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MUTACION FUNDADORA EN SINDROME DE LYNCH TIPO I
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Resumen El sindrome de Lynch es la mas frecuente de las neoplasias colorrectales hereditarias. Se origina
por mutaciones germinales deletéreas familia-especificas en los genes que codifican proteinas de
reparacion del ADN: MLH1 (homdlogo humano de mutL), MSH2 y MSH6 (homdlogo humano de mutS 2y 6,
respectivamente), PMS2 (homélogo humano de PMS1 2) y MUTYH (homdélogo humano de la ADN-glycosilasa
mutY). La mutacién c.2252_2253delAA, p.Lys751Serfs*3 en el exdn 19 del gen MLH1 segrega con un haplotipo
descripto en la regién norte de Italia y cuyo origen fue atribuido a un efecto fundador. Esta mutacién co-segrega
con caracteristicas tipicas del sindrome de Lynch, incluyendo afectacién temprana y multiples tumores primarios
en el mismo individuo, una alta frecuencia de cancer pancreatico, elevada inestabilidad microsatelital y falta de
expresion de PMS2. En el presente trabajo se comunica dicha mutacién en una paciente argentina con adeno-
carcinoma endometroide de Utero en cuya historia familiar existen antecedentes de cancer de colon diagnos-
ticado antes de los 50 afios en familiares de primer grado, reuniendo los criterios de Amsterdam |y sindrome
de Lynch Il. Los polimorfismos presentes en la paciente coinciden con el haplotipo descripto en una regién del
norte de ltalia. El alto grado de patogenicidad asociada a esta mutacién hace imprescindible el estudio de todos
los integrantes de las familias con cancer hereditario permitiendo el diagndstico genético pre-sintomatico, la
instauracion de tratamientos o conductas preventivas y su seguimiento.
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Abstract Founder mutation in Lynch syndrome. Lynch syndrome is the most frequent syndrome
in hereditary colorectal cancer, a family-specific deleterious mutations in genes encod-
ing DNA reparation proteins: MLH1 (mutL homolog 1), MSH2, MSH6 (mutS homolog 2 y 6, respective-
ly), PMS2 (PMS1 homolog 2, mismatch repair system component) y MUTYH (mutY DNA glycosylase).
The ¢.2252_2253delAA, p.Lys751Serfs*3 mutation in MLH1 gene segregates with a haplotype reported in the north-
ern region of Italy and whose origin was attributed to a founder effect. This mutation co-segregates with typical char-
acteristics of Lynch syndrome, including early age at onset and multiple primary tumors in the same individual, a high
frequency of pancreatic cancer, high microsatellite instability and lack of PMS2 expression. This report describes a
mutation in an Argentinian patient with endometrioid adenocarcinoma of uterus. Her first-degree relatives had a his-
tory of colon cancer diagnosed before 50 years, fulfilling the Amsterdam Criteria | and Lynch syndrome Il. The high
pathogenicity associated to this mutation makes necessary the study of all members from families with hereditary
cancer, allowing pre-symptomatic genetic diagnosis, early assessment and the instauration of preventive treatments.
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El cancer colorrectal (CCR) es la neoplasia mas fre-
cuente en los paises occidentales, segunda en frecuencia
entre mujeres y tercera entre hombres, y afecta a 1:200-
1:2000 individuos'. En la Argentina se diagnostican 10 300
nuevos casos y se producen 5700 muertes anualmente?.

Segun el proyecto Globocan, del 3% al 8% de los CCR
se presentan como formas hereditarias®. El sindrome de
Lynch (SL) (OMIM 120435)*es la entidad de mayor preva-
lencia dentro de las neoplasias colorrectales hereditarias.
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Las manifestaciones mas frecuentes son tumores colo-
rrectales sincronicos y metacronicos a edades tempranas
(45-50 anos) asociados con alto riesgo de desarrollar
tumores extracoldnicos. Existen dos subtipos: SL tipo |
ligado exclusivamente al cancer colorrectal, y SL tipo I,
asociado a otras neoplasias extra-colénicas (endometrio,
gastrico, ovario, urotelio, pancreas, vias biliares, intestino
delgado, piel y sistema nervioso central)*. El diagnosti-
co clinico se basa en los antecedentes familiares y se
confirma con la identificacion de mutaciones germinales.

El SL muestra un patron de herencia autosémico
dominante con alta penetrancia, originado por muta-
ciones germinales en genes que codifican proteinas de
reparacion del ADN: MLH1 (homdlogo humano de mutlL),
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MSH2 y MSH6 (homdlogo humano de mutS 2y 6, res-
pectivamente), PMS2 (homdélogo humano de PMS1 2) y
MUTYH (homdlogo humano de la ADN-glicosilasa mutY);
sin embargo, aproximadamente 95% de los afectados
tienen alteraciones en MLH1, MSH2 0 MSH6'y, en menor
proporcion, en otros genes reparadores®.

