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RESUMEN

El cancer de ovario hereditario representa un desafio clinico debido a su diagnéstico
tardio y la necesidad de identificar variantes genéticas responsables. En este estudio,
analizamos 32 casos de carcinoma epitelial de ovario no mucinoso de alto grado sin
mutaciones en BRCA1/2, utilizando secuenciacion de nueva generacion (NGS) para
evaluar la presencia de variantes en genes de predisposicion a cancer hereditario.
Identificamos tres mutaciones patogénicas en diferentes genes, confirmadas mediante
secuenciacion Sanger o MLPA. Se detectaron ademas tres variantes de significado
incierto, cuya clasificacion se refind segun los criterios ACMG (American College of
Medical Genetics and Genomics). Estos hallazgos subrayan la importancia de ampliar
el espectro mutacional en el cancer de ovario hereditario mas alla de BRCA1/2, lo que
podria mejorar el asesoramiento genético y la deteccién precoz en pacientes con alto

riesgo.
Palabras clave

Cancer de ovario hereditario, reparacion del ADN, secuenciacién de nueva generacion,

variantes genéticas, genes de penetrancia moderada.

ABSTRACT

Hereditary ovarian cancer poses a clinical challenge due to late diagnosis and the need
to identify responsible genetic variants. In this study, we analyzed 32 cases of high-grade
non-mucinous epithelial ovarian carcinoma without BRCA1/2 mutations, using next-
generation sequencing (NGS) to assess the presence of variants in DNA repair genes.
We identified three pathogenic mutations in different genes, confirmed by Sanger
sequencing or MLPA. Additionally, three variants of uncertain significance were detected,
refined according to ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics)
criteria. These findings highlight the importance of expanding the mutational spectrum
beyond BRCA1/2 in hereditary ovarian cancer, potentially improving genetic counseling

and early detection in high-risk patients.
Keywords

Hereditary ovarian cancer, DNA repair, next-generation sequencing, genetic variants,

moderate penetrance genes.
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INTRODUCCION

1. ¢A qué llamamos cancer? Origen molecular, estudio y epidemiologia

El término ‘cancer’ engloba diversas enfermedades caracterizadas por la acumulacion
progresiva de alteraciones celulares. Estas provocan desregulacion en la proliferacion,
evadiendo mecanismos de control como la apoptosis y la vigilancia inmunoldgica, o que
facilita la metastasis y la invasién tumoral. Es este caracteristico descontrol e invasividad
lo que convierten un tumor en cancer, otorgando el matiz patogénico a la enfermedad.
(1-3)

El origen de esta enfermedad se encuentra en alteraciones en tres tipos de genes:
proto-oncogenes/oncogenes, genes supresores de tumores y genes reparadores de
ADN.

Los primeros, proto-oncogenes, estan presentes en células sanas donde cumplen
funciones regulatorias indispensables para la célula, implicados en proliferacion y
diferenciaciéon normal, asi como supervivencia y crecimiento de la célula. Son
mutaciones en estos genes, afectando su nivel de expresion, estructura de las proteinas
que codifican o provocando una sobre activacion de estos, lo que encontramos en las
células cancerigenas y denominamos oncogenes, siendo la principal base molecular

de esta enfermedad. (3,4)

La complejidad del cancer como grupo de enfermedades ha llevado a la comunidad
cientifica al desarrollo de multiples modelos evolutivos de la enfermedad, tratando de
comprender cdmo progresa y que patrones sigue la carcinogénesis. Un cancer no tiene
por qué ajustarse a un solo modelo y varios mecanismos pueden darse
simultaneamente o durante diferentes estados de la enfermedad. Ademas, para el
desarrollo de estas teorias, se aplicaron los principios claves de la evolucidon darwiniana

de variacion heredabilidad y seleccién (1).

Entre los modelos evolutivos, cabe destacar la teoria de los dos golpes de Knudson,
que en 1971 demostraba el impacto cumulativo de las mutaciones en el crecimiento
tumoral. Esta hipétesis explica la inactivacion de los genes supresores tumorales,
otros protagonistas moleculares del desarrollo de la carcinogénesis. Estos genes,
implicados en resolver los desajustes celulares que podrian desencadenar en la
proliferacion y supervivencia descontroladas, aparecen inactivados en numerosos
canceres. Sin embargo, la inactivacion debe darse en ambos alelos para bloquear por
completo su funcion, siendo necesarios los “dos golpes” para iniciar la carcinogénesis
(1,5,6) .
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Figura 1. Representacion gréfica de la Teoria de los dos golpes de Knudson. Elaboracion propia.
Creada con Biorender.

Los ultimos genes clave en el origen y la progresion de la tumorigénesis son los genes
reparadores del ADN, encargados de corregir aquellas mutaciones potencialmente
peligrosas para el correcto funcionamiento celular, evitando que se desencadene el

cancer (7).

