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RESUMEN

En el presente estudio se identific6 161 pacientes con cdncer familiar y con ausencia de
variantes patogénicas en los genes BRCA1, BRCA2, PTEN, TP53 o en los genes de reparaciéon
de apareamientos erréneos (mismatch repair, MMR). En esta cohorte, 108 casos
correspondian al tipo de cancer de mama familiar, 34 a cancer colorrectal y 19 a canceres
multiples de aparicion temprana. Mediante el uso de un panel de 44 genes que predisponen
al cancer, se identificd 4.3 % (7/161) de variantes patogénicas o probablemente patogénicas
y 54 % (87/161) de variantes de significado incierto (VUS). Las variantes patogénicas o
probablemente patogénicas se identificaron mayoritariamente en individuos con cédncer de
mama familiar (5/7) y se localizaron en 3 genes: ATM (3), CHEK2 (1), MSH6 (1), seguidos por
individuos con canceres multiples de aparicién temprana (2/7), afectando los genes CHEK2 y
ATM. El analisis in silico de las 87 VUS permitio identificar a 11 de estas como patogénicas.
Estudios funcionales son necesarios para analizar el impacto a nivel de ARN. El presente
estudio describe la presencia de variantes patogénicas o probablemente patogénicas en genes
gue no se incluyen actualmente en el diagndstico genético de forma rutinaria en el contexto
de los fenotipos clinicos. Interesantemente, la mayoria de las variantes patogénicas a nivel
germinal se encontraron en los genes ATM y CHEK2, genes moderadamente penetrantes, y
cuya recomendacion clinica es la de informar sélo la presencia de las variantes truncadas en

estos genes.

Palabras clave: cancer hereditario, cdncer familiar, VUS, asesoramiento genético.



ABSTRACT

The study examined 161 familial cancer patients that were prospectively collected. These
individuals did not harbor a pathogenic variant in the highly penentrant genes: BRCA1, BRCA2,
PTEN, TP53 or DNA mismatch repair genes (MMR). Overall, 108 breast cancer cases, 34
colorectal cancer and 19 multiple early-onset cancers were included in the study. A cancer
panel gene identified 4.3 % (7/161) pathogenic or likely pathogenic variants and 54% (87/161)
variants of uncertain significance (VUS). Five out of seven familial breast cancer individuals
carried a pathogenic or likely pathogenic variants in 3 genes: ATM (3), CHEK2 (1) and MSH6
(1). Two of seven multiple early-onset individuals harbored a pathogenic or likley pathogenic
variants in CHEK2 and ATM genes. The VUS (n=87) were analyzed by in silico tools and 11/87
VUS were described as being pathogenic. Functional studies are necessary to analyze the
impact at the RNA level. The study identified pathogenic or likely pathogenic variants in genes
that are not routinely analized at the clinical setting. Importantly, the study described a high
proportion of the pathogenic germline variants that are located in moderate- penetrant genes
as ATM and CHEK2. Currently, the clinical genetic testing practice recommendation only

applied for the truncating variants from these genes.

Keywords: hereditary cancer, familial cancer, VUS, genetic counselling.



1. INTRODUCCION

Los analisis genéticos clinicos para la evaluacidn del riesgo de cancer se han ido estableciendo
en las ultimas dos décadas, mediante el desarrollo de guias clinicas en base a evidencias para
el cdncer de mama hereditario, sindrome de Lynch (SL), la poliposis adenomatosa familiar,
cancer gastrico difuso hereditario y algunas otras condiciones. Generalmente, la edad
temprana es util para identificar a los pacientes afectados por sindromes hereditarios y
posibles portadores de una variante patdgena a nivel germinal. Asi mismo, se sabe que la
mayoria de las mutaciones asociadas a cancer hereditario confieren susceptibilidad al
desarrollo de cancer en multiples drganos (Cybulski et al. 2014). Sin embargo, existe aun una
fraccidn significativa de los casos de cancer de mama, multiples tumores de aparicién a edad
temprana, cancer colorrectal (CCR), entre otros, que no presentan una explicacidon o causa
genética.

El desarrollo de cancer de mama a una edad temprana puede ser un sello distintivo de
predisposicidn hereditaria. Sin embargo, variantes en los genes BRCA1 y BRCA2 solo se han
identificado en una minoria de pacientes jovenes con cancer de mama (Loizidou et al. 2007;
Malone et al. 1998; Moller et al. 2007; Moller et al. 2014; Peto et al. 1999; Pradella et al. 2014).
En portadores de variantes patdgenicas en los genes BRCA1 y BRCAZ2, el riesgo acumulativo de
desarrollar cancer de mama a los 70 afios se estima en 60 % y 55 %, respectivamente
(Mavaddat et al. 2013). Por el contrario, en el cancer hereditario de mama y ovario (HBOC),
hasta aproximadamente 25 % de los casos pueden explicarse por los genes de riesgo
altamente penetrantes BRCA1 y BRCA2 (Kast et al. 2016). Entre las familias negativas para los
genes BRCA1 y BRCA2, se sabe que una fraccidn de estas familias, porta variantes en los genes

