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RESUMEN

El cancer de prostata hereditario (CaPH) representa el 5-15% de los casos de cancer
de préstata diagnosticados. Este subtipo de cancer esta asociado a variantes
patogénicas en genes supresores de tumores de la linea germinal, incluyendo otros
genes mas alla de los BRCA1/2. En este trabajo se ha evaluado la implementacién de
un panel de 17 genes mediante tecnologia lon AmpliSeq en 48 pacientes seleccionados
por Criterios de inclusién en el programa de Consejo Genético en Cancer de Mama y
Ovario Hereditario (CMOH) de Castilla y Ledn, y con historial familiar de cancer de
prostata (CaP), identificando variantes patogénicas y probablemente patogénicas en el
17% de los casos (8,5% en el gen BRCA2 y 8,5% en otros genes). Los resultados
reflejan la contribucién de variantes patogénicas comunes entre distintos tipos de
cancer, especialmente el CMOH y el CaPH de fenotipos caracteristicos. Los resultados
aportados pueden mejorar el Consejo Genético y el manejo de familiares a riesgo en
estos casos.

ABREVIATURAS

TSG (Tumor Supressing Gene): gen supresor de tumores.

ASIR (Average Standarized Incidence Rate): razén de incidencia estandarizada
media.

ASMR (Average Standardized Mortality Rate): razén de mortalidad estandarizada
media.

MCRPC (Metastatic castration-resistant prostate cancer): cancer de prOstata
resistente a castracion.

CaPH: cancer de préstata hereditario.

CMOH: sindrome de cancer de mama y ovario hereditario

HRR (Homologous Recombination Response gene): genes de reparacion homéloga
RR (Relative Risk): riesgo relativo de una enfermedad.

MMR (MisMatch Repair gene): genes de reparacibn de los errores de
emparejamiento.

CNV (Copy Number Variation): variacion en el numero de copias.

NCCN (National Comprehensive Cancer Network): Red Nacional Integral del Cancer.
NMD (Nonsense mRNA Decay pathway): ruta de degradacion de mRNA sin sentido.
IDC (Invasive Ductal Carcinoma): carcinoma ductal invasivo.

ER+ (Estrogen Receptor positive): positivo a receptor de estrégenos.

HER2- (Human Epidermal growth factor Receptor 2 negative): negativo al receptor
del factor de crecimiento epidérmico humano 2

INTRODUCCION

1. Genética del cancer

VVVVY VYV VY VY

YVVVYVYVY

El cancer engloba un grupo de enfermedades cuyo origen comun es el crecimiento y
multiplicacién descontrolada de las células del organismo debido a mutaciones en genes
gue controlan el ciclo celular y la estabilidad gendmica. Los proto-oncogenes y los genes
supresores de tumores (TSG) son dos tipos de genes importantes en la etiologia del
cancer. Los proto-oncogenes son genes que inducen el crecimiento y diferenciacion
celular, estos genes al adquirir una Unica mutacion de ganancia de funcién en uno de
sus alelos pueden transformarse en oncogenes que se caracterizan por permanecer
activos de manera constante promoviendo el crecimiento y la division celular
descontrolada (1), fendbmeno que conduce de forma irremediable al cancer. Por otro
lado, si hay mutaciones que provocan pérdida funcional en ambos alelos de un TSG
pueden inactivar o disminuir su actividad, permitiendo que las células crezcan y se
dividan de manera descontrolada, lo que puede conducir a cancer (Figural) (2).



2. Cancer hereditario: Factores de susceptibilidad

Las mutaciones pueden ser adquiridas o heredadas (4,3); la diferencia entre ambas es
que las segundas han transmitido a la linea celular germinal, por lo tanto, se encuentran
en todas las células del individuo y se pueden transmitir a la descendencia mediante los
gametos (4).
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Figura 1. Hipotesis “Two-Hit” de Knudson (5). Ejemplo de arboles genealdgicos de casos de
cancer en cada uno de los casos (ay b) a la derecha.

mutacional mutacional

Cancer

Las mutaciones heredadas relacionadas con la aparicion del cancer suelen contenerse
en los TSG (6) y aquellos individuos portadores necesitarian de un solo evento
mutagénico en el alelo inalterado para producir patogénesis; este mecanismo (Figura 1)
se explica mediante la hipotesis “Two-Hit” de Knudson (5).

El 5-10% de todos los casos de cancer se deben a mutaciones en linea germinal y se
incluyen en sindromes de predisposicidn al cAncer hereditario (7, 28). Estas mutaciones
no solo aumentan el riesgo de desarrollar cancer, sino que también determinan el tipo
de tumor segun el gen alterado (6). Los sindromes de predisposicion hereditaria al
cancer tienen herencia autosémica dominante por norma general, y se caracterizan por
alta presencia de cancer en la historia familiar con afectacion en varias generaciones y
ademds de una aparicion temprana de tumor (7,6).

3. Sindrome de Cancer de Mamay Ovario Hereditario (CMOH)

El cancer de mama (CM) es el tipo de cancer mas comun en mujeres después del cancer
de piel no melanoma, afectando alrededor del 12% de ellas (8). Aunque la mayoria de
los casos son esporadicos, aproximadamente el 10-15% tiene un componente
hereditario debido a mutaciones genéticas transmitidas de padres a hijos (8). Sin
embargo, existe otra categoria llamada cancer familiar, que abarca aproximadamente el
15-20% de los casos, donde no se han encontrado mutaciones claras que expliquen el
aumento de la incidencia en ciertas familias. Si bien en algunos casos se han
identificado mutaciones relacionadas con el cancer familiar, no siempre se encuentran
explicaciones genéticas claras para todos los casos, esto sugiere que factores genéticos
compartidos y otros factores ambientales o socioeconémicos podrian desempefar un
papel en estos casos de cancer familiar (8).

El cAncer de mama hereditario (CMH) es un sindrome que aumenta la predisposicion al
cancer de mama, y aproximadamente el 25-28% de los casos se deben a mutaciones
heredadas en BRCA1 y BRCA2 que son genes de reparacion homoéloga (9). Estas
mutaciones también se relacionan con un mayor riesgo de cancer de ovario (CO), por
lo que se agrupan como el sindrome de CMOH (10). La frecuencia de mutaciones en
BRCAL1/2 varia en diferentes poblaciones, siendo mas comunes en personas de
ascendencia judia askenazi (11). Ambos genes son de alta penetrancia en el contexto



de esta enfermedad, el riesgo de cdncer de mama a lo largo de la vida es del 72% para
BRCALl y del 69% para BRCA2 (12). BRCA1 se asocia principalmente con TNBC
(cancer de mama triple negativo), mientras que BRCA2 esta mas relacionado con
canceres hormonales (12) y ademas con el cancer de mama en hombres (13).

Tabla 1. Genes relacionados con el CMH, acompafiado del nivel de penetrancia, riesgo y edad
de aparicion.

GEN | PENETRANCIA RIESGO EDAD DE APARICION
BRCA1 ALTA 41-90% 25-30
BRCA2 ALTA 41-90% 25-30
TP53 ALTA = 54% 20-30
PTEN ALTA = 25-80% 30-35
CDH1 MODERADA 39-52% 30
NF1 MODEREADA = 40% 30
PALB2 | MODERADA = 33-58% 30
STK11 | MODERADA 32-54% 30
ATM MODERADA 33-69% 40
BARD1| MODERADA |DESCONOCIDO 40
CHEK2| MODERADA 28-37% 40

El CMOH presenta un patrdn de herencia autosémico dominante y se caracteriza por
una fuerte historia familiar de CM y CO, con aparicion temprana y bilateralidad (14). En
comparacion con el cancer de mama esporadico, el CMOH tiene un diagndstico mas
temprano, una mayor agresividad y tasas de supervivencia mas bajas (15). Existen
mutaciones en otros genes (Tabla 1) de alta penetrancia relacionados con el CMH como
TP53 y PTEN; mientras que CDH1, NF1, STK11, ATM, BARD1 y CHEK2 son de
penetrancia moderada. Hay mutaciones en PTEN consideradas de penetrancia
moderada tanto para el CM como el CO, por lo que muchos autores lo incluyen también
entre los causantes del CMOH junto con BRCA1/2 (8).