Borelli y colaboradores® describieron la mutacién
€.2252_2253delAA, p.Lys751Serfs*3 en el exén 19 del gen
MLH1 en 11 familias de Piamonte, ltalia, asociada a una
elevada frecuencia de cancer pancreatico comparada con
familias que presentaban otras mutaciones en MLH1. La
deteccion de esta variante, exclusivamente en esa region
del norte de ltalia permitié suponer su origen debido a un
efecto fundador. Este efecto consiste en el establecimiento
de una nueva poblacion a partir de pocos individuos con
una nueva variante genética heredada a partir de un ances-
tro comun. Existen varias comunicaciones de mutaciones
fundadoras asociadas al sindrome de Lynch”°.

En el presente trabajo se describe el caso de una mujer
argentina con sindrome de Lynch tipo Il, portadora de
la mutacion c.2252_2253delAA, p.Lys751Serfs*3 en el
exon 19 del gen MLH1y su correlacion fenotipo-genotipo.

Caso clinico

Mujer argentina de 51 afios. Como antecedentes personales
presenta hiperplasia ductal atipica de mama a los 46 anos
(tratada con una nodulectomia) y dos resecciones endosco-
picas de dos adenomas tubulares diagnosticados durante
videocolonoscopias a los 43 y 49 afnos.

Por estos antecedentes, ingresa al Programa de Céancer
Hereditario y en contexto de su vigilancia se indica una
histeroscopia a los 50 afios. Se encuentra una lesion sobre
elevada endometrial cuya biopsia informa un adenocarcinoma
endometroide bien diferenciado (Grado | de la Federation of
Gynecology and Obstetrics, FIGO) y se efectua histerectomia
total laparoscopica. EI examen anatomopatolégico confirmé
un adenocarcinoma endometroide bien diferenciado con ex-
tension local a través de la adenomiosis.

Los datos de origen geografico y pedigree fueron reconstrui-
dos; la paciente retine los criterios de Amsterdam | y sindrome
de Lynch Il (Fig.1). Su abuela paterna, originaria de la regién
de Piamonte, ltalia, fue diagnosticada con adenocarcinoma
de colon a los 45 y su abuelo paterno, originario de Espafa,
con adenocarcinoma rectal a los 65 afos. Su padre padecid
un adenocarcinoma de ciego diagnosticado a los 45 afos y
posteriormente carcinoma de colon transverso a los 65. Su her-
mano desarrollé un cancer de colon ascendente a los 37 afos.

El consentimiento informado otorgado por la paciente
cumplia con las politicas del Comité de Etica local.

La expresion de las proteinas reparadoras de ADN se analizé
por inmunohistoquimica automatizada con anticuerpos mono-
clonales primarios sobre cortes de tejido fijado en formol buffer
e incluido en parafina, muestras que incluian tumor y mucosa
normal. Los anticuerpos primarios utilizados fueron de Roche-
Ventana: anti-MLH-1 (M1) Mouse Monoclonal Primary Antibody
(790-4535), CONFIRM anti-MSH6 (44) Mouse Monoclonal Primary
(790-4455), anti-MSH2 Monoclonal PrimaryAntibody (760-4265),
anti-PMS2 (EPR3947) Monoclonal Primary (760-4531). El sistema
de revelado fue OPTIVIEW DAB V4 I[HC con amplificacion.

EI ADN fue obtenido a partir de muestra de hisopado bucal
con Wizard® Genomic DNA Purification (Promega). La libreria
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Fig. 1.— Pedigree de la paciente portadora de la mutacion
c.2252_2253delAA p.Lys751Serfs*3 en el gen MLH1.
CO: Carcinoma de colon; RE: Carcinoma de recto; CIE: Carci-
noma de ciego; TRAN: carcinoma de colon transverso; Ca
Endom: adenocarcinoma endometroide; ASC: Carcinoma

de colon ascendente; MTSHEP: Metastasis hepatica.

de los genes MLH1/MSH2/MSH6/PMS2/MUTYH fue desarro-
llada por AMPLISEQ™ para amplificar regiones exén-intréon.

La secuenciacion de las regiones amplificadas se realizo
mediante Post-LightTM-lon semiconductor Sequencing, Next-
GenerationSequencing (NGS), plataforma Personal Genome
Machine® System (Life Technologies).

Los primers utilizados amplifican el 100% de la secuencia
codificante de los genes mencionados excepto PMS2 (90%
de su secuencia codificante). Las regiones con baja cobertura
y mutaciones clinicamente relevantes fueron confirmadas por
la reaccion de Sanger.

Se consulté la base de datos InSiGHT''para determinar
el grado de significancia clinica de las variantes detectadas.

En esta paciente se identificd la mutacion ¢.2252_2253delAA,
p.Lys751Serfs*3 en el exon 19 del gen MLH1. Dicha mutacion,
previamente informada como patogénica (clase 5) en familias
de Corea, una familia danesa y otras del Reino Unido, Alemania
y Australia', fue también descripta por Borelli® en 11 familias
no relacionadas procedentes de Piamonte, Italia. Estas familias
presentaban al menos un diagndstico de cancer de colon antes
de los 50 afos, multiples tumores relacionados al sindrome de
Lynch y una mayor frecuencia de tumores de pancreas (45.4%)
entre los individuos portadores de la misma mutacion versus
aquellos con otras mutaciones en MLH1. Casi en su totalidad
los tumores analizados presentaron alta inestabilidad micro-
satelital, expresion variable de MLH1 y pérdida de expresién
de PMS2 en todos los casos.