de TP53, STK11, CDH1 y PTEN. Estos cuatro genes altamente penetrantes predisponen a una



variedad de sindromes clinicos diferentes (Bubien et al. 2013; Hearle et al. 2006; Moller,
Stormorken, Holmen, Hagen, Vabo y Maehle 2014; Pharoah et al. 2001; Rustad et al. 2006
328; Wu et al. 2006). Adicionalmente, se ha descrito que los portadores de variantes
patogénicas en los genes de ATM, CHEK2, PALB2, NBS1 y RAD50 aumentan de dos a cinco
veces el riesgo de desarrollar cdncer de mama (Aloraifi et al. 2015; Antoniou et al. 2014 ;
Mavaddat et al. 2013). La identificacién de mujeres que portan variantes en estos genes
permite un manejo adecuado de los riesgos de desarrollo de cancer y de sus manifestaciones
asociadas, una evaluacién clinica, andlisis de los antecedentes familiares, y a su vez permitiria
identificar a potenciales portadores de estas variantes.

Segln estudios recientes, entre el 30 % y el 45 % de los casos de CCR pueden tener una
explicacion hereditaria (AlDubayan et al. 2018; Grady 2003; Lichtenstein et al. 2000; Mucci et
al. 2016). Sin embargo, las variantes patogénicas a nivel germinal son altamente penetrantes
y puede asociarse a un desarrollo precoz de la enfermedad (por ejemplo, las variantes
patogénicas en APCy en los genes que participan en la reparacion de apareamientos erréneos
(MMR) pero se detectan sélo entre un 5 %y un 10 % de los casos (Hahn et al. 2016).

Los estudios de secuenciacidon de nueva generacion (NGS, por sus siglas en inglés) describen
gue aproximadamente el 18 % de los pacientes diagnosticados con CCR, menores de 50 afos,
presentan variantes patogénicas a nivel germinal en genes que tradicionalmente no estan
asociados con el CCR, como ATM, CHEK2, BRCA1, BRCA2, CDKN2A o PALB2 (Kastrinos et al.
2017; Pearlman et al. 2016), mientras que hasta el 15 % de los pacientes con HBOC albergan
variantes patogénicas en genes predisponentes al cancer de mama como RAD51C, RAD51D,
ATM, CHEK2, BRIP1, PALB2, BARD1, RECQL, TP53, CDH1 y NBN (Gupta et al. 2017; Ramus et
al. 2015). Por consiguiente, el 60 % a 70 % de todos los pacientes con CCR hereditario o HBOC

analizados, la predisposicion genética aun se desconoce. Es necesario determinar si estas



variantes contribuyen al riesgo hereditario de CCR o HBOC a través de la combinacién de alelos
de susceptibilidad de baja y/o moderada penetrancia, junto con factores ambientales (Boland
et al. 2018; Dominguez-Valentin et al. 2018; Kastrinos et al. 2016; Picelli et al. 2013).

Es importante destacar que los paneles de genes basados en fenotipos proporcionan una tasa
alta de deteccidn de variantes patogénicas que tienen una accionabilidad clinica. Un estudio
de cribado utilizando un panel de genes, describioé que aproximadamente el 8 % al 13 % de las
variantes patogénicas fueron encontradas en pacientes con HBOC que eran negativos para la
presencia de variantes patogénicas en los genes BRCA1y BRCA2 (Schubert et al. 2019; Tedaldi
etal. 2017). El uso de panel de genes ha permitido identificar nuevos genes asociados a cancer
hereditario y/o familiar pero aun existen datos limitados sobre su riesgo asociado a cancer, y
por tanto, las pautas de manejo médico son escasas o inexistentes para algunos de ellos (Anele
et al. 2017; Huang et al. 2018; Taylor et al. 2018).

Un evento relativamente comun que dificulta la comprensién e interpretaciéon de los
resultados de los estudios genéticos es la deteccidn de variantes de significado incierto (VUS).
Se ha descrito que hasta el 20 % de todas las variantes en los genes BRCA1 y BRCA2 son
clasificadas como VUS (Eccles et al. 2015), mientras en los genes de MMR, es de
aproximadamente una quinta a una tercera parte (Plazzer et al. 2013).

Actualmente, la mayoria de los analisis genéticos utilizan un panel de multiples genes
asociados a cancer para identificar variantes patogénicas en pacientes con historia personal
y/o familiar de cancer. Sin embargo, existe una necesidad de identificar e interpretar los
hallazgos genéticos en pacientes con historia familiar de cancer hereditario, pero en los que
no se les ha identificado una variante patogénica en los genes de alta penetrancia como
BRCA1, BRCA2, PTEN, TP53 y genes de MMR. Debido al riesgo elevado de canceres multiples

en individuos con cancer a una edad temprana asi como en cancer de mama y CCR familiar, la



identificacion de variantes patogénicas en otros genes que no se analizan rutinariamente en
el diagndstico molecular, es crucial para el asesoramiento genético y para la aplicacién de
métodos de diagndstico adecuados y de enfoques terapéuticos en estas familias. Por ello, en
el presente estudio se presenta una primera aproximacion a la investigacion de posibles
variantes patogénicas en casos de cancer; por lo que el objetivo de la presente tesis es
identificar a potenciales marcadores genéticos para cancer en estos pacientes y sus familiares
utilizando el secuenciamiento de nueva generacién. Ademas, se analiz el impacto de las VUS

identificadas en estos pacientes mediante el analisis in silico.”