3.1. CMOH vy su relaciéon con otros canceres

El historial familiar de casos de CM y/o CO es uno de los factores de riesgo mas
importantes en comparacion con la edad, raza, etnia y factores ambientales para el
desarrollo de cancer de préstata (CaP), y este riesgo se estima en un 40%-50% (16);
un estudio realizado por D'Elia et al. en 2022 (17) demostr6 que el CaP esta presente
en segundo lugar entre familias con historia de CMOH y variantes patogénicas ya
diagnosticadas (Figura 2), incluso por encima del CO. Por otra parte, un estudio
encontré que existe un riesgo aumentado (OR: 4) de padecer cancer de pulmoén (CP)
de origen primario al pertenecer a una familia con historial de CMOH y portadoras de
variantes patogeénicas en la linea germinal del gen ATM (18), por lo tanto, también existe
un componente genético y hereditario comun entre estas 2 enfermedades. También se
conoce que algunas mutaciones de pérdida de funcién en la linea germinal del gen
CDHL1 estan relacionadas con CMOH vy el cancer gastrico (CG) difuso (19), es por ello
por lo que las pautas de la NCCN recomiendan que las mujeres con mutaciones en
CDH1 se sometan a examenes regulares de mama con mamografia anual y resonancia
magnética de mama, asi como a gastrectomia total profilactica o a
esofagogastroduodenoscopia regular con multiples biopsias aleatorias (19).



Tipos de cancer que ocurren en familias con historia de

40% CMOH y mutacién diagnosticada.

35%

30%

25%

20% 18%

15%

10% 8% 8%

5% 4% 39 3% 2% 2% 2% 2% 7 %1% 1%

0% [ T e
CM CaP CO CP CG CLar CEn CC APD CCe CVe LEU MEL CaT OS

Tipo de cancer

Figura 2. Tipos de cancer mas comunes, que ocurren en familias con historia de CMOH y alguna
variante patogénica diagnosticada. BC: Cancer de mama; CaP: Cancer de prdstata; CO: Cancer
de ovario; CP: Cancer de pulmén; CG: Cancer gastrico; CLar: Cancer de laringe; CEn: Cancer
de endometrio; CC: Cancer de colon; APD: Adenocarcinoma pancreatico ductal; CCe: Cancer
cerebral; CVe: Cancer de vejiga; LEU: Leucemia; MEL: Melanoma; CaT: Cancer de tiroides; OS:
Osteosarcoma. Grafico generado por datos provenientes de D’Elia et al (17).
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4. Cancer de prostata (CaP)

El CaP representa a nivel global el segundo tipo de cancer mas comun diagnosticado
entre hombres y ademas es la quinta causa de muertes en este grupo (21, 20). Desde
el aflo 2000 hasta 2019, los valores de razon de incidencia estandarizada media (ASIR)
han aumentado en la mayoria de los paises industrializados, mientras que los valores
de razon de mortalidad estandarizada media (ASMR) han ido disminuyendo (21). Los
factores de riesgo mas comunes son la edad avanzada (>65 afios), la raza negra
(afroamericana) y los antecedentes familiares. (22, 20, 23) Generalmente la enfermedad
es asintomética al inicio, pero los sintomas como el dolor de espalda y la retencion
urinaria comienzan a agravarse al progresar (20). Se sabe que, de todos los casos de
CaP, probablemente el 8% son causados por factores heredables (23).

La prostata es un organo principalmente secretor y formado por distintos tejidos; de
entre estos destaca el tejido epitelial glandular, siendo este el mas importante en el
desarrollo de los tumores mas comunes (24). El tumor de prostata mas comuan es el
adenocarcinoma acinar (88-92%) (24), seguido del adenocarcinoma ductal (3%) (24). El
procedimiento recomendado para la deteccién del CaP se realiza mediante la
comprobacion de altas concentraciones en plasma sanguineo del antigeno especifico
de préstata (PSA), seguido de la realizacién de una biopsia; aun asi, se han encontrado
pacientes positivos sin elevado PSA (20).

4.1. Historia del CaPH

En 1853, J. Adams describio el primer caso de CaP mediante un examen histologico.
En 1930, Ethel Gutman y Alexander Gutman descubrieron que los niveles de fosfatasa
acida en suero aumentaban en pacientes con CaP metastasico. Charles Huggins
demostro el efecto de la castracion y la administracion de estrégenos en la atrofia
glandular reversible, y recibié el Premio Nobel en 1966. Durante los afios 1970-1980 se
desarrollaron nuevos enfoques para bloquear la produccién de andrégenos o inhibir su
interaccion en el tejido objetivo mediante tratamientos hormonales (25). Las primeras
evidencias sobre la relacion del CaP y su transmision familiar fue en varios estudios
realizados sobre la poblacién mormona de Utah entre 1958 y 1981, mostrando un mayor
riesgo en las familias de hombres afectados (26). A diferencia del CM, los genes de
susceptibilidad al CaP han sido dificiles de identificar. Estudios recientes han encontrado




alelos de alto riesgo en varios loci genéticos, pero la asociacion con el gen ELAC2 de
forma general ha sido cuestionada (27).

4.2. Genética del CaPH

De todas las neoplasias que afectan a hombres, el CaP tiene la heredabilidad mas alta
de todas (0,42) (16, 30, 23). Estudios en Escandinavia, estiman que hasta el 57% de la
variacion individual en el riesgo de CaP se debe a factores genéticos (36). Los loci
susceptibles al CaPH se encuentran en todos los cromosomas a excepcion del 15, 16,
21y 23 (16). Se sabe que el cromosoma X esta también implicado en la transmision del
CaPH debido a que contiene el receptor de andrégenos (AR) (20). EI CaPH se suele
presentar en familias con casos de sindromes hereditarios; incluyendo el CMOH vy el
Sindrome de Lynch (SL) (17, 28). Ademas, en familias con una predisposicion alta al
CMOH, el riesgo de CaP se duplica, y si hay casos de CaP y mama/ovario, el riesgo se
eleva hasta 5.8 (23). Estudios familiares muestran que aquellos hombres con un familiar
de primer grado afectado por CaP tienen el doble de riesgo de desarrollar la enfermedad
comparado con aguellos sin antecedentes familiares (3.1 veces mas si es un hermano
y 2.4 veces mas si es el padre), el riesgo también aumenta con la cantidad de parientes
afectados en la familia y si el diagnoéstico se realiza a una edad temprana (17, 23).

Se conoce que la proporcién de casos de CaP atribuible al CaPH suele estar entre un
5-15% (29), y aproximadamente el 5% de los pacientes con CaP localizado de alto
riesgo tienen mutaciones germinales en genes de reparacion del ADN (28). Se conoce
gue entre el 8-12% de los pacientes con CaP metastasico tienen mutaciones de la linea
germinal en muchos HRR como son: BRCA2, CHEK2, ATM, BRIP1, HOXB13, RAD51,
BRCAL y PALB2, estos son por frecuencia los mas comunes en orden decreciente (31,
36, 23). BRCA2 es un gen localizado en el cromosoma 17921 y sus mutaciones
confieren un riesgo del 35-40% de desarrollar CaP, por otra parte, BRCA1 es un gen
localizado en el cromosoma 13012 y sus mutaciones tienen una incidencia del 3-8%
antes de los 65 afos (35, 30). Ciertas mutaciones como ¢.5946delT en BRCA2 son ya
marcadores reconocidos por su relacion con mal prondstico en el progreso de la
enfermedad (31, 16) ya que los portadores suelen presentar un fenotipo mas agresivo y
mayor tasa de mortalidad en comparacién con los no portadores. Por otra parte,
mutaciones en los genes de tipo MMR (genes de reparacion de los errores de
emparejamiento) como MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 también se relacionan con la
aparicion y desarrollo de la enfermedad, aunque en menor medida, incrementando entre
2.5 a 8.6 veces el riesgo relativo (RR) de CaPr a los 65 afios (17).

