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1. Resumen

El Sindrome de Lynch es el sindrome de cancer colorrectal hereditario mas frecuente.
Se caracteriza por cancer colorrectal no polipdsico de edad temprana de aparicion,
causado por mutaciones heredadas en la linea germinal y que puede provocar tumores
extracolonicos como: gastrico, pancreas, intestino delgado y endometrio. Es el cancer
de endometrio en mujeres en el que nos hemos fijado para seleccionar familias con
sospecha de sindrome de Lynch y antecedentes personales o familiares de cancer de
endometrio. La presencia de cancer de endometrio en estas familias, clasicamente se
ha asociado con mutaciones heredadas en los genes de reparacion del ADN: MSH2 y
MSHS6.

La experiencia del laboratorio de cancer hereditario del IBGM, tras mas de 1700 familias
analizadas, es que hay muchos casos sin resolver de familias con estas caracteristicas
y que quizas podrian ser explicadas mediante los estudios de secuenciacion masiva
(NGS).

Asi, en este trabajo, se han seleccionado 32 casos de familias con cancer de endometrio
y sospecha de sindrome de Lynch y se han secuenciado mediante un panel multigénico
de 40 genes, implicados en sindromes hereditarios de cancer.

Los resultados de la NGS han revelado 6 casos con mutacion patogénica en genes de
alta-moderada penetrancia, 3 casos presentaban mutacion en el gen MSH2 y otros tres,
mutacion en los genes: ATM, BRCA1 y BLM. Estos estudios de paneles ampliados,
aumentan el porcentaje de familias con resultado positivo.

Se ha podido entablar una relacion genotipo-fenotipo en estas familias y se ha
deteerminado que, aunque seria imprescindible aumentar el numero de casos
analizados mediante este panel, hay mas genes, ademas de los habituales, que podrian
ser postulados como candidatos a explicar los casos de canceres extracolonicos y por
consiguiente, el sindrome de Lynch. Serian los genes supresores tumorales.

Este tipo de resultados ayudaran al nuevo manejo de las familias y a la modificacion de

las guias clinicas en Sindromes de Cancer Hereditario.

2. Introduccion

2.1 Qué es el cancer. Cancer como enfermedad

El cancer abarca un extenso y variado grupo de enfermedades que comparten un rasgo
comun: un desequilibrio en la relacidon entre la multiplicacion y la muerte celular,
inclinandose a favor de la primera [1]. Esto lleva a que se produzca una pérdida de
control sobre el ciclo celular y con ello un crecimiento descontrolado de un clon que

conlleva la invasion de tejidos y organos, y en ultima instancia la muerte.



El proceso de carcinogénesis sucede por acumulacion de modificaciones genéticas en
tres clases de genes que controlan el ciclo celular: protooncogenes, genes supresores
de tumores y genes de reparacion del ADN [2].

Mutaciones en los primeros implican ganancia de funcion. Dan lugar a los oncogenes
[3], que promueven y aceleran la divisién celular. De este modo, una sola mutacion en
un alelo basta para que la célula prolifere de forma descontrolada, y por ello decimos
que la mutacién se comporta de forma dominante.

Los segundos, son los encargados de frenar el crecimiento celular, por lo que
mutaciones en estos produciran una reduccién o pérdida de dicho freno. Y los terceros
controlan los mecanismos de reparacion del ADN durante el ciclo celular por lo que, si
aparecen mutados, aumentara la velocidad de acumulacién de mutaciones en otros
genes criticos [4].

Sin embargo, para que una célula se transforme en cancerigena a causa de alteraciones
en genes supresores 0 en genes de reparacion, es necesario que se produzcan dos
eventos mutacionales que inactiven a los dos alelos del gen, comportandose de forma
recesiva.

Debido a todo lo anterior, podemos asegurar que el cancer es una enfermedad genética,
ya que siempre existen alteraciones en la secuencia del ADN y/o cambios epigenéticos
que influyen en la expresion de genes (1).

Uno de los tumores mejor estudiados y que sirve como modelo de carcinogénesis es el

cancer colorrectal.

2.2 Cancer Colorrectal.

Sin duda el modelo de carcinogénesis por excelencia es el cancer colorrectal, en el que
se ha podido correlacionar cada estadio (adenoma-carcinoma) con los eventos
moleculares y genéticos.

El Cancer Colorrectal (CCR) es una de las neoplasias mas comunes a nivel mundial y
la mas frecuente en Espafia si se tienen en cuenta ambos sexos, con 42.721 nuevos
casos al afio [5]. La mayor parte de casos son diagnosticados entre los 65 y los 75 afios
y afecta a hombres y mujeres practicamente por igual.

Tanto el colon como el recto estan compuestos por diversas capas de tejido, de mas
interna a mas externa: mucosa, submucosa, muscular y serosa [6]. En la mucosa es
donde se localizan las glandulas que producen moco, y es aqui donde los tumores
malignos se desarrollan con mayor frecuencia.

El proceso de carcinogénesis implica una cascada de alteraciones en los genes de
modo que, las células que adquieren ventajas de crecimiento van siendo seleccionadas

y podran proliferar. Fearon y Vogelstein [7] propusieron en 1990 una secuencia
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adenoma-carcinoma, por la que se necesitan minimo siete alteraciones para que se
desarrolle un tumor maligno, requiriéndose de entre 10 y 15 afios. Se distinguen
principalmente tres vias en la carcinogénesis colorrectal [8]: la via del fenotipo supresor
y la via del fenotipo mutador. Cada una exhibe una inestabilidad gendmica particular.
La primera o via de la inestabilidad cromosdmica (CIN) funciona bloqueando genes
supresores mediante una mutacion o delecion, entre los que se encuentran: K-Ras, APC
y p53. A este grupo pertenecen el 85% de los canceres esporadicos y el 100% de los
casos de caracter hereditario vinculados a la poliposis adenomatosa familiar.