2. MARCO TEOGRICO

El cancer es una enfermedad genética, causada por variantes patogénicas en los genes que
controlan las funciones de las células, especialmente, el crecimiento, la divisién y apoptosis.
Estos cambios genéticos a nivel germinal, explican aproximadamente el 5 %-10 % de todos los
canceres y presenta una herencia del tipo autosémico dominante y una edad temprana de
desarrollo de cancer. El cancer hereditario ocurre cuando una variante patogénica germinal
aumenta el riesgo de cancer y se transmite de padres a hijos. Las pruebas genéticas para
sindromes de cancer hereditario permiten detectar si una persona dentro de una familia con
signos o sin signos de ese tipo de sindrome, es portadora de una de las variantes patogénicas
en genes relacionados al cancer. Al detectarse estas variantes, se guiara su tratamiento de
manera eficiente y personalizado, asi como medidas preventivas.

El cancer familiar se define como la ocurrencia de cdncer de manera mas frecuente de lo que
se esperaria por casualidad. Estos canceres a menudo ocurren a una edad tempranay pueden
indicar la presencia de una variante patogénica que aumenta el riesgo de cancer. También
pueden ser por factores ambientales, estilo de vida o la conjuncién de factores genéticos y
ambientales.

Actualmente, el cdncer de mama y el SL son los sindromes hereditarios mas comunes. EL SL
es el CCR hereditario mas comun y afecta aproximadamente 1 de 279 individuos con CCR. El
SL es causado por la presencia de variantes patogénicas en los genes que participan en la
reparacion de apareamientos erréneos (MMR) e incluye a los genes MLH1, MSH2, MSH6 y
PMS2. Cada gen provoca un riesgo diferente para el desarrollo de cancer en otros drganos:
endometrio, ovarios, estdmago, intestino delgado, conducto biliar, pancreas y tracto urinario
superior (Dominguez-Valentin et al. 2019; Moller et al. 2017a; Moller et al. 2017b; Moller et

al. 2018).



En Perd, aun no se realiza el diagndstico genético para cancer hereditario en el sistema de
salud publico, por lo tanto, existe la necesidad de implementar el analisis genético a fin de
brindar un diagndstico genético para la deteccién temprana del cancer, ofrecer un manejo
clinico personalizado y tratamiento oportuno (Remme et al. 2010). En este sentido y a nivel
de America Latina, El Grupo Latinoamericano de Estudios de Tumores Hereditarios (LA-GETH),
ha contribuido a la comprensiéon genética y manejo clinico de los individuos con SL,
describiendo posibles mutaciones fundadoras en Colombia, Brasil y Chile (Della Valle 2019;
Koger et al. 2018; Rossi et al. 2017; Vaccaro et al. 2016). Asimismo, a nivel de Europa, el
European Hereditary Tumour Group (EHTG), ha establecido la Base Prospectiva de Sindrome
de Lynch (PLSD) que permite determinar el riesgo que un individuo tiene para desarrollar
cancer hereditario en base al gen, género, edad y érgano afectado.

El cdncer de mama es una de las neoplasias femeninas mds comunes (22 %), de todos los
canceres a nivel mundial. El 5 %—10 % de los casos de cdncer de mama se da por factores
hereditarios y el 30% de este riesgo se explica por la presencia de variantes patogénicas en los
genes de alta penetrancia. Las mujeres que presentan variantes patogénicas en los genes
BRCA1 o BRCA2 tienen un mayor riesgo promedio (35 %-85 %) de desenvolver cancer de
mama y un riesgo promedio (11 %-39%) de desarrollar cancer de ovario (Mavaddat et al.
2013).

Los avances en la tecnologia de NGS y su disminucion de costo, han permitido una evolucién
en el andlisis genético: desde el analisis de un solo gen al uso de un panel de cientos de genes
asociados a cancer. Los beneficios potenciales de este enfoque incluyen la identificacion de
un gran numero de genes y la descripcion de su riesgo accionable a un tipo especifico de
cancer (Castera et al. 2014). Este abordaje tecnolégico ha permitido la determinacion y

asociacion de variantes patogénicas en genes anteriormente no asociados a cadncer, e.g.: los



genes ATM, CHEK2, PALB2, NBS1 y RAD50 asociados a un riesgo aumentado (2-5 veces) para
desarrollar cancer de mama hereditario; sin embargo, existe aun un grupo de individuos con
sospecha de cancer hereditario sin una causa genética identificada. Otro beneficio del uso de
paneles de genes consiste en la identificacidn de ciertas variantes patogénicas asociadas a una
poblacién determinada, como lo demuestra la variante patogénica fundadora vy
frecuentemente estudiada: CHEK2 c.1100delC (Consortium 2004; Turnbull y Rahman 2008).

