 0.3 kb
191 09812-L10643 Exon 23 9214-9215 ATCATCAGATTT-ATATTCTCTGTT 0.3 kb
436 08267-L08130 Exon 24 9455-9454; reverse GAAACGACAAAT-CCTATTAGGTCC 14.8 kb
445 08268-L08131 Exon 25 9706-9707 AGAGACATTCAA-CAAAATGAAAAA 2.0 kb
463 11984-115346 Exon 26 9786-9787 TACTGCATGCAA-ATGATCCCAAGT 1.3 kb
476 + 09293-L15678 Exon 27 9988-9989 AAAGTCTTGTAA-AGGGGAGAAAGA 0.6 kb
319 09296-L11090 Exon 27 10638-10639 ATCGGGCAAAAA-TCGTTTTGCCCG 8.4 kb
stop codon | 10482-10484 (ex 27)
N4BP2L1
454 02144-L01619 (CGD18) gene CATTATTATTGA-TAATACCAACCT
CHEK2
Length SALSA CHEK2 Ligation site Partial sequence (24 nt istance to
(nt) | MLPA probe Exon NM_007194.3 adjacent to ligation site) |next probe
HSCB gene/
265 06800-L02040 CHEK2 2.1 kb before exon 1 TGGCTGAAGAAA-TCTGGGTGGACA 44.0 kb
promoter
400 ~ 02579-L12282 | Exon 11 (10) 1008-1009 CTGTTTGACAAA-GTGGTGGGGAAT 4.0 kb
495 ~ § | 01772-L15680 | Exon 13 (12) | 1173-1171; reverse TGCCCAAAATCA-TAATCTAAAATT
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