Este grupo de enfermedades de origen genético que se engloban con la etiqueta de
cancer suponen una inmensa carga tanto de enfermedad como econdémica a nivel
mundial. Con referencia a los datos de 2022, se dieron aproximadamente 20 millones
de nuevos casos de cancer en todo el mundo, y esta enfermedad fue causante de casi
10 millones de muertes. Ademas, en 2040, se estima alcanzar los 40 millones de casos
por cancer a nivel mundial. Estos datos reflejan la importancia y progresion de la
enfermedad en la sociedad, convirtiéndose en una de las grandes causas de
morbimortalidad afectando todo el mundo, exponiendo la relevancia del estudio,

comprension y optimizacion del abordaje del cancer como enfermedad hoy en dia (8,9).

2. Cancer de Ovario

Entre todos los canceres, los de tipo ginecolégico suponen una alta proporcion de
casos, siendo los mas prevalentes entre mujeres de todo el mundo, independientemente
del estado socioecondmico. La lista la encabeza el cancer de mama, seguido de cérvix

y utero y, en tercer lugar, el cancer de ovario. (10,11)

Este cancer, con 324.603 casos registrados y causante de 206.956 muertes en 2022,
se situa entre los 15 canceres mas mortales actualmente, siendo el cancer
ginecoldgico de mayor mortalidad. Esta alta mortalidad se debe a que suele
diagnosticarse en fases avanzadas, ya que, en estadios tempranos, los sintomas son
ausentes o inespecificos. El tipo histolégico mas frecuente es el cancer de ovario
epitelial, y se considera una entidad clinica unica junto con los canceres de trompa de

Falopio y peritoneal debido a las caracteristicas clinicas comunes. (8,11)

2
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3. Cancer Hereditario. Cancer de Ovario Hereditario.

Aunque, ademas de las razones genéticas necesarias para el desarrollo del tumor,
existen otros motivos adicionales implicados en la patogénesis, como mutaciones
adquiridas, enfermedades promotoras y estilos de vida que favorezcan un
microambiente tumorigénico, las primeras son indispensables para que se produzca la

enfermedad, pudiendo ademas originar una heredabilidad familiar del cancer (4,12).

Pese a que los casos hereditarios de esta enfermedad son una minoria,
correspondiendo a menos del 10% de casos a nivel mundial y, por lo tanto, siendo el
cancer una enfermedad de caracter esporadico en general (4,5), el cancer hereditario
representa un desafio clinico debido a su transmision genética y al riesgo elevado que
confiere a los portadores de variantes patogénicas. En el caso del cancer de ovario
hereditario, la identificacion precoz de individuos en riesgo mediante estudios
genéticos permite establecer estrategias de vigilancia y prevencién personalizadas,
como la cirugia reductora de riesgo o el seguimiento intensivo, contribuyendo asi a

mejorar la supervivencia y la calidad de vida de las pacientes.

Hay dos tipos de alteraciones heredables, mutaciones en la secuencia del ADN o
alteraciones epigenéticas que conllevan silenciamiento o activaciéon de genes
implicados en carcinogénesis. La mayoria de los casos de cancer hereditario se deben
a genes de alta penetrancia cuyas mutaciones son determinantes en la mayoria de las
ocasiones para el desarrollo de un cancer (4,13). Las mutaciones en estos genes
funcionan segun la teoria de Knudson, explicada previamente, donde el primer golpe
corresponderia a la mutacién heredada por via germinal y un segundo golpe, por

mutacion somatica, posterior que desencadenaria el cancer (5,6).

En el caso del cancer de ovario, los principales genes implicados son BRCA 1y 2, de
alta penetrancia y herencia autosémica dominante, que siguen este patron de dos
golpes (12,14,15). Sin embargo, existen otros genes, de menor penetrancia, pero cuya
importancia estd en aumento gracias al mayor conocimiento y descubrimientos,
mediante avances en técnicas que han permitido relacionarlos como participes
indispensables de casos en los que no se habia encontrado el origen. Estos genes son
los correspondientes a la via de reparaciéon homaologa o a la via de la anemia de Fanconi,
que actuan junto a BRCA1y 2, y son BRIP1, BARD1, PALB2 y RAD51C y D. Esta via
se encarga de corregir las roturas de doble cadena en el ADN provocadas por diferentes

agentes dafinos (16).
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4. Técnicas de deteccion de variantes genéticas.

Para analizar la presencia de variantes de los genes mencionados en pacientes o
sujetos susceptibles a cancer, con el fin de determinar la heredabilidad del cancer, se
emplean las técnicas de secuenciacion de ADN, desde la secuenciacion clasica de
Sanger hasta las mas punteras de Next Generation Sequencing (NGS).

La secuenciacion de ADN se estandarizé con la técnica de Frederick Sanger en 1977,
siendo durante 30 afos la herramienta estrella. Consiste en una secuenciacion por
sintesis en la que, partiendo de una secuencia complementaria a la objetivo, se afiaden
mediante la ADN polimerasa dNTPs (2 -desoxinucleétidos), que contintan la cadena de
manera normal, y ddNTPs (2°,3 -didesoxinucledtidos) que detienen la sintesis v,
ademas, estan marcados con un fluorocromo distintivo segun el nucledtido que
corresponda. De esta manera, se obtienen numerosas secuencias de tamafo aleatorio
con el ultimo nucledtido marcado, estos fragmentos se separan mediante electroforesis
capilar y pasan por un laser, que excita el fluorescente que se detecta mediante una
camara, registrando la secuencia completa. Sin embargo, la técnica resulta muy costosa
tanto econdmicamente como en cantidad de tiempo empleado, ademas tiene un limite

bajo (<1000 pares de bases) de longitud de fragmentos que puede leer. (17-19)