En la poblacidn peruana, aun existe el desafio de implementar el diagnostico genético para
cancer hereditario y/o familiar que permita caracterizar los tipos y frecuencia de variantes
patogénicas asociadas a cancer hereditario y/o familiar, lo que permitira la identificacion de
biomarcadores de diagndstico temprano, mejorar el prondstico y brindar un tratamiento
personalizado y preciso para el paciente y sus familiares.

La medicina de precisidn se basa en la caracterizacién de los fenotipos y genotipos de los
individuos con cdncer con el objetivo de brindar un diagndstico temprano y tratamiento
oportuno y personalizado.

En las ultimas décadas, se ha observado una revolucién tecnoldgica de la secuenciacidon
genética: desde secuenciar uno o varios exones de un gen especifico, al uso de paneles de
genes hasta la secuenciacion masiva. El uso de la tecnologia de NGS permite el analisis de
varios genes al mismo tiempo, convirtiéndose en una estrategia costo-efectiva que provee
informacién para la deteccién temprana, seleccién del tratamiento preciso y personalizado
del paciente en base a su perfil genético. En la poblaciéon peruana, aun existe el desafio de
implementar el diagndstico genético para cancer hereditario, lo que permitiria evita los
efectos colaterales de los tratamientos estandar que actualmente son usados y mejorar la

calidad de vida del paciente y su familia.



3. OBIJETIVOS

3.1. Objetivo General: Identificar potenciales biomarcadores genéticos en pacientes con
antecedentes familiares o personales de cancer identificados en el Registro de Cancer
Hereditario del Hospital Radium en Oslo, Noruega, mediante el secuenciamiento de nueva

generacion.

3.2 Objetivos especificos:
1) Identificar variantes patogénicas en genes asociados a cancer en la poblacién de estudio.
2) Determinar la tasa de mutacién en la poblacidn de estudio.

3) Realizar un analisis bioinformatico de las variantes de significado incierto (VUS).



4. HIPOTESIS

4.1. Hipotesis Nula: La tecnologia de secuenciamiento de nueva generacion permite
identificar potenciales biomarcadores genéticos candidatos en casos de cancer

hereditario y familiar.

4.2. Hipétesis Alternativa: La tecnologia de secuenciamiento de nueva generacién no
permite identificar potenciales biomarcadores genéticos candidatos en casos de

cancer hereditario y familiar.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Lugar
La tesis se desarrolld en el Instituto de Investigacion de Cancer (ICR) en Oslo (Noruega) y la
poblacidn de estudio fue identificada a partir del Registro de Cancer Hereditario del Hospital

Radium.

5.2. Material Bioldgico Recolectado
La poblacién de estudio se seleccioné del Biobanco de Cancer Hereditario, que forma parte
de la consulta externa de Cancer Hereditario del Hospital Noruego Radium (Oslo, Noruega). El
consentimiento informado fue obtenido por los pacientes durante la rutina de asesoramiento
genético.
Los criterios de seleccién fueron los siguientes:
e Ser miembro de una familia con cancer o tener antecedentes personales de cadncer;
* Presencia de multiples canceres de aparicién a una edad temprana, incluidos cancer de
mama, cancer ginecoldgico, CCR o cancer de tiroides;
e Casos familiares de CCR: familias que cumplieron con los criterios clinicos de Amsterdam o
las pautas revisadas de Bethesda y que presentaron un resultado negativo para la presencia
de variantes patogénicas en los genes de MMR;
® Casos de cancer de mama familiar: Mujeres con cdncer de mama o cancer ginecolégico que
tuvieron un resultado negativo para la presencia de variantes patdgenicas en los genes de

BRCA1 o BRCAZ2.
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5.3. Material de Laboratorio
5.3.1. Equipos
- Nanodrop 1000 (Thermofisher)
- Centrifuga
- Secuenciador: MiSeq (Illumina, Inc., San Diego)
5.3.2. Materiales de Vidrio

- Probetas 500 ml

5.3.3 Kits Comerciales y Enzimas

- Kits de extraccion de ADN gendmico (DNeasy Blood & Tissue Kit - Qiagen,
Germantown,MD)

- Targets de 94 genes y 284 SNPs asociados a cancer hereditario (lllumina, Inc., San

Diego)

5.4. Metodologia

5.4.1. Extraccion de ADN
El ADN gendmico se aislé de las muestras de sangre periférica utilizando el kit DNeasy Blood

& Tissue (Qiagen, Germantown, MD) de acuerdo con el protocolo del fabricante (Figura 1).

5.4.2. Preparacion de muestras (bibliotecas de ADN) y andlisis por Secuenciamiento
de Nueva Generacion.
El secuenciamiento se llevd a cabo utilizando TrueSeq v.1.5 (TSCA, lllumina, Inc., San Diego)
en un MiSeq, segun las instrucciones del fabricante (lllumina, Inc., San Diego). Las sondas de

oligonucleétidos abarcaron toda la regién gendmica no repetitiva de 94 genes y 284
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polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), incluidos exones e intrones. El panel de 94 genes
incluye genes, en su mayor parte, asociados con un riesgo mayor de dos veces de CCR, cancer
de mama, cdncer de mama-ovario, melanoma, cdncer de ovario, cancer de endometrio,
cancer de proéstata, cancer gastrico y cancer pancreatico.