Nuestro caso tenia antecedentes familiares de carcino-
mas de colon diagnosticados antes de los 50 afios de edad,
cumpliendo con los criterios de Amsterdam y su diagnéstico
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TABLA 1.— Variantes en los genes PMS2 y MLH1 presentes en la paciente

Gen Exon Intrén Cambio nucleotidico Aminoacido Dosis INSIGHT
PMS2 6 c.705+17A>G Intrénica Homocigosis Neutral
PMS2 7 c.780C>G p.Pro260Pro Homocigosis Neutral
PMS2 11 c.1408C>T p.Pro470Ser Homocigosis Neutral
MLH1 5 c.454-51T>C Intrénica Heterocicogosis Neutral
MLH1 8 c.655A>G p.lle219Val Heterocicogosis Neutral
MLH1 11 ¢.1039-78A>G Intrénica Heterocicogosis Neutral
MLH1 14 c.1668-19A>G Intrénica Heterocicogosis Neutral
MLH1 17 €.1990-121C>T Intrénica Heterocicogosis Neutral
MLHA1 19 €.2252_2253delAA p.Lys751Serfs*3 Heterocicogosis Causal
MLH1 3'UTR €.*35_*37delCTT Region 3'UTR Heterocicogosis Neutral

adenocarcinoma endometroide de utero, bien diferenciado,
coincide con el de una de las pacientes estudiadas por Borelli.
La expresion de las proteinas MSH2 y MSH6 estaba con-
servada (positividad en nucleos tumorales), mientras que se
observé déficit de expresion en nucleos tumorales de PMS2.
Adicionalmente y al igual que el 16% de los tumores analiza-
dos por Borelli, la paciente mostré expresion normal de MLH1.
Contrariamente a lo esperado en relacion a la falta de expre-
sion de PMS2, no se detectaron variantes patogénicas en su
gen. Por otro lado, un resultado inmunohistoquimico de MLH1
positivo puede ser explicado por la presencia de la proteina
mutante cataliticamente inactiva pero intacta antigénicamente.
Las mutaciones en MLH1 se encuentran principalmente en el
dominio de unién al ATP y en la region C-terminal responsable
de la dimerizacion con la proteina PMS2°¢, conduciendo a un
déficit en los mecanismos de reparacion del ADN. La delecién
de las dos adeninas en el codén 751 observada en nuestra
paciente, genera un cambio de lisina por serina en la misma
posicién y un corrimiento en el marco de lectura de la pro-
teina aboliendo 4 de los 6 aminoacidos C-terminales. Como
la mutacion se localiza en el ultimo exon de MLH1, el ARNm
mutante probablemente escape al mecanismo de degradacién
mediada por mutaciones terminadoras, permitiendo una ex-
presién normal de la proteina. Mientras que MLH1 es estable
cuando se expresa sola, PMS2 es rapidamente degradada'®'“.
El hallazgo de mutaciones en MLH1 con expresion inmuno-
histoquimica conservada y afectando la expresion de PMS2
no es infrecuente. Sin embargo, cuando se observa falta de
expresion aislada en PMS2, la secuenciacion suele dirigirse
al gen PMS2. Esto resalta la necesidad de realizar un analisis
completo de todos los genes asociados (MLH1, MSH2, MSHS,
PMS2y MUTYH) a fin de evitar errores en el direccionamiento
de la secuenciacién de los genes involucrados.

Ademas de la mutacién c.2252_2253delAA, la paciente
presenté polimorfismos en MLH1 yPMS2 (Tabla 1) y no se
detectaron otras variantes con significancia clinica en los
genes restantes. Si bien solo el caso indice fue analizado,
los polimorfismos identificados son compatibles con el ha-
plotipo descripto por Borelli que segrega con la mutacion
c.2252_2253delAA. Esta mutacion originada hace aproxima-
damente 1550 afios es considerada mutacién fundadora y
presenta alta frecuencia en los pacientes con sindrome de
Lynch procedentes de Piamonte, particularmente del area
de Turin. Dado que nuestra paciente tiene antecesores en
esta regién de ltalia, podemos inferir que la mutacién fue
heredada via abuela paterna, lo que afirmaria la pertinencia
de los hallazgos de Borelli en nuestro caso.

La presencia de manifestaciones clinicas asociadas a esta
variante (desarrollo de tumores a edad temprana, multiples
tumores primarios en el mismo paciente y la alta frecuencia de

cancer pancreatico), hacen imprescindible el estudio de todos los
integrantes de una familia con cancer hereditario, permitiendo la
deteccién precoz de mutaciones, su diagndstico pre-sintomatico
y la instauracion de tratamientos o conductas preventivas.
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