Tras su aparicion en el mercado, sobre 2006, y el aumento de su popularidad hacia
2016, las técnicas de secuenciaciéon masiva o NGS reemplazaron al método Sanger,
por su mayor velocidad, rentabilidad y calidad y cantidad de datos generados vy
analizados. Estas técnicas son capaces de realizar la secuenciacion de hasta millones
de fragmentos simultaneamente en una reaccién Unica. Existen varias tecnologias de
secuenciacion masiva, que siguen unos pasos comunes (preparacion de las librerias,
etiquetado de los fragmentos, amplificacion y secuenciacion de los mismos) los cuales
llevan a cabo de maneras diferentes, entre las que destacamos las plataformas de
Nanopore, lllumina e lon Torrent (20-22). Sin embargo, la herramienta de Sanger sigue
siendo ampliamente utilizada hoy en dia para verificar las variantes y confirmar

resultados confusos de las tecnologias de secuenciacion masiva (19,23).

Por otro lado, cuando la variante génica consiste en un variacion del numero de
copias o CNV (Copy Number Variation), la forma de verificar la mutacién es el analisis
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification). Esta técnica se basa en el
uso de sondas especificas que hibridan a regiones diana del ADN de interés vy, tras una
reaccién de ligadura dependiente de la secuencia, se amplifican mediante PCR
multiplex. La cantidad de producto amplificado se analiza mediante electroforesis

capilar, permitiendo cuantificar diferencias en el niumero de copias de los fragmentos
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amplificados en comparacién con una muestra de referencia. MLPA es una técnica
sensible y eficaz para detectar deleciones, duplicaciones y otras alteraciones
estructurales en genes asociados a diversas enfermedades genéticas, entre ellas el

cancer (24).

A raiz de esta evolucion de las técnicas de analisis de secuencia genética, y de
comprender la importancia de la heredabilidad de las mutaciones en el cancer, estas
herramientas constituyen un pilar en el diagnéstico precoz y deteccion de variantes en
cancer. Para ello, se han establecido paneles genéticos de acuerdo con distintos
sindromes, canceres y otras enfermedades, incluyendo los principales genes implicados
en las vias patogénicas de dichas enfermedades (25). Ademas, las diferentes
autoridades sanitarias han creado guias de inclusién con determinantes clinicos y de
historia médica que permiten acotar los pacientes y sujetos a los que realizar este tipo

de analisis, aumentando la tasa de relevancia de estos (26).

5. Clasificacion de variantes

Estas mutaciones o variantes detectadas con las técnicas de secuenciacion se recogen
en bases de datos y se estudian para establecer una clasificacion de su patogenicidad,
utilizdndose como guia para el diagnostico, en este caso, de cancer o riesgo de

padecerlo.

La clasificacién de variantes se realiza constatando diversas lineas de evidencia,
siguiendo las guias publicadas por el American College of Medical Genetics (ACMG)
y la Association for Molecular Pathology (AMP) que se basan en 28 criterios. Podemos
diferenciar, en consecuencia, cinco categorias: Benigna/Benign (B), Probablemente
Benigna/Likely Benign (LB), Significado Incierto/Uncertain Significance (UV),
Probablemente Patogénica/Likely Pathogenic (LP) y Patogénica/Pathogenic (P), o
Clases 1, 2, 3 4 y 5 respectivamente. El limite de decisiéon entre las variantes es
estipulado y actualizado por el ACMG y la AMP, junto a la plataforma ClinGen del NIH
(National Institutes of Health). Segun la clasificacion de la variante, las diferentes guias
médicas recomiendan una actuacion correspondiente, ya sea intervencién, tratamiento
0 seguimiento (26-28). Esta informacidon se almacena en la base de datos ClinVar, de
libre acceso, donde se realizan consultas y actualizaciones segun aparezcan nuevas

evidencias sobre la naturaleza de una variante (30,31).

En resumen, existe una gran importancia en relacionar las modificaciones genéticas del
ADN con una causalidad que desemboque en carcinogénesis, mas aun, conociendo el
riesgo de heredar estas variantes, ya que este conocimiento permitiria una mayor

prevencion al potenciar el diagndstico precoz.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo de investigacién y analisis es, principalmente, ampliar el
conocimiento sobre el espectro mutacional de los tumores de ovario hereditario,
extendiendo la mira mas alla de los genes de alta penetrancia (BRCA1 y 2), y asegurar

una correcta clasificacion de las variantes encontradas durante el analisis.
Para ello, establecemos objetivos mas concretos, como son:

e Revisar casos de carcinoma epitelial no mucinoso de alto grado independientes
en la historia familiar (Criterio E de inclusién del programa de asesoramiento
genético para cancer de mama y ovario hereditario en Castilla y Ledn)

e Seleccionar 32 casos entre los anteriores, excluyendo los que presentan
alteraciones en los genes BRCA1 y 2, y realizar el analisis mediante un panel
multigénico y la tecnologia NGS de lon Torrent, confirmando los resultados con
Sanger.

e Buscar la asociacién genotipica-fenotipica de las muestras estudiadas,
buscando ampliar los datos sobre Ila heredabilidad de mutaciones
predisponentes en cancer hereditario de ovario.

e Revisary asegurar una correcta clasificacion de las variantes encontradas.