5.4.3. Andlisis de datos
Los analisis bioinformaticos fueron realizados utilizando el software R, versién 3.5.2 (R Core
Team, 2017) .

5.4.3.1. Llamado de variantes

Las lecturas de secuencia del extremo emparejado se alinearon con el genoma de
referencia humano (compilacion GRCh37) utilizando el algoritmo BWA-mem (v.0.7.8-r55) (Li
et al. 2009). Las alineaciones de secuencias se convirtieron al formato BAM, seguidas de la
clasificacién e indexacion, todas utilizando SAMtools (v.1.1) (Li, Chen y Liu 2009). El
genotipado de las variantes de un solo nucledtido (SNV) y los indels cortos se realizé utilizando
HaplotypeCaller de GATK (v3.3.0, opciones predeterminadas, calidad de base minima (BQ) =
10 y calidad de mapeo minima (MQ) = 20). Para minimizar la cantidad de variantes de falsos
positivos, se filtrd las llamadas de genotipo sin procesar, utilizando la configuracién de filtro
sugerido por GATK: QD <2,0; FS> 60,0; MQ <40,0; ReadPosRankSum < -8,0; MQRankSum < -
12,5 y HaplotypeScore> 13,0. Ademas, se excluyeron las llamadas potencialmente poco
confiables en los casos en que el alelo alternativo sea compatible con menos del 20 % de las
lecturas en el sitio de la variante, o la profundidad de lectura total sea inferior a 20. Regiones
invocables (es decir, posiciones genémicas en las que la profundidad y la calidad de secuencia
/ mapeo sean adecuadas) en cada muestra se evaluaron utilizando la herramienta CallableLoci
en GATK (McKenna et al. 2010). Se requirid posiciones invocables para tener un MQ minimo,

BQy una profundidad de lectura de 20, 10 y 20, respectivamente. Estos requisitos se eligieron
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en funcién de la configuracién utilizada para HaplotypeCaller. Las regiones gendmicas que no
cumplieron estos criterios, se consideraron no invocables.
5.4.3.2. Anotacidn de variantes

Las variantes se anotaron utilizando ANNOVAR (Wang et al. 2010) con RefSeq como
modelo genético. Todas las variantes fueron consultadas en las bases de datos de variantes y
recursos de proteinas: dbSNP (build 147) (Sherry et al. 2001), 1000 Genome Project phase3
(Genomes  Project et al. 2015), Exome  Aggregation Consortium  (ExAC)
(http://exac.broadinstitute.org) (Lek et al. 2016), ClinVar (Landrum et al. 2014), UniProt
Knowledgebase (Apweiler et al. 2004) y Pfam base de datos de dominios de proteinas (v29)

(Finn et al. 2014).

5.4.3.3. Nomenclatura y clasificacidn de las variantes genéticas

Las pautas de nomenclatura de la Sociedad de Variacién del Genoma Humano (HGVS)
se utilizaron para describir las variantes genéticas detectadas (den Dunnen y Antonarakis
2000). La recurrencia de las variantes identificadas se establecié al consultar varias bases de
datos: la Base de datos de variaciones abiertas de Leiden (LOVD), la Base de datos de
mutaciones universales (UMD), ClinVar, la Sociedad Internacional de Tumores
gastrointestinales (InSIGHT) y la Base de datos de mutaciones genéticas humanas (HGMD).
Las variantes se clasificaron de acuerdo con el sistema de clasificacion de cinco niveles en las
siguientes categorias: clase 5 (patdgenica), clase 4 (probablemente patégenica), clase 3
(variantes inciertas o variantes de significado incierto, VUS), clase 2 (probablemente no

patogénica) y clase 1 (no patogénica) (Buchanan et al. 2014).

5.4.3.4. Analisis in silico de VUS
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Se utilizaron dos tipos de métodos bioinformaticos para predecir el impacto de las variantes
en el corte y empalme del ARN. Por un lado, se utilizé MaxEntScan (MES) y SSF-like (SSFL)
para predecir alteraciones inducidas por variantes en el empalme 3'y 5', como fue descrito
por Houdayer et al. (2012). Por otro lado, se utilizé los algoritmos AtESRseq- (Di Giacomo et
al. 2013), AHZei- (Erkelenz et al. 2015) y los algoritmos basados en SPANR (Xiong et al. 2015)
para predecir alteraciones del empalme exdnico inducidas por variantes de elementos
reguladores (ESR) como fue descrito por Soukarieh et al. (2016). Las diferencias (A) entre la
variante y el tipo salvaje (WT) se tomdé como indicadores para evaluar la probabilidad de un
defecto de empalme. Se considerd que un mapeo de variantes en un sitio de empalme era
susceptible de afectar negativamente la inclusidon de exones si AMES 2 15 % y ASSFL>5 %
(Houdayer et al. 2012), mientras que una variante ubicada fuera de los sitios de empalme
se considerd como un probable inductor de la omisién de exdn si al menos 2 de las 3
herramientas in silico dedicadas a ESR proporcionaron puntuaciones A negativas. Las
predicciones de proteina in silico de variantes sin sentido se realizaron con Align-GVGD, SIFT
y MAPP usando Alamut-Batch versidn 1.4.4 (Interactive Biosoftware) y, con PolyPhen-2 y
MutationTaster (Adzhubei et al. 2010; Kumar et al. 2009 ; Schwarz et al. 2014; Stone y Sidow

2005; Tavtigian et al. 2006).

