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El texto de este trabajo contiene una serie devibueas y anglicismos que se han

utilizado, dada su frecuencia en la terminologéntifica. A continuacion se exponen

las utilizadas en esta tesis.
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Autosémico

Dominante

Bl

BOADICEA

Brazo p
Brazo g

BRCA1
BRCA2
BRCAPRO

Ca 125

Caretakers

Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirribonucleico complementario

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico ampliado

Acido ribonucleico mensajero

Término que se utiliza para definir la matriz solarejue se encuentra
impresos los clones de ADN donde se realizan l&sidaiciones
gendmicas o los cilindros tumorales donde se @alias hibridaciones
inmunohistoquimicas o valoraciones histolégicas.

Ataxia telangiectasia mutated. Proteina capazgldaeel ciclo celular.
la enfermedad denominada xidAta

Su mutacién desarrolla

Telangiectasia, enfermedad neurolégica progresivatosamica

recesiva.

Un gen en un cromosoma, Su presencia provocarasaapre una

enfermedad o rasgo. La probabilidad de trasmisi@dascendencia es

de 50:50.
Centro de informacion del Cancer de mama. Breast&anformation
core.

Modelo estadistico de calculo de la probabilidadseleportador de |a
mutacion BRCA.

Brazo corto de un cromosoma.

Brazo largo de un cromosoma.

Gen 1 del cancer familiar de mama y ovario.

Gen 2 del cancer familiar de mama y ovario.

Modelo estadistico de calculo de la probabilidacseleportador de la
mutacion BRCA.

Cancer antigen 125.

Genes encargados del mantenimiento de la integddlagenoma.
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Carcinoma ductal infiltrante.

Caveolin 1. Proteina integral de membrana plasagtie interviene en
la regulacion celular

Caveolin 2.

Carcinoma ductal in situ.

Una secuencia corta de oligonucledtidos, se une faena
complementaria a una cadena Unica de acido nu@ditoia la sintesis
de esa cadena en presencia de ADN polimerasa gatiglds en una
reaccion de PCR.

Comité ético de investigacion clinica de Aragon.

Citoqueratina 5/6.

Citoqueratina 8.

Citoqueratina 17.

Citoqueratina 18.

Gen relacionado con la proliferacién

Carcinoma lobulillar infiltrante

Carcinoma lobulillar in situ.

Oncogen que codifica un factor de la trascripcilimierviene en la
proliferacion tumoral.

Céancer de mama.

Céncer de mama triple negativo.

Cancer de Ovario.

Gen encargado de intervenir en el control del aieloilar, relacionado
con el mantenimiento, control de mitosis y apoptosi

Deleccion. Mutacion que consiste en la pérdida mdragmento de
ADN de un cromosoma.

Denaturing High-Performance Liquid Chromatograpyomografia
liquida desnaturalizante de alto rendimiento.

Dosis génica

Anticoagulante compuesto por acido etilen diametateético.
Oncogen que codifica para receptores de tirosiaderde la familia del
factor de crecimiento epidérmico relacionado cogéiaesis tumoral.



EGFR
Exoén
FISH
GATA 4

Her2

Herceptest

Locus (Loci)
LOH

Mamaprint

Missense

Epidermal growth factor receptor. Factor de creeirto epidérmico.
Region de ADN de un gen que codifica para una pkerie proteina.
Fluorescent in situ hybridization. Hibridacion ituspor fluoresceina.
Proteina asociada a la regulacion de genes quevierten en la
embriogénesis.

Human Epidermal Growth Factor Receptor 2. Ver E2b B

Estudio inmohistoquimico para la determinacion lal@roteina Her2
(c-erb-B2 oncoprotein) sobreexpresada en el calecarama.

High performance liquid cromatography. Cromatogrdifiuida de alta
resolucion.

Hazard ratio.

Tincién de Hematoxilina y eosina.

Intervalo de confianza.

Inmunohistoquimica.

Inserccidén. Tipo de mutacion consistente en laodhccion de un
fragmento de ADN al cromosoma.

Secuencia no codificadora de ADN que separa axioees.

Células tumorales aisladas.

Kilobase.

KiloDalton.

Antigeno identificado por el anticuerpo monoclokigh7.

Conjunto de reactivos y material para realizar itsexperimentales
de uso comun en el laboratorio.

Posicion de un gen dentro del cromosoma.

Loss of heterozigosity. Pérdida de heterocigosidad.

Técnica basada en microarrays. Se basa en la expmds 70 genes
relacionados con la proliferacion tumoral, clasifido a las pacientes
en bajo/alto riesgo.

Tipo de mutaciéon en la que un cambio de un nudedtroduce un
cambio de aminoacido que hace que la proteina puedar funcional.
Gen implicado en el cancer colorectal, endomeyr@larico.

Multiplex Ligation dependent probe amplificatioiécnica para €
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Nonsense

Oncotype
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Py

Pedigree
PTEN

Salting out

cribado de regiones de DNA utilizando sondas dedabion.

Mut S homolog 2, colon cancer, nonpoliposis typegene. Ger
homologo 2 de mutS, causante del cancer de col@olifmosico tipo 1.
Tamafo muestral.

Mutacion puntual en la secuencia de ADN que resitain codén de
pasada, ue produce una proteina trucada que couefregia es no
funcional.

Técnica basada en microarrays. Se basa en la expms 21 genes
relacionados con la proliferacion tumoral, clasifido a las pacientes
en bajo/alto riesgo.

p- value. Nivel de significacion empirico.

Gen supresor de tumores, desempefian un papel angoren la
induccidn de las vias de apoptosis en respuesialafio en el DNA.
Puncién con aguja fina.

Poli- ADP-ribosa polimerasa. Encima implicada enrdparacion de
excision de bases, siendo este el principal metande reparacion de
roturas de cadenas de ADN.

Reaccion en cadena de polimerasa (Polymerase (Reattion).
Mecanismo utilizado para la amplificacion de secisnconcretas de
ADN.

Arbol familiar.

Gen implicado en el Sindrome de Cowen, asociad@matomas,
gliomas, cancer de préstata y endometrio.

Relacion entre dos datos.

Receptores de estroégenos.

Receptores de progesterona.

Resonancia Nuclear Magnética.

Revoluciones por minuto.

Riesgo Relativo.

Reaccion en cadena de la trascriptasa/polimerasesi
ADN mediard

Técnica empleada para la extraccion del

concentracion salinica.
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STK
SPSS

TP53
Tru-cut
VUS

Dodecil Sulfato de Sodio.

Sociedad espafiola de Oncologia Médica.

Sindrome de cancer de mama y ovario hereditario.

Single Nucreotide Polimorphism. Polimorfismo desato nucleétido.
Salpingo-ooforectomia bilateral profilactica.

Método de edicién postranscripcional que se prodiasela obtencién
del ARMm primario.

Serin Treonin quinasa, causante del sindrome d-Begher.
Statistical Paccage for de Social Sciencies. Pagstadistico utilizado
en ciencias sociales.

Tumor Protein p53. Gen de la proteina tumoral M&3.p53.

Biopsia con aguja gruesa.

Variant uncertain significance. Variante de sigrtio incierto ©

variante sin clasificar.
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Introduccion

1.1I-GENERALIDADES DEL CANCER DE MAMA

1.1-1. EPIDEMIOILOGIA

Cada afio la Sociedad Americana de Cancer estinegelde nuevos casos de cancer y
muertes esperadas en EEUU, recopilando los datass redentes de incidencia,

mortalidad y supervivencia.

Un total de 1.638.910 casos nuevos y 577.190 naupdecancer se preveeen en EEUU
en el afio 2012. Para los cinco ultimos afios dguesse dispone de datos (2004-2008)
las tasas de incidencia global para hombres hamirdigdo un 0,6%, mientras que en
mujeres se mantienen estables. En cambio las twsanortalidad por cancer han

disminuido un 1,8% en hombres y un 1,6% en mujeres.

Atendiendo al cancer de mama se prevé 226.870 casx®s en EEUU en 2012, lo
que supone un 29% del total de los nuevos casostittyendo la primera causa de
cancer en mujeres. Se prevé que 72.590 paciefiexcém por esta causa, el 14% de la
mortalidad por cancer en mujeres, siendo estagiansia causa por detrds del cancer de

pulmon. (Figura 1)

Las mejores estimaciones de supervivencia dispesiiié paises europeos proceden del
estudio EUROCARE. Los ultimos datos publicadosefienen al periodo 2000-2002

(EUROCARE-4).En este estudio, la informacién paspdfia se basa en los registros de
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Introduccion

Albacete, Castellbn y Girona. Las conclusiones @ alcanzan son que la
supervivencia global en Europa a los 5 afios fueréed, inferior a la observada en
EE.UU. (90%). Dentro de Europa, la supervivencedignificativamente mayor en los
paises noérdicos, Suiza, Italia, Holanda, Espafiastri&. En Espafia, la supervivencia a
5 afios se sita en un 83%, significativamente asqae la media europea. La peor
supervivencia se observa en los paises del Edtddr y el Reino Unido. La
supervivencia a 5 afios aumento entre 1992 y 20026% anual y las diferencias entre

los distintos paises europeos se han ido redudiendo

Estimated New Cases*®

...................................................................................

Males Females

Prostate 241,740 25% Breast 26,870 29%

Lung & branchus 116,470 14% Lung & bronchus 108,690 14%
Colon & rectum 73420 9% Colon & reclum 70,040 8%
Urinary bladder 55,600 7% Uterine corpus 47,130 6%
Melanoma of the skin 44 250 5% Thyroid 43,210 5%
Kidnay & renal pelvis 40,250 5% Melanoma of tha skin az.000 4%
Mon-Hadgkin lymphoma 38,160 4% MNen-Hodgkin lymphoma 31970 4%
Oral cawity & pharynx 28,540 3% Kidney & renal pelvis 24 520 3%
Leukemia 26,830 3% Owary 22,280 3%

Pancreas 22,090 3% Pancreas 21,830 I

All Sites B43,170 100% All Sites 790,740 100%

Estimated Deaths

...................................................................................

Males Females

Lung & bronchus 87.750 29% Lung & bronchus 72,590 26%
Prostate 28170 % Breast 39,510 14%

Calon & racium 264T0 9% Colon & rectum 25220 %
Pancreas 18,850 B% Pancreas 18,540 T%

Liver & intrahepatic bile duct 13,980 5% Ovary 15,500 6%
Leukemia 13,500 4% Leukemia 10,040 4%

Esophagus 12,040 4% Nen-Hodgkin lymphoma 8,620 3%

Urinary bladder 10,510 3% Uterine Corpus 8010 3%
MNon-Hodgkin lymphoma 10,320 3% Liver & intrahepatic: bile duct 6,570 2%
Kidnay & renal pelvis 8,650 3% Brain & olher nervous system 5,980 2%
All Sites 301,820 100% All Sites 275,370 100%

Figura 1: NUmero de casos nuevos y muerte por c&mcEEUU previsto en 2012

28



Introduccion

En las mujeres espafiolas se diagnostican cadana$ol6.000 casos nuevos de cancer
de mama y mueren por esta causa 6.000 mdjeMientras que la incidencia esta
aumentando en nuestro pais un 2-3% anual, la nauadatambién muestra el cambio de
tendencia al inicio de los 90, momento a partiraell las tasas disminuyen un 2% al
afo. La tasa ajustada de mortalidad (poblaciomédatéuropea) en el 2005, fue de 18,6
casos por 100.000 mujeres al afio inferior a lanesta para el conjunto de Eurbpal
estudio El Alamo, desarrollado por el grupo GEICAMforta informacion sobre la
supervivencia de las pacientes atendidas en |gstales espafioles participantes con
amplia representacion geografica. EI Alamo Il igdlimas de 10.000 mujeres espariolas
con cancer de mama entre 1994 y 1997. La supewcivenlos 5 afios fue superior al
809%. La supervivencia a 5 afios se sitGa en un 83%fisgfivamente mas alta que la

media europea.

1.1-2. FACTORES DE RIESGO

En el desarrollo del cancer de mama influyen dissirfactores de riesgo genético y
ambiental. La menarquia temprana, la menopausitatar la nuliparidad o la edad

tardia al primer embarazo son los principales fast@eproductivos, los cuales estan
relacionados a una mayor exposicion de la glandodmaria a los estrégenos

circulante&,

Otros factores de riesgo son el consumo de alcphgiasas, la obesidad y la vida
sedentaria, que han sido investigados pero sudagdin no esta definida de forma

clara.

29



Introduccion

La enfermedad mamaria benigna también aumentakmpilidad de desarrollar cancer
de mama, existiendo un riesgo mayor en las patopfoliferativas y en aquellas

lesiones que presentan atipias celufares

A parte de la edad y el sexo, el factor de riesge importante es la historia familiar de
cancer de mama que es indicativa de la herencrartentes genéticas que incrementan

de manera sustancial la probabilidad de padeceeestrmedat

Se ha estimado que un 5-10% de los casos de admoeama son debido a mutaciones
de genes de alta penetrancia, de los cuales eb%Z0eturren en BRCA1 y BRCAZ2.
Estas pacientes portadoras tienen un riesgo acdmdiadesarrollar cancer de mama a
los 70 afios que varia entre el 40% y el &5 la poblacién espafiola este riesgo se ha
estimado en un 52% (95% IC, 26-69%) para portaddeasutacion en BRCALl y 47%

(95% IC 29-60%) para BRCA2

Existen identificados otros genes como TP53, ATMPTEN, considerados de alta
penetrancia que determinan un alto riesgo de cadeemama en el contexto de
diferentes sindromes genéticos como Li- FraumetéxiA-telangiectasia o Codwen

respectivament&*! 12,

Existe el modelo poligénico en el que la suscdutdd vendria modulada por la
contribucion de variables de baja penetrancia. pobmorfismos mas estudiados
incluyen los genes implicados en las rutas de stnjemetabolismo de los estrogenos,

la reparacion del ADN y las principales rutas méliaas>.
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Introduccion

1.1-3. CARCINOGENESIS

Las caracteristicas de la carcinogénesis comprerss funciones bioldgicas
adquiridas durante el desarrollo de las célulasotales. Estas caracteristicas
constituyen una organizacion para intentar entefedeomplejidad de la enfermedad

neoplasica.

El mantenimiento de la sefial de la proliferacidntamdo el estimulo de la supresion
del crecimiento, que confiere la capacidad de Isacessistente a la muerte celular, la
inmortalidad replicativa, la induccion de la angiogsis y la activacion de la capacidad
de invasion y metastatizar a otros niveles configuias seis caracteristicas. (Figura

2)4

Sustaining prolifarative
signaling

Resisting Evading growth
call death SUPPressors

Inducing Activating Inva
angloganesis 1

Enabling replicative
immartality

Figura 2: Caracteristicas implicadas en la car@negis*.
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Introduccion

El escenario que es capaz de aportar una diverdiglattuacion de las caracteristicas
biologicas que permiten la formacion tumoral esgehoma que puede facilitar la
adquisicion de estas. En la Ultima década se hdiduiatras caracteristicas como son el
metabolismo energético, la inflamacion y la capadidle estas células de evitar la
reaccion inmune del organismo huésped. Ademaseexistlulas no tumorales que
contribuyen a la formacién de un ambiente favorghle la proliferacion de las células

neoplasias. (Figura %)

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avolding Immune
energetics destruction

Genome [nstability Ny Tumor-promoating
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Figura 3: Nuevos mecanismos implicados en la cagénesi¥’.

El conocer esta serie de mecanismos implicadosaeformacion tumoral permite

investigar en nuevas formas terapéuticas.
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1.1-4._TTPOS HISTOLOGICOS

El carcinoma ductal se origina en los ductos mamsayirepresenta el tipo histoldgico

mas frecuente de cancer de mama.

El Carcinoma ductal in situ (CDIS) presenta undifgmacion de las células del ducto
pero no atraviesa la lamina basal y por lo tantamvade el estroma circulante. Su
clasificacion puede atender a un patron arquitatt{aribiforme, comedo, papilar y

sé6lido) o a el grado de diferenciacion nucleao(atitermedio o bajo grado).

El carcinoma ductal infiltrante (CDI) es la formavasiva del carcinoma ductal, es la
forma mas frecuente de cancer de mama, tiene genoen las células del epitelio
ductal, las cuales, atraviesan la capa basal elemvéos tejidos que rodean al ducto.
Histologicamente, las células son irregulares,mmrieos grandes, hipercromaticos y de
limites poco netos, nucléolos muy evidentes y nosss mitosis. Se supone que todo
CDI proviene de un CDIS pero se desconoce la poipoide CDIS que se trasforman

en CDI.

El carcinoma lobulillar deriva de las células débulo o lobulillo de la mama. El
carcinoma lobulillar in situ (CLIS) es una lesiéa palpable y en la mayoria de los
casos se detecta de forma incidental junto a désisnes como calcificaciones e

hiperplasia.

El carcinoma lobulillar infiltrante es un carcinomman origen en los acinos glandulares,
el crecimiento celular rompe la membrana basal fétrén los tejidos adyacentes.
Constituida por células redondeadas u ovales, dtoplasma claro y nucleos

hipercromaticos y moderada actividad mitotica. ESpm de cancer representa
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aproximadamente el 5%. Con frecuencia su compogtami es multicéntrico y

bilateraf®.