Es importante destacar que esta enfermedad mata a 7,5 millones de personas cada afio
desde 2012 (32) y la su deteccién temprana es fundamental para prevenir y tratar esta
enfermedad de manera efectiva. La secuenciacion genética se ha convertido en una
herramienta vital en la prevencién del cancer, siendo la secuenciacién masiva mediante
técnicas NGS (Next Generation Sequencing) una de las mas efectivas para detectar
estas mutaciones (33). Las pruebas para detectar mutaciones en la linea germinal son
importantes para el tratamiento del CaPH vy la evaluacion del cancer hereditario. Los
paneles genéticos incluyen genes con diferentes niveles de riesgo para el CaPH y otros
tipos de céancer. Algunos centros han elaborado recomendaciones para la seleccion del
panel genético y los genes prioritarios en hombres con CaPH, y en aquellos con alto
riesgo de padecerlo (34, 28). Un estudio interno del proyecto IMPACT en 2019 demostrd
que, la tasa de incidencia de CaP por cada 1,000 personas-afio fue de 19 en hombres
con mutaciones y 12 en aquellos sin mutaciones, lo cual es significativamente diferente
(35). En comparacion con los casos esporadicos, el CaPH muestra una edad temprana
de aparicion (17), una progresion agresiva de la enfermedad y un estadio localmente
avanzado, con un mayor riesgo de recurrencia después de la cirugia (17).



5. Programas de prevencion del cancer hereditario

Las directrices de la NCCN (National Comprehensive Cancer Network) recomiendan
considerar el asesoramiento y las pruebas genéticas para pacientes con antecedentes
familiares de numerosos casos de cancer. Las caracteristicas histopatolégicas del tumor
también pueden ser importantes para derivar a los pacientes. La presencia de carcinoma
intraductal se considera un criterio para el asesoramiento genético y las pruebas de
deteccion de mutaciones, ya que se sabe que las mutaciones en hombres con CaP son
un factor prondéstico adverso. Las guias NCCN también sugieren realizar pruebas
genéticas en pacientes de alto riesgo con CaP localizado o metastésico. Desde la
version de NCCN (v4.2018), se recomienda considerar pruebas genéticas en hombres
con historia familiar sugestiva de CMOH o SL (36).

En Espafia, la Sociedad espafiola de Oncologia Médica (SEOM), agrupa una seccion
de céancer hereditario que se encarga de redactar guias clinicas de caracter nacional,
siguiendo los principios de la American Society of Clinical Oncology (ASCO) (14), en
cada CC.AA. los criterios pueden verse modificados.

Tabla 2. Criterios seleccionados por la SEOM para realizar evaluacion genética en linea germinal
en CaPH (14).

l. Independientemente de |a historia familiar

Mujer con CM y CO sincrénico o metacrénico CM < 40 afos
CM bilateral (el primero diagnosticado < 50 afios) CMTN = 60 anos
CO epitelial no mucinoso de alto grado CM metastasico HER2-negativo
Mutaciones somaticas en BRCA con frecuencia alélica . .
Mutaciones fundadoras en familiares

(> 30%)

Il. Dos 0 mas familiares de primer grado con alguna de las combinaciones
CM bilateral + otro CM < 60 afos CM masculino
CMy CO Dos casos de CM < 50 afios

Il Tres o mas familiares con CM (al menos uno pre-menopausico) y/o CO y/o
Céancer de pancreas o cancer de prostata de alto Gleason (2 7)

Los servicios de salud publica de varios paises han implementado programas de
prevencién de CaPH, siguiendo las recomendaciones de las sociedades médicas (Tabla
2). La extension y el alcance de estos programas varian segun los recursos econémicos
disponibles. Los programas de prevencién buscan identificar candidatos para pruebas
genéticas en base a criterios establecidos. En caso de detectar variantes patogénicas,
se amplia el estudio a familiares para identificar portadores sanos. Estas estrategias de
prevencion ayudan a prevenir la aparicion del cancer y reducir su gravedad.

6. Técnicas de diagndstico genético-molecular

El andlisis de mutaciones en linea germinal utiliza DNA genémico que abarca regiones
codificantes y no codificantes. Los estudios genéticos tradicionales se basan en técnicas
de secuenciacion con el método de Sanger, que es costoso y se requiere bastante
tiempo para secuenciar genes aislados; sin embargo, muchos genes relacionados con
cancer hereditario son grandes, no tienen hotspots o puntos calientes de mutaciones y,
por lo tanto, requieren numerosas PCRs y reacciones de secuenciacion (37). Por otra
parte, este método no detecta CNV (variaciones del nimero de copias) que son
mutaciones que implican alteraciones en el nimero de copias de un gen. Ademas, la
baja frecuencia de mutaciones de alta penetrancia limita la eficacia de este método.

Las tecnologias de secuenciacion masiva permiten analizar un mayor nimero de genes
en comparacion con las técnicas convencionales. Estas tecnologias, como la NGS,
mejoran la eficiencia y reducen el tiempo de diagndstico al detectar simultdneamente
variantes en multiples genes (33). Existen diversas plataformas de NGS con estrategias
técnicas similares, como la creacion de bibliotecas gendémicas, amplificacion vy
secuenciacién. La diferencia principal entre las plataformas radica en el templado y la
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guimica de la secuenciacion utilizada (38). Tanto la secuenciacion con el método de
Sanger, como la NGS, se pueden combinar en un mismo laboratorio aprovechando las
ventajas ofrecidas por cada plataforma para poder hacer un diagndstico mas preciso
(Figura 3).

Figura 3. Workflow general para secuenciacion de DNA gendmico en NGS (arriba) y Sanger
(abajo). 1) Extraccion del DNA de la muestra. 2) Purificacion del DNA de la muestra. 3)
Amplificacién de las regiones de interés. 4.A) Union a adaptadores y creacion de librerias. 5.A)
Carga y secuenciacién masiva de las muestras. 4.B) Amplificacién con dNTPs marcados. 5.B)
Carga en el secuenciador capilar y visualizacién de resultados.

La tecnologia de secuenciacion basada en semiconductores lon Torrent de Life
Technologies, utiliza PCR de emulsion y un ion semiconductor para detectar nucleo6tidos
incorporados durante la reaccion (38). Los cambios de pH causados por la incorporacion
de nucledtidos se traducen en cambios de voltaje que permiten la lectura de la
secuencia. Aunque esta tecnologia ofrece muchas ventajas, presenta desafios en la
interpretacion y analisis de la gran cantidad de informacion generada. Es recomendable
garantizar la calidad de los resultados, lo cual se logra mediante parametros como la
cobertura de secuencia y su comparacion con bases de datos existentes.

7. Paneles genéticos

La utilizacion de paneles multigénicos mediante técnicas NGS en el &mbito clinico
permite evaluar varios genes simultdneamente, aumentando la deteccién de variantes
en comparacion con el andlisis de un Unico gen. Estos paneles ofrecen informacion mas
manejable, ahorran tiempo y reducen costos en los analisis genéticos. Su aplicacion se
ha integrado en el flujo de trabajo rutinario de los laboratorios para mejorar el diagnéstico
de sindromes de cancer hereditario, ya que muchos de estos sindromes tienen fenotipos
superpuestos. Existen paneles comerciales y la opcion de disefiar paneles
personalizados que se utilizan ampliamente. Estos paneles permiten analizar genes de
alta, moderada y baja penetrancia que antes no eran evaluados, y se ha demostrado
que aumentan la capacidad de detectar variantes patogénicas en comparacion con el
analisis de genes de alta penetrancia de forma individual. Un estudio mostré la eficacia
de un panel personalizado en pacientes con predisposicion aparente a cancer prostata
hereditario (34).

8. Clasificacion de las variantes genéticas

La base de datos ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) es una herramienta
valiosa para asignar variantes genéticas a diferentes categorias. Esta base de datos
retne interpretaciones sobre las variantes en funcion de las evidencias experimentales
disponibles, asi como resumenes de las predicciones realizadas por diversas
herramientas bioinformaticas (39). La informacién en ClinVar es revisada y validada por
un panel de expertos, lo que aumenta su confiabilidad y utilidad en la interpretacion de
las variantes genéticas.
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Las variantes genéticas pueden clasificarse en diferentes categorias segun su efecto en
la proteina y su relacion con la enfermedad. Las variantes patogénicas (P) o
probablemente patogénicas (LP) alteran la funcionalidad de la proteina y tienen un
efecto perjudicial (39). Estas variantes pueden incluir inserciones o deleciones que
cambian la pauta de lectura (frameshift), mutaciones puntuales que generan un codon
de parada de la transcripcion (nonsense) o alteraciones en las regiones de
procesamiento del mMRNA (variantes de splicing).