La hipétesis que planteamos, por lo tanto, con este proyecto es que las variantes en
genes reparadores de ADN diferentes a BRCA1 y 2 suponen una carga relevante de

patogenicidad y presentan una causalidad directa con los casos estudiados.
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METODOLOGIA

1. Seleccién de casos: muestras, procedencia, criterios de inclusiéon

Este estudio se ha desarrollado a partir de muestras completamente anonimizadas,
recibidas dentro del programa de prevencién del Cancer Hereditario de la Consejeria de
Sanidad de la Junta de Castilla y Ledn (32).

Para el estudio genético, los pacientes deben cumplir los criterios de inclusion del
programa de asesoramiento genético para cancer de mama y ovario hereditario en
Castilla y Leodn (Tabla 1). En el periodo comprendido entre 2014 y 2024, se han
analizado un total de 5331 muestras con sospecha de un sindrome de mama/ovario
hereditario, de las cuales el 16% (853 muestras) cumplian el criterio E, definido como
carcinoma epitelial no mucinoso de alto grado (ovario, trompa de Falopio o peritoneal
primario).

Tabla 1. Criterios de inclusion en el Programa de Consejo Genético en Cancer de Mama y Ovario
Hereditario de la Junta de Castilla y Leén (32)

UN CASO INDEPENDIENTEMENTE DE LA HISTORIA FAMILIAR DOS FAMILIARES DE PRIMER GRADO* CON ALGUNA DE ESTAS COMBINACIONES

A. Céncer de mama (CM) y cancer de ovario (CO) epitelial no mucinoso de alto | £ CM bilateral + ofro caso de CM<50 afios.
grado sincronico o metacronico (o frompa de Falopio o peritoneal primario).

B. CM = 35 arios (o CM < 40 arios y familia no informativa). G. CM en vardn.

C. CM bilateral (el primero diagnosticado < 40 afios). H. CM + CO epitelial no mucinoso de alto grado (o trompa de Falopio o peritoneal primaria).
D. CM triple negativo <50 afios. l. 2 casos de CM diagnosticados <50 afios.

E. CO epitelial no mucinoso de alto grado (o trompa de Falopio o peritoneal

primario).

TRES 0 MAS FAMILIARES DIRECTOS (f) CON CM Y/0 CO OTROS CASOS

J. 23 CM =+ CO epitelial no mucinoso de alto grado (o trompa de Falopio o | K. Consultar con la UCG.
peritoneal primario).

L. Sujetos sanos pertenecientes a familias con mutacion conocida en la familia.

" Menos de 2 mujeres que hayan vivido hasta los 45 arios o mds en cada rama familiar.
# En la misma rama familiar (uno familiar de primer grado de los ofros 2).

Entre estas 853 muestras, se identificaron alteraciones en los genes BRCA1 o0 BRCA2
en 85 casos (10%). Del grupo restante, compuesto por 768 muestras que cumplian
criterio E, pero no presentaban alteraciones en BRCA1/2, se seleccionaron 32 casos
adicionales con criterio E y una fuerte historia familiar. A partir de estas muestras, se
llevé a cabo un estudio multigénico mediante un panel de 40 genes, con el objetivo de
identificar otras posibles variantes genéticas involucradas en el cancer de ovario

hereditario.

2. Extraccion de ADN de sangre periférica

A partir de 200ul de sangre periférica y siguiendo el Protocolo del kit MagNA Pure 24

Total NA Isolation Kit, se realizé la extraccion de ADN gendmico.
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3. Protocolo de estudio:

1. Cuantificacion

Utilizaremos la tecnologia de cuantificacién fluorimétrica de ADN de Thermo Fisher,
Qubit. Empleamos el protocolo recomendado para nuestro tipo de muestras (ajuste de
concentraciones, adiciéon de fluorocromo Pico Green y calibracion con estandares).

2. Preparacion de Librerias y Templado

Se llevan a cabo de manera automatica empleando el sistema lon Chef de Thermo

Fisher, segun las instrucciones del fabricante.

Se cargan 15yl de cada muestra sobre los pocillos de las dos primeras columnas de la
placa especifica para el lon Chef, utilizando para ello unas pipetas reservadas para este
uso, asegurando asi una mayor precision de la técnica. A continuacion, se introducen
todos los componentes desechables en el lon Chef (puntas, reactivos, pocillos...) y, por
ultimo, la placa con nuestras muestras, para que automaticamente el robot prepare las
librerias, en lo que se demora 8 horas y 30 minutos. La preparacion de la libreria
fragmenta, etiqueta y acondiciona el ADN para que el secuenciador lo procese

eficientemente.