La E-cadherina es un marcador relevante para &etifiacion entre CDIS y CLIS,

presentando una reactividad positiva inmunohistoipa en el segund®

Existen otros tipos histolégicos menos frecuent@aa el carcinoma medular el cual
presenta una morfologia anaplasica y es poco agresircinoma tubular caracterizado
por ser bien diferenciado y con un buen pronosticaycinoma mucinoso,
neuroendocrino, carcinoma papilar invasivo conaclanfiguracion papilar, apocrino,
secretor juvenil con secreciones tanto intra corimeelular, cistico adenoide de baja
malignidad y frecuentemente nodular y el carcinaneaplasico el mas heterogéneo

(de tipo escamoso, espinocelular, 6seo y cartitesgity de tipo mixto).

1.1-5. DIAGNOSTICO

La mortalidad por cancer de mama depende en graidae€el diagnéstico en fases
iniciales de la enfermedad. El diagnostico obligedilleva a una adecuada anamnesis
y exploracion fisica dado que en muchas ocasiohesagndéstico se realiza por la
presencia de una masa mamaria palpable. Las prusahislégicas mediante
mamografia bilateral y ecografia mamaria nos pemmitetectar imdgenes sospechosas
de malignidad las cuales también constituyen umadaomun de diagndstico. De esto
se deriva la importancia del cribado poblacional cd@cer de mama mediante la

mamografia. La agencia Internacional de Investiayadiel Cancer considera que existe
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una evidencia en mujeres de entre 50 y 69 afosnasto una reduccién de la

mortalidad por este tumor de un 20 a un 35%

La realizacion de la resonancia nuclear magnéRdN) permite detectar areas muy
especificas de la mama y realizar un diagndstistoldigico dirigido por pruebas de
imagen. No estd indicada para la realizacion deado salvo algunos casos concretos

como en las portadoras de mutacién BREA

El estudio histologico y las pruebas anatomopatoé®yson imprescindibles en el

diagndstico, permitiendonos evaluar la lesion, ga mediante una puncion con aguja
fina (PAAF) menos invasiva, pero sin capacidad eterthinar marcadores hormonales,
la biopsia con aguja gruesa o trucut la cual snfterla valoracion de éstos o la biopsia
excisional, la cual nos aporta una histologia cetappero con un mayor riesgo dado

que se trata de un método invasi/S.

1.1-6. ESTADIFICACION

La American Joint Commitee on Cancer (AJCC) clesifios tumores de mama

atendiendo a la clasificacion TNM.

La clasificacion refleja tres caracteristicas tuaes que aportan un valor prondstico,
Tamarfo tumoral (T), afectacion ganglionar locoregio(N) y metastasis a distancia

(M)?L. (Figura 4).

T (Tamafo tumoral):

e Tx: El tumor primario no se detecta.
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* TO: No existe evidencia de tumor primario.
» Tis: Carcinoma in situ.

e T1: Tumor de un tamafo inferior a los 2 cm en sungitro mayor.

T1mic: Microinvasion. Tamafo inferior a 0,1 cm.

Tla: 0,1 a menos de 0,5 cm.

T1b: Tamafo mayor de 0,5 y menor de 1 cm.

T1lc: Tamafio mayor de 1 cm y menor de 2 cm.
e T2: Tumor mayor a 2 cm y menor a 5 cm en su diamaayor.
e T3: Tumor mayor de 5 cm en su diametro mayor.

e T4: Tumor con cualquier tamafio pero que presemietadion de pared toracica

oly piel.

T4a: extension sobre pared toracica sin afectamdmusculo pectoral.

T4b: Edema o ulceracion en la piel de la mama eguaa de satélites

nodulares confinados a la misma.

T4c: T4a + T4b.

T4d: Carcinoma inflamatorio.

N (afectacién ganglionar clinica):

* Nx: Adenopatias regionales no son detectadas.
* NO: No afectacion ganglionar metastasica.
* N1: Metéstasis en adenopatias axilares ipsilatediddos Niveles | y Il
* N2: Metéstasis ganglionares ipsilaterales en niviejell
* N2a: Metastasis ganglionares en niveles | y Il aagd fijados a

estructuras adyacentes.
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* N2b: Metastasis clinicamente detectados en gandgiaeamaria interna
ipsilaterales en ausencia de axilares en nivejds |
* N3: Metéstasis en adenopatias ipsilaterales irfvazilar (Nivel 11l axilar)
* N3a: Metéstasis ganglionares infraclavicularedapsiales.
* N3b: Metéastasis ganglionares ipsilaterales en manrderna y axilares.
* N3c: Metastasis ganglionares en adenopatias ipsilas

supraclaviculares.

pN (_afectacion ganglionar patolégica):

pNx: Sin adenopatias encontradas.

» pNO: No adenopatias metastasicas histologicas.

* pNO (i-): No afectacidn ganglionar metastasicadhigfica. IHQ negativa.

* pNO (I+): Células malignas detectadas en gangigsnales no superior a 0,2
mm detectados por HyE o IHQ, incluido ITC).

« pNO (mol-): No afectacion ganglionar metastasicatdhbgica. RT-PCR
negativo.

* pNO (mol +): Positividad para malignidad por RTH@ero no detectada con
técnica de IHQ.

* pN1: Micrometastasis 0 metastasis en 1-3 gangiidéticos; y/o en mamaria

interna detectados por ganglio centinela pero imicelmente.
e pN1 mic: Micrometastasis, mayor de 0,2 mm y memo2 dnm.
» pNla: Metéstasis ganglionares en 1-3 ganglios.
* pN1b: Metastasis en ganglios mamarios internosctiedos mediante

biopsia del ganglio centinela.

e pN1lc: pNla + pN1lb.

37



Introduccion

» pN2: Metastasis en 4-9 ganglios axilares o afe@tacde mamaria interna
clinicamente aparente sin afectacion de ganglidares.

» pN2a: Metéastasis en 4-9 ganglios axilares.

* pN2b: Metéastasis en ganglios de mamaria intermacalinente aparente
y sin afectacién axilar.

* pN3: Metastasis en 10 o mas ganglios axilares itiration de los ganglios
infraclaviculares o afectacion clinicamente aparedé la mamaria interna
homolateral en presencia de uno o mas ganglioaragipositivos o infiltracion
de mas de tres ganglios axilares y de la mamat&na con enfermedad
microscopica detectada mediante diseccion del gamggntinela pero no
clinicamente aparente 0 metastasis en los gangiopraclaviculares
homolaterales.

* pN3a: Metastasis en 10 o mas ganglios axilaresfilborasion de los
ganglios infraclaviculares..

* pN3b: Afectacién clinicamente aparente de la maanariterna
homolateral en presencia de uno o mas gangliogragilpositivos o
infiltracion de mas de tres ganglios axilares yadenamaria interna con
enfermedad microscopica detectada mediante disecd@ ganglio
centinela pero no clinicamente aparente.

* pN3c: metastasis en los ganglios supraclaviculamesolaterales.

M (Metastasis a distancia):

* MO: No afectacion clinica ni radiolégica de metasta distancia.
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cMO (I+): No clinica ni radiologica evidencia de thstasis a distancia, pero
presencia de células no mayores a 0,2 mm por depdsbleculares, sin clinica
acompaifante.

M1: Metéastasis a distancia.

Estadio T N \%
0 Tis NO MO
1A T1 NO MO
IB TO0 N1mic MO
T1 N1mic MO
A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
1B T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
][e Cualquier T N3 MO
v Cualquier T  CualquierN M1

Figura 4: Estadios del cancer de mama.
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1.1-7. BIOLOGIA MOLECULAR

Hasta hace poco tiempo el cancer de mama se cidmsfiinicamente en funcion de la
morfologia celular, de la determinaciéon inmunolgsimica de Receptores de
Estrogeno (RE), Receptores de Progesterona (RPgrg M de parametros clinicos
como el tamafo tumoral, la afectacion de gangiidgaticos y la presencia de metastasis

a distanci&.

Perou et al utilizaron un modelo de microarraysldBA de 40 muestras de mamay 17
lineas de cultivos celulares de este tipo de camnencluyeron que existia gran
diferencia en la expresién génica entre tumoresy pén asi lograron establecer la
existencia de varios subtipos génicos de cancenaiea que incluyen Luminal Ay B,

HER-2+/RE-, basal like y normal lik& (Figura 5).

Subgrupos Expresion Génica

Luminal A RE+++, RP+++, Her2-, CK8+, CK18+

Luminal B RE+, RP+, Her2 + (Expresion moderada/bdi@ genes
especificos del patron luminal).

HER2 + RE-, RP-, Her2+ (importante expresion deegeproximos a
Her2)

Basal-Like RE-, RP-, Her2-, c-Kit +/-, EGFR +/-, C¥6 +, CK 17 +,
Integrina B4, Laminina, Mioesina, Vimentina, P-Cadherina,
CAV 1y?2.

Normal Like Con frecuencia RE -, RP -, Her2-. Gran expresiéngeees

(Mamario Normal) caracteristicos de células epiteliares basalesppsak y escasa

expresion de genes de células epiteliaresluminales.

Figura 5: Subtipos moleculares de cancer de mama.
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El tipo Luminal es el mas comun, recibe este nonploresu similitud con las células
epiteliales luminales presentes en la capa intéeni®@s conductos mamarios, tiene una
expresion de RE y RP, genes asociados (LIV1, Giclipy Citoqueratinas 8/18. Las
mutaciones en p53 son raras en este tipo de tuntepesentan menos del 20%. Este
grupo no es heterogéneo, el subtipo Luminal A espmn mayor intensidad los genes
de RE, mientras que el subtipo Luminal B tiene exyresion solo moderada de estos
genes y ademas el subtipo Luminal A presenta uromm@pndstico que el subtipo

Luminal B>,

El tipo Her2+ se asocia con otros marcadores de pmahdstico, incluyendo
alteraciones de otros genes del amplién 17921 dantopoisomerasa dl GATA4,

genes de angiogénesis y protedlisis.

El subtipo basal comparte caracteristicas moleesileon las células mioepiteliares del
tejido mamario normal, por lo que se supone quergen se encuentra precisamente
en esas células. Se caracterizan por la falta pleg®n de RE, RP y Her2 y expresion

de citoqueratinas 5/6 y 17, EGFR, p53 y genesimiados con la proliferacion (c-Kit).

Nielsen et al se propusieron identificar mediantenunohistoquimica (IHQ) los
tumores definidos por expresion génica como bgsddterminar si, efectivamente, esto
tenia implicaciones clinicas. Para ello, estudiat®@® muestras de cancer de mama,
encontrando un 15% de tumores basales mediante cBik#ys. A continuacién
estudiaron los mismos tumores mediante inmunohigtaiga, observando que al
realizar las tinciones, la mayoria de los tumorasales presentaban un patrén de
inmunohistoquimica triple negativo (RE-, RP-, HefR pero existia un pequefio
porcentaje de los basales expresaban estas psytdenmodo que el solapamiento entre

triple negativo y tumores basales no era completo
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La tinciébn con CK17 es con frecuencia mas débil cue CK5/6 por lo que Nielsen et
al abogan por el empleo de este ultimo como marcddocélula basal. Ademas
comprobaron que el 57% de los tumores de su mueghrasaban EGFR, frente al 8%
qgue lo hacia en los tumores no seleccionados. rigsies un marcador especifico de
célula basal pero la alta frecuencia con la quexpeesa en estos tumores hace que deba
ser tenido en cuenta a la hora de identificarl@asexpresion de c-kit se vio en un 13%
frente al 11% de los tumores no basales. Mas dé&b 8@ los tumores basales

presentaron mutaciones de p53 frente al®3%

Con todo esto, los autores de este trabajo comsidpre para poder afirmar mediante
inmunohistoquimica que un tumor es basal debe Eer RP-, Her2-, CK5/6 + (y/o

CK17+) y/o EGFR + y no unicamente triple negativo.

Los primeros trabajos de Perou y Nielsen se hanidegle muchos otros que han
estudiado patrones de expresion génica o inmumajuishica y hoy se sabe que los
tumores basales se caracterizan por la expresignatdeadores de célula basal como
CK5/6, 17, la expresion frecuente de EGFR, c-kB&3,pP-cadherina, CAV1 y 2,

mioesina, vimentina, laminina y Ki-67 y la ausend&RE, RP, Her2, p27, ciclina D1,

protefina FHIT Y MUCH.

Los tumores con fenotipo basal son en su mayori@tdegrado y ductales aunque en
ocasiones pueden ser metaplasicos, medularesstipiatipicos o adenoides quisticos.
Presentan una historia natural agresiva, con agar&cedad precoz y con un intervalo

libre de enfermedad y supervivencia global infedlresto de subgrupds

Gran parte de los canceres asociados a mutacidREAB son basales. El 80-90% de

los tumores de mama que se observan en portaderasuthciones BRCAL1 son de
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subtipo basal aunque este subgrupo solo represeintd5% de los tumores

esporadica?.

1.1-8.FACTORES PRONOSTICOS

Los factores prondsticos clasicos establecidoslaaamfectacion ganglionar, el grado
histoldgico, el tamafio tumoral, extension local gsado de los receptores hormonales.
Pero estos no son lo suficientemente precisos adecir la evolucion del cancer de

mama tras la cirugia.

La ausencia o presencia de afectacion ganglionastitamye el factor prondstico mas
importante. Existe una relacion directa entre ehe@ de ganglios afectados y la
recaida a distandia Tradicionalmente el estado ganglionar axilar i ®valuado
mediante el vaciamiento axilar de los niveles 1.yClon la intencion de minimizar la
movilidad producida por el vaciamiento ganglionadilaa, la técnica del ganglio

centinela se ha instaurado en la practica clffica

El tamafio tumoral uno de los factores prondsticas gonsistentes en el cancer de
mama, en especial en pacientes sin afectacion igaagl El riesgo de recidiva se
incrementa a medida que aumenta el tamafo tumastieyriesgo se mantiene durante

el seguimiento de estas paciefites

Existen diferentes clasificaciones para el gradmoligico. La mas utilizada es la de
Scarff-Bloom-Richardson que clasifica los tumoreasiderando el indice mitotico, la
diferenciacion celular y el pleomorfismo y los diaa en: bien diferenciados (grado 1),

moderadamente diferenciados (grado Il) o pobremeéifiéeenciados (grado Ill). Asi,

43



Introduccion

los tumores de grado Ill se han relacionado compenr prondstico en las pacientes
afectadas de céncer de mama. La clasificacion dbeFievalia el grado nuclear
incluyendo: tamafio nuclear, forma, componente wlengpatrén de cromatina y rango

mitotico.

La invasion linfovascular ha sido asociada a maigmgo de recidiva y mortalidad. Se

asocia a peor supervivencia libre de enfermedaggrsivencia globaf.

Los receptores hormonales de estrégenos y progeateson imprescindibles en el
momento actual para el manejo clinico del cancern@sna. Los receptores de
estrogenos son considerados un factor prondstidps rasgos de recurrencia en los
primeros cinco afios en mujeres con tumores con RSty sin tratamiento
complementario son 5-10% inferiores en comparaeidns de los tumores con RE
negativd". Sin embargo existen estudios con un mayor tiesaeguimiento, los
cuales concluyen que las diferencias disminuyeredisa que aumenta el tiempo de
seguimiento, sugiriendo que los receptores de gesias podrian ser un marcador de
crecimiento siendo lento cuando se expresan. Papatte, los RE se asocian con otros
factores pronosticos como son la edad mas avanzaomres bien diferenciados,
menor indice de proliferacion y menor porcentaje sdbreexpresion de Her2. La
utilidad de los receptores de progesterona comaorfaprondstico no esta tan
establecida, aunque se ha relacionado con el pen@timinal B que se relaciona con
una mayor agresividad y resistencia a la hormoapiar La mayor utilidad de los
receptores hormonales radica en la posibilidad eleeficiarse de un tratamiento
hormonal. La ausencia de recetores hormonales garddi falta de respuesta a este
tratamiento en cancer de mama avanzado y neoadguMass estudios realizados en
neoadyuvancia o metastasico calculan que existe emt 50-60% de respuestas en
aquellas pacientes que expresan RE positivd&n cuanto al valor predictivo de la
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hormonoterapia adyuvante en tumores con RE +, @hanalisis de Oxford confirma
gue el estado del RE es factor predictor de banefiel tratamiento con Tamoxifeno

durante 5 afids

El gen Her2 esta sobreexpresado en aproximadareehf25% de todos los canceres
de mam&’. La amplificacién de Her2 es un factor pronéséocausencia de tratamiento
complementario, asocidndose a una peor supervivdilme de enfermedad y peor
supervivencia global. Se trata de un factor proodsindependiente del estado
ganglionar, el tamafio tumoral, el grado histolégigoel estado del receptor
hormonaf’.Presenta un importante valor predictivo de la wesf@ a tratamientos
quimioterapicos y de hormonoterapia, y en espewialla respuesta a los agentes

antiher-2 con la resistencia a agentes alquil&htes

Ki-67 es un antigeno nuclear expresado en célulafage de proliferacion, pero no
durante la fase de GO. Los niveles de Ki-67 sonsap las fases G1 y S, adquiriendo
un pico en la fase de mitosis. Existe una evideac#ca del valor prondstico de Ki-67,
existiendo una peor supervivencia en aquellos gqueseptan un elevado indice
proliferativo. En cambio no existe una evidencentifica sobre el valor que predictivo

que representa Ki-8%

La precision de los factores individuales es lindtgy quizd se precisan modelos mas
complejos que incluyan nuevos factores moleculangstaformas de expresion génica,
para mejorar el poder prondstico de los factorésiabs y ayudar en la prediccion de la
recaida de la enfermedad. En los ultimos afios Igidsula tecnologia de los

microarrays, de estos el MammaPrint y el Oncotgmeles mas conocidd’
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1. 2- CANCER DE MAMA HEREDITARIO

1.2-1. SUSCEPTIBILIDAD GENETICA

La presencia de una historia familiar de cancemdma constituye un factor de riesgo.
En estudios epidemiolégicos se ha demostrado quesgb de padecer cancer de mama

se duplica en pacientes con un antecedente derpgia@o de cancer de matha

Diversos estudios han estimado que entre un 5 $Qufo de todos los tumores de
mama diagnosticados presentan un componente laredelacionado con mutaciones

germinales en genes de susceptibiltdad

Aproximadamente la mitad de estos casos son del@dositaciones en los genes
BRCA1 y BRCAZ2. La frecuencia poblacional de estagationes es 1/400- 1/800 y el

riesgo de cancer de mama es superior a 10 vece®spacto a las no portadoras. Por
ahora, BRCAl1 y BRCA2 son los genes de alta pengttanas frecuentes asociados al

cancer de mama hereditdrio

Existen otros genes de alta penetrancia que seasaaancer de mama hereditario, se
incluyen dentro de sindromes hereditarios, comda’”b3 en el Sindrome de Li-
Fraumeni o PTEN en el sindrome de Codwen o MSH2/MEH el sindrome de Muir
Torre 0 STK en el Sindrome de Peutz-Jehger, sa& dimtcasos muy infrecuentes que

suponen menos de un 1% de los casos de cancema meaeditaritt 2.
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Otros genes que intervienen en la aparicion deterade mama hereditario ser
CHECK 2, ATM, PALB2, los cuales no alcanzan unceotaje mayor a un 59
interviniendo en la reparaciorel ADN o en la interaccion con BRCA1l y BRC/
Aumentan el riesgo en portadoras de forma modesigiago de 2 a 4 veces mas qu

resto de la poblacidn.