La ruta del fenotipo mutador o de la inestabilidad de microsatélites (IMS) surge debido
a la incapacidad del sistema de reparacion para corregir los errores que ocurren durante
el proceso de replicacién del ADN. Implica a los genes MMR y se encuentra presente
en el 90-95% de HNPCC y en un 15% de los tumores esporadicos.

En 1999 Toyota introduce una tercera via, posible modificacion de la secuencia
adenoma-carcinoma, conocida como via del fenotipo metilador de islas CpG (CIMP) [9].
En ella se produce una metilacion anormal de citosina en 5'CpGs que conduce a la
inactivacion epigenética de varios genes supresores de tumores, como p16, RB, MLH1
y BRCAT.

2.3 Cancer hereditario. Cancer Colorrectal hereditario.

El 100% de los canceres se origina como consecuencia de variantes patogénicas (VP)
en genes que controlan el ciclo celular, pero no todas las variantes se heredan de un
progenitor (1). Solo el 5-10% del total de canceres pertenecen a canceres hereditarios,
aunque ello supone 1,4 millones de casos nuevos cada afio. La mayoria de estos
canceres sucede en genes de alta penetrancia, los cuales se heredan de acuerdo a un
patrén mendeliano autosomico dominante, y en los que se acorta el modelo de
carcinogénesis, debido a que el individuo hereda una primera mutacion germinal. La
hipotesis de Knudson [10] es considerada la explicacion mas validada que define el
modelo de desarrollo de tumores hereditarios y familiares. Segun dicha hipotesis, a esta
primera mutacién se le denomina primer hit, y se produce en via germinal (presente por
tanto en todas las células del individuo y transmitible a la siguiente generacion). No
obstante, se necesita otra mutacion (conocida como second hit) producida en el
segundo alelo del gen para el desarrollo del cancer [4], que en este caso se producira
en via somatica, es decir, de novo en el tejido. Por lo que, si anteriormente veiamos que
se necesitaba de la acumulacién de 6-7 eventos requiriéndose de entre 10 y 20 afios,
en los canceres hereditarios es suficiente con 2 o 3 afios (en consecuencia, los tumores

aparecen a edades mas tempranas).



No obstante, en ciertas familias se ha descrito una mayor frecuencia de algunos tipos
de cancer sin que exista un patron de herencia definido, denominandose sindrome de
cancer familiar [11]. Se debe a alteraciones en genes de media o baja penetrancia junto
con la presencia de factores ambientales.

En cancer colorrectal hay varios sindromes hereditarios, siendo tres de ellos los mas
prevalentes [12]: sindrome de Lynch o colorrectal hereditario no polipdsico (asociado a
inestabilidad de microsatélites), poliposis adenomatosa familiar (producida por una
mutacion en el gen APC, con mas de 100 pdlipos) y poliposis atenuada (entre 10 y 100
polipos, por mutaciones en ambos alelos del gen MUTYH).

Aproximadamente el 10-20% de los canceres de colon y 15-25% de los de endometrio
contienen inestabilidad de microsatélites [13]. Suelen producirse en mujeres, en colon
derecho, habitualmente tienen un mejor prondstico y se benefician mayoritariamente de
inmunoterapia (anti PD-1, anti CTLA-4) en lugar de beneficiarse de 5-fluorouracilo [13].
Presentan mayor nivel de metilacion del ADN, baja frecuencia de mutaciones en APC'y
TP53, y no contienen mutacion en KRAS, aunque si en BRAF [11]. De estos, un 10-20%
son hereditarios.

La importancia del cancer hereditario radica en que se trata de una enfermedad familiar,
que abarca a sucesivas generaciones dentro de una misma familia y que, conociendo
la mutacién causal, podemos prevenirlo mediante Asesoramiento genético. Asimismo,
identificar dicha mutacion puede ser de gran importancia de cara a realizar un

diagnéstico prenatal y preimplantacional [13].

2.4 Sindrome de Lynch

El sindrome de Lynch es el sindrome hereditario de cancer colorrectal mas frecuente,
por delante de la poliposis adenomatosa familiar (1). Supone entre 5-7% de todos los
casos de cancer colorrectal [14]. Se hereda de manera autosémica dominante y esta
asociado con una mayor probabilidad de padecer cancer colorrectal, de endometrio y
otros tipos de tumores como los de ovario, tracto urinario superior, estbmago, intestino
delgado, pancreas, vias biliares, gliomas y tumores de glandulas sebaceas.

Es producido por mutaciones en la linea germinal de genes que intervienen en el
mecanismo de reparacion de errores de emparejamiento de nucleétidos (mismatch
repair: MMR) que ocurren durante la replicacion del ADN: MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2
[13].

No obstante, hay dos ocasiones en las que dichos genes no aparecen mutados, aunque
se bloquea su funcion de forma indirecta. Es el caso de la epimutacion en MLH1, en la

que se inactiva tras la hipermetilacién producida en su promotor, o por las grandes



deleciones producidas en el gen EPCAM (muy proximo a MSH2, causando el
silenciamiento de este).

En condiciones normales, los genes implicados en el mecanismo MMR codifican para
proteinas que forman complejos de heterodimeros (1): MSH2-MSH6 (MutSa) y MLH1-
PMS2(MutLa) que se enlaza con el anterior y, junto a cofactores, reclutan exonucleasa-

1, la cual que corta el fragmento de ADN que contiene el error.

