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1. Resumen.

Entre el 5-10% de los casos de cancer de mama son de origen hereditario. Hasta hace
unos afios, los principales genes responsables eran BRCAl y BRCA2.
Aproximadamente el 80% de los casos seleccionados para estudio genético obtenian

resultado no informativo.

Gracias a la implementacion de tecnologia de secuenciacion de nueva generacion o
NGS, se ha podido ampliar el estudio a través de paneles multigénicos. Esto ha revelado
a otros genes de moderada/baja penetrancia como candidatos a estudio, ya que podrian

explicar otro porcentaje de familias de sospecha.

Existe un criterio de sospecha de cancer hereditario que es la presencia de un caso de
cancer de mama menor de 35 afios, sin antecedentes familiares. Estos casos son
preocupantes, ya que habitualmente los antecedentes familiares marcan el concepto de

tumor hereditario.

El cancer hereditario se sospecha por varias generaciones afectadas y edad de
aparicion temprana de tumores iguales o relacionados; el hecho de que en una familia
no haya antecedentes familiares y aparezca un cancer de mama a edad tan precoz, es

motivo suficiente para realizar proyectos de investigacion.

En este trabajo se han seleccionado 32 muestras con las caracteristicas planteadas y
se ha realizado estudio con panel de cuarenta genes. Nuestros resultados muestran un
15,6% de familias positivas, pero lo llamativo es que la causalidad en tres de ellas sea
en genes diferentes de BRCA1 y BRCA2.

Son necesarios series mas extensas de estos tipos tumorales y criterio de caso Unico a
edad temprana para perfilar la causa genética. Si la conocemos y establecemos el
fenotipo asociado, podremos usarlo en la prevencion mediante la inclusion de los

resultados en las guias clinicas.

2. Introduccioén.

1. El Cancer como enfermedad.

El “cancer” es un grupo de alteraciones en las existe un crecimiento celular incontrolado.
La acumulacion de células de una forma anormal se produce debido a un desequilibrio
entre procesos normales de proliferacion y de muerte celular. Para que un tumor se
pueda denominar cdncer es necesario que sea maligno para ello su crecimiento tiene
gue ser descontrolado y capaz de invadir los tejidos que lo rodean, conocido como

diseminarse o metastatizar. Si el tumor no cumple estos requisitos se considerara
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benigno, a pesar de que su funcion anormal, su tamafio o localizacién puedan causar

problemas a la paciente.[1]

La condicion patolégica del cancer resulta de la desactivacién de los patrones normales
de crecimiento celular sobre sus mecanismos reguladores. Siendo por lo tanto el cancer
una condicion médica con una base molecular. Siendo los protooncogenes los primeros
factores reguladores de este proceso bioldgico. Actlan en la transmision de sefales,
resultando como factores de crecimiento [2]. Sin embargo, al producirse una mutacién
en ellos se da una transformacion neoplasica. Este cambio de protooncogén a oncogén
se denomina activacion [3]. Esta activacion se puede producir a través de la

translocacion cromosémica, mutacion puntual y la amplificacion genética. [2]

Los otros genes implicados son los genes supresores de tumores. En el cancer la
pérdida de los genes supresores de tumores se produce por la inactivacion de dos
alelos, segun la hipotesis del modelo de dos impactos de Knudson. Las mutaciones en
estos genes son recesivas a nivel individual y con una Unica mutacion no es suficiente
para provocar la carcinogénesis. Siendo la gran diferencia con los oncogenes ya que
estos son dominantes.[4]

Por lo tanto, podemos concluir que el cancer, principalmente, es la consecuencia de la

acumulacién de cambios genéticos y epigenéticos en estos dos tipos de genes.[4]

2. Cancer de Mama.

Se trata de la neoplasia maligna mas frecuente y la principal causa de muerte dentro de
las mujeres. Se prevé un aumento en la incidencia en un 2% para 2035. [5] Hay
diferencias significativas en la mortalidad dependiendo del acceso diagnéstico y al
tratamiento. En paises desarrollados la mortalidad se reduce un 2% anual, sin embargo,
los paises de bajos ingresos la mortalidad se encuentra con un ligero aumento.

Remarcando la importancia de una deteccion precoz de este tipo de cancer.[6]

A nivel anatémico, el cancer de mama se distingue en lobulillar o ductal dependiendo a
gue estructuras afecte. Pudiendo a su vez dividirse en in situ si el tumor no invade mas
alla de la membrana basal o invasivo. La mayoria de los canceres de mama invasivos
surgen en la unidad lobulillar del conducto terminal, independiente del tipo que sean. El

tipo histoldgico més frecuente es el carcinoma ductal invasivo o infiltrante.[7]



Existen cuatros grupos moleculares siendo los tumores positivos para receptores de
estrogenos y progestagenos (luminales) los mas frecuentes (65%). El segundo grupo
son los tumores con amplificacion en el oncogén HER2 y por ultimo el denominado triple
negativo, no presenta positividad ni en receptores hormonales ni amplifican HER2,

siendo los de peor prondstico y menor frecuencia.[8]

3. Cancer hereditario.

El cancer se considera una enfermedad genética siendo mayoritariamente esporadica y
de forma excepcional presentan una base hereditaria, Unicamente un 10%. Existen dos
conjuntos de alteraciones genéticas: cambios en la secuencia del ADN y cambios
epigenéticos que afectan a la expresién de los genes. El primer grupo puede tratarse de
deleciones de regiones cromosémicas 0 activaciones o inactivaciones de genes o
amplificacion de ellos. En el segundo grupo, las alteraciones epigenéticas tienen su base
en el silenciamiento de genes por la hipermetilacion de las islas CpG localizadas en sus

promotores.