Una vez completado el paso anterior, procedemos a preparar el Plan Run, registrando
los cédigos de los chips y las librerias que incluiremos en cada uno. Por cada
Inicializaciéon del secuenciador, podemos llevar a cabo la lectura o secuenciacion de 2
chips, con 16 muestras cada uno, un equivalente de 1000 carreras en total o 500
carreras por chip. Buscamos una concentracion de 27°’5uM de las muestras para
incorporarlas al chip y optimizar la tarea de secuenciacion. Entonces, el lon Chef llevara
a cabo un procesamiento del ADN de las muestras, en el que cada fragmento de ADN
se une a beads o microesferas metalicas y se amplifican mediante PCR en emulsion.
Las beads amplificadas con ADN se distribuyen en los pozos del chip de secuenciacion,

que contienen sensores individuales para detectar la reaccion de secuenciacion.

3. Secuenciacion

Las muestras se secuenciaron en la plataforma lon S5 utilizando un lon 530® Chip,
siguiendo las recomendaciones del fabricante con el objetivo de identificar mutaciones
en la linea germinal. Dado que cada chip tiene una capacidad para 16 muestras, el uso

de dos Chips 530 en una sola carrera de NGS permite analizar las 32 muestras.

Durante la secuenciacion, los nucleétidos se incorporan al ADN de las beads. La

incorporacion libera iones de hidrogeno (H*). Los sensores del chip detectan el cambio
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de pH generado y lo traducen en sefiales eléctricas. Estas sefales se convierten en

secuencias de nucleoétidos mediante el software del secuenciador.

Para analizar dichas mutaciones, se utilizé el panel multigénico EasyNGS HCPanel de
HoopBio (Anexo 1). Este panel abarca 40 genes relacionados con el sindrome de
mama/ovario hereditario, el sindrome colorrectal hereditario y otros trastornos

genéticos.

FEOCROMOCITOMA
PARAGANGLIOMA

" POLIPOSIS
i ADENOMATOSA
) FAMILIAR

Figura 2. Relacion entre los genes del EasyNGS HCPanel de HoopBio

4. Analisis de resultados.

Los resultados de la secuenciacidén se compararon con el genoma de referencia humano

hg19 y fueron evaluados mediante el software lon Reporter (Thermo Fisher Scientific).

Posteriormente, todas las variantes genéticas identificadas fueron analizadas y
clasificadas segun su categoria en la base de datos ClinVar y los resultados patogénicos

verificados con secuenciacién Sanger o MLPA.

5. Verificacion de resultados.

Las mutaciones puntuales patogénicas identificadas en las muestras se confirmaron
mediante secuenciacion tipo Sanger en un analizador automatico ABI3130XL, utilizando
un array de 16 capilares y terminadores marcados BigDye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems), en el caso de variantes puntuales.

Para la confirmacion de las variaciones del numero de copias (CNV), se realiz6 la
técnica MLPA (en el mismo analizador automatico ABI3130XL) y se analiz6 el resultado

con el software Coffalyser.

Los estudios de segregacion en familiares se realizaron mediante una de las dos

técnicas, dependiendo del tipo de mutacién detectada.

9
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Figura 3. Flujo de trabajo. Elaboracién propia. Creado con Biorender.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tras la secuenciacion, mediante panel multigénico y NGS, de las 32 muestras
seleccionadas, y confirmacién mediante Sanger o MLPA, los resultados obtenidos son
los que se muestran en las TABLAS: 3 casos presentaron variantes patogénicas en
genes diferentes a BRCA1/BRCA?2; y otros 3 casos presentaron variantes de significado
incierto o UV, segun la base de datos ClinVar. Ademas de numerosas variantes de tipo

polimérfico, sin relevancia clinica, que no se muestran en esta memoria.

Alteraciones encontradas

De las 32 muestras elegidas (BRCA negativas), 3 resultaron positivas para otros genes
diferentes de BRCA1 y BRCA2:

Tabla 3. Caracteristicas de las muestras patogénicas encontradas. Cl: Criterio de Inclusion, E:
Carcinoma epitelial no mucinoso de alto grado, EA: Edad de aparicién del tumor; ClinVar ID:
numero de identificacion en la base de datos ClinVar; LP: Probablemente Patogénica (Likely
Pathogenic); P: Patogénica (Pathogenic)

Caso CR EA Gen Funcion  Exon Proteina cDNA ClinvarID  Clasificacion
4465 E 43 PALB2 CNV 11 c.3114-?_3201+?dup 216008 LP
6967 E 49 RADS51C  Nonsense 5 p.Arg237X c.709C>T 186364 P
7152 E 45 BRIP1 Frameshift 12 p.Asn568TrpfsX9 €.1702_1703delAA 221621 P

Como se muestra en la tabla, se ha detectado una variante de tipo CNV en el gen
PALBZ2; una variante de tipo nonsense, truncante de la proteina, en el gen RAD51C; y
una variante de tipo frameshift, también truncante de la proteina, en el gen BRIP1. Todas
estas variantes aparecen descritas en la base de datos ClinVar como patogénicas o

probablemente patogénica.