Por otro lado, existen variantes de significado incierto (VUS) cuyo efecto y fenotipo
asociado aun no se conocen (40). Estas variantes suelen ser mutaciones puntuales de
tipo missense (provocan la sustituciéon de un aminoacido por otro) donde no esta claro
si el cambio de aminoacido afecta negativamente o no a la funcionalidad de la proteina.
También se consideran VUS las mutaciones in-frame, que implican la pérdida o
ganancia de tripletes completos sin alterar la pauta de lectura. Estas variantes requieren
mas investigacion, como analisis bioinformaticos y estudios funcionales, para poder ser
reclasificadas y entender mejor su significado.

Las variantes genéticas pueden clasificarse como benignas (B) o probablemente
benignas (LB) cuando no afectan la funcionalidad de la proteina. Estas variantes suelen
ser sustituciones de un solo nucleétido, que pueden ser sinénimas (codifican el mismo
aminodcido debido a la redundancia del cédigo genético) o de tipo missense sin tener
consecuencias negativas en la funcionalidad de la proteina (41).

9. Fenotipos tumorales

Las células cancerigenas tienen diferencias en caracteristicas clave, como proliferacion,
capacidad metastasica y resistencia a tratamientos. Estas diferencias se deben a
cambios genéticos y epigenéticos heredables. Cada tumor presenta una alta
heterogeneidad genética y fenotipica, lo que resalta la complejidad del cancer. Las
herramientas de secuenciacién han revelado que existen diferencias gendmicas entre
tumores de préstata primarios y aquellos de comportamiento metastasico (42).

El CaP primario se caracteriza por presentar multiples focos tumorales separados dentro
de la glandula prostatica enferma, a diferencia de otros tumores soélidos. Esta
caracteristica de multifocalidad es distintiva en la mayoria de los casos de CaP primario.
El 80% de los pacientes con CaP primario albergan mas de un tumor genémico y
morfol6gicamente distinto (43). Esta heterogeneidad tumoral complica el diagnéstico y
el tratamiento del CaP, ya que cada foco tumoral puede requerir enfoques terapéuticos
diferentes.

9.1. Consideraciones anatbmicas de la prostata

La prostata se puede dividir en zonas distintas (Figura 4). La zona periférica, que
constituye la mayoria del tejido glandular de la préstata, alberga la mayoria de los
tumores, mientras que las zonas centrales y de transicion tienen una tasa mucho menor
de incidencia de céncer. Estas zonas anatomicamente definidas muestran perfiles de
expresion génica distintos, y las lesiones que surgen en diferentes zonas muestran
diferentes propensiones a ciertas alteraciones gendmicas. Por ejemplo, las
translocaciones de ERG son comunes en los tumores de la zona periférica (44), pero
raramente se observan en las lesiones que surgen de la zona de transicion.
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Figura 4. Anatomia histolégica de la prdstata. Corte transversal [izquierda] y corte longitudinal
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9.2. Cancer de prdstata primario y multifocal:

El 76% de pacientes con CaP primario tiene multiples focos tumorales con perfiles de
mutacion no superpuestos (45), ademas, algunos estudios han demostrado que existen
diferencias notables en los perfiles de metilacion (46); esto destaca la complejidad y
heterogeneidad de los cambios genéticos y epigenéticos que revela el origen clonal
independiente de cada foco.

9.3. Cancer de préstata metastasico

Estudios moleculares han demostrado que tumores primarios de muy pequefio tamafio
pueden originar metastasis de caracter agresivo, se ha demostrado que mutaciones en
los genes TP53, PTEN y SPOP son caracteristicos de este tipo de tumores (47).

El cdncer neuroendocrino de prostata (NEPC) afecta al 15-20% de pacientes con CaP
metastasico (48) y se caracteriza por la presencia de mutaciones en los genes RB1 y
TP53 (49). Estas mutaciones genéticas se asocian a la pérdida de la actividad del
receptor de andrégenos (AR) y la expresion de marcadores neuroendocrinos. Ademas
de las alteraciones gendmicas, el NEPC también muestra cambios epigenéticos
significativos, lo que sugiere que la enfermedad puede evolucionar a través de cambios
en la regulacion de la expresion génica (49).

9.4. Mutaciones troncales

Las mutaciones troncales son mutaciones presentes en el tronco del arbol evolutivo del
cancer y la naturaleza de la primera mutacion en un cancer es importante (50). Estas
mutaciones iniciales tienen un papel fundamental en el desarrollo y progresion del
cancer, ya que pueden determinar las caracteristicas y la trayectoria evolutiva de la
enfermedad. Se ha demostrado que algunos tumores metastasicos de origen prostatico
comparten mutaciones troncales en BRCA2, ATM y algunos del tipo MMR (51).

OBJETIVOS

Durante la elaboracion y desarrollo de este trabajo, se han planteado los siguientes
objetivos.

1- Seleccion de casos con historia familiar de CaP.

2- Analizar las muestras seleccionadas mediante panel multigénico en plataforma
de secuenciacion masiva (NGS).

3- Determinar que genes resultan relevantes en antecedentes de CaPH.

4- Establecer posibles relaciones genotipo-fenotipo.

5- Mejorar el consejo genético, mediante la aplicacion de las estrategias de
prevencion pertinentes a los familiares portadores de mutacion.



MATERIAL Y METODOS
1. Seleccién de Muestras

El programa de Consejo Genético en Cancer Hereditario de la Junta de Castilla y Leén
busca identificar a portadores de mutaciones en genes relacionados con el CMOH. Los
pacientes que cumplen con los criterios establecidos (Tabla 3) son seleccionados para
someterse a un estudio genético utilizando una muestra de sangre, previo
consentimiento informado.

Tabla 3. Criterios de inclusion en el programa de Consejo genético en CMOH de Castillay Ledn.

Casos Tipo Criterio
A |CMy CO epitelial no mucinoso de alto grado sincrénico o metacronico
B | CM < 35 afios 0 CM < 40 afios y familia no informativa
Un caso C [CM bilateral (el primero diagnosticado < 40 anos)
D | CM triple negativo (CMTN) < 50 afios
E | CO epitelial no mucinoso de alto grado
Dos casos, con F | CM bilateral y CM < 50 anos
alguna de las G | CM en varén
siguientes H | CM + CO epitelial no mucinoso de alto grado
combinaciones | |2 CM <50 afios
Tresomas casos | J [2=3 CM o CO epitelial no mucinoso de alto grado
Otros casos K | Consultar con la UCG

De todas muestras las que han llegado, se han seleccionado 48 de pacientes con
historial familiar de CaP, estas muestras han llegado a nuestro laboratorio de referencia
para las muestras procedentes de Valladolid, Segovia, Burgos, Palencia y Soria, porque
cumplen cualquiera de estos criterios de inclusién (Tabla 3) que derivan de una consulta
de consejo genético junto con un arbol de historial familiar de cancer. Tras un
asesoramiento genético, si los pacientes estan dispuestos a realizarse un estudio
genético deben firmar el consentimiento informado.

2. Procesamiento de muestras
2.1. Extraccion de &cidos nucleicos

A partir de una muestra de sangre periférica de 10 mL anticoagulada con EDTA-3K, se
realizé la extraccion de ADN y se prepar6 un pellet de células para su almacenamiento.
Esto permite la posibilidad de extraer ADN nuevamente en caso de ser necesario.

2.2. Extraccion de DNA v pellet de DNA

Se realizé la extraccién automatizada de ADN gendémico a partir de 400 uL de sangre
utilizando el sistema MagNA pure® compact de Roche y el kit "MagNA Pure Compact
Nucleic Acid Isolation Kit I" de Roche, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se preparo un pellet de ADN utilizando 8 mL de sangre a los que se afiadié 7 mL de una
solucion llamada Buffer de lisis de globulos rojos y 120 pyL de IGEPAL® CA-630. La
mezcla se agité enérgicamente y se mantuvo en un balancin durante toda la noche hasta
que el IGEPAL® CA-630 se disolvio por completo. Después, se realiz6 una
centrifugacion de 15 minutos a 3000 rpm y se elimind el liquido sobrante, dejando un
volumen de 1 mL. El pellet de ADN resultante se almacené a -20°C.