5.4.4 Calculo de Tasa Mutacional

Segun lo mencionado por Schubert et al. (2018) y Tedaldi et al.(2017), la tasa
mutacional fue calculada dividiendo el nimero de individuos portadores de variantes
patogénicas o probablemente patogénicas sobre el numero total de individos analizados

genéticamente.
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Figura 1. Metodologia desarrollada en el proyecto. Se inicia con la extraccion de ADN a partir
de sangre periférica de los pacientes seleccionados. Se analiza la cantidad y calidad del ADN
extraido para ser sometido a la secuenciacién utilizando el panel de genes. Los datos brutos
son almacenados en un sistema de seguridad de la Universidad de Oslo, que permite el acceso
al investigador responsable para posteriormente realizar los analisis bioinformaticos.
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6. RESULTADOS
6.1. Poblacidn de estudio

Mediante el diagndstico genético clinico, los individuos participantes de este estudio (n =161)
fueron seleccionados en base a la ausencia de variantes patogénicas en los genes BRCAI,
BRCA2, TP53, PTEN o MMR, asi como de grandes deleciones/duplicaciones en los exones que
involucran a estos genes.

De los 161 casos seleccionados, 108 fueron identificados como cancer de mama familiar, de
los cuales 27 se denotaron como fenocopias de BRCA (casos que dieron negativo para la
presencia de variantes patogénicas en los genes BRCA1 (n=18) y BRCA2 (n=9) de sus
respectivas familias). Asi mismo, se identificaron 34 casos de CCR y 19 casos de canceres

multiples de edad temprana (Figura 2).

Fenocopias en BRCA1/2
17%

CCR familiar
21%

Cancer de mama
familiar
50%

Figura 2. Descripcion de los tipos de cancer en la poblacidn de estudio.
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6.2. Identificacién de variantes patogénicas en genes asociados a cancer
En la poblacién de analisis, se identificé 7 individuos de los 161 casos (que representa una tasa
mutacional de 4,3 %) que presentaban 6 variantes patogénicas o probablemente patogénicas.
Estas variantes fueron confirmadas mediante electroforesis capilar de temperatura ciclica,

mostrando un 100 % de concordancia (Figura 3).

Figura 3. Frecuencia de variantes genéticas en la poblacién de estudio

6.3. Identificacidon de variantes patogénicas en genes de alta a moderada penetrancia
Se identificé una variante patogénica en los 161 casos (que representa el 0,6 %) en genes de
alta penetrancia, como MSH6 c.3261delC (p.Phe1088Serfs*2) en un caso de fenocopia (Tabla
1). Al ser un caso de cancer de mama, el analisis genético de rutina incluyd solo los genes
BRCA1y BRCAZ.
Se detectaron seis variantes patogénicas en los 161 casos (que representa el 3,7 %) en genes
de moderada penetrancia: ATM c.9139C>T (p.Arg3047*) y ATM c.468G>A (p.Trpl156%*)
identificadas en dos casos de fenocopias. Asi mismo, se detectd la variante fundadora

noruega: ATM c.3245_3247delinsTGAT (p.His1082Leufs) en un caso de cancer de mama
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familiar y la ATM ¢.8432delA (p.Lys2811Serfs*46) en un caso de cancer multiple de edad

temprana. Ademas, se identificé la variante CHEK2 c.319+2T>A (IVS2+2T>A en 2 casos: cancer

de mama familiar y cdncer multiple de edad temprana (Tabla 1).

Tabla 1. Caracterizacion de las variantes patogénicas o probablemente patogénicas

identificadas en la poblacidn de estudio.

Variante Genética

Penetrancia

Tipo de cancer

Clasificacion basada en las

del gen bases de datos y ACMG
ATM (NM_000051) c. 9139C>T Patogénica, Probablemente
Moderada Fenocopia
(p.Arg3047Ter) Patogénica / Patogénica
ATM (NM_000051) c.3245 _3247delinsTGAT Cancer de mama
Moderada Patogénica / Patogénica
(p.His1082Leufs) familiar
ATM (NM_000051) c.468G>A (p.Trpl156*) Moderada Fenocopia No descrita / Patogénica
ATM (NM_000051) c.8432delA Cancer multiple de
Moderada Patogénica / Patogénica
(p.Lys2811SerfsTer46) edad temprana
Cancer multiple de Probablemente Patogénica/
CHEK2 (NM_007194) c.319+2T>A Moderada
edad temprana Patogénica
Cancer de mama Probablemente Patogénica /
CHEK2 (NM_007194) c.319+2T>A Moderada
familiar Patogénica
MSH6 (NM_000179) c.3261del
Alta Fenocopia Patogénica/Patogénica

(p.Phel1088SerfsTer2)
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6.4. Variantes patogénicas o probables patogénicas por fenotipo clinico
Al analizar la presencia de variantes patogénicas por fenotipo clinico, se describe que los
pacientes con fenocopia (43 %) es el subgrupo mas afectado por la presencia de variantes
patogénicas en genes de alta y moderada penetrancia (Figura 3). Las fenocopias fueron
afectadas por la presencia de variantes patogénicas en los genes de alta penetrancia: MSH6 y
en el gen de moderada penetrancia: ATM. Los casos de mama familiar y de cancer multiple de
edad temprana se vieron afectados predominantemente por variantes patogénicas o
probablemente patogénicas en genes de penetrancia moderada (ATM, CHEK2) (29 % cada

uno) (Figura 4).