La arquitectura genética se asocia a la heredabilidad del cancer. Se explica por el
namero total de loci asociados al riesgo de desarrollar la enfermedad, la frecuencia
poblacional de los alelos de riesgo, la asociacion al riesgo para cada uno de los alelos
individuales y la existencia 0 no de interacciones genéticas entre los diferentes loci.
Cuanto mayor sea la magnitud de la asociacidon con el riesgo atribuido a un locus
individual y mayor sea la frecuencia de dicho locus dentro de la poblacién, mayor sera

la contribucién individual de dicho locus a la heredabilidad. [9]

4. Cancer de mama hereditario.

En nuestro pais el riesgo de padecer cancer de mama a lo largo de la vida de una mujer
es del 12%. El 5-10% de las pacientes con cancer de mama presentan una distribucion
monogénica. Gracias a los estudios que se realizaron durante los afios 90 se
identificaron dos genes de alta prevalencia: BRCA1 Y BRCA2. Sin embargo, solo el 25%
del cancer de mama hereditario se puede atribuir a dichos genes.Actualmente, al
ampliarse el estudio de posibles genes implicados, se sabe que hay 25 genes

relacionados con esta enfermedad.[9]

Las mutaciones en el gen BRCAL son responsable del 35% del cancer de mama

hereditario, a diferencia del 25 % atribuible a mutaciones en el gen BRCA2, teniendo



estas Gltimas un mayor porcentaje de cancer de mama masculino atribuible. Los
portadores de BRCAL tienen una supervivencia global mas baja que los pacientes con
BRCA2.[10]

El cancer asociado a BRCA1 con una mayor frecuencia se trata de un tumor con mayor
agresividad, mayor grado histolégico y se relaciona en un mayor numero de paciente
con el subtipo triple negativo. Por el lado contrario, los canceres relacionados con
mutaciones en BRCA2 presentan una mayor similitud con aquellos que se producen de

forma esporadica, en células no germinales.[11]

5. Prevenciéon en cancer hereditario.

La busqueda de los genes de alta penetrancia BRCAL1 y BRCA2 junto con otros genes
también de alta y moderada penetrancia, todos ellos relacionados con el cancer de
mama y ovario hereditario ha aumentado el diagnostico en un 50%. Los paneles de
cancer multigénico presentan nuevos desafios en gran medida relacionado con la mayor
investigacion sobre las variantes de significado incierto, nuevas evaluaciones de riesgo
de céancer especificas de genes y recomendaciones clinicas para portadoras de

mutaciones de nuevos genes.[12]

Para el cancer de mama, la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM) ha creado
unas guias clinicas destinadas a seleccionar a los pacientes que deben ser evaluados

genéticamente con el fin de identificar mutaciones en linea germinal.[12]

Tabla 1.Criterios SEOM. Evaluacion genética de cancer de mama y ovario hereditario [12]

n Caracteristicas Clinico-Patologicas

Cancer de mama y cancer de ovario sincrénico o metacrénico

Céncer de mama diagnosticado antes de los 35 aflos

Céancer de mama bilateral, uno de ellos diagnosticado antes de los 40 afios
Céncer de mama triple negativo diagnosticado antes de los 50 afios
Carcinoma de ovario de alto grado no mucinoso

Mutacién somatica en gen BRCA detectada en tumor

Cancer de mama bilateral + cancer de mama diagnosticado antes de los 50
afios

Cancer de mama en hombre + un cancer de mama en mujer

Cancer de mama + cancer de ovario

2 casos de cancer de mama diagnosticados antes de los 50 aflos

1 afecta en la familia

2 afectos en la familia,
familiares de 12 grado

23 afectos en la familia, al |
e 2 23 casos de cancer de mama y/o cancer de ovario, cancer de pancreas,
menos dos familiares de Z 2
10 grad cancer de prostata (Gleason >6), Independiente de la edad



Las técnicas de secuenciacion masiva impulsan una mayor identificacion de mutaciones
en linea germinal. Dando una mayor rapidez a la hora de analizar, permitiendo llegar a
un mayor porcentaje de la poblacion. En las unidades de consejo genético se
proporciona informacion a los pacientes y a los familiares sobre lo que supone la
presencia de dichas mutaciones. Permitiendo una mejor toma de decisiones tanto

personales como a nivel médico.[13]