3. Andélisis de las muestras por secuenciacion masiva NGS: panel BRCA
extendido ONCOMINE de 17 genes mediante tecnologia lon AmpliSeq™

La tecnologia lon Torrent de Thermo Fisher Scientific se utilizd para secuenciar las
muestras utilizando un panel de 17 genes relacionados (Tabla 4) con predisposicion
genética al cancer, estd compuesto de los siguientes: ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2,
BRIP1, CDK12, CHEK2, FANCD2, ATM, MRE11, NBN, PALB2, PPP2R2A, RAD51B,
RAD54L, TP53, RAD51C y RAD51D. Este panel fue disefiado por el propio laboratorio
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de cancer hereditario y se implement6 para su uso en casos de sospecha de cancer de
mama/ovario hereditario. Se utiliz6 como secuencia de referencia la que se muestra a
continuacion:

Tabla 4. Panel de genes utilizados. Nombre del gen seguido de su secuencia de referencia.

Gen Referencia Gen Referencia Gen Referencia
ATM NM 000051.3 CHEK2 NM 007194.3 RAD51B NM 133509.3
BARD1 NM 000465.2 FANCD2 |NM 001018115.1 |RAD51C NM 058216.1
BRCA1 NM 007294.3 MRE11 NM 005591.3 RAD51D NM 002878.3
BRCA2 NM 000059.3 NBN NM 002485.4 RAD54L NM 003579.3
BRIP1 NM 032043.2 PALB2 NM 024675.3 TP53 NM 000546.5
CDK12 NM 016507.2 PPP2R2A |NM 002717.3

3.1. Evaluacion y cuantificacion de las muestras

Se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 2% para evaluar la integridad del
material genético de cada muestra. La cuantificacion del ADN se realizé utilizando el
fluorémetro Qubit® 3.0 y el kit Qubit™ dsDNA HS Assay de Thermo Fisher Scientific,
siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.2. Preparacion de las bibliotecas genémicas

Se generaron bibliotecas gendmicas de forma automatizada utilizando el instrumento
lon ChefTM de Thermo Fisher Scientific y el kit "lon AmpliSeq™ kit for Chef DL8". Se
utilizaron 10 ng de ADN de cada muestra para la preparacion de las bibliotecas
gendmicas. Se realizaron 18 ciclos de amplificacion y 4 minutos de extensién en un
proceso de "High Multiplex PCR". Durante este proceso, las muestras se marcaron con
adaptadores "lon Xpress Barcoded Adapters" para su identificaciéon durante la
secuenciacién posterior. Se prepararon 6 bibliotecas genomicas, cada una con 8
muestras y una concentracion de 100 pM, que se almacenaron a 4°C hasta el templado.

3.3. Templado

Para el templado, se mezclaron manualmente las dos bibliotecas gendmicas
almacenadas en cada Chip 530™ a una concentracion final de 50 pM. El proceso se
realiz6 de manera automatizada en el instrumento lon ChefTM de Thermo Fisher
Scientific siguiendo las instrucciones del fabricante. Se emulsionaron los amplicones de
las bibliotecas genémicas con bolas magnéticas para unir cada amplicon a la superficie
de estas. Luego, se realizé una amplificacion monoclonal y se cargaron los micropocillos
de cada ion chip 530™ con las 32 muestras a secuenciar. Una vez completado el
templado, se obtuvieron dos chips cargados con las bibliotecas genémicas que
contienen 32 muestras cada uno, listos finalmente para la secuenciacién en lon S5™ de
Thermo Fisher Scientific.

3.4. Secuenciacion

El secuenciador lon S5™ de Thermo Fisher Scientific se utilizé para llevar a cabo la
secuenciacion por semiconduccion. Se realizo la inicializacion del secuenciador antes
de la reaccién de secuenciacion siguiendo las instrucciones del fabricante. Un primer
chip se insertd en el secuenciador para secuenciar simultdneamente 32 muestras
durante 2,5 horas; mientras que el segundo chip se mantuvo refrigerado a 4°C en una
caja de metacrilato. Alrededor de 15 minutos antes de que finalizara la secuenciacion
del primer chip, se prepar6 el segundo chip para su secuenciacién posterior.

3.5. Andlisis de resultados

Las lecturas generadas durante la secuenciacion fueron alineadas con el genoma de
referencia hgl9 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF _000001405.13/).
Posteriormente, se realizd el analisis de los datos utilizando el software lon Reporter de
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Thermo Fisher Scientific. Todo el procedimiento realizado se encuentra ilustrado en la
Figura 3y la Figura 5.

Figura 5. llustracion de la secuencia de todo el flujo de trabajo llevado a cabo respecto a la
secuenciacion masiva por tecnologia lon Torrent.

4. Confirmacion de las variantes identificadas

Se confirmaron las variantes patogénicas identificadas mediante secuenciacion masiva
utiizando el método de secuenciacibn Sanger para el diagnéstico definitivo de
mutaciones.

4.1. Amplificacion, purificacion y cuantificacion de la region DNA de interés

La region gendmica de interés se amplific6 mediante PCR en un termociclador Verity
96-well de Applied Biosystems, utilizando primers y condiciones especificas.
Posteriormente, los productos de PCR fueron filtrados utilizando placas de purificacion
"MultiScreen® PCR96 Filter Plate" de Merck Millipore para eliminar restos de reactivos
gue pudieran interferir en la reaccion de secuenciacion. Finalmente, los productos
purificados se cuantificaron utilizando el espectrofotémetro NanoDrop de ThermoFisher
Scientific.

4.2. Reaccidn de secuenciacion, purificacion, electroforesis capilar y analisis de
resultados

La reaccion de secuenciacion se llevéd a cabo utilizando el kit "BrightDye® Terminator
Cycle Sequencing” (MCLAB). Se utilizé6 un volumen de reaccion total de 10 pL con los
siguientes reactivos: 0,5 uL de BrightDye® Terminator, 0,4 uL de primer a concentracién
3.2 pmol, 1,75 pL de tampdn de secuenciacion 5X Sequencing buffer, producto de PCR
purificado previamente calculado para cada fragmento y H.O miliQ hasta completar los
10 pL. La secuencia se realizdé en un termociclador Verity 96-well (Applied Biosystems)
con una temperatura inicial de 96°C durante 3 minutos, seguida de 30 ciclos de 96°C
durante 10 segundos, 50°C durante 5 segundos y 60°C durante 150 segundos. Los
productos de secuenciacién se purificaron utilizando el kit "Montage® SEQ96
Sequencing Reaction Cleanup Kit 8" (Merck) y se realizaron las carreras en el
secuenciador automatico capilar ABI3130XL (Applied Biosystems) utilizando un
polimero POP7 y buffer 1X 3730-EDTA. Finalmente, las secuencias obtenidas se
analizaron mediante el software Sequencing Analysis v5.1 (Applied Biosystems),
Chromas (Technelysium; QLD, Australia) y FintchTV 1.5 (Geospiza, Inc.; Seattle, WA,
USA).

5. Caracterizacion de las variantes identificadas

Las variantes identificadas se nombraron en base a las secuencias de referencia de
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) y segun la normativa de Human
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Genome Variation Society (https://www.hgvs.org). Para clasificarlas, se realizaron
basquedas en bases de datos de variantes como Clinvar
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar/) y Leiden Open Variation Database (LOVD)
(https://www.lovd.nl). Las variantes se clasificaron como patogénicas (P) o
probablemente patogénicas (LP), benignas (B) o probablemente benignas (LB), y
variantes de significado incierto (VUS), segun su efecto en la proteina y la evidencia
disponible.

RESULTADOS
1. Andélisis panel BRCA extendido ONCOMINE de 17 genes

Los resultados de las dos carreras de secuenciacién para analizar las 48 muestras se
analizaron mediante la plataforma lonReporter (apartado 2.5 de métodos) y después de
filtrar las variantes identificadas segun su ubicacion y su naturaleza no sinénima, se
encontraron un total de 8 mutaciones (17%) que se clasificaron como patogénicas (75%)
0 probablemente patogénicas (25%). Como se muestra en la Tabla 5, la mitad de estas
variantes aparecen en genes distintos a BRCAZ2.