2.5 Programas de prevencion en cancer hereditario.

Gracias a la deteccion precoz de pacientes que portan mutaciones podemos
implementar diversas medidas para disminuir el riesgo de desarrollar cancer. Para ello
surgen los diferentes programas de prevencion de cancer hereditario, que buscan
detectar a aquellos individuos con alta susceptibilidad de padecer cancer basandonos

en una historia familiar de riesgo.

En 1990 la Sociedad Internacional de Tumores Gastrointestinales Hereditarios
(International Society of Gastrointestinal Hereditary Tumours-INSIGHT) estableci6é unos
criterios clinicos para el diagnéstico y la seleccidn de pacientes en el sindrome de Lynch,
los criterios de Amsterdam | (1) (Tabla 1). Afios mas tarde, en 1999, se publicaron los
criterios de Amsterdam Il (Tabla 1), puesto que los anteriores no consideraban los

canceres extracolicos.

Tabla 1. Se muestran los Criterios de Amsterdam | y Amsterdam Il. Tabla creada a partir de los
criterios publiczados por el Colegio Americano de Gastroenterologia (ACG) en las guias clinicas
de 2015 [15].

Criterios de Amsterdam I/lI
Debe haber por lo menos tres parientes con CCR o tumores asociados al sindrome de Lynch (endometrio,
intestino delgado, uréter / renal, cancer de la pelvis. Ademas, han de cumplirse TODOS los criterios siguientes:
e Uno de los familiares debe de ser de primer grado de los otros dos
e Al menos dos generaciones consecutivas afectas
e Minimo un caso diagnosticado antes de los 50 afios

e Exclusion del diagnéstico de poliposis adenomatosa familiar

e Confirmacion de los diagndsticos con informes anatomopatoldgicos

Para aquellas familias en las que el tamafo o la informacién era insuficiente como para

considerar dichos criterios, surgieron los de Bethesda [16] (tabla 2).



Tabla 2. Criterios de Bethesda revisados. Tabla basada en la ultima revision de 2004 [16].
*Céanceres relacionados con el Sindrome de Lynch: CCR, endometrio, estbmago, ovario, pancreas, uréter
y pelvis renal, tracto biliar, cerebro, glandula sebacea y carcinoma de intestino delgado. ** Infiltracion
linfocitaria del tumor, reaccion de los linfocitos tipo Crohn, tumor mucinoso y diferenciacion en anillo de sello
0 patrén de crecimiento medular.

Criterios de Bethesda revisados
Tiene que cumplir alguno de los siguientes criterios:

e Cancer colorrectal < 50 afios

e Presencia de cancer colorrectal sincronico/ metacronico o de un tumor asociado a CCHNP *,

independientemente de la edad
e Cancer colorrectal con histologia de tumor* * de IMS-alta < 60 afios

e Cancer colorrectal y uno o mas familiares de primer grado con un tumor asociado a CCHNP

De acuerdo con dichos criterios clinicos de sospecha se decide a qué pacientes derivar
a la Unidad de Consejo Genético, debiendo derivar a todos aquellos pacientes o familias
que cumplan todos los criterios de Amsterdam o alguno de los criterios de Bethesda
modificados. Existen ademas una serie de modelos matematicos, como MMRpredict,
MMRpro y PREMMS5, que estiman la probabilidad de encontrar una mutacion en los
genes asociados al Sindrome de Lynch. Sin embargo, el analisis del tumor sigue siendo

el método diagndstico fundamental. [17].

Una vez que el paciente recibe un resultado positivo en la prueba, se incluyen diferentes
opciones de prevencion (1): vigilancia clinica periddica (principalmente mediante
colonoscopia completa cada 1-2 afios desde los 20-25 afios), protocolos de quimio e
inmunoprevencion y cirugia profilactica. Todas las opciones se discuten con el paciente

portador de la mutacion en la Unidad de Consejo Genético.

2.6 Técnicas de deteccion de mutaciones.

Las técnicas de deteccion de mutaciones se fundamentan en el analisis de la secuencia
de los acidos nucleicos. Son las mismas para todos los tipos de tejidos, sin importar el
protocolo de extraccion utilizado [18].

Para detectar cambios en unas pocas bases se emplea la técnica de secuenciacion
Sanger, también denominada secuenciacion directa o clasica [19]. Se basa en una
sintesis enzimatica a partir de un primer de secuencia complementaria al ADN objeto de
estudio, en el que la ADN polimerasa va incorporando al extremo 3~ dNTPs (2-
desoxinucledtidos) y ddNTPs (2,3 -didesoxinucleétidos). La diferencia radica en que los

ddNTPs carecen del grupo hidroxilo del carbono 3, por lo que, al incorporarlo, se detiene



la sintesis de dicha cadena. Con ello, se producen de manera aleatoria segmentos de
ADN de diversas longitudes de manera controlada en posiciones determinadas, que se
identificaran gracias a que el ultimo nucledtido de cada fragmento lleva ligada un
fluorocromo en funcion de sies A, T, G o C [20]. Los fragmentos sufren una separacion
mediante electroforesis y posteriormente el secuenciador excita las moléculas
fluorescentes gracias a un laser, que se detectan gracias a una camara. Los datos

obtenidos se transmiten a un software que lo muestra en forma de electroferogramas.