Existen genes candidatos desconocidos con sustidad poligénica que correspon

entre un 50-6% de los genes responsables del cancer de thereditarié*’. (Figura 6).

H BRCA1

m BRCA2

m CHEK2

mTP53
B Esporadico 19% 5%
Hereditario 1% pTEN, ATM, STK1
1(LKBI
Poligenico

Figura 6 Genes de sceptibilidad al cancer de mama.

1.2-2. GENES DE ALTA SUSCEPTIBILIDAD: BRCA1 Y BRCA2

El gen BRCAL es un gen de gran tamafo. Se locahizael brazo largo del cromosol
17 (17921). Su secuencia contiene 5592 nucledticgeartidos en 24 exones y

extiende a lo largo de 100Kb de ADN gendmico. 8sciibe en numerosos tejidos,
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los que destacan mama y ovario. Se conocen diveesigitos del gen, aunque el mas
completo es de unas 7,2 Kb, y se traduce en urtaipaode 220 kD compuesta por

1863 aminoéacido® *°. (Figura 7).

El gen BRCA2 es aun mas grande que el gen BRCAlocaéza en el brazo largo del
cromosoma 13 (13g12). Se compone de 11.385 nuttesptiepartidos en 27 exones, a
lo largo de 70 Kb de DNA gendmico. Aparece en tgiccomo mama, placenta,
testiculo, ovario y timo. La trascripcién de 12 K, compone de 3418 aminoacidds

*L (Figura 7).
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Figura 7: Estructura génica de los genes BRCA1 €BR

La proteina BRCAL interactia con muchas otras prasecorrespondientes a genes
supresores de tumores, oncogenes, activadoresesoeps de la trascripcion del DNA,
ubiquitinacion de proteinas, remodelacion de lanetina, reparacion y transcripcion
del DNA vy control del ciclo celular. La finalidad enantener la estabilidad genomica y

por tanto el control de la aparicion de tumoresndena y de ovarf.
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Las funciones de BRCA2 parecen ser mas limitadas lgs de BRCAl1. BRCA
participa en la regulacién del ciclo celular y espknente en la reparacién del DP

mediante recombinacién homolc3,

Esto sugiere que ambas proteinas actian en lasde reparaciéon del DNA vy ¢
inactivacibn mediante mutaciones origina inestdhdi genética, provocan
indirectamente la aparicion del tumor por acumuéo rdutaciones en otros gen
reguladores directos del ciclo celular. Debido de espo de funciones « el
mantenimiento de la integridad del genoma BRCA1RCB2 se consideran gen

supresores de tumores del tcaretakers’*. (Figura 8).

REPARACION DNA

ﬁ ESTRUCTURA CROMATINA

Inactivacion

Homeostasis epitelio mamario

TRANSCRIPCION ﬁ CONTROL CICLO CELULAR

Figura 8: Biologia de BRCAL.
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1. 2-3. MUTACIONES GERMINALES BRCA1 Y BRCA2

Se han registrado mas de mil mutaciones distirdasotde BRCAl1 y BRCA2,

recogidas en la base de datos BIC

La mayoria de las mutaciones consiste en inseresiondelecciones que provocan un
cambio en la trascripcién del ADN, dando lugar aparicion de un codén de stop o
parada en la lectura del genoma. También se hamitdesustituciones que originan la
aparicion de un codon de parada, denominado est@iznes como nonsense. Ambas
alteraciones provocan la formacién de proteinasincionantes o la degradacién de los

MRNA formados.

En ocasiones variantes generalmente localizadé&ssdngares de corte y empalme de
exones, alteran el proceso de eliminacion de iegdaplicing), causando la perdida de
exones o la insercion de intrones en el fragmemésctito. También grandes

delecciones o duplicaciones se pueden dar, supimiema frecuencia inferior a 10% de

todas las mutaciones detectadas.

Algunas mutaciones se observan de forma repetidareiias no emparentadas y en
ciertas poblaciones unas pocas mutaciones se pasemn una frecuencia alta. Se ha
demostrado que estas mutaciones recurrentes peovige un mismo antecesor
portador. Estas mutaciones se denominan “fundatgragparecen en individuos de
poblaciones pequefias y tras generaciones sucedé/asndogamia. Asi pues una
mutacion pasa a ser altamente recurrente o inclusateristica de un area geografica o

grupo étnico. Por ejemplo las mutaciones 185delA382insC en BRCAL y 6174delT
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en BRCAZ2 son caracteristicas de la poblacion jadtuenazi, apareciendo en un 2,5%

de la poblacién gener&F’. (Figura 9).

Poblacién BRCA1 BRCA2
Origen africano 1832del5

Judios ashkenazi 185delAG; 5832insC 6174delT
Britanicos 4184del4 6503delTT
Finlandia L2776X
Hungria 5282insC

Islandia 999del5
Italia 1499insA

Paises Bajos 2804delAA

Noruega 1136insA

Suecia 3166insTGAGA 4486delG
Rusia 5382insC

Figura 9: Principales mutaciones fundadoras.

Segun la base de datos BIC aproximadamente un Z0%sdcambios de secuencia
corresponden a sustituciones de nucleétidos quiupem cambios de aminoacidos en
la proteina (missense). Segun la localizaciors ctaacteristicas, estos cambios pueden
provocar alteraciones en la funcionalidad de latgina, conllevando un riesgo de
apariciones de tumores o ser un cambio sin reléwvariel termino variables de

significado incierto, describe a la perfeccion gstiblema. El conocer este dato resulta
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dificil a nivel de la practica médica habitual, iigba que las técnicas de deteccion para
conocer la patogenicidad resultan complejas. Lagregacion de la mutacion con la
enfermedad dentro de una familia, la localizaciénallesion, la funcionalidad de la
proteina obtenida, serian los datos evaluables gdaterminar el grado de dafio

provocadd®.

1.2-4. PENETRANCIA DE LOS GENES BRCA1 Y BRCA2

Las personas portadoras de mutaciones germinal®3R&A1 y BRCA2 tienen un
riesgo aumentado de desarrollar cancer de mamaayioovAproximadamente las
personas portadoras de esta mutacion tienen gorekesdesarrollar cancer a lo largo de

su vida de un 879 °°,

Se ha estimado que el riesgo acumulado de apaacios 70 afios de cancer de mama
es del 65% (IC 95%=44-78%) en BRCA1 y del 45% (B%&18-54%) para BRCA2, y
en el caso del cancer de ovario del 39% (IC 95%&498) para BRCALl y del 11% (IC

95%=2-19%) para BRCA%®,

En familias espafiolas portadoras de la mutacion BREZ BRCA2, se estima que el
riesgo acumulado de aparicion a los 70 aflos deecahe mama es del 52% (IC
95%=26-69%) en BRCA1 y del 47% (IC 95%=29-60%) @RCA2. Y para cancer de
ovario del 22% (IC 95%=0-40%) para BRCAl y del 18 95%=0-35%) para
BRCA2. En este estudio el riesgo relativo para eamte mama presentaba un pico
maximo de 35-40 afios (HR=32 y 51 para edades &9 20-30-39 respectivamente) y
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posteriormente desciende a medida que aumentabdath En el caso del cancer de
ovario el riesgo relativo se encontraba antes gé@anos (HR= 32 y 51 para edades
20-29 y 30-39 respectivamente). El riesgo relagutpieza a incrementarse a partir de

los 40 afios para BRCAL y de los 50 para BRCA2maetiene hasta los 70 afios

Otros tumores que pueden aparecer en pacienteadpmas de BRCA serian, para
BRCA1 el carcinoma de trompas de Falopio (RR 50x1p€ritoneo (RR 45-100),
carcinoma uterino (RR 2), cancer de cérvix (RR,J8pcreas (RR 2.0) y prostata (RR
1,8 Mientras que para BRCA2 se ve una aparicion dees&de mama en varén de
un 6%. El cancer de prostata también se ve aunemi@d un RR de 4,7-7. Y otros
como el carcinoma gastrico, cavidad oral, faringesicula biliar y trompas de

Falopid®.

1.2-5. METODOS DE DETERMINACION MUTACIONAL

El estudio de mutaciones germinales de BRCA1 y BRGAlede realizarse a partir de
DNA obtenido de linfocitos de sangre periféricdutas epiteliales bucales, la médula
0sea, los ganglios, tejidos tumorales, el liquichmiatico, las vellosidades corionicas y

las blastomera.

Existen diversos métodos para la deteccion deaaltsres en el ADN. La cromografia
liguida desnaturalizante de alto rendimiento (DHPD@naturing High-Performance
Liquid Chromatography) puede detectar diferenceasatuencia tanto de un solo par de
bases, como también las inserciones y delecionasDHPLC estd basada en la

emulsion diferencial del ADN homoduplex y heterdéxpcuando migran a traves de
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una columna cromatogréafica. La ventaja, respectotras métodos de andlisis de
mutaciones, es su mayor sensibilidad aunque se& tilmtuna técnica costosa y de

cuidada interpretaci6h

El estudio de grandes deleciones, duplicacionesomdenamientos complejos del gen
debe realizarse por otras técnicas mas sensibtedgdeteccion de estas alteraciones
como MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Anfigation). La cual se basa en la

hibridacién del DNA con dos oligonucleotidos o sasidseguida por la unién de ambas

sondas y amplificacién por PCR de los productosmitibs® °°.

1.2-6. CRITERIOS DE SELECCION

A nivel del Sindrome de Cancer de Mama y Ovaricedigario (SMOH) no existen
unos criterios aprobados por consenso de formenat®nal. Existen guias publicadas
para recomendar la realizacion del test genétidBRIDA Yy los criterios de seleccion de
las familias candidatas para la deteccién de nutasi BRCA1 y BRCA2 suelen ser
similares en los distintos grupos de trabajo, hdilaunas tasas superiores al 10%. Se
basan en datos clinicos que incluye el nimero descde cancer mama y/o ovario
familiares, edad de diagnostico y la presencizéeer de mama bilater®®.

Los criterios para determinar un estudio genéticodncer de mama y/u ovario familiar

hereditario, se exponen a continuacion (Guia &iBEOM de cancer hereditafid)
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Independientemente de la historia familiar:
* Paciente con cancer de mama u ovario sincréonicetaaronico.

+ Cancer de mama bilateral <40 afos.

e Céancer de mama30 afos.

Familia con dos miembros afectos de cancer de nydameancer de ovario y al menos

una de las siguientes caracteristicas:

Varén con cancer de mama.

Uno de ellos es un cancer de ovario, cancer tubarpgrimario peritoneal.

Ambos casos diagnosticados con edad inferior &i66.a

Uno de ellos es bilateral y el otro diagnosticadio menos de 50 afios.

Familias con tres 0 mas individuos con cancer deang/o cancer de ovario en la

misma rama familiar.

Se han desarrollado tablas de prevalencia (Talelggalalencia de Myriad), modelos
empiricos (Couch, Mancherter y Myriad 1l) y gené§id BRCAPRO y BOADICEA)
que de manera sencilla permiten conocer la pradabilde detectar una mutacion. El
modelo empirico se basa en la regresion logisesarapido pero presenta como
limitaciones una alta sensibilidad en el métododdeeccion de las mutaciones. Las
tablas de prevalencia son también métodos rapidos gresentan en algunos grupos
unos tamafos muéstrales pequefos. El modelo geséticasa en el teorema de Bayes,
evita la ambigiedad en la definicion de la histagenética y la prevalencia y la

penetrancia pueden ser modificadas pero requieneayor tiemp&d "* 2 73,
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Pero en los modelos publicados hasta la fechajdaables investigadas se restringen
basicamente al nUmero, naturaleza y/o edad dehakséigo de los tumores presentes en
cada pedigree. La historia familiar en ocasionesinesmpleta, imprecisa y con
frecuencia no informativa. Se considera historrailiar no informativa aquella que en
al menos una de las ramas paterna o materna existémero menor de dos mujeres

(familiares de primer o segundo grado) mayoressdafis. (Figura 16)

Limited Paternal Family Structure

& O
BEy d 73y 85y BTy

b

B2y 5"-9-:{ '?Py B0y 67y BSy . 55y
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Adequate Family Structurs for Both
Maternal and Paternal Linsage

0@ OO0
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B2y S5y S8y B0y 67y B85y o 55y

P
30y
Breast
Cancer

Figura 10: El arbol genealdgico no informativo &lguierda frente al informativo a la
derech&”.

Existen otras variables, como las caracteristicagoanopatologicas de los tumores
diagnosticados en la familia que hasta ahora nleaseincorporado a estos modelos.
Mavaddat y colaboradores incorporan al método BGZEA la expresion de

receptores de estrogenos, el estadio TN y marcadieréenotipo basal, lo que conlleva
una mejora en la prediccion del riesgo de cancemdma asociado a la mutacion

BRCA'>.
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1.2-7. PATRON FENOTIPICO DEL CANCER DE

MAMA ASOCIADO A BRCAI1/2

Los tumores mamarios asociados a mutacion BRCAZXeptan diferencias con
respecto a los tumores esporadicos desde el pentsth morfolégico. En cambio los

tumores BRCA2 representan un grupo mas heterogé&ieoestablecer diferencias

significativas con respecto a los esporadicos.ufgid.1).

Fenotipo tumoral Esporéadicos

RE negativos 90% 35% 34%
ErbB2 97% 85% 97%
C-Myc Amplificacion 53% 23-31% 62%
Carcinoma Medular 13% 2% 3%
Carcinoma ductal in situ 41% 56% 52%
Borde continuo 51% 20% 36%
Infiltracion linfocitaria 13% 3% 4%
Mutacion en PT53 67% 35% 63%
Fenotipo basal 88% 45% No
Expresién de EGFR 67% 21% 8%

Figura 11: Fenotipo tumoral de los tumores de masaogiados a BRCA1 y BRCA2.

La mayoria de los canceres de mama son carcinootal diofiltrante aunque existe un
porcentaje mas elevado que en la media de apar@w@nomas medulares en pacientes

portadoras de BRCAL.
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BRCAL1 Y BRCA2 presentan un mayor grado histologipee el cancer de mama
esporadico y ademas BRCAL1 tiende a tener un mdgommrfismo, indice mitético e

infiltracion linfocitaria’®.

Es mas probable que BRCAL presente RE y RP nega3@90%) comparado con el
cancer de mama esporadico (30%). En cambio |lanoesde negatividad en los RE y
RP para BRCA2 no presenta una diferencia signMaatEn lo referente a la

amplificacién de Her2, es raro su sobreexpresidttpara BRCAL1 como BRCA2 7

9 (Figura 12). Los tumores asociados a BRCA1 coyomfiecuencia aparecen a una
edad temprana, se asocian a un alto grado tumorab yexpresan receptores

hormonale®?.

Figura 12: Inmunohistoquica de BRCA1 y BRCA2.

BRCAL con frecuencia son tumores con perfil tripggativo y una alta proporcion
muestran un fenotipo basal definido por perfilesedpresion génica y por analisis
inmunohistoquimico, incluyendo Citoqueratinas 3/8,y 17, epidermal growth factor

receptor (EGFR), c-kit y p53%2.