Tabla 5. Variantes identificadas mediante el panel de 17 genes de susceptibilidad.

Familia| Gen Ex6n [Mutacion Proteina ClinVar ID Tipo Efecto
VA-1 ATM | Exén 10 |c.1339C>T p.Arg447Ter | 127337 Nonsense P
VA-2 ATM |[Ex6n 7 |c.802C>T p.GIn268Ter | 188961 Nonsense P
VA-3 | BARD1 | Ex6n 11 | c.2129 2132delACAG | p.Asp710fs 847596 Frameshift| LP
VA-4 | CHEK2 | Exén 3 |c.433C>T p.Arg1l45Trp | 5592 Missense LP
VA-5 | BRCA2 | Ex6n 11 |c.3922G>T p.Glu1308Ter | 37867 Nonsense P
VA-6 | BRCA2 | Exd6n 11 | c.2808 2811delACAA | p.Ala938Profs | 9322 Frameshift P
VA-7 | BRCA2 | Exd6n 26 | c.9026 9030delATCAT | p.Tyr3009fs | 38204 Frameshift P
VA-8 | BRCA2 |Intrén 9 |c.793+1G>A - 52437 Splicing P

En cuanto al tipo de mutacion de las variantes patogénicas (P) identificadas, tres de
ellas son de tipo nonsense, dos son de tipo framesehift y una de ellas afecta al splicing.
No se ha encontrado ninguna de significado incierto o VUS.

2. Familias con mutaciones Patogénicas o Probablemente patogénicas

Familia VA-1: variante patogénica ATM: c.1339C>T (p.Arg447Ter), de tipo nonsense
localizada en el exén 10, resulta en un codén de terminacién prematuro (Tabla 5) y se
predice que causa truncamiento de la proteina o vaya por la ruta de degradacion de
MRNA sin sentido (NMD). Las muestras de la paciente con esta mutaciéon que llegé a
nuestro laboratorio son de una mujer de 74 afios que ya tenia un cancer de mama
diagnosticado de aparicion a los 68 afios y otro de ovario de aparicion reciente, a los 73
afos (Figura 4). Todos los hermanos de la paciente fallecieron con cancer de distinta
naturaleza sobre los 70 afios, a excepcion de uno que sigue vivo de 65. Un hermano
fallecido de 67 afios ya tuvo esta mutacion diagnosticada. La madre de la paciente y su
hermana también padecieron céancer.
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Figura 6. Arbol familiar del caso VA-1. Los diferentes tipos de cancer se representan con un
cédigo de color y letras, junto a las que se indica la edad de diagnéstico entre paréntesis. La
flecha sefiala el caso indice.

Familia VA-2: variante patogénica ATM: ¢.802C>T (p.GIn268Ter), de tipo nonsense
localizada en el exén 7, resulta en un coddén de terminacion prematuro (Tabla 5) y se
predice que causa truncamiento de la proteina o vaya por la ruta NMD. El paciente indice
es un varén de 63 afios, diagnosticado de CaP a los 60 y con un historial familiar limitado
de céncer, solo un sobrino de 40 afios ha sido diagnosticado con cancer dentro de su
familia cercana. No hay otros casos de CaP cercanos, y no hay casos de CM o CO en
la familia. Las muestras de este paciente llegaron a nuestro laboratorio cumpliendo el
Criterio K de inclusién en el programa de Consejo genético de Castillay Leon (Tabla 3).
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Figura 7. Arbol familiar del caso VA-2. Los diferentes tipos de cancer se representan con un
cbdigo de color y letras, junto a las que se indica la edad de diagnéstico entre paréntesis. La
flecha sefiala el caso indice.

Familia VA-3: variante probablemente patogénica BARD1: ¢.2129 2132delACAG
(p-Asp710Vfs*3), de tipo frameshift y provocada por una eliminacion de 4 nucle6tidos en
el exdn 11 (Tabla 5), causa un cambio en el marco de lectura con un codon de parada
prematuro. El caso indice es un varon de 59 afios que tuvo un CaP diagnosticado a los
58, tanto el hermano como las 2 hermanas de este estan afectados por cancer de
distinta naturaleza; el hermano fallecié a los 42 afios de un CG, no hay ningun caso de
cancer de mama u ovario en la familia.
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Figura 8. Arbol familiar del caso VA-3. Los diferentes tipos de cancer se representan con un
cbdigo de color y letras, junto a las que se indica la edad de diagnéstico entre paréntesis. La
flecha sefiala el caso indice.

Familia VA-4: variante probablemente patogénica CHEK2: ¢.433C>T (p.Argl145Trp) de
tipo missense y localizada en el exén 3 (Tabla 5), se predice que causa truncamiento
de la proteina o vaya por la ruta NMD. El caso indice es un varén de 66 afios que
ya tenia un CaP diagnosticado de aparicion a los 64 afos. Este paciente tiene un
amplio historial familiar de presencia de cancer en la familia; su padre también tiene
un CaP y tanto su hermana como una de sus hijas esta afectada por cancer de mama,
esta Ultima y su hermana con neuroblastoma ya tenian previamente diagnosticada la

mutacion.
VA-4 Z[——gz Z[——gZS
[coD] 70 87 [PRO]
[Cq]
7 66 63

. Origen Desconocido (COD) [PRO (64)] [BR (53)]
O Neuroblastoma (NB) E}
. Mama (BR) 45 {CHEK2} {CHEK2}
@ Gastrico (GC) [BR] ~ INB(E9)
QO Préstata (PRO) d) O

Figura 9. Arbol familiar del caso VA-4. Los diferentes tipos de cancer se representan con un
cédigo de color y letras, junto a las que se indica la edad de diagndstico entre paréntesis. La
flecha sefiala el caso indice.

Familia VA-5: variante patogénica BRCAZ2: ¢.3922G>T (p.Glul308Ter) de tipo
nonsense y localizada en el exdn 11 (Tabla 5), se predice que causa truncamiento de la
proteina o vaya por la ruta NMD. En la historia familiar de este paciente hay
antecedentes personales y/o familiares de cancer de mama, ovario y/o proOstata y
también de CG y del SNS.

Familia VA-6: variante patogénica BRCA2: ¢.2808_2811delACAA (p.Ala938Profs) de
tipo frameshift y provocada por la eliminacion de 4 nucledétidos en el exdn 11 (Tabla 5),
se predice que causa truncamiento de la proteina o vaya por la ruta NMD. En la historia
familiar del caso indice aparecen numerosos casos afectados por CM y/o CO, asi como
en CaP.

Familia VA-7: variante patogénica BRCA2: ¢.9026_9030delATCAT (p.Tyr3009fs) de
tipo frameshift y provocada por la eliminacion de 5 nucleétidos en el exon 26 (Tabla 5),
se predice que causa truncamiento de la proteina o vaya por la ruta NMD.
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Familia VA-8: variante patogénica de tipo splicing, BRCA2: ¢.793+1G>A, localizada en
el intron 9 (Tabla 5), provoca exon skipping. El paciente portador padecia de CaP.

DISCUSION

Los resultados obtenidos a partir del andlisis de 48 muestras de pacientes con
antecedentes de CaP, mediante el panel multigénico BRCA extendido ONCOMINE de
17 genes, respaldan la sospecha de que otros genes diferentes a BRCAL/2 predisponen
al desarrollo de cancer y, por tanto, en este tipo de familias seria conveniente realizar
un estudio genético mas amplio. Gracias al desarrollo de las técnicas NGS, la
implementacion de paneles multigénicos en los estudios genéticos de la linea germinal
podria mejorar la supervivencia de los pacientes al permitir la administracion de
tratamientos mas personalizados, y, ademas, podria mejorar la prevencion de cancer
en familiares cercanos a estos pacientes.