®ATM, CHEK2 = ATM, CHEK2 = ATM,, MSH6

Figura 4. Distribucion de las variantes genéticas de acuerdo a su fenotipo clinico.

6.5. Analisis in silico de variantes de significado incierto (VUS)
En adicion de las 7 variantes patogénicas encontradas en el estudio, los resultados de la NGS
revelaron la presencia de 87 variantes de significado incierto (VUS). Se realizaron los analisis

de predicciones de proteina y empalme in silico. De las 87 VUS, 17 VUS identificadas en 15
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genes se describen como probablemente patogénicas y funcionalmente relevantes: APC,
ATM, AXIN2, BRCA2, BUB1, CDH1, CHEK1, CHEK2, MAP3K1, MSH2, NOTCH3, POLE, RAD51B,
RAD51D y STK11 (Tabla 2). La frecuencia de alelo menor (MAF) de estas variantes en la base
de datos gnomAD fueron muy bajos (< 1 %) o no se informaron (Tabla 2). El analisis de
proteinas in silico sugiere un efecto potencialmente negativo (4 de las 5 herramientas de
prediccidén) a nivel de proteina para las variantes en los genes BRCA2 y CHEK2 (BRCA2 p.A39V
y CHEK2 p.D203G). Algunas discrepancias entre las herramientas de predicciéon fueron aun
mas notorias para las variantes en APC, NOTCH3, POLE y POLD1. Por el contrario, ninguna de
las 5 herramientas de prediccidn mostrd efectos deletéreos para las variantes detectadas en
CDH1 y MAP3K1 (CDH1 p.A592S y MAP3K1 p.N255S) (Tabla 2).

Como se describe en la Tabla 2, cinco variantes de clase 3 afectarian la maduracién del ARN
en base a su potencial modificacion en los sitios de empalme: BRCA2 c.116C>T, CDH1

c.1774G>T, CHEK2 c.608A>G, MAP3K1 c.764A>G y NOTCH3 c.1490C>T.
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Tabla 2. Descripcidn de las VUSes mas relevantes identificadas en el estudio.
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Para predecir el impacto bioldgico de las VUS, se realizaron analisis bioinformaticos de proteinas y empalmes de
ARN. Los resultados que se muestran en negrita se consideraron predictivos de un posible efecto bioldgico
negativo inducido por la variante. MES, MaxEntScan; SSFL, tipo buscador de sitios de empalme; nt, nucleétido;
3'05'ss, sitio de empalme de 3' o sitio de empalme de 5'; ESR, reguladores de empalme exdnico; AGVGD, alinear-
GVGD (CO, C15, C25, C35, C.45, C55 o €65 con C65 con mayor probabilidad de interferir en la funcién y CO con
menor probabilidad), SIFT, clasificacién como intolerantes y tolerantes, MAPP, Analisis multivariado de
polimorfismo de proteinas (bueno o malo), PolyPhen-2, fenotipado de polimorfismo v2 (benigno, posiblemente
dafiino o probablemente dafiino), MutationTaster (polimorfismo o causante de enfermedad), na: no aplica; *:
frecuencia en la poblacién europea no finlandesa proporcionada por  gnomAD
(http://gnomad.broadinstitute.org)
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7. DISCUSION

El presente estudio identificd 7 casos (4,3 %) de cancer familiar que albergaban variantes
patdgenicas o probablemente patdgenicas en genes asociados a diferentes tipos de cancer
mediante el andlisis de un panel multigénico. Estas variantes se identificaron en genes de
moderada a alta penetrancia: MSH6, CHEK2 y ATM. La tasa de mutacion identificada en este
estudio estd en concordancia con varios estudios previamente publicados (Schubert et al.
2018; Tedaldi et al.2017).