Ademas de estos casos patogénicos confirmados, encontramos también 3 muestras con

variantes de significado incierto en diferentes genes:

Tabla 4. Caracteristicas de las muestras de significado incierto encontradas. Cl: Criterio de
Inclusién, E: Carcinoma epitelial no mucinoso de alto grado, EA: Edad de aparicion del tumor;
ClinVar ID: nimero de identificacion en la base de datos ClinVar; UV: Variante de Significado
Incierto (Uncertain Significance Variant)

Caso CR EA Gen Funcion Exoén Proteina cDNA ClinVar ID Clasificacion
6940 E 65 POLE Missense 23 p.Ser871Thr  ¢.26126G>C 405751 uv
6734 E 53 RAD51D Missense 4 p.Asp90Gly c.269A>G 1098879 uv
7519 E - BRIP1 Missense 15 p.GIn740His  ¢.2220G>T 133752 uv

Las tres variantes detectadas, clasificadas como de significado incierto o UV, son de tipo
missense o cambio de aminoacido. Seria necesario realizar estudios de segregacion
familiar, frecuencia en poblacion control, estudios en modelo animal y analisis in silico;
para intentar reclasificarlas a Clase 4-5 o Clase 2-1. Para ello, las muestras se

reclasifican aplicando los criterios ACMG, dandolas una puntuacion de patogenicidad-

11
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benignidad de forma manual. Dichos criterios, junto a sus descripciones e indicaciones,

se recogen en el Anexo 3.

A continuacion, se muestran los arboles familiares correspondientes a los tres casos con
variante patogénica para intentar establecer una relacién genotipo-fenotipo en estas

familias.
Casos patogénicos

Muestra 4465

% %

66'i) 1100 @
180 O
it

50
Figura 3. Arbol familiar de la muestra 4465. Se especifica el tipo de tumor y la edad en el momento
del diagnéstico. La fecha indica el caso indice. CO: Cancer de ovario, CPr: Cancer de proéstata,
CG: Cancer gastrico, CE: Cancer de endometrio, CM: Cancer de mama, CC: Cancer colorrectal.

El caso indice corresponde a una mujer diagnosticada de cistoadenocarcinoma seroso

papilar de ovario, y, tras el estudio genético, se encontré una mutacién en el gen PALB2.

Dentro de la historia familiar realizada, se encuentra un antecedente llamativo en una
de las tias paternas, que fue diagnosticada de cancer de mama a los 44 y 57 afios, de
cancer de endometrio a los 61 afnos y cancer colorrectal a los 74 afos. Ademas, otra de

las tias paternas presenta un diagnostico de cancer de endometrio a los 50 anos.

Araiz de los resultados del analisis se realizé la busqueda de la mutacion encontrada
en el caso indice en la hermana de la paciente, cuya muestra se ha anonimizado bajo

el codigo de muestra 5507. La muestra resulté portadora de la mutacion

Esta mutaciéon se encuentra en el exén 11 del gen PALB2, de tipo CNV, descrita en
ClinVar como la variante ¢.3114-?_3201+?dup. Consiste, por tanto, en una duplicaciéon
del exén 11 del gen PALBZ2. Esta variante aparece descrita en la base de datos como

patogénica, con el nimero de identificacion 17693.

El gen PALB2 (Partner and Localizer of BRCAZ2) codifica una proteina clave para la

reparacion del ADN mediante recombinacion homdéloga. Su funcion principal es

12
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estabilizar y facilitar la interacciéon de BRCA2 con el ADN dafado, permitiendo la

reparacion eficiente de roturas de doble cadena.

Las mutaciones en el gen PALB2 se han asociado con un aumento del riesgo de cancer
de mama y, en menor medida, de ovario. Aunque su impacto es menor que el de las
mutaciones en BRCA1 y BRCAZ2, se ha demostrado que las alteraciones patogénicas
en PALB2 pueden comprometer la reparacién por recombinacion homoéloga del ADN,
favoreciendo la inestabilidad genética y la carcinogénesis. En el contexto del cancer
hereditario de ovario, estas mutaciones representan un factor de predisposicion menos
frecuente, pero relevante, ya que las pacientes afectadas pueden presentar un perfil
clinico similar al de aquellas con mutaciones en BRCA, con tumores mas agresivos y
de dificil tratamiento. Por ello, la identificacion de mutaciones en PALB2 es fundamental
para definir estrategias de vigilancia y prevenciéon en personas con antecedentes

familiares de cancer hereditario. (33-35)

Muestra 6967
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Figura 4. Arbol familiar de la muestra 4465. Se especifica el tipo de tumor y la edad en el momento
del diagnéstico. La fecha indica el caso indice. CO: Cancer de ovario, CPr: Cancer de proéstata,
CORL: Cancer de cabeza y cuello, Neo: Neoplasia no especificada, CV: Cancer de vejiga, fum:
fumador/a

El caso indice corresponde a una mujer diagnosticada de carcinoma seroso de ovario,

y, tras el estudio genético, se encontré una mutacion en el gen RAD51C.

Dentro de la historia familiar realizada, se encuentran antecedentes en ambas partes de
la familia, materna y paterna. Por un lado, el tio paterno sufre cancer de prostata,
diagnosticado a los 65 afios, que padecié también el abuelo, diagnosticado a los 70
anos, y su hija, prima paterna del caso indice, ha sido diagnosticada de cancer de
cabezay cuello, siendo fumadora, a los 42 afos. El abuelo y uno de los tios maternos,

por otro lado, estan diagnosticados de cancer de vejiga, siendo el tio fumador.
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Araiz de los resultados del analisis se realiz6 la busqueda de la mutacion encontrada
en el caso indice en su hija mayor, de 28 afos, cuya muestra se ha anonimizado bajo
el codigo de muestra 7161. La muestra resulté negativa, es decir, no es portadora de la

mutacion.