Ademas la proporcion de cancer de mama RE negaBté® asociado a la edad de
presentacion, de manera que disminuye al incremsenta edad®. Los tumores
asociados a BRCAL1/2 diagnosticados antes de 50 dii@sen de una manera

significativa de aquellos presentes a una edadisugridiendo ser debido a diferente
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comportamiento bioldgico y vias de desarrollo tuat6f°. Eisinger et al, concluyen en
su estudio que ademas de la negatividad de loptores de estrogenos y del alto grado
histologico presente en estos tumores, la edadréerapde aparicion del cancer de
mama es el Unico elemento predictivo del estadBRIEAL, reportado en un analisis

multivariant&®.

Collins y colaboradores realizaron un estudio equal relataban que la expresién de
citoqueratinas basales y/o EGFR (fenotipo basafdeuutilizarse para identificar
tumores triple negativo, pero que la expresiongd@olos no es un marcador suficiente

para distinguir a las mujeres que presentan unaaidut germinal BRCAT.

Farshid et al demuestran que mediante el uso deritesios morfoldgicos estandar en
ausencia de conocer la historia familiar o la imfacion clinica de la paciente, los
patologos son capaces de predecir el riesgo déaagot con una mutacion germinal
BRCAL en una serie de tumores de mama, con unab#ielasl del 92% y una

especificidad del 8682

El estudio de Liderau y colaboradores fue el priestudio publicado en el afio 2000.
Puso de manifiesto la existencia de una mayor asiéadi entre las pacientes con cancer
de mama receptores de estrogeno negativo y altio drigtoldgico con la presencia de

mutaciones BRCA. (Figura 1%)

Existen varios estudios publicados hasta el momngoe evallan la frecuencia de
mutaciones BRCA1 en pacientes con cancer de mapta tregativo (Receptores de
estrogenos, progesterona y Her2 negativo). En ddofecuencia de deteccion de
mutaciones fue mayor de la esperada. Los resultadas caracteristicas de los mas

relevantes se detallan a continuacion. (Figura 13).
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Criterios de

inclusion

Estudio

Mutacién BRCA1
%

>

Lidereau et Cm < 35| Registro 70 (14 RE+, 4/14(28,6%)
al. 2000 anos hospitalario. GllI).
(Rene Retrospectivo
hospital)®.
Chanj et al|Cm < 45| Unidad de mama.| 76 (24| 6/24 (25%))
2001. anos Prospectivo. CMTN)
(Singapour
hospital)®.
Foulkes et alf Cm < 65| Banco del 292 (72| 17/72 (23,6%)
2003. afnos en tumores. CMTN)
(Montreal Ashkenazi | Retrospectivo
hospital)®™.
Kaldel et al| Cm triple| Banco de 177 (97<50 20/177 (11,3%
2006. (Danal negativo tumores. anos) 17/97 (17,5%)
Farber)®. Retrospectivo
Young et al|Cm triple| Registro +| 54 6 (11%) BRCA1 +
20009. negativo <| Unidades de 1 (1,85%) BRCAZ2
(Ohio/Nort | 40 afios. Ng Consejo genética. +.
Carolina Ashkenazi. | Retrospectivo. 9 VUS.
hospitales}>. | Sin Historia

familiar.
Fostira et al. | Cm triple | ¢? 284 (36< 4030 mutaciones
2010. negativo. afos). recurrentes
(Group (11%)/284.
Cooperative. 17 (47%)/36.
Grecian)®*. 20 Historia

familiar (66%)/30.

Saura et allCm de alto Unidades de 227 (58] 21/58 (36%).
2010. (Vall| riesgo Consejo genético] CMTN) 16 BRCA1+.
d"Hebron)®. | familiar. Retrospectivo 5 BRCA2+.
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Gonzalez Cm triple | Retrospectivo 77 15/77 (19,5%).
Angulo et al.| negativo (1997-2006).
2011.
(University
of Texasf®.
Evans et alj Cm triple 63 8/63 (12,7%).
2011.%", negativo <
41 afnos
Comen et al] Cm Unidades de 451(64 25/64(39,1%).
2011. (Sloan Ashhkenazi. | Consejo Genéticg. CMTN) Mutaciones
Kettering) °®. Retrospectivo fundadores.
(2000-2004). 48% CM < 50
anos.
Robertson et Cm triple | Retrospectivo 308 (14045/308 (15%).
al. negativo seleccionadas Seleccionadas
2012. por Ha| 30/149 (20%).
UK, familiar o
edad).
Hartman et Cm triple | Retrospectivo 199 (153 s|ri21/199 (10,6%)
al.20121° | negativo historia 8/153 (5,2%).
familiar 6/66 (9,1).
positiva)
(66<50 afios)

Figura 13: Principales estudios que determinaruérecia de BRCA en CMTN.

Estos estudios difieren en cuanto al tipo de esiielinimero de pacientes incluidas y
los criterios de seleccion. En algunos de ellasdayen pacientes con historia familiar
de riesgo y pacientes con ascendencia Askhenazi. doalquier caso,

independientemente de esta variabilidad, tantoiz#malolo conjuntamente como por
separado, se concluye que existe una asociacidee emitaciones germinales en

BRCA1 y cancer de mama triple negativo (CMTN).
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1.2-7. JUSTIFICACION DE LA IDENTIFICACION DE

MUTACIONES BRCA1/2

Las pacientes que presentan la mutacion BRCAL maseun riesgo elevado de
padecer cancer de mama y/u ovario a lo largo deidau Se estima que una mujer
portadora de mutacion germinal en BRCAL tiene i&sgo de padecer cancer a lo largo
de su vida del 878 un riesgo acumulado a los 70 afios de cancer deardel 65%

y de cancer de ovario del 38%Detectar a las portadoras permite poner en marcha
medidas preventivas y/o terapéuticas que disminlg/éncidencia y la mortalidad en

este subgrupo de pacientes.

Existen dos tipos de estrategias que se recomieadas portadores de mutacion en
estos genes, que conducen a un diagnostico preeozira reduccion del riesgo de

cancer.

La primera estrategia es el cribado de cancer deamaovario, el cual se basa en la
realizacion de autoexploracion mamaria mensualrér ke los 18 afios, exploracion

fisica por un especialista cada seis meses a partos 25 afilos, mamografia o RMN
mamaria anual a partir de los 25 afios y deterndnade Ca 125 cada 6 meses y

ecografia trasvaginal cada 6 meses a partir d@5@gi08™

La segunda estrategia es la cirugia reductoraedgaimediante la mastectomia bilateral
profilactica y la salpingooforectomia bilateral. trestectomia bilateral reduce el riesgo
de cancer de mama en portadoras en un'8%¥s . .La salpingooforectomia bilateral

profilactica, consigue una reduccion de riesgo @ecer de ovario 71-96%. Esta ha
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demostrado ademas una reduccién del 53-68% deorasgresentar cancer de mama

104105106 107

Existen diferencias con respecto al abordaje tetaqméde estas pacientes portadoras de
mutacion germinal BRCA, tanto desde el punto deawslirdrgico como sistémico. En
pacientes diagnosticadas de cancer de mama, lanpiresde mutacién patogénica en
BRCAL o BRCA2 puede modificar la decisién del tnaiento quirdrgico. Las pacientes
gue se someten a cirugia conservadora tiene uyori@satro veces superior de cancer
de mama ipsilateral respecto a las que se reatizarastectomia. EI 70% de las
pacientes presentaron un tumor en otro cuadrantelopque se trataria de segundos

canceres de mama mas que de recidfifas

Estudios caso-control también ponen de manifiestmayor riesgo de cancer de mama
contralateral. Segun Pierce et al, la tasa de@garile cancer de mama contralateral en
pacientes portadoras de mutacion BRCA (n=160) drantontroles (n=445) a diez afios
es 26% (IC 95%, 22-30%) y a 15 afios de 39% (IC 9B%47%}%. El estudio de
Malone et al, pone de manifiesto que una paciemecancer de mama antes de los 55
afos portadora de mutacion BRCAL tiene una pradablilde desarrollar un cancer de
mama contralateral del 20% y si es portadora deciart BRCA2 del 15%° Por todo
ello, estas pacientes en el momento de la cirugli@ahcer de mama, si se conoce su

estado de portadoras, deberia ofrecérseles laaeidin de mastectomia bilateral.

Con respecto al tratamiento sistémico, actualmEsteacientes portadoras reciben el
mismo tipo de tratamiento y con los mismos farmapges las no portadoras. Pero cada
vez se sabe mas sobre el comportamiento biologiewedte de estos tumores a
distintos farmacos. Se conoce que los tumores dmamasociados a mutaciones

germinales en BRCA1 y BRCA2 son mas sensiblesrtosiesquemas, como es el caso
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de aquellos basados en platitd$*?y se conoce que las mutaciones en BRCA2 son un
factor predictivo de respuesta al tratamiento qoierapico en pacientes con cancer de
ovario*® Pero sin duda los inhibidores de PARP han geparae gran expectacién en
los dltimos afios, mostrando su eficacia en mutasiaggerminales BRCA1 y BRCA2

siendo su diana terapéutica los mecanismos dea@parcelular** *1° 1€

En el momento actual los criterios para la selecdé las pacientes candidatas a la
realizacién de un test genético estan basados leist@ia familiar, basicamente en la
edad temprana de aparicion de la enfermedad néoplda presencia de antecedentes
familiares de cancer de mama y/o ovario. La difadilen identificar estas familias se
encuentra en que los varones son en general portadsintomaticos y en multiples

portadores la penetrancia no es completa.

El concepto de “historia familiar no informativas tefinié Weitzel* como aquella que
en al menos una de las ramas, paterna o materesenpa menos de dos mujeres
(familiares de primer o segundo grado) mayoressdafvbs. Son historias familiares por
tanto que carecen de suficientes elementos inforosatLos elementos informativos
serian mujeres que han llegado a una edad de sefigeente como para desarrollar un
cancer. En estas familias, la presencia de un mipegueiio de casos de cancer no
deberia ser motivo para excluirlas de la realizacié estudio genético. Las muertes a
edades tempranas, las adopciones, el desarraigiiafaia tendencia actual a tener un
menor namero de hijos, son factores que deternyo@neste tipo de familias no sean

infrecuentes.

Numerosos estudios asocian el cancer de mama é&nfescportadoras de mutacion
germinal BRCA1 a la ausencia de expresion de repepte estrégenos y progesterona

y her2, lo que se denomina cancer de mama trigative.
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Teniendo en cuenta que aproximadamente del glabakhdceres de mama el 15-20%
son tumores triple negativo, Atchley et'alexaminaron 491 pacientes, detectando que
un 57,1% de las pacientes portadoras de mutaciomiggd BRCAL1 eran triple
negativo, frente al 23,3% de la BRCA2 mutadas mtéal 13,8% de las pacientes sin

mutacion en BRCA.

También en el estudio de Xu et'8l se observo que mas de la mitad de los casos de
cancer de mama portadoras de mutacion BRCAL eiple tnegativo (53,85%),
encontrando unas diferencias estadisticamente fisajhias con respecto a las
portadoras de mutacion en BRCA2 o a las paciertgmortadoras de mutacion BRCA,
presentando también un grado nuclear superior ynagor nimero de metéastasis

ganglionares.

Los modelos de seleccion de las pacientes parandete la presencia de mutacion
germinal BRCA publicados hasta la fecha incluyemniabdes clinicas como son el
numero, naturaleza y edad al diagnostico de lo®tesnpresentes en cada familia. La
busqueda de caracteristicas que mejoren esta iselegc permitan una mayor
especificidad de la pruebas diagnosticas nos |ev@ensar que las caracteristicas
intrinsecas tumorales, es decir las caracteristastomopatologicas, pueden ser

incorporadas en estos modelos de seleccion.
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2-OBJETIVOS

Asociacion de mutaciones germinales en BRCAL yecaleemama triple negativo
diagnosticado antes de los 50 afios y sin hist@nmailfar







Objetivos

¢ Objetivo principal:

Determinar la prevalencia de mutaciones germinai@sBRCALl en
pacientes diagnosticadas antes de los 50 afiosadedeccancer de mama

triple negativo y sin historia familiar de riesgo.

+ Objetivo secundario:

Determinar la asociacion de mutaciones germinaREMAL en funcion

de la edad (menor e igual o mayor a 35 afnos).

Determinar la asociacion de mutaciones germinalesBRCALl en

funcién del tipo de historia familiar informativa no.

Determinar la asociacion de mutaciones germinalesBRCALl en

funcion de la expresion de fenotipo basal.

Determinar la asociacion de mutaciones germinalas BRCAL

atendiendo al estadiaje tumoral al diagnosticoadstl-I1 o 111-1V).

Determinar la asociacion de mutaciones germinalas BRCAL
atendiendo al grado histologico de malignidad tah@yajo y moderado

o alto grado).
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3-MATERIAL Y
METODOS

Asociacion de mutaciones germinales en BRCAL yecaleemama triple negativo
diagnosticado antes de los 50 afios y sin hist@nailfar







Material y Métodos

3.1- TIPO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio descriptivo trasversal dalppeesencia de mutaciones germinales
en BRCAL1 en mujeres diagnosticadas de cancer dartrgpte negativo antes de los 50

afos de edad y sin historia familiar de riesgo.

3.2- MATERIAL

3.2-1. UNIVERSO POBLACIONAL

Mujeres atendidas en el servicio de Salud espaitatgncer de mama.

3.2-2. POBLACION A ESTUDIO

Las pacientes fueron derivadas desde los hospiti@egferencia pertenecientes a la

seccion de cancer hereditario de SEOM.

Hospitales que intervinieron:

* Hospital Universitario Lozano Blesa (Zaragoza).

» Hospital Vall d"Hebron (Barcelona).
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» Instituto Oncologico del Vallés (Barcelona).

* Hospital de la Santa Creu y San Pau (Barcelona).
» Hospital Clinico (Valencia).

» Hospital Arnau de Vilanova (Lérida).

* Hospital 12 de Octubre (Madrid)

» Hospital Complejo asistencial de Burgos (Burgos).

» Hospital Universitario de Getafe (Madrid).

3.2-3. CRITERIOS DE INCLUSION

Se trata de un estudio multicéntrico en el queaserbclutado 92 pacientes procedentes

de 9 centros hospitalarios espafioles desde max0GBehasta mayo de 2009.

Poblacion de mujeres espafiolas diagnosticadas miEercdle mama triple negativo
diagnosticadas antes de los 50 afios de edad ytsicedentes familiares de riesgo que

hayan sido atendidas en los servicios de Oncalogia

» Pacientes con cancer de mama diagnosticado antes i@ afios de edad.

e Estudio inmunohistoquimico realizado en cada cenbmspitalario de
procedencia y con resultado de receptores de esindg progesterona negativo
y Her2: 0 6 1+, si el resultado es 2+ es necesariestudio FISH (Fluorescent

in situ hybridization) no amplificado.
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* Ausencia de historia familiar de riesgo. Se defwstoria familiar de riesgo
como aquella que presenta uno o mas familiaresiemrepo segundo grado con

cancer de mama u ovario en cualquiera de las dussrépaterna o materna)

* Firma previa de consentimiento informado para e@dr en este estudio.

(Anexo 1).

3.2-4. MUESTRA

Numero de pacientes (n=9

H.C.U. Lozano Blesa (Zaragoza) 27
Hospital Vall d"Hebron (Barcelona) 19
Institut Oncologic del Vallés (IVO) 15
Hospital de la Santa Creu y San Pau (Barcelona) 10
Hospital Clinico de Valencia 9
Hospital Arnau de Vilanova (Lérida) 6
Hospital 12 de Octubre (Madrid) 4
Complejo Asistencial de Burgos 1
Hospital Universitario de Getafe 1
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3.3- METODOLOGIA

3.3-1. CONSIDERACIONES ETICAS

Se presento al comité ético de investigacion didie Aragon (CEICA) y fue aprobado

en Abril de 2008 para su realizacion.

3.3-2. RECOGIDA DE DATOS

Tras firma de consentimiento informado, de cadao cesluido se recogid la

informacion perteneciente a:

* Anamnesis con recogida de edad al diagnostico defeamedad neoplasica.

+ Bilateralidad.

» Antecedentes personales de enfermedades neoplésicas

+ Estadio tumoral.

* Grado histolégico.

* Tipo de historia familiar informativa o no infornnzd. Se define como historia

familiar informativa aquella que presenta en las donas (materna y paterna)
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de al menos dos mujeres (familiares de primer arss#mg grado) mayores de 45
afios). La historia familiar no informativa es admefue no cumpla estos

criterios.

3.3-3. RECOGIDA DE MUESTRA TUMORAL

Se obtuvo una muestra tumoral en bloque de parafipartir de la cual se llegé al
diagnéstico tumoral de cancer de mama triple negatnediante estudio de
inmunohistoquimica (IHQ). Dicho estudio anatomofimjico se completdé con el
estudio de marcadores de inmunohistoquimica cobjetivo de identificar el fenotipo
basal, EGFR y Citoqueratina 5/6, que se realizéle&ervicio de Anatomia Patologica

del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesadfragoza.