6. Técnicas moleculares de deteccion de mutaciones.

El origen de las técnicas moleculares fue un articulo histérico publicado por Frederick
Sanger en 1977, el cual presento la primera técnica de secuenciacion que seria el
método estandar en los proximos 30 afios. Las mejoras tecnolégicas fueron gracias al
Proyecto Genoma Humano, en 1990. Gracias al apoyo internacional después de 13

anos se secuencio el primer genoma humano completo. [14]

La principal aplicacion de Sanger es la verificacion de mutaciones identificadas por NGS.
Para estos casos, sigue siendo la mejor opcién ya que es econdémica y ofrece resultados
en un tiempo optimo.[15] Sin embargo, fue reemplazada por la secuenciacion NGS
(secuenciacion de préxima generacién) o secuenciacibn masiva en paralelo. Los
principales beneficios de la NGS son una mayor capacidad a la hora de secuenciar, una
mayor capacidad de muestras y un beneficio monetario al realizar mayor niumero de
muestras en menor tiempo.[16]

Desde 2006, la secuenciacion masiva esta disponible comercialmente, lo que abrié una
etapa gendmica de investigacion y tratamiento del cancer al poder secuenciar muchas
mAas muestras en menos tiempo ofreciendo una mayor rentabilidad permite descubrir
mecanismos de resistencia, cuantificacién de la carga mutacional de la linea germinal o

detectar mutaciones en lineas somaticas.[17]

Existen en el mercado diferentes plataformas de NGS, las mas importantes son:
lllumina, lon Torrent y Nanopore. Los métodos de secuenciacion tienen puntos en
comun como la fragmentacion del ADN, la preparacion de las librerias, la amplificacion
y la secuenciacién. Nanopore presenta una caracteristica excepcional, secuencia una
Gnica molécula de ADN sin necesidad de amplificacion previa. Las dos grandes
diferencias entre lllumina e lonTorrent son el método de deteccién: la primera
fluorescente y la segunda cambios de pH; y el lugar donde ocurre la amplificacion: por

puente en base sdlida la primera, y en emulsién mediante perlas la segunda.[18]



7. Distribucion de las mutaciones.

La deteccion de mutaciones implicadas en cancer y que se detectan a nivel molecular,
son clasificadas en cinco categorias: Benignas, Probablemente Benignas, De
significado incierto o UV, Probablemente Patogénicas y Patogénicas. También se les

denomina: Clase 1, 2, 3, 4 y 5. Respectivamente.[19]

Esta clasificacion de patogenicidad es la referenciada en la base de datos ClinVar. Esta
base de datos es un archivo publico de libre acceso de informes de variaciones humanas

clasificadas por enfermedades.[20]

3. Objetivos.

En este trabajo planteamos un objetivo general que es el conocimiento molecular de los

tumores de mama con edad de aparicion muy temprana.

Uno de los criterios de inclusién para estudio genético en los programas de cancer
hereditario es que los casos de aparicion sean precoces, asi con estas premisas,

describimos unos objetivos especificos:

e Revisar los casos de familias de criterio de un Unico caso de cancer de mama
en la familia a una edad de aparicién menor de 35 afios.

e Seleccionar 32 casos que cumplan la premisa anterior y analizarlos mediante un
panel de 40 genes y secuenciacion de nueva generacion (NGS).

e Analizar los resultados genéticos de variantes genémicas en genes de alta y
moderada penetrancia y relacionarlas con las caracteristicas fenotipicas de los
casos. Cuyo fin es el uso en guias clinicas y prevencion de cancer hereditario.

4. Material y métodos

1. Material: muestras, procedencia, criterios de inclusion.

Este estudio se ha desarrollado utilizando una base de datos de informacion
anonimizada, de la que se han seleccionado 32 muestras de mujeres con Cancer de
Mama a una edad temprana de aparicion, menores de 35 afios. Dichas muestras han
sido derivadas al Instituto de Biomedicina y Genética Molecular (IBGM) de Valladolid, a
partir de un programa de cribado de cancer hereditario de la Consejeria de Sanidad de
la Junta de Castilla y Ledn, de las Unidades de Consejo Genético del Hospital

Universitario Rio Hortega de Valladolid y del Hospital Universitario de Burgos.