Actualmente existe un desafio en estimar el riesgo de cancer asociado a variantes patogénicas
en genes de penetrancia moderada o baja. La importancia del riesgo asociado a cancer radica
en brindar un adecuado asesoramiento genético para la toma de decisiones en el tratamiento
tanto para los pacientes como para sus familiares. Por ejemplo, el SL es una condicién
autosdmica dominante causada por la presencia de variantes patogénicas en uno de los genes
de MMR y se ha estimado diferentes riesgos de cancer asociados al gen (MMR) y género. Por
ejemplo, las variantes patogénicas en MLH1 y MSH2 son altamente penetrantes cuando se
comparan con las variantes patogénicas en los genes MSH6 y PMS2 (Dominguez-Valentin et
al. 2020; Moller et al. 2018). En relacién a los genes BRCA, recientemente se ha descrito que
las variantes patogénicas en BRCA1 son mas frecuentes en la poblacién noruega y presentan
una baja penetrancia en edades fértiles (Moller et al. 2019). Un alto riesgo relativo de
desarrollar cdncer de mama se ha descrito para los casos que presentan variantes del tipo
truncadas en el gen BRCAZ2 (riesgo relativo: 11,7), en comparacion a las variantes truncadas
en los genes ATM y CHEK?2. Las variantes truncadas en los genes ATM y CHEK2 presentan un
menor riesgo relativo de 2,8 (intervalo de confianza de 95%: 2,2-3,7) y 3,0 (intervalo de

confianza de 95%: 2,6-3,5), respectivamente (Easton et al. 2015).
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Un reciente estudio evalud las asociaciones sobre gen-enfermedad utilizando el marco de
validez clinica ClinGen y establecid la clasificacidon para las variantes en los genes ATM y CHEK2
asociados a cancer de mama (Lee et al. 2018). Los resultados de este estudio estan en
concordancia respecto a la descripcidn de las variantes como patogénicas encontradas en los
genes ATM (n=3) y CHEK2 (n= 1), los cuales fueron identificados en casos de fenocopias o de
cancer de mama familiar (Lee et al.2018).

Actualmente, no existe evidencia sobre la asociacidon entre cancer de mama y otros genes de
reparacion del ADN, como los genes MLH1, MSH2, MSH6. Asi mismo, las recomendaciones
clinicas para estos pacientes se estd actualizando en base a los estudios cientificos
prospectivos. Por ejemplo, para los individuos con variante patogénica heterocigota a nivel
germinal en el gen MUTYH, se ha sugerido un tamizaje colorrectal de riesgo moderado
promedio basado en los antecedentes familiares (Nielsen et al. 1993; Out et al. 2012).
Aproximadamente el 25 % de las variantes missense y nonsense interrumpen el empalme del
ARNm y la comprension de las variaciones de empalme funcional puede permitir la (re)-
clasificacion de VUS en CCR, cancer de mama, entre otros. En un reciente estudio
retrospectivo, entre las variantes clasificadas inicialmente como VUS, el 7,7 % se reclasificé (el
91 % se reclasificd a la clase 1/2 y el 9 % se elevéd a la clase 4/5) y el 8,7 % se elevé a la clase
4/5 (Mersch et al. 2018).

Existe la necesidad de comprender y cuantificar el riesgo de cancer asociado a variantes
patogénicas y VUS en los genes de moderada o baja penetrancia. Se ha sugerido un enfoque
cuantitativo para priorizar las sustituciones sin sentido con altas probabilidades de
patogenicidad para los genes ATM, CHEK2 y NBN. Sin embargo, todavia hay una gran cantidad
de variantes nuevas con un significado de patogenicidad incierta identificadas en pacientes

con cancer y con antecedentes familiares, que aun no han sido interpretadas ni clasificadas.
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La evaluacidn de los parametros clinicos, familiares, ensayos funcionales y analisis bioquimicos
permitirian refinar la clasificacion clinica de estas variantes. Para este ultimo fin, se necesitan
amplias colaboraciones para recopilar datos de diferentes fuentes para llegar a conclusiones,

y el presente estudio contribuye a ese fin.
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8. CONCLUSIONES

El presente estudio describié e interpretd el potencial impacto de las variantes
patogénicas localizadas en los genes de moderada o baja penetrancia (ATM y CHEK?2),
que actualmente no se analizan rutinariamente en los diagndsticos genéticos ni
clinicos. Estos resultados tienen un impacto directo en el asesoramiento genético y
tratamiento clinico adecuado para las personas y sus familiares que portan estas
variantes.

Se encontrd una tasa de mutacion de 4,3 % en la poblacién estudiada.

El presente estudio caracterizé in silico a cinco variantes de significado incierto (clase
3) que afectarian la maduracién del ARN (BRCA2 c.116C>T, CDH1 c.1774G>T, CHEK2
c.608A>G, MAP3K1 c.764A>G y NOTCH3 c.1490C>T). Estas variantes pueden ser
consideradas como candidatas de biomarcadores para ser incluidas en el panel de

genes.
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9. RECOMENDACIONES

Realizar el estudio genético en pacientes con historia de cancer personal y/o familiar
para proporcionar un asesoramiento genético adecuado y un diagnostico y

tratamiento preciso.

Implementar la vigilancia personalizada para la deteccién temprana del cancer, la
cual, es esencial para asegurar una supervivencia éptima de los pacientes con estos

tipos de canceres familiares.

Realizar mds estudios genéticos para investigar los mecanismos que subyacen al
desarrollo de cancer en pacientes de alto riesgo, asi como para identificar nuevos

genes de predisposicidon al cancer.

Que los sistemas de salud ofrezcan a todas las mujeres con cancer de mama u ovario
pruebas genéticas independientemente de las variantes genéticas identificadas como

la causa del cancer en la familia.
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