Esta mutacion se encuentra en el exén 5 del gen RAD51C, de tipo nonsense, descrita
en ClinVar como la variante ¢.709C>T; p.Arg237X. Consiste, por tanto, en una
truncamiento de la proteina RAD571C. Esta variante aparece descrita en la base de datos

como patogénica, con el numero de identificacion 186364.

El gen RAD51C codifica una proteina esencial en la reparacion del ADN mediante
recombinacion homoédloga, un mecanismo crucial para mantener la estabilidad
gendmica. Mutaciones en este gen pueden comprometer esta via de reparacion,
aumentando el riesgo de cancer hereditario, especialmente de ovario y, en menor
medida, de mama. Se considera un gen de susceptibilidad moderada-alta dentro del
sindrome de cancer de mama y ovario hereditario (HBOC), con un papel similar a
BRCA1y BRCAZ2, genes clave en la reparacion del ADN (34,36).

Muestra 7152
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Figura 5. Arbol familiar de la muestra 4465. Se especifica el tipo de tumor y la edad en el momento
del diagnoéstico. La fecha indica el caso indice. CO: Cancer de ovario, CPu: Cancer de pulmon,

COV/E: Cancer de ovario o endometrio, CM: Cancer de mama, Neo: Neoplasia no especificada,
Leu: Leucemia, fum: fumador/a

El caso indice corresponde a una mujer diagnosticada de carcinoma de ovario, y, tras el

estudio genético, se encontré una mutacion en el gen BRIP1.

Dentro de la historia familiar realizada, se encuentran antecedentes en ambas partes de
la familia, materna y paterna. Por un lado, el padre padecié cancer de pulmén, uno de
los tios paternos y su hijo padecieron una neoplasia no especificada, y una de las tias

paternas sufrié un cancer de ovario o endometrio, diagnosticado a los 55 afos. Por
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ultimo, un primo materno padece cancer de pulmén diagnosticado a los 60 afios. Los
primos paternos tuvieron diagnostico de neoplasia no especificada a los 60 y 63, y la
prima un diagnostico de cancer de mama, diagnosticado a los 60 afios. Ademas, la

abuela paterna padecié leucemia diagnosticada a los 54 anos.

A raiz de los resultados del andlisis se realizd la busqueda de la mutaciéon encontrada
en el caso indice sobre una de sus hermanas, de 54 afios, cuya muestra se ha
anonimizado bajo el cddigo de muestra 7896. La muestra resulté positiva para la

mutacion.

Esta mutacion se encuentra en el exén 12 del gen BRIP1, de tipo frameshift, descrita
en ClinVar como la variante ¢.1702_1703delAA; p.Asn568TrpfsX9. Esta variante
aparece descrita en la base de datos como patogénica, con el nimero de identificacién
221621.

El gen BRIP1 (BRCAT1 Interacting Protein C-Terminal Helicase 1) codifica para una
helicasa que participa en la reparacion del ADN mediante recombinaciéon homéloga,
interactuando con BRCA1. Su funcion es crucial para mantener la estabilidad del

genoma y prevenir mutaciones que puedan llevar al desarrollo de cancer (36).

En el contexto del cancer hereditario de ovario, se han identificado mutaciones en BRIP1
asociadas a un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad. Estas mutaciones suelen ser
truncantes (pérdida de funcion), lo que impide la correcta reparacion del ADN y
favorece la acumulacién de mutaciones, aumentando el riesgo de transformacién
maligna. Aunque BRIP1 no tiene un impacto tan alto como BRCA1 o0 BRCAZ2 en términos
de riesgo absoluto, se considera un gen de susceptibilidad de moderado riesgo para

el cancer de ovario hereditario.
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Reclasificacion de variantes de significado incierto

Muestra 6940

Paciente con cancer de ovario epitelial no mucilaginoso de alto grado diagnosticado a
los 65 anos. Al repasar la historia familiar, observamos que la madre sufrié una lesion
uterina benigna a los 65 afios, la tia paterna presenta un diagnéstico de posible
neoplasia de mama a los 84 afios y sus tios paternos un diagnoéstico de neoplasia no
especificada a los 85 afos y un carcinoma de pulmén siendo fumador a los 92,
respectivamente, ademas, la sobrina del paciente presenta un cancer de mama

diagnosticado a los 46 afios.

Tras el andlisis genético, se localizé una mutacién de tipo missense en el exén 23 del
gen POLE, descrita en ClinVar como la variante ¢.2612G>C; p.Ser871Thr, bajo el
codigo 405751.