Para llevar a cabo el estudio genético, los pacientes deben cumplir con los criterios de
inclusién establecidos por el programa de asesoramiento genético para cancer de mama

y ovario hereditario en Castilla y Ledn, los cuales se detallan en la siguiente tabla :

Tabla 2. Criterios de inclusion. Programa de consejo genético de Cancer de mama y ovario hereditario de
Castillay Ledn.[21]

UN CASD INDEPENDIENTEMENTE DE LA HISTORIA FAMILIAR DOS FAMILIARES DE PRIMER GRADOF COM Al GUNA DE ESTAS COMBINACIONES

A Cancer de mama (CM) y cincer de ovario (C0) epllelisl no mucinoso deallo | £ OM bilaleral + olro s de OS5 afis.
grado sincrinicg o metacndnicn k) irompa de Falopio o perlioneal primario),

B CM <35 afos o CM < 40 afios y familla no informatiar’). & CMenvarn
G CM biateral jel primero diagnosticado < 40 afios) H G+ G0 epielal no muciness de alio grado jo ompa de Falopio o periioneal primaric).
"D, CM trple riegaivo <50 aos "1 2 casos de OM disgnosticados <50 aios
E. CD epieial no mucingso de allo grado o rompa de Falopio o perdoneal
[prmana]

TRES 0 MAS FAMILIARES IMRECTOS (f) CON CM Y0 CO OTROS CASOS

4 =3 CM 1 CO epitelial no mucinoso de alto grado fo trompa de Falopio o | K. Consultar con la UCG
periboneal primario)

L. Suedos sangs perfenscientes 3 familias con mutacion conocids en ks famila

Las 32 muestras seleccionadas para este trabajo, cumplian el criterio B.
2. Métodos:

i Extraccion de ADN de sangre periférica.
Para poder llevar a cabo la deteccion de las mutaciones se obtuvo sangre periférica de
cada una de las pacientes. A partir de 200 ul de sangre periférica se utilizé el kit de
extraccién manual de la empresa ROCHE:High Pure PCR Template Preparation Kkit,
siguiendo las recomendaciones y protocolo del fabricante, se obtuvo un volumen final
de 50 ul de ADN gendmico.

ii. Cuantificacion de la concentracion de la muestra.
Utilizando una electroforesis en gel de agarosa al 2% se comprobd la integridad (que no

esté degradado) del material genético de cada muestra.

Para cuantificar el ADN, se empled el fluorémetro Qubit® 3.0 con el kit Qubit™ dsDNA

HS Assay (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las indicaciones del fabricante.

iii. Secuenciacion masiva NGS en plataforma lon Torrent
Las muestras de ADN recibidas se analizaron para identificar mutaciones en la linea

germinal utilizando el sistema lon S5 (Thermo Fisher Scientific).

La preparacion de las librerias y el templado se realizaron con el sistema lon Chef
automatizado; posteriormente se secuencio en lon S5 con lon 530 Chip (Thermo Fisher

Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante.



Para el estudio de dichas mutaciones, se emple6 un panel multigénico: EasyNGS
HCPanel de la marca HoopBio, que incluye 40 genes. Este panel abarca genes
asociados con el sindrome de mama/ovario hereditario, el sindrome colorrectal
hereditario, entre otros. Los genes incluidos en este panel se detallan en la siguiente

ilustracion:

ATM MLHY ATM BRCAY MLHY APC FH PTEN
BRCA Y MSH2 BRCAY BRCA2 MLH2 MUTYH MAX STK11
BRCA 2 MSHS BRCA2 BRIPY MLHE BMPRY MET P53
CHEX2 RADSO CHECK2 MLHI PMS2 SMAD4 NFY NF1

NEN RADISC NBN MUH2 EPCAM POLE RET COH1
PALB2 RAD15D PALB2 MSMS POLE POLDY VHL
BRIPY EPCAM RADS0 EPCAM POLY SDHD

RADSIC SDMC
RADSID SDHB
SDHA

TMEM127

ADHAF2

PTEN VHL RB1 STK11 MENT RET COH1 COXN2A

llustracion 1. Panel multigénico: EasyNGS HCPanel de la marca HoopBio. Se analizan 40 genes.

iv. Analisis bioinformético de resultados
Los resultados de la secuenciacion se alinearon con el genoma de referencia humano

hg19 y se analizaron utilizan el software lon Reporter (Thermo Fisher Scientific).
Los resultados positivos obtenidos se confirmaron mediante secuenciacién Sanger.

V. Secuenciacién Sanger
La secuenciacién tipo Sanger se realizé6 mediante el uso de terminadores marcados
BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) y un secuenciador automatico capilar ABI

3130XL (Applied Biosystems) usando un array de 16 capilares para la electroforesis.

Se utiliz6 este método tanto para la confirmacion de resultados positivos en NGS como

para el estudio directo de familiares.

3. Fenotipo de las muestras estudiadas
Las 32 muestras seleccionadas cumplen el criterio B de los criterios de inclusion para
estudio genético, en el programa de prevencion del cancer hereditario. Este criterio se
trata de caso unico en la familia y edad de aparicion del tumor menor o igual a 35 afios.
De las 32 muestras seleccionadas: 10 de ellas eran casos jovenes menores o igual a 30
afios y 22 casos mayores de 30 afios y menores de 35. Segun los datos obtenidos, 5

casos si que presentaban algun antecedente familiar de cancer: madre cancer de



endometrio, tia cancer de mama a edad tardia, padre cancer de testiculo; pero la

mayoria eran sin antecedentes familiares de tumor.