3.3-4. RECOGIDA DE MUESTRA PARA

DETERMINACION BRCAI

Se procedio a la extraccion de 12-20 ml de samgmesa periférica en EDTA para la
realizacion del estudio de mutaciones germinalegaréir de la cual se realizara la

determinacion de las mutaciones BRCA1.
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3.3-5. ESTUDIO DE MARCADORES DE

INMUNOHOSTOQUIMICA

De las muestras de tumor de las participantes enestlidio se realizo la

inmunohistoquimica de EGFR vy citoqueratina 5/6.

La inmunohistoquimica de EGFR y Citoqueratina ®6ealizo a partir de las muestras
embebidas en parafina mediante una inmunotinciétongtica, seguida de la
incubacion con formalina en un kit de deteccion iaeté el método estandar de
estreptavidina biotina que pone de manifiesto ldividad peroxidasa de 3-

3"diaminobencidina.

La tincion de EGFR se realizo utilizando el kit BGpharmDx (Dako) con una
recuperacion de antigeno encimatico por protein@sdurante 5 minutos. Para la
Citoqueratina 5/6 (Clon D5/16B4, Zymed Laboratoriese utiliz6 el anticuerpo

siguiendo el protocolo automatizado Ventana CClticmion leve a dilucion de 1:100.

Se definié en el estudio como casos fenotipo bagakllos que presentaban positividad
en citoqueratina 5/6 o en EGFR. Siendo dada corsitiym aquellos casos en los que

existiera tincion en citoplasma o membrana aungeeafde manera focaj 120121122
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3.3-6. PROCEDIMIENTO EN EL ANALISIS

GENETICO DE BRCAI

Se aislo ADN gendmico a partir de sangre perifangando el procedimientos estandar.
El analisis de la mutaciéon se realizé mediante PORPLC (desnaturalizacion

cromatografia liquida de alto rendimiento) y lausgtciacion de todos los exones, asi
como los intrones del gen BRCAL, utilizando el rdétempleado previamente por

Simard et at?®.

3.3-6.1. EXTRACCION DE MUESTRA DE SANGRE

PERIFERICA

La extraccidn de sangre periférica se realiz6 nmdeli@enopuncion en el Servicio de
Oncologia Médica de los hospitales que participameste estudio. La recogida fue de
12-20 ml en EDTA. Las muestras se conservaron eeraex una temperatura de 4 C°.
El trasporte de las muestras fue a temperaturaestebien un plazo de tiempo no
superior a 48 horas desde su extraccion, al serdeiOncologia Médica del Hospital

Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza.
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3.3-6.2- EXTRACCION DE ADN LINFOCITARIO A PARTIR

DE UNA MUESTRA DE SANGRE PERIFERICA

La extraccion del DNA se realizé en el Servicioldeunologia del Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa de Zaragoza manualmetiliezando el método de “Salting

OUt”124.

Se inici6 a partir de una muestra de 10 ml de sapgriférica, recogida en tubo EDTA.

Para la lisis celular y mezcla de sus componergesyealiz6 mediante métodos
quimicos, con la adiciéon de 40 ml de STMT, compuéstmado por sacarosa 0,32M,
tris HCL 1 mM ph 7,05, MgCL2, Triton X-100 1%), dedo reposar 5 minutos y
centrifugando a 3500 rpm durante 30 minutos a 4P0%teriormente se procedio a
decantar el sobrante y lavar el sedimento con kmaisolucién hasta eliminar los

restos.

A continuacién se afiadi6 un tampoén de lisis de deits, un detergente, 120
microlitros de SDS o dodecil sulfato de sodio &0l 50 microlitros de proteinasa K
(20 mg/ml). El fin era separar el DNA de las pno#si a las que se encuentra asociado.
Se incubd durante toda la noche a 37 C° de tenypargta la mafiana siguiente, el

ADN se sometio a precipitacion y dilucion.

Para precipitar los péptidos se afadio 1,76 ml &&IN6M, agitando en vortex
fuertemente durante 15 segundos y centrifugandé08 3pm durante 30 minutos a

45C°. En el caso de permanecer particulas en siépese volvié a centrifugar.
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Se recogio el sobrante y se precipité el ADN cowvalnmen de isopropanol, se mezclé
por inversién. Si quedaron pequefias cantidadeermeifugd a 3500 rpm durante 30

minutos a 4 C°.

Se lavo el sedimento (ADN) con etanol al 70%, s s aire y se volvio a suspender
en un volumen adecuado al precipitado obtenidcadgdn TE (tris HCL 10 mM ph

7,5, EDTA 0,1 mM).

Posteriormente se cuantifico el ADN mediante laulkecde absorbancia a 260 nm. Su
pureza se estimO hallando el cociente ABs260/Ahs2B@ste era mayor de 1,8, la
muestra se consideré adecuada. La cuantificaciOADN se cuantificO teniendo en
cuenta que la unidad de D.O. se corresponde camabOgramos/microlitro. Una vez
cuantificado el ADN, se preparé una dilucion debdja a una concentracion de 50
nanogramos/microlitros. Se comprobd el estado ycdantificacion de ADN por

electroforesis en agarosa al 0,8%.

3.3-6.3. REACCION EN CADENA DE POLIMERASA (PCR)

Para el posterior andlisis de mutaciones en BRCAhezesario amplificar el ADN
correspondiente al mismo, esto se realizd6 meditmteeaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). El contenido de los 22 exonedficadtes y de las regiones
intronicas adyacentes se amplificaron en 37 reaesiade PCR diferentes (debido a su
gran tamario, el exén 11 se dividié en varios frago®). Los Primers usados fueron los

descritos envan Orsouw N&t al'?.
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La reaccion de PCR const6é de una desnaturalizacidial a 95°C durante 5 minutos
seguida de 35 ciclos de 95° durante 30 segundospasn de hibridacion cuya
temperatura dependié de la secuencia del fragnaeatoplificar durante 30 segundos y
72° durante 1 minuto seguidos de un paso de elamgfial a 72° durante 10 minutos.

Para cada reaccion de secuenciacion se partiéGdegl@e ADN.

La amplificacién correcta de los fragmentos se aqoim@ por electroforesis en un gel

agarosa al 2%.

3.3-6.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA

DESNATURALIZANTE DE ALTA RESOLUCION

La técnica de DHPLC permite detectar alteraciomekaesecuencia de ADN (cambios
puntuales e inserciones o0 delecciones de unas pmases) debido al cambio de
temperatura de desnaturalizacion que se produdasemoléculas de ADN homoduplex
y heteroduplex que se separan por una cromotodi@fida de fase reversa a través de

una matriz que utiliza el gradiente de concentradi® acetanonitrilo.

El producto obtenido de las PCR se utiliza direetat®. A lo largo del proceso de la
PCR se forman compuestos homoduplex y hetroduplegartir de fragmentos
amplificados de ADN con presencia de mutacioneslimprfismos. Estos fragmentos
al migrar a través de la columna de la DHPLC y dieba la temperatura y al
acetonitrilo se desnaturalizan formandose estrastten horquilla” (combinan DNA
separado y de doble cadena) que varia la reteramola columna. La presencia de

heteroduplex desestabiliza la molécula de ADN malbeque se desnaturalicen antes
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qgue los homoduplex pudiéndose separar de estawdesario analizar cada amplicon a
diversas temperaturas para que todas las posihlegciones se puedan detectar. Para

analizar BRCAL fue necesario realizar 79 inyeccose el DHPLC. (Figura 14).

Se utilizé una instrumentacién automatica tal y ema describe en Underhill et'&}

A partir de 4 a 7 pl del producto de la PCR queiear aproximadamente de 50 a 100
ng de DNA, se desnaturaliz6 a una temperatura deCO%lurante tres minutos.
Posteriormente y de forma gradual se realizé aate® de temperatura en la muestra
de 95C° a 65C° durante 30 minutos. Los producta®fuseparados a una velocidad de
flujo de 0,9 ml/min a través del gradiente lineal acetonitrilo. La columna de fase
movil consistié en la mezcla de 0,1 M de acetatdridélamina con (tampdn A) o sin

(tampdn B) acetonitrilo al 25%.

Se trata de una técnica compleja y de dificil prtetacion pero que alcanza el 100% de
sensibilidad al utilizar cada fragmento de PCR trea los diferentes gradientes de

temperatura.
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Tipo salvaje  Mutante Heteroduplex Homoduplex
rr,J
'Tc.
Ar. thz m—> AC4 GT ATt GC

<3

4 5 6

Figura 14: Representacion grafica del anélisis H@DC. Dos (PCR amplificados)
cadenas de ADN que difieren en un Gnico nucle&atodesnaturalizados y anelados,
formando heteroduplex, el cual puede ser distirgdelun homoduplex mediante

HPLC. Adaptado desww.transgenomic.cortf’.

3.3-6.5. SECUENCIACION

De aquellas muestras en las que se detectd unnpagrccromatografia alterado se
realizd la secuenciacion del fragmento en las dioscaones para confirmar la

presencia de mutaciones patdgenas.

La secuenciacion se llevd a cabo mediante el se@mdor (Megabace, Amershan-

Pharmacia) del servicio de secuenciacion de laeusiddad de Zaragoza.

El producto obtenido tras la realizacion de la P€&éRmezclé con 100 microlitros de

tampdn purificador y 1 ml de resina. Se agité ¥e® reposar un minuto. La mezcla se
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paso a través de la columna con ayuda de unager8gylavo la columna con 2 ml de
isopropanolol al 80% vy se trasfirid la columna atuimo de 1,5 ml. Posteriormente se
procedié a la centrifugacion durante dos minut@®@00 g. Se afiadié 50 picolitros de
TE a la columna para diluir el ADN y se dejo reposa minuto de tiempo y tras

trasferir la columna a un tubo de 1,5 ml se cargf20 segundos a 10000 g.

Se realiz6 la reaccion de la secuenciacion donaeezeld 4 microlitros de compuesto
formado por el tampon, Taq polimerasa y la mezelandcle6tidos con 10 moles del

primer y 5,5 microlitros del producto de la PCR éfigada.

La reaccion de desnaturalizacion consto de unaatlgstizacion inicial a 94C° durante
un tiempo de cinco minutos seguido de 25 cicloS4fedurante 10 segundos, 60° si el
primer usado incluia una cola de 40/50 GCs o 5@&sa de utilizar un primer sin colas
de GCs durante 10 segundos, y 60° durante dosasiguin paso final a 60° durante 7

minutos y por ultimo a 4°C indefinidamente.

Los productos obtenidos una vez realizada la se@mdn se analizaron mediante
electroforesis capilar a 15 KW, durante 36 minwosin secuenciador automatico ABI
310 (Applied Biosystems). Los resultados obtenides analizaron posteriormente

mediante el programa sequencing Analisis.

3.3-6.6. MULTIPLEX LIGATION DEPENDENT PROBE

ANALYSIS

Para el estudio de presencia de grandes deleccidugicaciones o reordenamientos

complejos del gen BRCAL se utilizé la técnica deMAL Esta técnica se realiz6 en el

85



Material y Métodos

laboratorio de la unidad de andlisis genéticosHirpital Universitario Miguel Servet

de Zaragoza.

El DNA de los pacientes (50-500 mg, 5 microl) ystmontroles se desnaturalizaron 5
minutos a 98 C°, y se afadié 3 microl de la meeola la sonda. Se calenté a 95C°
durante un minuto y se incub6 a 60 C° durante lad@che (16 horas). La ligacion se
realizd con la enzima termoestable Ligasa-65 (32ahimezcla de Ligasa-65) durante
15 minutos a 54 C°. Tras la inactivacion de ladigéb minutos a 98 C°) los productos
de ligacion se amplificaron por PCR, mediante ugoolucle6tido marcado con 6-FAM.
La PCR consistio en 35 ciclos (30 segundos a 60y B0 segundos a 72 C°).
Prepardndose una mezcla de 0,75 microl de los &ags resultantes, 0,5 microl de
standard ROX GS-500, 0,75 microl de agua desionizad2 microl de formamida

altamente desionizada y se incubo durante 2 miraugasCO.

Tras enfriar a 4C° en hielo, la muestra se anadzdun secuenciador capilar ABI
PRISM 310 mediante el software Genescan (Applie$ygitems, Foster City, CA). Los
tamafnos de los picos especificos para cada exdessficaron de acuerdo con su

migracion relativa a los del standard GS-500.

Los datos correspondientes al area se exportaranaahoja de Excel (Microsoft,

Rodmond, USA) y se calculd el area media de los ¢omtroles para cada sonda. Se
aplicd una normalizacion interna de la muestra méalia de los controles mediante el
cociente entre cada area y todos los controlesnivée Posteriormente se realiz6 una
normalizacion externa que calcul6 el cociente elatr@uestra normalizada y la media

de los controles normalizados, la cual proporcianmdedida de la dosis génica (3¢5)

La DQ esperada para los pacientes no portadoresefdey para los portadores de una

deleccion/duplicaion 0,5 y 1 respectivamente. Sesiderdo como en la literatura, que
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una deleccion de dos o0 mas exones contiguos repabseuna verdadera deleccion y
picos duplicados correspondientes a dos 0 mas sxomaiguos representaban una
verdadera duplicacion sin necesidad de estudiotkenm®s. Sin embargo cuando se
tratd de un solo exdn deleccionado/duplicado fumserio un estudio mutacional en el

cDNA para verificar este resultado.

3.3-7. ANALISIS ESTADISTICO

En el estudio inferencial se realizé un analisi@bante, realizando una serie de cruces
entre las diferentes variables: Mutacion BRCA1 stdtial familiar, Grado histolégico,
Edad al diagnostico, Grupo de estadio tumoral, EGE®queratina 5/6 y fenotipo

basal.

Definicion de las variables:

Presencia de mutaciéon BRCAL.

» Edad al diagnostico (menor o mayor/igual a 35 afios)

* Presencia o no de una historia familiar informativa

» Grado histoldgico (bajo o moderado grado frenticagrado).
» [Estadio tumoral (estadio inicial | y Il o avanzdtog 1V).

* Expresion de EGFR.

» Expresion de Citoqueratina 5/6.

¢ Fenotipo basal.
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Para dichas variables en estudio que tomaron wtoralitativos, se aplicé el test de
Chi-cuadrado de Pearson, con la correccion de YatesPrueba exacta de Fisher si

fuera necesario. El nivel de confianza escogida fm test fue del 9596° 130131

El software utilizado para la realizacion de esttudio, fue: PASW Statistic v.18.0.0

(SPSS IncH*
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Asociacion de mutaciones germinales en BRCAL yecaleemama triple negativo
diagnosticado antes de los 50 afios y sin hist@nmailfar







Resultados

4.1- PREVALENCIA DE MUTACIONES

GERMINALES BRCAI

41-1. MUTACIONES PATOGENICAS

Se detectaron 7 mutaciones patdégenas del gen BRG¥d las 92 pacientes estudiadas,

lo que supone un 7,6% del total. (Tabla 1).

N muestral Numero de mutaciones % mutacional

patogenas identificadas

92 7 7,6

Tabla 1: Mutaciones patégenas BRCAL identificadas.

El tipo de mutaciones encontradas fueron: dos delees, 2 insercciones, dos
mutaciones missence y una mutacion nosence. (T3@bl&odas estas mutaciones

registradas estan clasificadas como mutacioneg@aas en la base de datos BIC.
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N Mutacion Tipo de mutaciones
1 G4643A/ W1508X Nosence

2 4286insAG;stop 1392 Inserccién

3 C4966T/ A1616V Missence

4 3019insCT Inserccion

5 C5242A/ A1708E Missence

6 3748 del TT;stop1217 Deleccién

7 3886 del CA;stop1264 Deleccion

Tabla 2: Mutacién y tipo de mutacién detectada.

41-2. VARIANTES SIN CLASIFICAR O DE

SIGNIFICADO INCIERTO

Se detectaron 3 variantes sin clasificar de BRCAatal de la muestra, lo que supone

un 3, 26%. (Tabla 3).

N muestral Numero de variantes sin % mutacional

clasificar

92 3 3,26

Tabla 3: NUmero de variantes sin clasificar BRCédntificadas.
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Las tres mutaciones detectadas fueron mutaciorssente o sin sentido. (Tabla 4).

Mutacion Tipo de mutaciones

1 G3238A/S1040N Missence
2 G4251A/V1378I Missence
3 A4158G/R1347G Missence

Tabla 4: Variantes sin clasificar detectadas.

4.2- ANALISIS DESCRIPTIVO

Las principales caracteristicas muestrales de dagemes recogidas en el estudio se

detallan de la siguiente manera.

4.2-1. EDAD AL DIAGNOSTICO

La mediana de edad de diagnostico del cancer deant@phe negativo entre las 92
pacientes reclutadas fue de 41 afos, con un imtedea23 a 50 afos. La moda fue de

47 ainos.
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La edad es una variable cualitativa que se comviert una variable cuantitativa
dicotobmica, tomando como valores de referencia dadeinferior a 35 afios o

igual/superior a 35 afos de edad.

Del computo total de pacientes (n=92), 19 presentama edad inferior a 35 afios

(20,65%) al diagnostico y 73 (79,35%) igual o sigrea los 35. (Tabla 5).

Edad N= 92 )
< 35 afos 19 20,65
> 35 afos 73 79,35

Tabla 5: Edad de diagnostico.

La poblacion de pacientes mutadas (n=7), presentara edad inferior a 35 afios en 2

pacientes (28,58%) y 5 (71,42%) igual o superi®db afos. (Tabla 6).