Sin embargo, la secuenciacion Sanger requiere mucho tiempo, ya que en cada reaccion
solo es capaz de leer aproximadamente 900 pares de bases [18]. Por ello, y para reducir
el coste y el tiempo, aparecio en 2005, después del Proyecto Genoma Humano, la NGS,
también conocida como secuenciacion masiva o en paralelo (1). Se trata de una uUnica
reaccion que utiliza al mismo tiempo una gran cantidad de secuencias de ADN diferentes
[21], a partir de paneles multigénicos preformados, disefiados para la entidad en
cuestion. Existen diferentes plataformas de NGS, que se diferencian en las distintas
fases: creacion de las librerias, amplificacion del clon y secuenciacion. Aunque todas
arrojan un resultado parecido, que es la produccién de cientos de megabases de

cadenas de nucledétidos en una sola ejecucion de secuenciacion masiva [22].

2.7 Clasificacion de las variantes

La deteccion de mutaciones patogénicas en genes con susceptibilidad para padecer
cancer posibilita el diagnéstico clinico de los sindromes de cancer hereditario. Se trata
de una clasificacién compleja basada en multiples lineas de evidencia: la secuencia del
ADN, la correlacion con diversas variables clinicas y patologicas, y conclusiones
resultantes de la evidencia experimental.

Segun el impacto clinico, la International Agency for Research on Cancer (IARC) ha
clasificado las variantes en distintas clases [23]. En el afio 2015 el American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG) junto con la Association for Molecular
Pathology (AMP) establecieron ciertas normas para la evaluacion clinica de las
variantes, basandose en 28 criterios que evaluan el nivel de evidencia [24], que han sido
mejorados gracias al sistema Sherloc. De esta forma, podemos clasificar las variantes
en: patogénicas (clase 5), probablemente patogénicas (clase 4), de significado
desconocido (clase 3), probablemente benignas (clase 2) y benignas (clase1).

Se recomiendan estudios de seguimiento [25] en portadores de variantes de alto riesgo
(clases 4 y 5); valoracién individualizada en funcién de los antecedentes familiares y
diversos factores de riesgo para la clase 3; y no se recomienda seguimiento para las

clases 1y 2.



3. Objetivos
El propdsito principal de esta investigacion es examinar el espectro mutacional del
cancer de endometrio relacionado con el Sindrome de Lynch.
Los objetivos concretos que nos hemos marcado son:
1. Seleccionar casos de sospecha de Sindrome de Lynch con antecedentes
personales o familiares de cancer de endometrio.
2. Analizar mediante un panel multigénico y plataforma de nueva generacion (NGS)
las muestras seleccionadas.
3. Establecer una correlaciéon entre los datos gendmicos obtenido y los fenotipos
de las familias seleccionadas.
4. Plantear nuevas perspectivas en el manejo de los tumores de endometrio en el

marco del Sindrome de Lynch.

4. Material y métodos

a. Material: nUmero de muestras, procedencia, criterios de inclusion.
Para este trabajo se han seleccionado 32 muestras, seleccionadas de una base de
datos anonimizada de casos referidos desde las Unidades de Consejo Genético de
Cancer Hereditario del Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid y del Hospital
Universitario de Burgos, para su estudio en el laboratorio de cancer hereditario del
Instituto de Biomedicina y Genética Molecular (IBGM).
Se han seleccionado 32 casos con indicios de sindrome de Lynch y casos de cancer de
endometrio en la familia. Los casos cumplian los criterios del programa de Consejo
Genético de la Junta de Castilla y Ledn (Tabla 3).

Tabla 3. Criterios de inclusion en el programa de Consejo Genético de cancer colorrectal de la
Junta de Castilla y Ledn.

POLIPOSIS ADENOMATOSA FAMILIAR (PAF):

A. Persona con antecedentes familiares de Polipomatosis Adenomatosa.

B. Presencia de méas de 100 pélipos en la misma persona, independientemente de su historia familiar.

CANCER COLORRECTAL HEREDITARIO NO POLIPOSICO (CCHNP) O SINDROME DE LYNCH (SL).

C. Seremitira a la UCG para valoracion de Sindrome de Lynch (SL) con déficit de expresion de alguna proteina del sistema de reparacion del ADN: MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2, en
su cancer colorrectal analizado mediante inmunohistoquimica (IHQ). Si éste hubiera fallecido, serian enviados a la UCG sus familiares de primer grado.
El estudio de IHQ de proteinas reparadoras se solicitara al Servicio de Anatomia Patolégica correspondiente:
1. De forma universal, siempre en todo cancer colorrectal incidente diagnosticado antes de los 70 afios de edad.
2. En cancer colorrectal incidente diagnosticado después de los 70 afios de edad, solamente si se cumple alguno de los criterios de Bethesda siguientes:
A.  Presencia de CCR sincrénico o metacranico con otros tumores asociados al SLt, independientemente de la edad.
B. Paciente con CCR y un familiar de primer grado con un tumor relacionado con SL, diagnosticado antes de los 50 afios.
C. Paciente con CCR y dos o mas familiares de primer o segundo grado con un tumor relacionado con SLt, independientemente de la edad.
POLIPOSIS ADENOMATOSA FAMILIAR ATENUADA (PAF):

D. Presencia de méas de 10 pélipos adenomatosos en la misma persona, independientemente de su historia familiar.

E. Pacientes con adenomas colorrectales antes de los 40-45 afios.
OTROS (A CONSULTAR PREVIAMENTE CON LA UCGC)
F. Otros casos (a valorar por la UCGC).

H. Personas (sanas o no) pertenecientes a familias con mutacion conocida en la familia.

1 Tumores relacionados con SL: colorrectal, endometrial, gastrico, ovdrico, pancredtico, ureteral, de pelvis renal, de via biliar, cerebral (de estirpe glial como en el sindrome de Turcot),
adenomas de gldndulas sebdceas y queratoacantomas como en el sindrome de Muir-Torre, y carcinomas de intestino delgado.