5. Resultados y discusion

El 14% de las familias recibidas a través del proyecto de prevenciéon del cancer
hereditario de la Consejeria de Castilla y Ledn, al laboratorio del IBGM, cumplen el
criterio de caso Unico con cancer de mama menor de 35 afios. Segun los datos del
laboratorio, sélo el 6% de estas muestras muestran una mutacion patogénica en los
genes de alta predisposicion (BRCA1 y BRCA2) asociados con el cancer de mama
hereditario; pero con la implementacion de los andlisis genéticos con las nuevas
tecnologias de NGS, se prevé que ese porcentaje aumente.

Para analizar el perfil genético de este grupo muestral anénimo, se han seleccionado 32

casos (1 carrera de NGS) de mujeres con CM menores o igual a 35 afios.

Los resultados obtenidos se detallan a continuacion:
e De las 32 muestras seleccionadas, se detecté mutacidén patogénica en 5 casos:
1 BRCAL, 1 BRCA2, 1 PALB2,1 BRIP1y 1 en CHEK2. Esto representa un 15,6%
de deteccion de mutacion en las muestras analizadas. Aunque el numero de

muestras analizadas es bajo, s6lo 32, lo que abarca una carrera de NGS.

Podemos concluir que cuando aumentemos el nimero de muestras analizadas
aumentar el porcentaje de deteccion en relacion al 6% que se venia detectando con el
andlisis de dos genes. El uso de paneles genéticos mediante NGS, ha mejorado
notablemente el diagnéstico genético del cancer hereditario y también en los casos de

temprana aparicion, ain sin historia familiar.

Los resultados de mutacion patogénica obtenidos se muestran en la tabla 3, donde se
observa el gen causal: BRCAL, BRCA2, BRIP1, CHEK2 y PALB2. El tipo de mutacion:
2 de tipo Frameshift 0 cambio de la pauta de lectura, en este caso, una es por delecion
de dos nucleétidos y otra por una duplicacion; 2 variantes de tipo missense o cambio de
aminodcido y otra variante de tipo Nonsense o cambio puntual que da lugar a un codén
de para o codon STOP. Las mutaciones de tipo Frameshift y Nonsense suelen ser

patogénicas y las mutaciones de tipo missense las hay benignas y las hay patogénicas.
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Tabla 3. Caracteristicas de las mutaciones encontradas en las muestras seleccionadas.

Muestra | CI Historia familiar EAT | Gen Funcién Exén | Proteina cADN ClinVar ID
1473 B Abuelo pat: CCR. 23 BRCAL1 Missense 5 p.Arg71Glu c.211A>G P
17693
1799 B P: TP 32 CHEK2 Missense 1 p.Glu64Lys c.190G>A P
Tio pat: 128068
CPAN
6204 B M: CCR 28 BRCA2 Frameshift 9 p.Ser239LysfsX6 €.715dup P
Tio mat:CV 266988
Abuelo mat:CPAN.
6593 B Hna, M:CM 35 PALB2 Nonsense 5 p.Arg753Xx c.2257C>T P
Padre: TV 142403
6908 B Padre:TT 34 BRIP1 Frameshift 12 p.Asn568TrpfsX9 €.1702_1703delAA P
Tio pat: TTI 221621

Cl: criterio de inclusiéon / EAT: Edad aparicién del tumor.

CM: cancer de mama/ CCR: cancer colorrectal/ TP: tumor préstata/ TV: tumor vejiga/ TT: tumor testicular / CPAN: cancer
pancreas / TTI: tumor tiroides.

Hno/a: hermano/a, P: padre, M: madre, mat: materno, pat: paternoClinVar ID: nimero de identificacion de la mutacion
/ClinVar P: patogénica.

Hemos profundizado en los resultados obtenidos y desde el laboratorio de Céancer
Hereditario se han solicitado los arboles familiares de estos casos. Discutimos los
resultados obtenidos con el fin de mostrar la implicacién de los genes mutados en el

desarrollo de los casos de cancer.

5.1. Familia 1473.Resultados, discusién y relacion genotipo-fenotipo.

N O

CCR 66

OOl $\

CM Cancer de mama.
Cancer de colorrectal.

- - + +

Cm 23

Figura 1. Arbol familiar. Portadora de la variante c.211A>G; p. Arg71Gly en el gen BRCA1.Se especifica el
tipo de tumor y la edad al momento del diagnéstico. La fecha indica el caso indice, +: detectada la mutacion;
-: no detectada la mutacion.

El caso indice es una mujer de 26 afos, diagnosticada de cancer de mama a los 23
afos, su histologia es un triple negativo y se ha detectado una mutacién en BRCAL. A

raiz de este resultado se llevo a cabo el estudio de portadores, siendo positivos para la
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mutacion en BRCA1 uno de sus hermanos y su madre. Los antecedentes familiares

incluyen el diagndstico de cancer de colon en su abuelo paterno a los 66 afios.