1. Utilidad del andlisis de paneles genéticos en familias con antecedentes de
cancer de prostata

Se ha detectado mutacion patogénica (P) en el 16,6% de las familias analizadas, de las
8 familias portadoras de mutacion causal, el 50% presentan alteracion en genes
diferentes de BRCAL1 y BRCA2 (Tabla 5). Estos datos nos sugieren que la mitad de los
casos de familias con historial de CaP puedan provenir de mutaciones en genes distintos
de BRCAL/2, aunque para confirmar esta hipotesis habria que seleccionar muchos mas
casos indices de distintas familias. Es de sefialar que el panel utilizado en este trabajo
esta expresamente disefiado para la detecciéon de variantes en genes relacionados con
CMONH, esto es debido a que los pacientes fueron seleccionados cumpliendo con los
criterios detallados en la Tabla 3, por lo tanto, este panel no esta enfocado para el CaP
de forma explicita.

Cuando hablamos propiamente de la elaboracién de los paneles genéticos a la hora de
tener en cuenta la deteccion de mutaciones germinales que si estan implicadas en el
CaPH, varias organizaciones entre las que se incluye la Conferencia de Filadelfia para
el Consenso del Cancer de Préstata de 2019 y los protocolos del NCCN aconsejan que
los paneles tengan los genes BRCA1/2, ATM, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM y
HOXB13 (28, 52, 53). Cuando esto lo comparamos con nuestro panel, podemos decir
gue faltarian los 6 Gltimos para cumplir con este estandar, aun asi, incluso faltando estos
genes, el 50% de los casos encontrados en nuestro estudio carecen de variantes en
éstos, aunque, solamente hemos encontrado variantes de tipo P o LP en el 17% de
nuestras muestras. Cuando comparamos nuestro panel de 17 genes con un panel de
27 genes que si incluyen los recomendados (a excepcién de HOXB13) utilizado por otro
laboratorio (44) enfocado en sindromes de cancer hereditario multiples, observamos
gue la proporcién de deteccién de variantes patogénicas en pacientes con historia
familiar de cancer es del 44% (54). Por lo tanto, seria recomendable tener en cuenta
estos Ultimos 6 genes en la elaboracion de futuros paneles para la deteccién de
variantes patogénicas de lineas germinales relacionadas con el CaPH.

2. Contribucion de las variantes patogénicas detectadas al cancer de prostata
hereditario

Las familias analizadas han llegado al laboratorio por cumplir criterios de alto riesgo para
cancer de mama/ovario hereditario, este sindrome esta incluido en el programa de
prevencion del cancer hereditario de la Comunidad de Castilla y Ledn. Estas familias
ademas cuentan entre sus antecedentes con casos de CaP y este ha sido el motivo de
nuestro estudio, intentar dilucidar el perfil genético de familias con estos antecedentes.

2.1. BRCA2

Entre los resultados que obtuvimos, 4 de las mutaciones patogénicas son en BRCA2 y
provocan la pérdida de su funcién: la mutacion BRCA2:¢.3922G>T (también conocida
como E1308X) de la familia VA-5, esta relacionada con personas con antecedentes
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personales y/o familiares de cancer de mama, ovario y/o CaP (55) y ademas, cancer de
mama en hombres (58); es detectada en muchos casos de CMOH en familias de Puerto
Rico y Espafa (56, 58, 57) y con aparicion en mujeres menores de 50 (58).

La mutacién ¢.2808_2811delACAA de la familia VA-6, es una de las mutaciones mas
comunes en el mundo relacionadas con el CMOH (59), est4 relacionada con casos de
cancer de mama en hombres con historia familiar de CMOH en Espafia (60), aunque
también se ha encontrado en familias australianas, chinas y afroamericanas (61).

La variante ¢.9026_9030delATCAT (p.Tyr3009Serfs*7) de la familia VA-7, se relaciona
con individuos afectados por CMOH y es bastante recurrente en la poblacion espafiola
(62, 63), representando el 7,6% de las variantes patogénicas en la linea germinal de
BRCA2 en Castilla y Ledn (63).

Por ultimo, la variante de tipo splicing ¢.793+1G>A de la familia VA-8 est4 relacionada
con pacientes con historial familiar de CMOH y cancer pancreatico en poblaciones de
Sudamérica (64); esta mutacion provoca un skipping eliminando el exén 9, generando
una proteina aberrante completamente disfuncional (65).

En todos los casos mencionados es necesario hacer un seguimiento rutinario de los
casos indice debido a que las variantes patogénicas de BRCA2 se relacionan con CaP
metastasico, peor prondstico y una supervivencia de hasta 4 afios menos en
comparacion con pacientes no portadores seglin nuevos datos publicados en European
Urology (66, 36, 28). En cuanto a los familiares cercanos, seria recomendable hacer un
estudio a posibles portadores independientemente del sexo en todas las familias de
nuestros resultados, ya que las variantes patogénicas del gen BRCA2 confieren un
riesgo general en mujeres del 25-55% de desarrollar CM (67), y de hasta el 35-40% de
desarrollar CaP en hombres a lo largo de su vida en comparaciéon con la poblacion
general (35); ademas, los hombres portadores menores de 60 afios tienen un riesgo
aumentado de hasta 23 veces de desarrollar CaP (35, 30, 36, 13); en varios estudios se
ha demostrado que los pacientes con CaPH de inicio temprano suelen tener mutaciones
de la linea germinal en BRCAZ2 (35, 30, 66). Por otra parte, un estudio demostrd que las
variantes patogénicas de BRCA2 se asociaron con un riesgo altisimo (OR: 44) de cancer
de mama en hombres (13), esto concuerda con la variante encontrada en la familia VA-
6; por lo tanto, seria recomendable sugerir a todos los varones sospechosos de ser
portadores en esta familia de incluirse en un programa de prevencion de cancer de
mama hereditario. En BRCA2, la mayoria de las variantes patogénicas se encuentran
en el exdn 11, lo que sugiere que esta region esta relacionada con el riesgo de CaPH
(17, 59).

2.2. ATM

El gen ATM estd cominmente mutado en la linea germinal y desempefia un papel clave
en la reparacion del ADN vy la detencidn del ciclo celular (64). Entre nuestros resultados,
la variante patogénica ATM ¢.1339C>T encontrada en la familia VA-1 (Figura. 6) se ha
informado en varios individuos con ataxia-telangiectasia clasica, incluidas tres familias
drusas, lo que sugiere que es una mutacion fundadora en esta poblacion (68). La otra
mutacion, ATM ¢.802C>T encontrada en la familia VA-2 (Figura. 7), ha sido también
reportada en pacientes afectados con ataxia-telangiectasia (69); ademas, se sospecha
gue esta variante provoca una alteracion del splicing en el exén 7 de ATM con pérdida
de funcién (69) y se ha relacionado con el CaP y CM (70). El caso indice de la familia
VA-1 es una mujer diagnosticada con CM y CO, ademas de otros 2 casos de CM
mencionados, uno en la madre y otro en la sobrina segunda; todas fueron
diagnosticadas en edades inferiores a los 70 y estos resultados concuerdan con un
estudio realizado por Renault, A.L. et al. en 2018 (71) que relaciona las mutaciones de
pérdida de funciéon de ATM con un diagnéstico de CM en mujeres menores de 70; por
otra parte, se puede decir que hay altas probabilidades de que el abuelo materno sea el
portador original de la mutacion ya que los hijos de este en las 2 familias sucesoras
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tienen multiples casos de céancer de distinta naturaleza, predominantemente de CM en
mujeres y de cancer de colon en hombres, esto concuerda con otros estudios que
relacionan variantes patogénicas en ATM con ambos tipos de cancer (16); solo hay un
caso de CaP diagnosticado a los 53 y fallecido a los 55 afos. El caso indice de la familia
VA-2 es un varon diagnosticado a los 60 afios de CaP, y, solo existe un caso de cancer
(de origen desconocido) diagnosticado a los 30 afios en un sobrino, dato destacable ya
gue es una edad muy prematura para un diagnostico de cancer. Entre las 2 familias
observadas, podemos atribuir un fenotipo de CaP diagnosticado en edades inferiores o
iguales a los 60 afios para este tipo de mutaciones de pérdida de funcién del gen ATM,
algunos estudios confirman esta caracteristica (72), que es coincidente con nuestros
resultados. Seria conveniente informar a los individuos presentes y no presentes de la
familia VA-1 para su inclusién en un programa de prevencion de cancer hereditario ya
que es muy probable que todos los casos en esta familia puedan ser originados a causa
de la mutacion respectiva. En el caso de la familia VA-2 también se recomendaria
informar a los hermanos del caso indice ya que tienen de a 2 a 4 veces mas riesgo de
padecer CaP que la poblacion normal (16). Si comparamos nuestros resultados con
otros estudios clinicos (73) en los que detectaron mutaciones de ATM en casos indice
de CaP de dos familias en las que familiares cercanos con CM y CO previamente habian
sido sometidos a pruebas de deteccion de variantes patogénicas germinales en ATM
(73), se puede decir que existe cierta relacion entre el CMOH y el CaPH a nivel de este
gen.