Edad N=7 )
< 35 afos 2 28,58
> 35 afos 5 71,42

Tabla 6: Edad al diagnostico en pacientes con ndutaerminal BRCAL.

Las variables de significado incierto (n=3) preason una edad de diagnostico igual o

superior a 35 afios en la totalidad de los casd¥/4).0
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En el subgrupo de 19 pacientes con edad infer8& afios, 2 presentaban mutacién en

BRCA1 (10,52%) y en el subgrupo de 73 de 35 afioss, 5 pacientes presentaron

mutacion en BRCAL (6,84%). (Tabla 7).

Edad al diagnéstico N=92 Mutaciéon BRCA1 %
(N=7)

<35 afos 19 2 10,52

> 35 afos 73 5 6,84

Tabla 7: Mutacion BRCAL en los subgrupos de edad.

4.2-2. TIPO DE HISTORIA FAMILIAR

La historia familiar es una variable cualitativacamica, siendo informativa o no

informativa.

De las 92 pacientes, 54 de ellas presentaron whariai familiar informativa (58,69%)

frente a 38 no informativa (41,31%). (Tabla 8).

Historia Familiar N= 92 %
Informativa 54 58,69
No informativa 38 41,31

Tabla 8: Tipo de historia familiar.
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La poblacion de pacientes mutadas (n=7), preserddistoria familiar no informativa

en 5 (71,42) casos mientras que informativa er85826). (Tabla 9).

Historia Familiar N=7 %
Informativa 2 28,58
No informativa 5 71,42

Tabla 9: Tipo de historia familiar en pacientes oatacion germinal BRCAL.

Las variables de significado incierto (n=3) preasmn una historia familiar no

informativa en 2 (66,6%) mientras en un caso féermativa (33,3%).

De 38 pacientes con historia familiar no informatib presentaban mutacion en

BRCAL (13,15%) y de 54 con historia familiar infativa, 2 (3,70%). (Tabla 10).

Historia Familiar Mutacién BRCA1 %

(N=7)

No Informativa 38 5 13,15

Informativa 54 2 3,70

Tabla 10: Mutacion BRCAL en los subgrupos de hist@amiliar.
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4.2-3. ESTADIO TUMORAL

El estadio tumoral es una variable cuantitativadieotomica, que se trasforma en
dicotomica al agrupar los estadios en inicialega¢és | y II) y localmente avanzado o

metastasico (lll-1V).

De 73 pacientes, 56 presentaron un diagnosticoprat estadios | y Il (76,71%) frente

a 17 avanzados en Il y IV (23,29%). (Tabla 11).

Estadio N=73 %
Inicial (I-11) 56 76,71
Avanzado (IlI-1V) 17 23,29

Tabla 11: Estadio tumoral al diagnostico.

La poblacién de pacientes mutadas en las que eicoel estadio tumoral (n=5) revelo

3 estadio localmente avanzado/metastasico (60%igiales (40%). (Tabla 12).

Estadio
Inicial (I-11) 2 40
Avanzado (llI-1V) 3 60

Tabla 12: Estadio tumoral al diagnostico en paeobn mutacion germinal BRCAL.
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La totalidad de la poblacién que presentaron vhsalde significado incierto (n=3)

presentaron un estadio inicial (100%).

En el subgrupo de 56 pacientes con estadio infEid), 2 presentaban mutacion en

BRCAL (3,5%) y en el subgrupo de 17 con estadicmza@o (IlI-1V), 3 pacientes

presentaron mutacion en BRCAL (17,64%). (Tabla 13).

Estadio tumoral Mutacion BRCA1 %
(N=5)

Inicial (I-11) 56 2 3,50

Avanzado (I1I-1V) 17 3 17,64

Tabla 13: Mutacién BRCA1 en los subgrupos estadtiaoral.

4.2-4. GRADO HISTOLOGICO

El grado histolégico es una variable cuantitatigae se define como dicotémica al

dividir en grado bajo/moderado o alto grado higgmo.

De 48 pacientes, 7 presentaban un grado histoldmigwmoderado (14,54%) frente a

41 de alto grado (85,16%). (Tabla 14).
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Grado Histoldgico N=48 %
Bajo/Moderado 7 14,54
Alto 41 85,16

Tabla 14: Grado Histolégico.

El grado histologico se recogiéo en 3 pacientes m@sencia de mutacion germinal
BRCAL de las 7 detectadas en la muestra, de ldescdapresentaron un alto grado

histoldgico (66.66%) y 1 un grado histolégico bajoflerado (33,33%). (Tabla 15).

Grado Histolégico N=3 %
Bajo/Moderado 1 33,3
Alto 2 66,6

Tabla 15: Grado histolégico en pacientes con matagerminal BRCAL.

En el subgrupo de 7 pacientes con grado histolégajo/moderado, 1 presentaba

mutacion en BRCAL (14,28%) y en el subgrupo de @i grado histologico alto, 2

pacientes presentaron mutacion en BRCAL (4,87%)l@rl1e).

Grado Histolégico Mutaciéon BRCA1 %
(N=3)

Bajo/Moderado 7 1 14,28

Alto 41 2 4,87

Tabla 16: Mutacion BRCAL en los subgrupos gradtldgico.
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4.2-5. EGFR

La determinacion de EGFR es una variable cualaaticotomica, presencia o ausencia

de la expresion del receptor del factor de crecitoiepidérmico.

De 59 pacientes, la determinacion de EGFR fue ipasén 17 de ellos (28,81%) y

negativa en 42 pacientes (71,19%). (Tabla 17).

EGFR N=59 %
Positivo 17 28,81
Negativo 42 71,19

Tabla 17: Determinacion de EGFR.

De la poblacién de pacientes mutadas se obtuvdinielgal en los 3 casos en los que se

realiz6 la determinacion de EGFR (100%). (Tabla 18)

EGFR N=3 %
Positivo 0 0
Negativo 3 100

Tabla 18: Determinacion EGFR en pacientes con ritutagerminal BRCAL.

100



Resultados

En el subgrupo de 17 pacientes con EGFR posiliywsesentaban mutacién en BRCA1
(0%) y en el subgrupo de 42 con EGFR negativo,cCBptes presentaron mutacion en

BRCAL (7,14%). (Tabla 19).

Mutacion BRCA1 %

(N=3)
Positivo 17 0 0
Negativo 42 3 7,14

Tabla 19: Mutacion BRCAL en los subgrupos de EGFR.

42-6. CITOQUERATINA 5/6

La ausencia o presencia de positividad para laguw#@tina 5/6 es una variable

cualitativa dicotémica.

De 68 pacientes, presentaron positividad para w#@iina 5/6 41 (60,29%) vy

negatividad 27 (39,71%). (Tabla 20).

Positiva 41 60,29

Negativa 27 39,71

Tabla 20: Determinacion de Citoqueratina 5/6.
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La determinacion de la citoqueratina 5/6 en la acbh de pacientes con mutacion
germinal BRCAL se consiguié determinar en 4 (nedj, la expresion de la totalidad de

los casos. (Tabla 21).

Positiva 4 100

Negativa 0 0

Tabla 21: Determinacion de Citoqueratina 5/6 engmaes con mutacion germinal

BRCAL.

En el subgrupo de 41 con citoqueratina 5/6 p@sitd presentaban mutacion en

BRCA1 (9,75%) y 27 en el subgrupo de citoquerattii@ negativa, 0 pacientes

presentaron mutacién en BRCAL (0%). (Tabla 22).

Citoqueratina 5/6 Mutaciéon BRCA1 %
(N=4)

Positivo 41 4 9,75

Negativo 27 0 0

Tabla 22: Mutacién BRCAL en los subgrupos de ciéogtina 5/6.
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4.2-7. EENOTIPO BASAL

La determinacion de fenotipo basal es una variabdgditativa dicotomica, presencia o

ausencia de expresion.

De 63 pacientes donde se determino el fenotipd,b&®alo presentaban (73,02%) y 17

no (26,98%). (Tabla 23).

Fenotipo basal N=63 %
Expresién 46 73,02
Ausencia 17 26,98

Tabla 23: Expresién de fenotipo basal.

4 de las 7 pacientes con mutacion germinal BRCAlasmue se determino fenotipo

basal lo expresaban (100%). (Tabla 24).

Fenotipo basal N=4 %
Expresion 4 100
Ausencia 0 0

Tabla 24: Expresion de fenotipo basal en paciesdasnutacion germinal BRCAL.
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En el subgrupo de 46 pacientes con positividad ppitelio basal, 4 presentaban

mutacion en BRCA1 (8,69%) y en el subgrupo de 17 megatividad, O pacientes

presentaron mutacion en BRCA1 (0%). (Tabla 25).

Fenotipo Basal Mutaciéon BRCA1 %
(N=4)

Positivo 46 4 8,69

Negativo 17 0 0

Tabla 25: Mutacion BRCA1 en los subgrupos de dpitesal.
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4.3- ANALISIS INFERENCIAL

4.3-1. EDAD AL DIAGNOSTICO

El estudio estadistico que comparoé la presencraudacion germinal BRCAL y la edad
al diagnostico de cancer de mama triple negatigteaié un valor de p= 0,631 (>0,05)
en la prueba exacta de Fisher, por lo tanto senabspie no existe una asociacién

estadisticamente significativa entre estas dosbias. (Tabla 26).

Mutacién Edad al diagnéstico Significacion

SINOREE  Menor de | Mayor o Fisher
35 afos | igual de 35
afos
Si 2 S 7 0,631
28,6% 71,4% 100,0%
NO 17 68 85
20,0% 80,0% 100,0%
Total 19 73 92

Tabla 26: Asociacion estadistica entre la mutaBREAL y la edad al diagnéstico.
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4.3-2. HISTORIA FAMILIAR

Resultados

Realizando la prueba exacta de Fisher se observaloinp= 0,121 (>0,05) lo que se

traduce en que no existe una asociacion estadigita significativa entre la variable

historia familiar informativa y la determinacion ldemutacion BRCAL. (Tabla 27).

Mutacion Historia familiar Significacion
SINOEEY |nhformativa No Fisher
informativa
Si 2 5 7 0,121
28,6% 71,4% 100,0%
No 52 33 85
61,2% 38,8% 100,0%
Total 54 38 92

Tabla 27: Asociacion estadistica entre mutacion BRE historia familiar.
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4.3-3. ESTADIO TUMORAL

Atendiendo al grupo de estadio tumoral al diagrosse detecto un valor de p= 0,079

(>0,05), por lo tanto no se observo significaciétadistica entre las variables mutacion

BRCAL y estadio tumoral. (Tabla 28).

Mutacion Grupo de estadio Significacion
SINCZER Incluye Iy | Incluye Il Fisher
y IV
Si 2 3 5 0,079
40,0% 60,0% 100,0%
No 54 14 68
79,4% 20,6% 100,0%
Total 56 17 73

Tabla 28: Asociacidn estadistica entre mutacion BRE estadio tumoral.
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4.3-4. GRADO HISTOLOGICO

Se hallo un valor de p = 0,384 (>0,05) realizandaswueba exacta de Fisher, con los
gue se deduce que no existe asociacion estadistitarsignificativa entre la variable

presencia de mutacion BRCAL y grado histologicab(@ 29).

Mutacion Grado histoldgico Significacion
BRCA1 Fisher
Si 1 2 3 0,384
33,3% 66,7% 100,0%
NO 6 39 45
13,3% 86,7% 100,0%
Total 7 41 48

Tabla 29: Asociacion estadistica entre mutacion BR¢ Grado histolégico.

4.3-5. EFGR

La presencia de EGFR frente a la mutacion de BR@®&llp un valor de p= 0,550
(>0,05) por la prueba de significacién de Fisher Ipoque no fue no se detecté una

asociacion estadisticamente significativa entrel¢tesvariables. (Tabla 30).
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Mutacion Significacion
BRCA1 Positivo Negativo Fisher
Si - 3 3 0,550
- 100,0% 100,0%
No 17 39 56
30,4% 69,6% 100,0%
Total 17 42 59

Tabla 30: Asociacion estadistica entre mutacion BRE determinacion de EGFR.

4.3-6. CITOQUERATINA 5/6

La presencia de la citoqueratina 5/6 en la muestraelacion estadistica frente a la

mutacion de BRCA1 detecta un valor de p=0,146 G4l realizar la prueba exacta de

Fisher, por lo tanto no se encontré6 un valor estmdimente significativo, sin

asociacion pues entre la variable mutacion BRCAitogueratina 5/6. (Tabla 31).
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Mutacién Citoqueratina 5/6 Significacion
BRCA1 Positiva Negativa Fisher
Si 4 - 4 0,146
100,0% - 100,0%
NO 37 27 64
57,8% 42,2% 100,0%
Total 41 27 68

Tabla 31: Asociacion estadistica entre mutacion BR¢ Citoqueratina 5/6.

4.3-7. FEENOTIPO BASAL

Enfrentando las variables de fenotipo basal y nidimagerminal patégena BRCAL, se
observé un valor de p= 0,567 (>0,05) en la pruetscta de Fisher, por lo tanto se

observa que no existe asociacion estadisticamigmificativa entre estas dos variables.

(Tabla 32).
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Mutacién Fenotipo basal Significacion
BRCA1 Positivo Negativo Fisher
Si 4 - 4 0,567
100,0% - 100,0%
No 42 17 59
71,2% 28,8% 100,0%
Total 46 17 63

Tabla 32: Asociacion estadistica entre mutacion BR¢ fenotipo basal




5-DISCUSION

Asociacion de mutaciones germinales en BRCAL yecaleemama triple negativo
diagnosticado antes de los 50 afios y sin hist@nmailfar







Discusion

Este estudio es el primero que se realiza en utdag@on de mujeres espafolas
menores de 50 afios de edad con cancer de manertdghtivo y sin antecedentes

familiares conocidos de cancer de mama y/o careexdrio.

La prevalencia de mutaciones BRCAL encontradasiestro estudio fue del 7,3%. En
7 pacientes se detecto una mutacion patogénicaR&AB de un total de 92 pacientes
incluidas. Estos resultados justifican la realiaaaiel estudio de mutaciones germinales
en BRCAL en pacientes con cancer de mana triplatiwvegnenores de 50 afios incluso
en ausencia de historia familiar positiva. En elnmato actual, la realizacion del
estudio genético se realiza atendiendo a factdneisas y familiares. La presencia de
un cancer de mana triple negativo aumentaria lbgibdad de detectar una mutacion
en BRCAL1 vy justificaria la realizacion del estudio determinado tipo de pacientes en

las que por los criterios habituales no serian icataks.

Otros estudios realizados en pacientes con camcerasha con receptores hormonales
negativos o triples negativas han reportado uneafgecia de mutaciones en BRCA1
algo superior a nuestro estudio. Esto se debeesediks criterios de seleccién de las
pacientes incluidas en el estudio, como son la eddms antecedentes familiares de

cancer de mana y/o ovario.

Liderau et &°, estudian 70 pacientes con cancer de mama met®@5 afios de edad.
14 presentaban una histologia negativa para raesptie estrogenos, hallando una tasa
de mutacion BRCAL del 28,6%, en comparacion coB,&% del registro general de
pacientes (odds ratio (OR):10,8 IC del 95% 1,223 70, p= 0,007). Atendiendo a los
criterios actuales, el hecho de presentar una eaambr de 35 afos seria criterio para

realizar el estudio de mutaciones germinales en BRCBRCAZ2. Curiosamente, solo
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una paciente con mutacién germinal BRCA1 presentate historia familiar no

positiva.

Chang et &f, realizan un estudio prospectivo donde de 76 pteseeclutadas, hallan 6
mutaciones patdégenas en BRCAntre las 24 mujeres diagnosticadas de cancer de
mama triple negativo, menores de 45 afios y cowrfastamiliar de cancer de mama

y/o cancer de ovario de riesgo, lo que supone tmafencia de un 25%.

Ambos estudios, el de Liderau et°af el de Chang et &| son los primeros en aportar
datos que sugieren que el cancer de mana que alksatas pacientes portadoras de
mutacion patogénica en BRCA1 se asocia a determamsnedracteristicas histologicas.
Cuando se publicaron estos trabajos en los afid® Y@001 el concepto de cancer de
mama triple negativo no era tan conocido como aliganas, la realizacion del estudio
de la sobreexpresion del oncogen Her2 no se rbaligstematicamente en todas las
pacientes diagnosticadas de cancer de mama. Addémnas;lusion retrospectiva de

casos hacia que esto fuera menos probable. Equeerataso, estos estudios aportan
datos que indicaban que este tipo de cancer stesergar alto grado histologico y con

frecuencia hay una ausencia de expresion de reesgtormonales.

Farshid et & también demuestran que las caracteristicas anpsiniégicas sin
conocer la historia familiar o la informacion ctiaide la paciente, permiten predecir el
riesgo de asociacion con una mutacion germinal BREA una serie de tumores de

mama, con una sensibilidad del 92% y una espetaficdel 86%.