Esta mutacion esta descrita en ClinvVar como la variante ¢.211A>G; p.Arg71Gly en el
exén 5 del gen BRCAL es un cambio de nucle6tido que produce un cambio de
aminoacido, esta variante de tipo missense aparece descrita en la base de datos como

patogénica, con el nimero de identificacién 17693.

El gen BRCAL codifica una fosfoproteina que mantiene la estabilidad genémica y la
supresion de tumores. Esta proteina combinada con otros supresores de tumores,
sensores de dafios en el ADN y transductores de sefales para formar un complejo
proteico conocido como complejo de vigilancia del genoma asociado a BRCAL.[22]

Las variantes patdgenas predisponen a las portadoras al cancer de mama y ovario
hereditario. Los dos dominios mas estudiados son RING y BRCT y la mayoria de las
variantes que causan cancer se encuentran dentro de estas dos regiones.[23]

La paciente presenta un cancer de mama triple negativo, uno de los canceres de mama
mas agresivos. Mas del 75% de las pacientes femeninas con cancer de mama con

mutacion en el gen BRCA1 presentan el fenotipo de nuestra paciente.[24]

5.2. Familia 1799.Resultados, discusién y relacion genotipo-fenotipo.

N

" b

Q CM Céancer de mama.
CPAN 78 cpP78 CP Céancer de prostata.
| - Céncer de pancreas.
* Cg O
—
CM 32

Figura 2. Arbol familiar. Portadora de la variante ¢.190G>A (p.Glu64Lys) en el gen CHEK2. Se especifica
el tipo de tumor y la edad al momento del diagndstico. La flecha indica el caso indice, +: detectada la
mutacién; -: no detectada la mutacion.
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El caso indice se trata de una mujer de 35 afios diagnosticada de un cancer de mama,
histologicamente se trata de un cancer ductal infiltrante con receptores hormonales
positivos. Se ha detectado la presencia de la mutacion en el gen CHEK2. A partir de
estos resultados se realizd el estudio de portadores siendo analizados los padres del
caso indice, siendo positivo para la mutacion el padre del caso indice. Los antecedentes
familiares de esta paciente son cancer de prostata a los 78 afios de su padre y cancer

de pancreas detectado también a los 78 afios en un hermano de su padre.

Esta mutacién esta descrita en ClinVar como la variante ¢.190G>A (p.Glu64Lys) en el
exén 1 del gen CHEK2 es un cambio de nucle6tido que produce un cambio de
aminodcido, esta variante de tipo missense aparece descrita en la base de datos como
patogénica, con el nimero de identificacién 128068.

CHEK2 (Checkpoint kinase 2), que codifica la proteina CHK2, siendo uno de los
componentes clave de la via de respuesta al dafio del ADN induciendo la detencion del

ciclo celular y la apoptosis en el momento que se detecta el dafio en el ADN.[25]

Mantiene la estabilidad genémica y es activado por la quinasa ATM, la cual interactia
a su vez con los genes BRCA1, BRCA2, p53 y CD25 y otros genes relacionados en la

reparacion del ADN, apoptosis y detencién del ciclo celular.[26]

Ciertas mutaciones en dicho gen se han visto vinculadas con cancer de mama, la
mayoria de ellos invasivos, presentando peor prondéstico y domina la presencia ,
ademas, los canceres con receptores hormonales positivos.[26] Ambas caracteristicas

Se encuentran presentes en nuestro paciente.

CHEK2 ha sido implicado en conferir un mayor riesgo de cancer de préstata
especialmente en aparicion temprana y cancer de prostata metastasico.[27] Posible
relacion que explicaria la positividad en la mutacion en el estudio realizado al padre del

caso indice con la aparicion de su cancer de prostata.
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5.3. Familia 6204. Resultados, discusion y relacion genotipo-fenotipo.

QL O\

CPAN 72

CM Cancer de mama.
Cancer de colorrectal.

Cv Cancer de vejiga.

/ CPAN | Cancer de pancreas.

ol
CM 35

Figura 3. Arbol familiar. Portadora ¢.715dup (p.Ser239fs) en el gen BRCA2. Se especifica el tipo de tumor
y la edad al momento del diagnostico La flecha indica el caso indice, +: detectada la mutacion; -: no
detectada la mutacién.

El caso es una mujer de 36 afios que a sus 35 afios fue diagnosticada de carcinoma
ductal infiltrante de mama con receptores hormonales positivos, HER2 negativo.
Presenta una mutacion en BRCA2. En consecuencia, de los resultados se realiz6 el
estudio de portadores, no hallandose mutacién en ningun familiar analizado. Los
antecedentes familiares de esta paciente son madre diagnosticada de cancer de colon
a sus 43 afos, tio materno diagnosticado de cancer de vejiga a sus 62 afios y abuelo

materno diagnostica con 72 afios de neoplasia de pancreas.

Esta mutacion esta descrita en ClinVar como la variante c.715dup (p.Ser239fs) en el
exon 9 del gen BRCA2 es un cambio de pauta de lectura produciendo una duplicacion,
esta variante de tipo frameshift aparece descrita en la base de datos como patogénica,
con el numero de identificacién 266988.