Todas las muestras han pasado por Consejo Genético, han recibido la informacion

pertinente y se han firmado los correspondientes consentimientos informados.

b. Métodos:

i. Extraccion de ADN
Se ha extraido ADN a partir de 200ul de sangre periférica, se utilizé el kit de extraccion
manual de la empresa ROCHE: High Pure PCR Template Preparation kit, siguiendo las
recomendaciones y protocolo del fabricante, se obtuvo un volumen final de 50ul de ADN
genodmico.

ii. Cuantificacion de la muestra
Se analizé la integridad de las muestras de ADN mediante una técnica de electroforesis
en gel de agarosa al 2%. Para medir la cantidad de ADN presente, se empled el
fluorébmetro Qubit® 3.0 junto con el kit Qubit™ dsDNA HS Assay de Thermo Fisher

Scientific, segun las indicaciones del fabricante.

iii. Protocolo de secuenciacion masiva mediante NGS
Para el analisis de las muestras se ha utilizado un panel multigénico de 40 genes:
EasyNGS HCPanel de la marca HoopBio (Tabla 4)

Tabla 4. Panel de 40 genes EasyNGS HCPanel de la marca HoopBio.

ATM MLH1 ATM BRCA1 MLH1 APC FH PTEN
BRCA 1 MSH2 BRCA1 BRCA2 MLH2 MUTYH MAX STK11
BRCA 2 MSH6 BRCA2 BRIP1 MLH6 BMPR1 MET P53
CHEK2 RADS50 CHECK2 MLH1 PMS2 SMAD4 NF1 NF1

NBN RAD15C NEN MLH2 EPCAM POLE RET CDH1
PALB2 RAD15D PALB2 MSH6 POLE POLD1 VHL
BRIP1 EPCAM RAD50 EPCAM poL1 SDHD

RADSIC SDHC
RAD51D SDHB
SDHA

TMEM127

ADHAF2

PTEN VHL RBI STK11 MENT RET CDH1 CDKN2A

La creacion de las bibliotecas y el templado fueron llevadas a cabo de manera
mecanizada empleando el sistema lon Chef de Thermo Fisher. Posteriormente, las
muestras fueron secuenciadas en la plataforma lon S5 utilizando un lon 530 Chip,
siguiendo las indicaciones del fabricante. La capacidad de este Chip es de 16 muestras,
por lo que usando dos Chips 530, en una unica carrera NGS podremos analizar las 32

muestras, 16 en cada Chip.
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iv. Analisis de los datos
Los resultados obtenidos con la secuenciacién fueron comparados con el genoma
humano de referencia hg19 y evaluados mediante el sofware lon Reporter (Thermo
Fisher Scientific). Todos los resultados de variantes genéticas fueron analizados y

clasificados atendiendo a su clasificacion en la base de datos ClinVar.

V. Secuenciaciéon Sanger
Las mutaciones patogénicas halladas en las muestras, asi como el estudio directo de
familiares se confirmaron mediante secuenciacion tipo Sanger, en un analizador
automatico ABI3130XL, en array de 16 capilares y el uso de terminadores marcados o

BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems).

c. Recogida de datos clinicos
Para elaborar el actual estudio, tras realizar la secuenciacion, se realizé una relacién del
genotipo encontrado con el fenotipo de los casos positivos para intentar establecer una

relacion genotipo-fenotipo.

5. Resultados y discusion
5.1 Resultados moleculares

Se han obtenido los resultados de secuenciacion de 32 muestras mediante panel
multigénico y NGS. Del total de muestras analizadas, 5 ya tenian estudio previo, con
otras técnicas, con resultado no concluyente y 27 fueron de nuevo estudio. En 20
muestras se disponia de estudio de Inmunohistoquimica (IHQ). El déficit de expresion
de las proteinas MSH2 y MSH6 esta relacionado con cancer de endometrio.

Se han detectado 6 muestras con mutacién patogénica o resultado positivo: 3 con
mutacion en el gen MSH2 y otras 3, en otros genes distintos: 1 BLM, 1 ATM y 1 en

BRCA1. Las mutaciones halladas se definen en la tabla 5.

Tabla 5. Variantes genéticas encontradas mediante paneles multigénicos. EA: Edad a la que
aparecio6 el tumor. ClinVar: Base de datos de clasificacion de patogenicidad de mutaciones. P:
Patogénica. Nueva: variante no descrita en la base de datos ClinVar.

Muestra Familia Funcién Exén Proteina ClinVar ID
1 46 MSH2  Frameshift 7 p.GIN409ArgfsX7  ¢.1226_1227delAG P 90577
2 51 MSH2 Frameshift 11 p.Asp575GlyfsX5 ¢.1723_1724dupG  Nueva
3 47 MSH2  Nonsense 13 p.Asn568TrpfsX9  c¢.2131 C>T P90903
4 83 BLM  Frameshift 2 p.Ala18CysfsX6  C53 56delCCAG  Nueva
5 41 ATM  Nonsense 5 p.Phe2958X C.8873_8874delTT P 220831
6 68 BRCA1 Nonsense 11 p.GIn563X c.1687C>T P 37426
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La clasificacion de las variantes tuvo lugar empleando la base de datos ClinVar. De las
variantes, 3 han sido clasificadas como patogénicas o probablemente patogénicas y 2
no han sido registradas aun. Las variantes se localizan en 4 genes, siendo todos de alta
penetrancia excepto BLM, que es el unico descrito como de moderada penetrancia.
De las seis variantes, 3 son de tipo frameshift, rompiendo la secuencia de lectura y
provocando una proteina truncada con un codén de parada de la transcripcion
alternativo. Las otras tres, pertenecen al tipo nosense o sin sentido, dando lugar a un
codon de parada prematuro que conlleva la produccién de una proteina aberrante
carente de funcionalidad [24].