Eisinger y colaborador&s concluyen en su estudio que en ausencia de kisaomiiliar,
la negatividad de los receptores de estrégenograglo histolégico alto y la edad
temprana de aparicion del cancer de mama son éacfmedictores de presencia de

mutacion en BRCA, en un analisis multivariante.
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El estudio realizado por Young y colaboraddtes el que mas similar al nuestro. La

muestra incluy®4 pacientes diagnosticadas de cancer de mama tegkgino antes de

los 40 aflos de edad, sin historia de cancer de mgamaancer de ovario entre

familiares de primer grado. Los casos fueron idfieatios de las bases de datos de

pacientes de dos hospitaléthe Palmetto Health Richland/Baptist Hospitals|uGdia

SC y the Cancer Genetics Clinic of Ohio State Uiy, Columbus). Mediante

secuenciacion, se estudid la region codificanteBREAL y los exones 10 y 11 de

BRCAZ2. Se hallaron cinco mutaciones patogénicasd gen BRCAL y una mutacion en

el gen BRCAZ2, lo que supone una prevalencia decimres del 11%. Las mutaciones

detectadas y las caracteristicas de las paciemtesrvespecificadas en la figura 15.

esa

BRCAl 11 1294del40 Deleccion 35 Caucasica
BRCAl 11 2800delA Deleccion 32 Irlandesa/Escoc
BRCAl 15 4731C>T Nonsense 36 Caucasica
BRCAl 20 5382insC Insercion 38 Caucasica
BRCAl 20 5382insC Insercion 39 Caucasica
BRCA2 11 4936delAG Deleccion 39 Afroamericana

Figura 15: Mutaciones BRCA1/2 detectadas entre & IT".

Gonzalez-Angulo et # detectan en 77 pacientes con cancer de mama miegltivo

no seleccionadas por edad ni historia familiar.nQeipacientes tenian mutacion en

BRCA (19.5%): 12 (15.6%) en BRCAL1 (una de ellas &tica, 11 germinales) y (3.9%)

en BRCAZ2.

Evans et af detectan en una poblacién de 63 mujeres diagadsticantes de los 41

afios de cancer de mama triple negativo y sin astamiliar de cancer de mama y/u

ovario, 8 mutaciones patdégenas en BRCAL (prevaaieil2,7%).
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En el andlisis mas amplio realizado de BRCA1 ercedide mama triple negativo,
Robertson y colaboradorésestudiaron un total de 308 pacientes con cancenate
triple negativo. Esta muestra estaba constituida qus series de pacientes bien
diferenciadas: 159 no seleccionadas para estudigtige y 149 que se habian
seleccionado para estudio de BRCA por la edad egeptacion del cancer de mama o

por la historia familiar. La figura 16 recoge lesultados encontrados.

Mutacion BRCA1/ Mutacién Mutaciones

N serie no BRCAL1/ N serie  BRCA1/ Total (%)

seleccionada (%) seleccionada (%)

Total 15/159 (9) 30/149 (20) 45/308 (15)
<50 afios 11/58 (19) 26/111 (23%) 37/169 (22)
>50 anos 4/101 (4) 4/38 (11) 8/139 (6)

Figura 16: Mutaciones BRCA1 en 308 TNBC

La prevalencia de mutaciones BRCAL en individuosseleccionados con cancer de
mama triple negativo es de 9%, aumentando hastald% en las pacientes
diagnosticadas a una edad inferior a 50 afos. p@teentaje resulta similar a la
frecuencia de mutaciones germinales BRCAL en iddos diagnosticados antes de los
50 afos de edad, los cuales son seleccionadosip@ntecedentes familiares de riesgo

o por su edad temprana de diagndstico de cancerdel’.
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Hartmanni® evalué una cohorte de 199 mujeres diagnosticadascancer de mama

triple negativo. La prevalencia de mutaciones datkxs entre pacientes con cancer de
mama triple negativo fue significativamente mase glte la prevalencia entre pacientes
no seleccionadas por las caracteristicas anatoologiias de su cancer de mama (P <
0.0005). En el grupo de 66 pacientes menores d&i66, se detectaron 6 mutaciones

(9.1%), casi dos veces lo esperado segun las tablpsevalencia de Myriad.

El estudio realizado por Mavaddat y colaboradGnesne de manifiesto la necesidad de
incorporar el patron fenotipico del cancer de martes modelos actuales de prediccion
de mutacion germinal BRCA1 y BRCA2. En este estuidicorporan al método
BOADICEA la expresion de receptores de estrogembsstadio triple negativo y
marcadores de fenotipo basal, demostrando quesaxist mejora en la prediccion de

aquellas pacientes con mutacion BRCAL, no siendgltaa la ventaja en BRCA2.

A pesar del coste de la realizacion del estudimdiaciones germinales en BRCAL, un
estudio demuestra que realizar el test en mujersras de 50 afios con cancer de
mana triple negativo resulta coste-efectivo y puesthicir el riesgo de aparicion de

cancer de mama y ovario hasta un 485%

Los tumores asociados a BRCAl1 ademas de presamtan @levado porcentaje un
inmunofenotipo triple negativo, con frecuencia @gan marcadores del epitelio basal,

como son la citoqueratina 5/6 y el EGFR.

Los estudios realizados por Foulkes €t gl Lakhani et &’ confirmaron que la
expresion de marcadores basales es frecuentecanadr de mama asociado a BRCAL.
Pero la expresion de citoqueratina 5/6 y/o EGFRerosuficiente para distinguir
aquellas pacientes con tumores triple negativoiagos a mutacion en la linea germinal

de BRCAL. (Collins et &Y.
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Nuestro estudio incluye el mayor nimero de pacsediagnosticadas de cancer de
mama triple negativo antes de la edad de 50 afisis Yistoria familiar de riesgo

(ausencia de antecedentes de cancer de mama yio eafre familiares de primer y

segundo grado). La prevalencia de mutaciones galesien BRCA1 detectadas en este
estudio (7.3%) es superior a la que presenta lananisohorte de pacientes no
seleccionadas por las caracteristicas histopatalégidel cancer de mama de
laboratorios Myriad (cancer de mama antes de loai®@ sin antecedentes familiares,

prevalencia: 4.7%).

En este estudio el analisis univariante de los msydmg en funcidén de la edad, expresion
de CK 5/6 0 EGFR y el tipo de historia familiar im® demostrado diferencias en cuanto

a la probabilidad de detectar una mutacion patacgéni

En cuanto a la edad, los dos subgrupos (menor@s déos y mayor o igual a 35 afos)
se distribuyen de manera muy similar entre losgrdes con y sin mutaciones. Hay que
resaltar que 73 de 92 pacientes tenian 35 aflos m@e no habian sido candidatos a
la realizacion del estudio de mutacion germinal BR@e no haber participado en este

estudio.

Con respecto al fenotipo basal, no tener datoodibfes de 29 pacientes hace que sea
dificil la valoracién. Se analizaron solo 63 casies)os cuales, en 4 se habia detectado
mutacion patogénica. En estos 4 casos portadorasutieion, hubo expresion de CK
5/6 o de EGFR, por tanto todas ellas presentabafenmtipo basal. Entre las 59
pacientes que no eran portadoras y se dispuso dstrawle tumor para el analisis de
CK 5/6 y EGFR, la mayoria presentaban un fenotggab(42 pacientes, 71.2% vs 17

pacientes,28.8%).
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Esta es la primera serie que la prevalencia deaiomts es analizada en funcién de la
historia familiar (informativa/no informativa). Aegsar de que no se obtuvieron
diferencias significativas, la mayoria de las patgs con mutacién (5 de 7, 71.4%)
tenian una historia familiar no informativa. Pbcentrario, la mayoria de las pacientes
sin mutacion patogénica tenian una historia famitiformativa (52 pacientes de 85,
61.2%). Aunque no las diferencias no sean esteaisénte significativas, estos datos
sugieren que la presencia de historia familiamfiormativa, aumentaria la probabilidad
de detectar una mutacién y podria incluso serzatith como criterio adicional para

indicar la realizacion del test.

Las limitaciones de nuestro estudio son las sigegen

1. Caracter retrospectivo del estudio.

2. Seleccion de casos desde unidades de conséticgen

3. Estudio anatomopatolégico de cancer de mania trggativo no centralizado.

4. No se reporta la realizacion de estudio de nrtas germinales en BRCA2.

5. La sensibilidad de los métodos de estudio daeciries en BRCAL.

1. Caracter retrospectivo del estudio.

La seleccidon retrospectiva de los casos determu@ ljpyan sido elegidas para el
estudio pacientes que han sobrevivido a su camcerama, durante tiempo variable e
indefinido. Esto implica que las pacientes partioigs puedan tener mejor prondstico
gue otras diagnosticadas en periodos de tiempovaqoie pero, que por haber

fallecido no han tenido opcion de participar ere esttudio. Con respecto al prondstico
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del cancer de mama asociado a BRCAL existen datda Kteratura contradictorios,
dado que los estudios realizados son retrospecyivam un nimero poco amplio de
pacientes. El estudio de Stoppa-Lyonnet et*ay Foulkes et af*® encuentran
diferencias significativas en cuanto a supervivensiendo peor en portadoras de la
mutaciéon BRCA con respecto a controles. Otros éstucomo Johannsson et'aly
Rennert et al*’ no encuentran diferencias entre ambos grupos os atomo el de

Marcus et at®®

encuentran una mayor supervivencia en las pasigrtgadoras de la
mutacion. Existe un metaanalisis realizado por étea!>° el cual concluye que existe
una diferencia significativa con respecto a unar pagoervivencia global y peor
supervivencia libre de progresion en las pacieatescancer de mama portadoras de

mutacion germinal BRCA1L. Esta diferencia no se ntréoen pacientes portadoras de

mutacion BRCAZ2.

2. Seleccion de casos desde unidades de consdticgen

Los casos fueron derivados desde Unidades de @ofejético pertenecientes a la
seccion de Cancer Hereditario de la Sociedad Efpafeo Oncologia Médica. Esto
determina que a pesar de los criterios de inclusigtnictos, en estas pacientes se
considerd en los centros en los que se les atendidaloracion por una Unidad de
Consejo Genético. En este sentido, se hubieradeviébsesgo de seleccidn si se hubiera

llevado a cabo un estudio de tipo poblacional.

3. Estudio anatomopatolégico de cancer de mamée tripgativo no centralizado.
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El diagnostico de cancer de mama triple negativoresdizO en cada uno de los
hospitales de referencia que intervinieron en teidés. No se realizé una determinacién

centralizada, lo que hubiera aportado mayor caladaliagnostico.

4. No se reporta la realizacion de estudio de nrtas germinales en BRCA2.

En este estudio no se realiz6 la determinacidén d&agiones germinales de BRCA2.
Hartmani® detecta en su cohorte una prevalencia de mutacigeeminales en
BRCA2 que es mayor de lo esperado. Young &t identificaron una mutacion
patogénica en BRCA2 en su cohorte de 54 pacierdgaabkticadas antes de los 40 afios
y sin historia familiar de riesgo. En nuestra cod@l estudio de mutaciones germinales
deberia ofrecerse a las pacientes menores de 30yafidas que tengan una historia

familiar no-informativa y no sean portadoras deanidin patogénica en BRCAL.

5. La sensibilidad de los métodos de estudio dacmries en BRCAL.

Las técnicas empleadas (DHLPA, secuenciacion y ML&RAel estudio de mutaciones
germinales en BRCAL proporcionan en conjunto upsagla sensibilidad (en torno al
99%), pero no es del 100%. En cualquier caso, lasttacion de la sensibilidad es

asumida en el resto de trabajos publicados sobmecde mama hereditario.

Se observaron 3 variantes de significado inciersm BRCALl, de las cuales
desconocemos su valor patdgeno. Existen diversosdogque permiten determinar el
caracter patdégeno o no de estas variantes comdososstudios de cosegregacion o
estudios de funcionalidad de la proteina entresotdinguno de estos métodos se aplico

en estas variantes detectadas por lo que no hamesildsificadas.

129






6-CONCLUSIONES

Asociacion de mutaciones germinales en BRCAL yeca@leemama triple negativo
diagnosticado antes de los 50 afios y sin hist@nmailfar







Conclusiones

. La prevalencia de mutaciones germinales en BRCAL 92n pacientes
diagnosticadas de cancer de mama triple negatites ate los 50 afios y sin

historia familiar de riesgo es de 7,3%.

. Alas pacientes diagnosticadas de cancer de matertegativo antes de los 50
afos, incluso en ausencia de historia familiaridego, se les debe ofrecer la

realizacion de estudio de mutaciones germinald3REDA1.

. En la cohorte estudiada no existe una asociacifme é@s variables tipo de
historia familiar y presencia de mutacion germi@alBRCAL estadisticamente
significativa (Test de Fisher, p= 0,121)a prevalencia de mutaciones
germinales en BRCAL en el subgrupo de 38 paciargeshistoria familiar no
informativa fue de 13,15% y en el subgrupo de 5# bastoria familiar

informativa fue 3,70%.

. En la cohorte estudiada no existe una asociacifme éms variables edad al

diagndstico y presencia de mutacion germinal erCBR estadisticamente
significativa (Test de Fisher, p= 0,631la prevalencia de mutaciones
germinales en BRCAL en el subgrupo de 19 pacienmdesedad inferior a 35

afos fue de 10,52% y en el subgrupo de 73 de 3b@fi@as fue de 6,84%.

. En la cohorte estudiada no existe una asociacidme éas variables estadio

tumoral y presencia de mutacion germinal en BRC/Astadisticamente

significativa (Test de Fisher, p= 0,079La prevalencia de mutaciones
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germinales en BRCAL en el subgrupo de 56 paciemesstadio inicial (I-11)
fue de 3,5% y en el subgrupo de 17 con estadiozadan (llI-1V) fue de

17,64%.

6. En la cohorte estudiada no existe una asociacidre éas variables grado
histologico y presencia de mutacion germinal en BRGestadisticamente
significativa (Test de Fisher, p= 0,384La prevalencia de mutaciones
germinales en BRCAL en el subgrupo de 7 paciertesgeado histolégico
bajo/moderado fue de 14,28% y en el subgrupo dmdrado histoldgico alto,

fue de 4,8%.

7. En la cohorte estudiada no existe una asociaci@me ¢ variables EGFR vy
presencia de mutacion germinal en BRCAL estadis@ote significativa (Test
de Fisher, p= 0,550).a prevalencia de mutaciones germinales en BRCAdl en
subgrupo de 17 pacientes con EGFR positivo fug%tle en el subgrupo de 42

con EGFR negativo fue de 7,14%.

8. En la cohorte estudiada no existe una asociacitha s variables citoqueratina
5/6 y presencia de mutacién germinal en BRCAL1 éstiadmente significativa
(Test de Fisher, p= 0,148)a prevalencia de mutaciones germinales en BRCA1l
en el subgrupo de 41 pacientes con citoquerat@dgitiva fue 9,75% y en el

subgrupo de 27 con citoqueratina 5/6 negativa &u@%.
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9. En la cohorte estudiada no existe una asociacifme éms variables fenotipo
basal y presencia de mutacion germinal en BRCAladésgicamente
significativa (Test de Fisher, p=0,767). La premala de mutaciones germinales
en BRCAL en el subgrupo de 46 pacientes con piokitioara epitelio basal fue

de 8,69% y en el subgrupo de 17 con negatividadéu@%o.
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Anexo

Anexo 1: Consentimiento Informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PRCECTO DE
INVESTIGACION: ASOCIACION ENTRE PRESENCIA DE MUTAQNES
GERMINALES EN BRCAl1 Y CANCER DE MAMA TRIPLE NEGATIO
DIAGNOSTICADO ANTES DE LOS 50 ANOS

Y0,(NOmMbre ¥y APellidos). .. oot e &
sido informado por el Dr. ... pertenecienté servicio de
Oncologia de los siguientes aspectos:

1°) La posibilidad de colaborar voluntariamenteuanproyecto de investigacion sob
determinacion de mutaciones germinales en el ge@ARy diagnostico de cancer d
mama triple negativo antes de los 50 afos.

2°) Para dicho fin, se precisa una muestra deotdjichoral y la extraccion de un
muestra de sangre.

3°) Dicha prueba no entrafia ningun riesgo paraaliads salvo los propios de un
extraccion sanguinea.

4°) Los datos obtenidos se podran a la dispostéolas personas en estudio, siempr
cuando asi lo deseen.

e

a

a

4

ion

59) Si usted desea conocer el resultado del estewlicaso de que se detectara mutag
patégena en BRCAL, recibird asesoramiento genéteulo informada del riesgo

e

cancer existente, asi como de las alternativaselepcion disponibles en la actualidgd.
Cuando la existencia de la mutacién ha sido coafilam debe saber de otros miembfos
de su familia pueden haberla heredado: de ustedgem de descendientes) o de $us
antepasados (en caso de otros familiares comootimémos). Los responsables del

proyecto en ningun caso contactaran con ellos ppig iniciativa para advertirles d
esta circunstancia, ya que esta informacion egsirente confidencial. Es decisid
personal suya informar a dichos familiares coriretlé que, si ellos lo desean, pued
ser estudiados y valorar asi cual es su riesgoparson respecto a estos tumores.

6°) Se me asegura la confidencialidad de todosdatigs, tanto personales como (
estudio que puedan ser utilizados sin mi conseetitaj segun la ley de proteccién
datos LO15/99.