La mayoria de mutaciones que se producen en el gen BRCA2 son de dos tipos de
cambio o de sentido erréneo. Una asociacion a destacar es la union del extremo N del
BRCAZ2 al gen PALB2. Las funciones de BRCA2 son multiples, estan implicados durante
el reclutamiento de filamentos RAD51 en el lugar de rotura de la doble hebra del ADN

permitiendo asi procesos de reparacion con el complejo RAD51-BRCA2-DSS1. [28]
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Un estudio en mujeres sanas europeas y americanas describié un riesgo acumulativo
de cancer de mama con mutaciones en este gen en torno al 69%. Las mutaciones de
BRCA2 se han relacionado con mayor frecuencia con cancer de ovario, tiroides y

gastrico, sin embargo, estudios recientes han ampliado su estudio a otros tipos.[28]

Un estudio prospectivo con 7.015 mujeres con mutaciones en BRCA1 y BRCA2,
seguidas durante una media de 5,5 afios, establecio un riesgo de cinco veces mayor de
cancer colorrectal en mujeres portadoras de mutaciones en BRCA1 menores de 50
afnos.[29] Esta relacion podria explicarnos la aparicién del cAncer de colon en la madre
de la paciente ya que la edad aparicion es muy temprana, siendo una posible portadora

de la mutacion encontrada en su hija.

5.4. Familia 6593.Resultados, discusién y relacion genotipo-fenotipo.

on SneeNO0bbb

CMm 64

cv71 tmMa4q M65 | CM | Cancer de mama

CV | Céancer in situ de vejiga

/ M | Melanoma
: + ©

CM 35 CM 26

Figura 4. Arbol familiar.Portadora de la variante ¢.2257C>T (p. Arg753Ter), en el gen PALB2. Se especifica
el tipo de tumor y la edad al momento del diagnéstico. La flecha indica el caso indice, +: detectada la
mutacion; -: no detectada la mutacion.

El caso indice presenta un carcinoma ductal infiltrante de mama con ausencia de HER2
+ pero con receptores hormonales positivos, diagnosticado a los 26 afios. Presenta una
mutacion en PALB2. A raiz de mi resultado se realizé el estudio de portadores,
analizandose a cuatro familiares del caso indice. Siendo portadoras de la mutacion la

hermana y la madre del caso indice. Los antecedentes familiares son: hermana con
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cancer de mama descubierto a los 33 afios, madre con cancer de mama diagnosticado
a los 44 afios y padre diagnosticado de cancer in situ de vejiga.

Esta mutacion esta descrita en ClinVar como la variante ¢.2257C>T (p. Arg753Ter), en
el ex6n 5 del gen PALB2 es un cambio de nucle6tido que produce un cambio de
aminoacido, esta variante de tipo nonsense aparece descrita en la base de datos como

patogénica, con el nimero de identificacion 142403.

PALB2 es un gen que codifica una proteina cuya funcion principal es la reparacion de
genes. Se le conoce como compafiero y localizador de BRCA2 ya que se encuentra
unido a este gen por su extremo amino terminal. Se ha descrito como uno de los genes
mas relacionados con el cancer de mama y ovario posteriormente a BRCA1l y
BRCA2.[30]

Se ha demostrado la relacion del tipo de cancer que muestra nuestro caso (ductal
infiltrante) con la mutacién en PALB2. El primero de ellos se realizo en Argentina en un
grupo 1905 mujeres. Aquellas que presentaron mutacién en PALB2 desarrollaron en un
78% desarrollaron el subtipo ductal invasivo.[31] Posteriormente otro estudio realizado
en Arabia Saudi mostraba que el 100% de las pacientes con mutacién en dicho gen
desarrollaron el subtipo de nuestra paciente.[32]

Un estudio en donde se analiz6é 15.104 sometidas a cirugia de mama demostré que las
mujeres con mutaciones en BRCA1,BRCA2,CHEK?2 y PALB2 poseen mayor riesgo de
cancer colorrectal respecto al grupo que no presentaba dichas mutaciones. [33]

5.5. Familia 6908.Resultados, discusién y relacion genotipo-fenotipo.

Q O

| hdie b & o

Céancer de mama

Tumor testicular

Tumor de tiroides

TTI TT 27
CM
| | I
|:| CM 34 + TTI

Figura 5. Arbol familiar.Portadora ¢.1702_1703del (p. Asn568fs) en el gen BRIP. Se especifica el tipo de
tumor y la edad al momento del diagndstico. La flecha indica el caso indice, +: detectada la mutacion; - :

no detectada la mutacion.
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El caso indice presenta un carcinoma ductal infiltrante de mama con positividad tanto
para receptores hormonales y HER2. Presenta una mutacién en el gen BRIP1. A partir
de este resultado se realiz6 el estudio de portadores, hallandose la mutacién en el padre
del caso indice. Los antecedentes familiares son padre diagnosticado de tumor testicular

a los 27 afos.