5.2 Relacion genotipo-fenotipo
El 18,75% de las muestras analizadas resultaron positivas. En las series estudiadas, en
el laboratorio de cancer hereditario, anteriores a estudio de panel multigénico, el
porcentaje de deteccidn positiva de mutacion rondaba el 15%. Con lo que el rendimiento
de deteccion se ha incrementado con el panel ampliado de 40 genes.
El gen mutado con mayor frecuencia fue MSH2, como era lo esperado, encontrandose
mutado en tres muestras y con un total de 3 variantes diferentes.
Se trata de un gen que participa en el sistema de reparacion MMR. El dafio de proteinas
MSH2 se asocia con inestabilidad del ADN de microsatélite, dando lugar a nucledétidos
desajustados del tipo lazos de insercion (IDL) [26]. Aparece frecuentemente mutado en
cancer de colon hereditario no polipdsico, sindrome de Muir-Torre, y en gran cantidad
de tejidos tumorales.
Investigaciones recientes han descubierto que el incremento de expresién y reduccién
de la metilacion de MSH2 se ha relacionado con un prondstico desfavorable en tumores
de endometrio, pudiéndose utilizar como biomarcador diagnéstico y prondstico [27].
Tanto la mutacion causada en el exdn 7 (muestra 1041) como la causada en el 13
(muestra 2120), aparecen descritas en la literatura como patogénicas y causantes
ampliamente conocidas del Sindrome de Lynch [28] [29].
Ambas producen codones de parada alternativos que dan lugar a una proteina anémala,
tanto por variacion en la pauta de lectura como por introduccién de un codén de
terminacion. Este mismo mecanismo se produce en la mutacion del exon 11 (muestra
1922) que, pese a no estar descrita en ClinVar, podemos predecir que sera patogénica.
Siguiendo este razonamiento, es légico pensar que las historias familiares de las
muestras analizadas en el presente trabajo desarrollasen tumores de endometrio y otros
relacionados con la esfera Lynch.
En el caso de la primera paciente (Figura1), con un cancer de endometrio a los 46 afos,
observamos 3 casos de cancer colorrectal en la familia, apareciendo dos de ellos por

debajo de los 36 afios.
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Figura 1. Genograma perteneciente a la familia 1, en el que aparece la portadora de la mutacion
en el gen MSH2. Junto con el tipo tumoral se sefiala la edad de apariciéon del tumor. La flecha
apunta al caso indice. Se detallan en (+) los portadores de la mutacioén. En (-), los analizados con
resultado negativo para la mutacion.

En el paciente 1922 (Figura 2), se observa una historia familiar de canceres de la esfera
Lynch: 1 CCR, 1 cancer gastrico, 1 cancer de préstata, 2 canceres de mama y 1 de
endometrio; como era de esperar teniendo en cuenta la relacion genotipo-fenotipo
mencionada anteriormente. Tanto el caso indice como la hermana con carcinoma de

endometrio fueron confirmados para mutacién en MSH2.

FAMILIA 2:
|
’ Z En Cancer de endometrio
, ‘ Z - Cancer colorrectal
Br Br Ga Cancer gastrico
) | Cancer de mama
g / @ Cancer de préstata

CCR 45 En 54

Figura 2. Genograma perteneciente a la familia 2, en el que aparece la portadora de la mutacion
en el gen MSH2. Junto con el tipo tumoral se sefiala la edad de apariciéon del tumor. La flecha
apunta al caso indice. Se detallan en (+) los portadores de la mutacioén. En (-), los analizados con
resultado negativo para la mutacion.
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Por ultimo, en la muestra 2120, perteneciente a la familia 3 (Figura 3), podemos apreciar
de igual modo una historia familiar de canceres de la esfera Lynch, tres de ellos por

debajo de los 50 afios.

FAMILIA 3: .__@

Pt 45

En Cancer de endometrio

Pt 69 Ov Cancer de ovario

- Cancer de préstata
] .®

En 56
Ov 47

Figura 3. Genograma perteneciente a la familia 3, en el que aparece la portadora de la mutacion
en el gen MSH2. Junto con el tipo tumoral se sefiala la edad de apariciéon del tumor. La flecha
apunta al caso indice. Se detallan en (+) los portadores de la mutacion. En (-), los analizados con
resultado negativo para la mutacion.

Por otro lado, el gen BLM se encuentra mutado en una muestra, no descrita previamente
en ClinVar pero probablemente patogénica por tratarse de una mutacion frameshift.
Codifica para una helicasa de ADN que participa en un complejo de proteinas asociadas
a BRCA1 (BASC) y en un complejo denominado BRAFT, que contiene cinco de las
proteinas del grupo de complementacion de la Anemia de Fanconi.

Se asocia principalmente al sindrome de Bloom. Los individuos con esta afeccion tienen
un aumento en la probabilidad de desarrollar cancer a una edad temprana, en especial
cancer de piel de células escamosas, leucemia, linfoma y cancer de tracto
gastrointestinal [30].

Se ha descrito una tasa mas alta de mutacion heterocigota del gen BLM en mujeres con
cancer de endometrio y colorrectal al contrastarlo con la poblacion general,
diagnosticandose estos a una edad mas joven [31].

La muestra c2097 (Familia 4, Figura 4) refleja una historia familiar de CCR, con al menos
5 casos de CCR en la familia. Ademas, se desarrollaron dos casos de cancer de ovario
y uno de préstata. La paciente desarrollo, ademas, cancer de endometrio afios después

al de colon, motivo por el que fue incluida en el estudio.
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FAMILIA 4:
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Figura 4. Genograma perteneciente a la familia 3, en el que aparece la portadora de la mutacion
en el gen BLM. Junto con el tipo tumoral se senala la edad de aparicion del tumor. La flecha
apunta al caso indice. Se detallan en (+) los portadores de la mutacion.