7°) La realizacion de este analisis se realizaréelehospital Clinico Universitarig
Lozano Blesa de Zaragoza. La muestra de sangraightg la muestra tumoral serg
conservadas por el servicio de Oncologia MédicaHtedpital Clinico Universitario
Lozano Blesa de Zaragoza. Los datos obtenidos sgep@ran de forma indefinidg
existiendo posibilidad de cancelacion pasados 5.afio

Declaro que todas mis dudas y preguntas han sitken@ntemente aclaradas y que
comprendido toda la informacion que me ha propoaii@. Por ello en pleno uso (¢
mis facultades mentales doy mi consentimiento [@arealizacion de consejo genéticg
prevencion por el Servicio de Oncologia médi

n
an

el
e

n

=

he
e

y
Ca.
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Y para que asi conste firmo el siguiente origiaal,

Firma del paciente Fecha:

Firma tutor (caso de menor o incapacitado legale)ent Fecha

Firma médico Fecha
REVOCACION

En ejercicio de derecho que tengo de anular elettimsiento prestado manifiesto n
voluntad de revocarlo y solicito se proceda a lstrdecion de las muestras sanguingas
extraidas.

Firma Fecha
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Articulo cientifico

ASSOCIATION OF BRCA]1 GERMLINE MUTATIONS IN YOUNG

ONSET TRIPLE NEGATIVE BREAST CANCER (INBO)

Raquel Andrés Isabel Pajarel Judith Balmafiy Gemma Lloi, Teresa Ramén y Cafal
Isabel Chirivelld, Elena Aguirré, Luis Roble§ Enrique Lastrd, Pedro Pérez-SegutaNina
Bosch, Carmen Yagife Enrique Lerm4 Javier Godind’, M2 Dolores Miramal', Manuel
Moros', Pilar Astiel?, Berta Sa€Z2, Maria Jesus Vidaf, Angels Arcush Santiago Ramon y
Cajal', Maria Teresa CalVd, Alejandro Trek

1-Hospital Clinico Lozano Blesa de Zaragoza. 2-hHa$épvall d'Hebron de Barcelona. 3-
Instituto Oncologic del Vallés. 4-Hospital de langaCreu y San Pau de Barcelona. 5-Hospital
Clinico de Valencia 6- Hospital Arnau de Vilanowa Icérida. 7- Hospital Universitario 12 de
Octubre. 8- Hospital G. Yague de Burgos. 9- Hadpillinico San Carlos de Madrid. 10-
Aragon Health Science Institutél- Hospital Universitario Miguel Servet. 12- @ende Salud
San Pablo, Zaragoza. 13- Hospital Valle Hebron.

ABSTRACT

BACKGROUND: BRCALl-associated breast cancers have been assbd¢@mta triple

negative phenotype. The prevalence of BRCA1l geentmutations in young onset

TNBC based on informativeness of family history hasbeen reported.

PATIENTS AND METHODS:From January 2008 to May 2009 were collected blood

and tumor samples from patients with TNBC youndemt 50 years and without a
family history of breast and ovarian cancer intfasd second degree relatives. Analysis
of BRCAL1 germline mutations was made. Age at diagn@nd informativeness of

family history (presence of female in first and@et degree relatives alive until age 45)
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was collected in all cases. Immunohistochemistrpadal-like features was performed

centrally in all available tumors.

RESULTS: Seven pathogenic mutations were detected in 92mat(7.6%), two of
them in patients younger than 35 years (28.6%h#fis exact test, p=0.631) Three

non-classified variants were detected (3.2%).

Family history was informative in 2 patients wahpathogenic mutation (28.6%) and
not informative in 5 (71.4%) (Fisher's exact tgst0.121). Of the 7 patients with a

pathogenic mutation, 4 had a basal-like phenotype.

CONCLUSION: Patients with apparently sporadic TNBC youngenth@ years and a

non-informative family history are candidates fermline genetic testing of BRCAL.

INTRODUCTION

Between 3-5% of breast cancers and 10% of ovaacers currently diagnosed are
associated with germline mutations in BRCA1 and BR@enes. After these genes
were identified as highly susceptible to breastd amarian cancer in the 1990s, several
clinical criteria to guide the recognition of caddie subjects for genetic studies have
been reported. In general, the test is offereadoviduals with a likelihood greater than
10% of having mutations. Unlike other syndromesydhare no international consensus
criteria indicating the genetic test for hereditdmgeast ovarian cancer syndrome
associated with BRCA1 and BRCA2. Nowadays, theee guidelines with similar
criteria and mathematical models based on Bayesréim (BRCAPRO, BOADICEA)
that are capable of estimating the likelihood dedgng a mutation (1,2). Both consider

factors such as: age at diagnosis, bilateraliseserce of breast cancer in males and the
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number of cases. Including pathology features ofas would probably improve the

predictability of clinical guidelines and prediativnodels.

BRCALl-associated breast cancers have some histdpgittal characteristics different
from sporadic breast cancer. More often these tarhave a higher histological grade
than sporadic breast cancer, have negative estr@yeh progesterone receptors (80-
90%), and rarely amplify or overexpress HER2. Tfeee they are triple-negative
phenotypes in up to 80-90% of cases and, in a pagoentage, they present a basal
phenotype (3-7). Moreover, the distinctive featlwEBRCA1-associated tumors appear
when breast cancer is diagnosed before age 50.tdrher characteristics are not
different from those of sporadic cancers in wome&erahat age. Tumours from the
older patients in BRCA1 families differed signifitdy only in grade from tumours in

non-BRCA1/2 patients (8-10).

Several studies have shown a high prevalence ohlger BRCA1 mutations among
triple-negative breast cancer patients. Nevertselgsne of the studies has analyzed the
prevalence of germline mutations among “sporadaring onset TNBC based upon the

informativeness of their family history. (11-13).

The goal of our study is to determine the prevadeoicBRCAL germline mutations in
patients with no breast and ovarian cancer famigyohy and diagnosed with triple-
negative breast cancer before age 50 based upoinfthenativeness of their family

history.

DESIGN

A descriptive study on the presence of germline BR@wutations in women diagnosed
with triple negative breast cancer before age %0 do not have a family risk history

was conducted (one or more first- or second-dege&sive with breast- or ovarian
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cancer). The association between BRCA1 mutatioacatien and the presence of basal
phenotype, age, and family history type was deteechiby univariate analysis. This

work has been approved by the Ethics Committeeragdn (CEICA).

Elegibility criteria

Selected patients were females from the High Risd &€ancer Prevention Units
belonging to the Hereditary Cancer Programme of $jpanish Medical Oncology
Association. Patients had been diagnosed withetny@gative breast cancer, which is
defined by a lack of expression by inmunohistoclstmmiof ER, PR and Her2.
Fluorescent in situ hybridization (FISH) for Hem&s performed for Her-2 IHC score
of ++/+++. Patients were younger than 50 yearstatino famiy history of breast and

ovarian cancer among first-and second-degree vefati

Patients signed an informed consent form in ordéake part in the study.

A family tree was made for all patients collectiamgleast data about first- and second-
degree relatives. Cases were separated into twgpgranformative group (at least two
45-year old women or older from the same genealsigie, either paternal or maternal)
or non-informative group, as defined Weitzel et(®). The age at breast cancer

diagnosis was collected from each patient.

BRCA1 genetic study

Genomic DNA was isolated from blood using standamcedures. Mutation analysis
was performed using PCR, DHPLC (Denaturing High fd?arance Liquid

Chromatography) and sequencing of all exons, a$ aglintron boundaries of the
BRCAL1 and BRCA2 genes, with primer pairs used pnesly described by Simard

et al. (15). Sequencing was carried out using ARISM di-Deoxy Terminator Cycle
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sequencing kit on an ABI 310 Genetic Analyzer, (kg Biosystems). All nucleotide
numbers refer to the wild type cDNA sequence of BRGU14680) as reported in

GenBank.

MLPA kits for BRCA1 (P003) and BRCA2 (P045) are auercially available from

MRC Holland, Amsterdam, The Netherlands. These wets of probes allow a
screening for deletions and duplications of all BRCand BRCA2 exons, plus
1100delC CHEK2 mutation in two PCR reactions. MLRAs performed as described

by the manufacturer.

I mmunohistochemistry

Tumor sample was obtained in 63 cases. Immunolhistostry for EGFR and CK5/6
was done on each set of 17 formalin-fixed, paragfimbedded tissue slides using the
standard streptavidin-biotin complex method witB'-8jaminobenzidine chromogen.
EGFR staining was done using the EGFR pharmDx &KO) with an enzymatic
antigen retrieval by proteinase K for 5 min. CK5(€lone D5/16B4, Zymed
Laboratories) antibody was used following the Veatautomated stainer mild CC1
protocol with 1:100 dilution. EGFR and CK5/6 staimsre considered positive if any
(weak orstrong) cytoplasmic and/or membranous invasiveimanta cell staining was

observed (17).

Statistical analysis

The prevalence of pathogenic mutations detectedisnpatient cohort was determined.
A univariate analysis was conducted for the follogvivariables: basal phenotype, age

younger than 35 years, and non-informative familstdnry based on Pearson's chi-
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square test with Yates' correction or Fisher's etest, if necessary. A 95% confidence

level was chosen for the tests.

RESULTS

Ninety-two women with triple-negative breast caneegre included. None of the

patients had Ashkenazi Jewish ancestry.

The characteristics of the cases included in thaysare specified in Table 1.

Table 1.
No. of patients 92 |
Family history
Informative 54 (58.69%)
Non-informative 38 (41.31%)
Ageat diagnosis
Younger than 35 years 16 (17.39%)
Age 35 or older 76 (82.61%)
Basal phenotype
Yes 4 (6.34%)
No 59 (93.65%)
Unknown 29

Seven pathogenic mutations were detected in 92mgatiPrevalence was: 7.6%. Three
non-classified variants were detected (3.2%). Tharacteristics of the detected

pathogenic mutations and non-classified variante a&pecified in Table 2.
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Table.2

Patient \ Pathogenic mutations Type

1 G4643A/ W1508X Nonsense
2 1389insAG;stop 1393 Insertion
3 C4966T/ A1616V Missense
4 3019insCT Insertion
5 C5242A/ A1708E Missense
6 3748 of TT;stopl1217 Deletion
7 3886 of CA;stopl264 Deletion
Patient Non-classified variant Type

8 G3238A/S1040N Missense
9 G4251A/v1378I Missense
10 A4158G/R1347G Missense

Characteristics of pathogenic mutation carriershwispect to age at breast cancer

diagnosis, type of family history, and presenceabsence of a basal phenotype are

described in Table 3.

Table 3.

Patient Age ‘ Basal phenotype Family history ‘
1 37 Unknown Informative

2 23 Unknown Non-informative

3 31 Unknown Non-informative

4 41 Yes Non-informative

5 43 Yes Informative

6 49 Yes Non-informative

7 38 Yes Non-informative
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Of the 7 pathogenic mutations detected, 2 patete younger than 35 years (28.6%)

and 5 were 35 or older (71.4%) (Fisher's exact pe<0.631) (Table 4). Family history

was informative in 2 patients with a pathogenic ation (28.6%) and not informative

in 5 (71.4%) (Fisher's exact test, p=0.121) (T&le

Immunohistochemical study of EGFR and CK 5/6 wadggoeed in 63 patients Of the

7 patients with pathogenic mutations, four patidr#td a baseline phenotype, and three

did not have the tumor sample available. (Table 6)

Table 4.
BRCA1l Age at diagnosis P value
mutation Age 35 or
older
Yes 2 S 7 0.631
28.6% 71.4% 100.0%
No 17 68 85
20.0% 80.0% 100.0%
Total 19 73 92
Table 5.
BRCA1 Family history P value
NUEUREE | nformative | Non-
informative
Yes 2 S / 0.121
28.6% 71.4% 100.0%
No 52 33 85
61.2% 38.8% 100.0%
Total 54 38 92
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Table 6.
BRCA1 Basal-like epithelium
UNIEUES pogitive Negative | Total
Yes 4 - 4 0.567
100.0% - 100.0%
No 42 17 59
71.2% 28.8% 100.0%
Total 46 17 63
DISCUSSION

Our study is conducted in a population of womenngmr than 50 years with triple-
negative breast cancer and no known family histdrypreast and/or ovarian cancer.
Unlike other studies, this is the first one thaaisein mind the type of family history,
informative o non-informative. The prevalence of &KL mutations found in our study
was 7.3%. Overall, 7 pathogenic mutations wereatetein BRCAL1 in 92 patients.
These data suggest that triple-negative breastecangatients younger than 50 years
old could be used to indicate a BRCAL genetic g in the absence of other factors,

as family history.

Other studies with similar characteristics repogoaewhat higher prevalence. This is
due to a different patient selection and to the flaat patients with a family history of
breast and/or ovarian cancer were not excludecderaid and colleagues examine 70
patients with ER-negative and high-grade breasterawho were diagnosed before age
35 and they find a 28.6% BRCAL1 germline mutatiote eompared with only 3.6% in

their general tumor registry, odds ratio (OR.8, 95% CI:1.28-127.70, P = 0.007.
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Interestingly, only one of the patients with a BRCAermline mutation had a

significant family history (11).

Chang et al. detect 6 (25%) pathogenic mutatiordinvomen under 45 years of age
with ER-negative breast cancer and a family histafrpreast or ovarian cancer (12).
Farshid et al. (18) also demonstrate that by ugwegstandard morphologic criteria in
absence of any knowledge of family history or daliinformation, pathologists are
able to predict the likelihood of association watBBRCA1 mutation in a series of breast
cancers, with a sensitivity of 92% and a specyict 86%. Eisinger et al. (19) report
that in addition to ER negativity and high histatmg grade, early age of onset of breast

cancer is the only predictive feature of BRCAL igarstatus in a multivariate analysis.

The study conducted by Young et al. is the mostlairto ours. Fifty-four patients with
triple negative breast cancer diagnosed at ager4éauier, with little or no family
history, are studied. Six (11%) deleterious mutetiare detected, five in BRCA1 and
one in BRCAZ2 (13). In the largest analysis of BRAATN breast cancer, Robertson et
al show that the frequency of BRCA1 mutations irselacted individuals with TN
breast cancer is approximately 10%, increasing®#b df individuals diagnosed below
50 years, that is similar to the frequency of BRGAdtations in individuals diagnosed
before 50 years that were selected for inclusiorabge family history of BC and/or

young age at diagnosis (20).

Hartmann evaluated a cohort of 199 women diagnosdd triple negative breast
cancer. A general linear model analysis shows ttietobserved mutation rate among
patients with triple-negative BC is significantlygher (P < .0005) than the expected
rate among patients with BC unselected for patholdgnong 66 women without

significant family history diagnosed before age 9®, mutations were detected
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(prevalence 9.1%), almost twice the expected frequeaccording to Myriad prevalence

tables (21).

Despite the cost of performing germinal mutatiomlgsis, a study demonstrates that
BRCA mutation testing for women with triple-neg&iBC who were younger than 50
years was cost- effective and could reduce subs¢d@ and ovarian cancer risks by

up to 40% (22).

BRCAL associated tumours are characteristically ordy triple negative but also
frequently express one or more ‘basal’ markers (BKEGFR) The studies from
Lahkani et al (23) and Foulkes et al (6) confirntleat expression of basal markers is
frequent in BRCALl-related cancer, but the expressb basal cytokeratins and/or
EGFR is not sufficient to distinguish which womeithatriple negative breast cancers

are likely to harbor BRCA1 germline mutations (24).

Our study included the highest number of patientsout family history and diagnosed

of triple negative breast cancer before the adgeof

Selection criteria were stricter, since patientwainy — either first- or second- degree
— family history of breast- or ovarian cancer weseluded. Even so, the pathogenic
mutation rate detected in our study (7.3%) is highan what would be expected for
women with breast cancer detected before age 5€brdimg to the Myriad prevalence
tables, the prevalence rate in this population wda 4.7%. Despite the cohort size, the
subgroup analysis based on age, family history,tymel presence or absence of a
baseline phenotype did not report any differencéh\Wespect to the basal phenotype,
not having data available from 29 patients makedffficult to assess. Regarding age,
the two sub-groups (younger than 35 and 35 or pldes distributed very similarly

among patients with and without mutations. Showdbted that 73 of our 92 patients
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had 35 years or more and they had not been caedittatealizing the study of BRCA1
germline mutations of not having taken part in tsisdy and 5 pathogenic mutations
would have not been detectedis is the first series that the prevalence ofations
analyzes depending on the information of the famitistory. even though significant
differences were not detected, 5 out of the 7 ifledtmutations were in patients with
non-informative family history (71.4%). Besides, @mg 54 women with informative

family history, only 2 mutations were detected G28).

Unlike other reports, we have not performed a BR@&Retic study. Hartman detected
in his cohort a BRCA2 mutation prevalence that wigker than expected. Young et al
identified 1 BRCA2 mutation in their cohort of 54men aged <40 years with triple-
negative BC without family history. In our cohoatBRCA2 study should be offered to
very young women (under 30 years of age) or toghegh a non-informative family

history and non-carriers of a BRCA1 mutation.

One limitation in our study is the retrospectivelusion of cases. A recent study did not
find differences in terms of survival among patgemtith TNBC BRCAL1 mutation
carriers and no carriers. Nevertheless, a bias maag occurred by selecting patients

who were survivors of breast cancer.

The data reported previously, and in our studyicete that a triple negative phenotype
in patients under age 50 should be a selectioerimit to test for BRCA1 germline
mutations even in the absence of other factors. ftfpe of familiar history, non-

informative, increases the probability of detectanghutation.
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