Esta mutacion esta descrita en ClinVar como la variante ¢.1702_1703del (p. Asn568fs)
en el exdn 12 del gen BRIP1 tratdndose de una delecién de un nucleétido que provoca
un cambio en el marco de lectura, esta variante de tipo frameshift aparece descrita en

la base de datos como patogénica, con el nUmero de identificacion 221621.

La helicasa 1 que interactia con BRCA1 (BRIP1) pertenece a la familia de helicasas
DEAH, las cuales se unen directamente al BRCA1.Su dominio N- terminal contiene siete
motivos de helicasa DEAH conservados desempefiando un papel importante en la
liberacion del ADN. Posee una funcién en la integridad del genoma a través de la

regulacién de la replicaciéon y la recombinacién homologa.[34]

La pérdida de funcién de la linea germinal en la proteina C- terminal de BRIP1, el cual
interactlia con BRCAL, se asocian al carcinoma de ovario y al aumento de riesgo de

cancer de mama.[35]

En Gltimos estudios se ha relacionado con el cancer de ovario de tipo epitelial. Este gen
se esta estudiando como candidato debido a que sus proteinas estan involucradas en
las vias del ADN del gen BRCA1, siendo este un gen de alta penetrancia en el cancer
de ovario y de mama. En este estudio se observe que los tumores de ovario mas

frecuentes son lo de alto grado.[36]

Estan amplio el fenotipo tumoral de las mutaciones, que el cancer hereditario puede dar
tumores en cualquier tejido. Pero se necesitan una gran cantidad de estudios para poder

llegar a relacionarlos.

6. Conclusiones
1. La Secuenciacion Masiva permite el uso de paneles de multiples genes, que abre
el espectro causal; el andlisis de los genes BRCA1 y BRCA2 Unicamente, produce una

No deteccién de casos de cancer de mama hereditario precoz.
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2.

Nuestros resultados, pese a su bajo nUmero muestral, muestran la causalidad

de genes de moderada penetrancia como nuevos responsables: BRIP1, CHEK2, y
PALB2.

3.

Se puede establecer una relacién entre el genotipo de los casos y la edad de

aparicion temprana de los tumores de mama, tal y como se ha publicado en series

mayores.

4.

El conocimiento del perfil genético de los tumores de mama de origen temprano

puede ayudar a la prevencion mediante el diagnéstico precoz.

10.

11.

12.
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8.2 Imagenes cromatogramas de mutaciones por secuenciacién Sanger.

e Muestra 1473.

Cromatograma por secuenciacion Sanger de la mutacion de tipo missense en el gen
BRCAL, p.Arg71Glu (c.221 A>G).
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Cromatograma por secuenciacion Sanger de la mutacion de tipo frameshift en el gen
BRCA2,p.Ser239LysfsX6 (c715dup)
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BRCA2-9-REV

e Muestra 6593.

Cromatograma por secuenciacion Sanger de la mutacién de tipo nonsense en el gen
PALB2, P.Arg753X (C.2257 C>T)
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Cromatograma por secuenciaciéon Sanger de la mutacion de tipo frameshift en el gen
BRIP1, p.Asn568TrpX9 (c.1702_1703 del AA)
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HNTRODUCOON
El cidnoer de mama se trata de la neoplasia maligna maés frecuente ¢ b princpal causa de musrle demine del grupo de mujeres.
El 10% de los canceres de mama san bereditanas. Los primeras genes eshidiadas fueron BREAT v BRCAZ, siendo dnicamenie
| 25% del chincer de mama hereditano atribuble a elles. Siendo necesano ampliar o estudio de mas penes. SAclualmere se
sabe que hay alrededar de 26 genes relacionadas con esbe lipo de canoer.

MATERIAL ¥ METODODSE.
Fueron seleccionadas 32 mussiras de mujemms oon soepecha de Sindromes de Mama Hansditans gue cumplian el requisia de
sar manores die 35 afios. Todas sllas esipdiadss e forma andaima derivadss del Instiifts de Biomedicina y Gendtica Maolecular
(IBGM] de \ialladolid.
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De les 32 muestas se delechd mubadidn patopénica =n 5 casos, 1| T

oomesponde Al 15% de iodos s casos. En la tabla 1 mastramas Bs
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Mlostramas las ipuras de cada una de las familas selecciormdss Famills 1473. Esiudo de ponadoms: &  damilares
mshudados, madne posiva v uno de s hemanos positos.
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CONOLUSIONES Familla BED& Eslude de pomadonss, no se detects
v La sscuenciacion masiva permite debectar atros genes implicados en onadorns e ks familares analzados.

cAncer de maarmas hereditaa.

< Miracionss en s genes BRIP1,CHER2 PALBZ podrian explicar casas
die edad temprana de apariddn en familias con sospecha de cénoer da
maarma hereditania.

¥ El canodmient del parfl genético de los tumanes de mamea de arigen
mmprano puede ayudar a la presvencicn mediants ol disgnéstico preoaz.
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