Por otra parte, el gen ATM, también conocido como el gen de la ataxia telangiectasia,
aparece localizado en el brazo largo del cromosoma 11. Es responsable de codificar la
proteina ATM serina/treonina quinasa, la cual desempefia un papel crucial en el control
de los mecanismos de division celular y en la reparacion de dafios del ADN (CHEK1 y
2). Funciona como regulador de proteinas que incluyen las supresoras tumorales p53y
BRCA1. Mutaciones en este gen se asocian con ataxia telangiectasia, un trastorno
autosémico recesivo, y sindromes hereditarios de susceptibilidad al cancer, entre los
que destacan casos de canceres de endometrio [32].

En el caso de nuestra paciente (muestra 2388), la variante cambia un nucledétido en el
exdén 62, creando una sefial de parada de traduccion y dando lugar a un producto de
proteina no funcional. Dicha variante se ha reportado en individuo afectado de ataxia-
telangiectasia [33] y un afectado de cancer de mama bilateral [34].

Esta variante ha sido identificada en cromosomas 1/251380 en la poblacion general por
la Base de Datos de Agregacion del Genoma (gnomAD).

La historia familiar de la muestra 2388 (Figura 3) revela historia de dos CCR y otros dos
canceres gastricos, que han sido asociados a mutaciones nosense en ATM junto a
canceres de prostata y pulmon (en el individuo 111.1 se confirmé la mutacion con Sanger)
[33]

La edad de aparicion de los tumores gastricos fue en ambos casos de 67 anos.
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Figura 5. Genograma perteneciente a la familia 5, en el que aparece la portadora de la mutacion
en el gen ATM. Junto con el tipo tumoral se sefiala la edad de aparicion del tumor. La flecha
apunta al caso indice. Se detallan en (+) los portadores de la mutacion. En (-), los analizados con
resultado negativo para la mutacion.

BRCA1 es un gen supresor de tumores: codifica para una proteina implicada en el
complejo de vigilancia del genoma relacionado con BRCA1 (BASC). Alrededor del 40%
de los canceres de mama con caracter hereditario y mas del 80% de los de mama y
ovario, se deben a mutaciones en dicho gen [36]. Especialmente, mutaciones con
pérdida de funcion (nonsense, frameshift, splice site, exonic deletions) y deleciones del
gen. Se ha observado un aumento de riesgo de dos a tres veces de cancer de
endometrio en mujeres con BRCA1 mutado y una mayor prevalencia de desarrollar la
forma serosa, caracteristicamente mas agresiva [36].

Nuestra paciente (muestra 1950) es portadora de la variante ¢.1687C-T en el exén 11
de BRCAT1, resultando en un codén de parada prematuro que da lugar a una proteina
truncada. El exén 11, es el mayor exén de BRCA1, abarcando el 63% de la secuencia
de codificacion y la mayoria de los dominios funcionales con papel en la reparacion del
ADN. Dichos dominios incluyen: interaccion con MSH2, Chk2, ATR y ATM. Por ello es
de esperar que se relacione con un amplio espectro de tejidos.

En la historia familiar de nuestra muestra (Figura), encontramos dos canceres de mama
a las edades de 50 y 85 afios, y ningun cancer de ovario, lo cual concuerda si tenemos
en cuenta que la mayor relacion de BRCA1 con cancer de ovario y mama se relaciona
con mutaciones entre los nucledtidos 2401-4191 [37].

Por otro lado, en la historia familiar destacan dos casos de tumores cerebrales a los 60
anos y uno de CCR a los 90, aunque los estudios realizados hasta ahora no relacionan

mutaciones en el exon 11 de BRCA17 con tumores de SNC.
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Figura 6. Genograma perteneciente a la familia 5, en el que aparece la portadora de la mutacion
en el gen BRCA1. Junto con el tipo tumoral se sefiala la edad de aparicion del tumor. La flecha
apunta all caso indice. Se detallan en (+) los portadores de la mutacion.

Como hemos podido exponer a lo largo del presente trabajo, gracias a los métodos de
secuenciacién masiva hemos podido establecer la relacién entre los genotipos del pool
de las 32 familias y los fenotipos. Encontramos que en un 50% de las familias con
tumores de endometrio y criterios clinicos de Sindrome de Lynch con mutaciones
patogénicas, se identifican mutaciones en genes distintos a MMR, razén que justificaria

el empleo de dichos paneles en el manejo de Sindromes de Cancer Hereditario.

6. Conclusiones.

1. El uso de paneles multigénicos mediante Secuenciaciéon Masiva (NGS) mejora
notablemente el diagndstico molecular en Sindrome de Lynch.

2. Los tumores de endometrio asociados a Sindrome de Lynch pueden estar
asociados a mutaciones en genes distintos a MSH2 y MSH6.

3. Los genes ATM, BRCA1 y BLM de alta y moderada penetrancia pueden ser
candidatos como responsables de tumores de endometrio hereditarios.

4. Se necesita aumentar el numero muestral en el estudio multigénico para corroborar
estos resultados, pero los obtenidos abren una nueva linea de investigacion en
nuevos genes responsables.