2.3. BARD1

El gen BARDL1 se considera de penetrancia variable para el CaPH y moderada para el
de CMH (74, 75). En nuestro estudio hemos encontrado la mutacion de BARD1
€.2129 2132delACAG (p.Asp710fs) en la familia VA-3 (Figura. 8), esté relacionada con
cancer de mama en hombres y CMOH en familias de Espafa (76) con tumores de
fenotipos tipo IDC (Carcinoma Ductal Invasivo), ER+ (receptor de estrégenos positivo)
y HER2- (HERZ2 negativo) (76). Esta alteracion ocurre en el extremo 3' del gen BARD1,
no se espera que active NMD y solo afecta los ultimos 67 aminoacidos de la proteina,
pero, esta Ultima regién afecta el dominio BRCT de BARD1, que se ha demostrado que
es critica para la reparacion de ADN (77). En nuestro caso, todos los hermanos y
hermanas del caso indice tienen distintos tipos de céncer diagnosticados en edades
inferiores a 60 afos, esta edad de aparicion concuerda con otro estudio donde hay
informados casos de CMOH diagnosticados en menores de 60 para variantes
patogénicas de BARDL1 (76). Por otra parte, el hermano del padre del caso indice tuvo
un cancer de origen desconocido y murié muy joven a los 40 afios. No existen reportes
gue relacionen esta variante con otros tipos de cancer mas alla del CMOH y de mama
en hombres, como se ha mencionado anteriormente, se conoce que las mutaciones
patogénicas en BARD1 estan asociadas a un incremento de padecer cancer de forma
general (78). Muchos especialistas de consejo genético consideran informar a pacientes
con historial de CaP sobre las mutaciones en BARD1 (89), otros no lo aconsejan (79);
aun asi, teniendo en cuenta que las mutaciones en este gen aportan un riesgo estimado
de hasta 4 veces mas de padecer CaP para los hombres mayores de 65 afos (79); y de
2 a 3 veces para el CM (79), seria recomendable informar tanto a los hijos del caso
indice, como a los de su hermano y hermanas para incluirles en un programa de
prevencion de cancer hereditario y hacerse las pruebas de diagndstico genéticas que
tengan en cuenta este gen, ademas, parece que esta mutacion también puede estar
relacionada con canceres de distinta naturaleza y tiene un efecto mucho més agresivo
en varones.

2.4. CHEK2

CHEK2 es un gen supresor de tumores que codifica una proteina involucrada en la
reparacion del ADN, la detencién del ciclo celular o la apoptosis en respuesta al dafio
del ADN (52), ademas, es un gen de penetrancia moderada para el cAncer de mamay
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de prostata (13, 52, 73, 66). La mutacion de CHEK2 c.433C>T (llamada también
R145W) encontrada en fa familia VA-4 (Figura. 9) provoca una reduccion en la actividad
quinasa de la proteina de forma drastica (80). Estudios funcionales en lineas de levadura
han demostrado que esta variante tiene una vida media reducida en comparacioén con
el tipo wild y no se activa en respuesta al dafio del ADN (81). En nuestros resultados,
esta familia es un caso bastante llamativo debido a que tanto la linea materna como la
paterna del caso indice estan afectadas por distintos casos de cancer, ademas este
paciente tuvo 2 hijas afectadas por distintos casos de cancer diagnosticados antes de
los 40 afos, y su madre afectada de cancer de mama. Sabemos que una de las hijas
de este paciente esta diagnosticada con neuroblastoma, esta neoplasia de caracter
generalmente metastasico y agresivo esta relacionada con esta mutacién de forma
directa (82), ademas se sabe de la existencia de otras variantes patogénicas de la linea
germinal en CHEK2 relacionadas con esta enfermedad (83, 84); por otra parte, ya se
tiene conocimiento de que esta mutacién esta relacionada con el CM y el SL (80, 85),
también se tiene constancia de otras mutaciones encontradas en el exén 3 de CHEK2
en distintas familias de Espafia y Brasil relacionadas con casos de CMOH agresivo en
pacientes jovenes (86, 87), estos datos concuerdan con el cancer de mama reportado
en la hija fallecida del caso indice; por otra parte, esta mutacion también est4 asociada
al CaPH (88, 89), esto coincide con los resultados obtenidos respecto al caso indice.
Seria recomendable informar a todos los individuos descendientes del caso indice
independientemente del sexo, ya que se trata de una variante que puede dar la cara de
forma prematura de muchas formas, especificamente como neuroblastoma. También
seria de ayuda tener mas informacion respecto a la historia familiar tanto de la pareja
de nuestro caso indice como de los hermanos del padre de este, para poder descartar
que otros genes distintos a CHEK2 estén afectados.

CONCLUSIONES

1. Los resultados de nuestro trabajo sugieren que el panel genético utilizado es
eficaz en familias con sospecha de cancer hereditario.

2. Las familias con antecedentes de cancer de prostata pueden presentar un perfil
genético diferente a BRCA.

3. Los genes ATM, CHEK2 y BARD1 se postulan como candidatos a estudio en
casos de sospecha de cancer de préstata hereditario.
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ClinVar ID: 127337

625 bases in 7679 scans

Lane: 11 Base spacing 14.78
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ATM:c.802C>T (p.GIn268Ter)

Signal G:79 A:92 T:128 C:77
ClinVar ID: 188961

571 bases in 7865 scans

Lane: 6 Base spacing 14.60

Familia: VA-2
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ATM:c.802C>T (p.GIn268Ter)

ClinVar ID: 188961
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Signal G:79 A:92 T:128 C:77
571 bases in 7865 scans

Lane: 6 Base spacing 14.60

Familia: VA-2

e
=]
=]
W<
13
L&)
=]
o ME
13
&)
HO
HO
e
W <
HE
HEe
HO
13]
HO
=]
e
<
RO
W<
HO
O
M <
HEe
RO
HO
He
O
W<
L&)
HO
M <
W <
OCHO
me
=]
| =]
W <
M <
10
W<
He
e
) ME

470

e
3]
RO
W<
RO
W <
=]
M <
L&)
< WE
13
=]
13
L e

ANV Y VYV Y

=
G A A A

/)

/)

i

550

540

520

510

500
|
T

e
HO

O
HO
HO
me
WEe
O
=
| |

HO

10

RO
e
HO

HE

CAAAAARAARA

T A

| I |
G G

-
v T

Ew N N me I i BN B s B
CAATACAAT AT TAGG GTATT

Hm
G T

A“‘o /X ‘A M

R N

A

=1

570
N

W<
| 1=
e
| @)
B <

| L&)
10
H<
© RO

mn




Familia: VA-3 Lane: 1 Base spacing 14.80  Signal G:336 A:237 T:191 C:182 BARD1:¢.2129 2132del (p.Asp710fs) Page 1 of 2

650 bases in 7682 scans ClinVar ID: 847596
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Lane: 1 Base spacing 14.80

Signal G:336 A:237 T:191 C:182

BARDI1:¢.2129 2132del (p.Asp710fs)
ClinVar ID: 847596
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CHEK2:¢.433C>T (p.Argl45Trp)

Signal G:153 A:149 T:176 C:118
ClinVar ID: 5592

552 bases in 7870 scans

Lane: 13 Base spacing 14.59
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Familia: VA-4 Lane: 13 Base spacing 14.59 Signal G:153 A:149 T:176 C:118 =~ CHEK2:c.433C>T (p.Argl45Trp) Page 2 of 2
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