5. Se ha podido establecer una correlacién genotipo-fenotipo en nuestros casos,
observandose como los genes supresores tumorales ademas de los reparadores
del ADN, pueden ser la causa de sindrome de Lynch y provocar tumores

endometriales en las mujeres de las familias afectadas
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resultado negativo para 1a MULaCION. ... 14
Figura 4. Genograma perteneciente a la familia 3, en el que aparece la portadora de la mutacién
en el gen BLM. Junto con el tipo tumoral se sefiala la edad de apariciéon del tumor. La flecha
apunta al caso indice. Se detallan en (+) los portadores de la mutacion. ............ccccceeevicieeeen, 15
Figura 5. Genograma perteneciente a la familia 5, en el que aparece la portadora de la mutacion
en el gen ATM. Junto con el tipo tumoral se sefiala la edad de apariciéon del tumor. La flecha
apunta al caso indice. Se detallan en (+) los portadores de la mutacion. En (-), los analizados con
resultado negativo para la MUutacioN. ...........ooi i 16
Figura 6. Genograma perteneciente a la familia 5, en el que aparece la portadora de la mutacion
en el gen BRCAA1. Junto con el tipo tumoral se sefiala la edad de aparicion del tumor. La flecha
apunta all caso indice. Se detallan en (+) los portadores de la mutacion..............cccccceeevcveeeen. 17

8.2. Cromatogramas de mutaciones patogénicas
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Cromatograma perteneciente a la familia 1: mutacion MSH2-7 ¢.1226_1227delAG;
p.GIn409ArgfsX7; MSH2_00323
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Cromatograma perteneciente a la familia 2: mutacion MSH2-11 ¢.1723_1724dupG;
p.Asp575GlyfsX5STOP580

Cromatograma perteneciente a la familia 3: mutacién MSH2-13 ¢.2131C>T; p.Arg711X.
ClinVar: 90903
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Cromatograma perteneciente a la familia 4: mutacion BLM-2 c¢.53 56delCCAG;
p.Ala18fsSTOP24
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Cromatograma perteneciente a la familia 5: mutacion ATM-62 ¢.8873 8874del;
p.Phe2958X; Fam. de 7249. ClinVar: 220831
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Cromatograma perteneciente a la familia 6: mutacion BRCA1-11E1 c.1687C>T; Q563X.
ClinVar: 37426.
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El Sindrome de Lynch es el sindrome de cancer colorrectal hereditario

mas frecuente. El cancer de endometrio en el marco de este sindrome

se ha asociado clasicamente a MSH2 y MSH6. Sin embargo, como se ' / / 2

muestra en la figura 1, los genes de reparacion del ADN se solapan con b i ' ;ﬂ”‘,"\ 4
la ruta de los genes de la anemia de Fanconi. - S

MutSa (MSH2/MSHS6)

Lynch syndrome

Li-Fraumeni syndrome P53

Figura 1. Representacion de las vias MMRFA- BRCA

Tras analizar gran cantidad de familias durante afios en el IBGM, hay multiples casos sin resolver que podrian ser explicados mediante
NGS. Por eso, nos planteamos los siguientes objetivos.

Seleccionar casos con sospecha de Sindrome de Lynch e historia de cancer de endometrio.

Analisis mediante un panel multigénico y NGS.

Establecer correlacién genotipo-fenotipo.

Plantear nuevas perspectivas en el manejo de los tumores de endometrio en el marco del Sindrome de Lynch

32 muestras anonimizadas remitidas desde la Unidad de Consejo

Genético: El 18% de las familias analizadas resultaron

1)  Extraccién y cuantificacion del ADN portadoras de mutaciones patogénicas, lo cual

2) Analisis de 40 genes mediante NGS: se refleja en la tabla 1. En las diferentes figuras
2.1) Creacion de librerias y templado: lonChef se reflejan los arboles familiares, reflejando el
2.2) Creacion de lon 530 chip y secuenciacioén: lon S5 caso indice con una flecha y el estudio de

3) Analisis de resultados mediante software lon Reporter portadores

4) Confirmacién de resultados y analisis de familiares: Sanger

Tabla 1. Variantes halladas mediante paneles multigénicos

i e | earosroen | G| Forcin | o]
é ||j | % % _ 46 MSH2 Frameshift P 90577

51 MSH2 Frameshift Nueva

Posible
hepatocarcinoma

1%

MSH2 Nonsense P90903

K
En  Céncer do endometrio l M s: BLM Frameshift Nueva
BEER céncer cooreca Bl ATM Nonsense P 220831
O s

CcR35 / Endo  CCR31 BRCA1 Nonsense P 37426

Ffé Y. a

En  Cancer de endometrio U Céncer de endometrio ‘ b é d‘) |J__| |J__| IJ—-|

Ov Cancer de ovario Cancer colorrectal
CCR 43

En 41 En  Céncer de endometrio
- Céncer de prostata Ga  Cancer géstrico

Cancer de mama Ga Cancer gastrico
CCR 45 En54 <

Céncer de préstata - Cancer colorrectal

Arbol de la familia 2. Arbol de la familia 3 Arbol de la familia 4

Br 50 CCR 920
E - En Céncer de endometrio
‘ ‘ I_l_l Cancer de ovario
En 68
Brain 60 Brgs Brain 60 En  Céncer de endometrio! Céncer de prostata

PL70 CCR 67
Gancer de mama CCR74 CCR74 En 83 Cancer colorrectal
“Tumor cerebral

Arbol de la familia 1.

Céncer colorrectal

Arbol de la familia 5 Arbol de la familia 6

El uso de paneles genéticos mediante NGS permite detectar mutaciones en genes distintos a MSH2 y MSH6 que podrian justificar casos de
tumores de endometrio asociados a Sindrome de Lynch no resueltos. Durante el estudio hemos podido establecer una relacion genotipo-
fenotipo que respalda ampliar nuevas lineas de investigacion en otros genes de moderada y alta penetrancia.