El gen POLE (Polymerase Epsilon, Catalytic Subunit) codifica la subunidad catalitica de
la ADN polimerasa épsilon, una enzima esencial para la replicacién del ADN y la
reparacion de errores de emparejamiento durante la division celular. Su correcto
funcionamiento es clave para mantener la fidelidad del ADN y evitar mutaciones que

puedan derivar en cancer. (37)

Las mutaciones en POLE, particularmente en su dominio exonucleasa, se han
relacionado con un subtipo de tumores hipermutados, caracterizados por una alta
carga mutacional. Se ha identificado su papel en cancer colorrectal hereditario no
asociado a poliposis (sindrome de Lynch-like), asi como en otros tipos de cancer,
incluyendo endometrial y de ovario. La deteccion de mutaciones en POLE puede tener
implicaciones prondsticas y terapéuticas, ya que estos tumores suelen responder de
manera diferente a la inmunoterapia. (37)

La ausencia de anotaciones de frecuencia de ninguna de las bases de datos
poblacionales sobre la variable descrita nos lleva a establecer una calificacion
“supporting” del criterio PM2. En cambio, tras consultar en bases de datos las variantes
patogénicas del gen POLE, damos una calificacion “supporting” al criterio BP1, ya que
las variantes patogénicas previamente descritas en las bases corresponden en su
mayoria al tipo truncante (458/478, 95,8%), frente a las patogénicas del tipo missense
(20/478, 4'2%), inclinando la balanza hacia la benignidad de la variable. Por ultimo, tras
la consulta de herramientas de prediccion in silico, determinamos que en mas del 50%

de los casos, estas herramientas predicen un efecto benigno, por lo que establecemos
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una calificacion “moderate” al criterio BP4. El computo final de los criterios nos lleva a

establecer que la variable tiene un caracter probablemente benigno (likely benign).

Muestra 6734

Paciente con cancer de ovario epitelial no mucilaginoso de alto grado, sin antecedentes
familiares conocidos.

Tras el analisis genético, se localizé una mutacion de tipo missense en el exén 4 del
gen RAD51D, descrita en ClinVar como la variante ¢.269A>G; p.Asp90Gly, bajo el
codigo 1098879.

El gen RAD51D también participa en la recombinacion homéloga del ADN y es un
miembro fundamental del grupo de reparacion junto con RAD51C y otras proteinas
asociadas a BRCA1/BRCAZ2. Su funcién es esencial en la prevencién de la acumulacion

de mutaciones que pueden llevar a la carcinogénesis. (36)

Las mutaciones en RAD51D se han asociado con un mayor riesgo de cancer de ovario
hereditario. Estudios han demostrado que mujeres con variantes patogénicas en este
gen tienen una probabilidad significativamente elevada de desarrollar cancer ovarico
epitelial. (34,36)

La ausencia de anotaciones de frecuencia de ninguna de las bases de datos
poblacionales sobre la variable descrita nos lleva a establecer una calificacion
“supporting” del criterio PM2. Ademas, tras la consulta de herramientas de prediccion in
silico, determinamos que en mas del 80% de los casos, estas herramientas predicen un
efecto patogénico, por lo que establecemos una calificacion “strong” al criterio PP3.
Finalmente, y en contraposicion a lo anterior, tras consultar en bases de datos las
variantes patogénicas del gen RAD51D, damos una calificacion “supporting” al criterio
BP1, ya que 26 de las 28 UV descritas en el gen, han sido definidas como benignas. La
conclusion no es clara en el caso de esta variante, ya que no podemos confirmar la
patogenicidad de la misma, pero seria imprudente calificarla como benigna, por lo que

mantendremos la clasificacion de variante de significado incierto (UV).

Muestra 7519

Paciente con cancer de ovario epitelial no mucilaginoso de alto grado. Revisando la
historia familiar encontramos que el padre padecié leucemia y la madre un tumor
digestivo, la hermana presenta un carcinoma seroso de alto grado, con déficit de

recombinacion homologa y pérdida de PMS2.
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Tras el analisis genético, se localizé una mutacion de tipo missense en el exén 15 del
gen BRIP1, descrita en ClinVar como la variante ¢€.2220G>T; p.GIn740His, bajo el
cédigo 133752.

La ausencia de anotaciones de frecuencia de ninguna de las bases de datos
poblacionales sobre la variable descrita nos lleva a establecer una calificacion
“supporting” del criterio PM2. En cambio, tras consultar en bases de datos las variantes
patogénicas del gen BRIP1, damos una calificacion “supporting” al criterio BP1, ya que
el 65'5% de las variantes tipo missense del gen que no se clasifican como UV, se han
clasificado como benignas, aumentando los indicios de benignidad de esta variable.
Ademas, tras la consulta de herramientas de prediccion in silico, determinamos que en
mas del 80% de los casos, estas herramientas predicen un efecto benigno, por lo que
establecemos una calificacion “strong” al criterio BP4. Por ultimo, se ha encontrado un
estudio funcional en la literatura que apoya la benignidad de la variante, otorgando una
puntuacion “supporting” al criterio BS3 (38). El computo final de los criterios nos lleva a

establecer que la variable se comporta con un caracter benigno (benign).
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CONCLUSIONES

Este estudio ha permitido ampliar el conocimiento sobre el espectro mutacional del
cancer de ovario hereditario, evidenciando la relevancia de genes reparadores del ADN

mas alla de BRCA1/2 en la predisposicion a esta enfermedad.

1. El uso de paneles multigénicos y la secuenciacion masiva (NGS) ha
posibilitado la identificacion de nuevos genes implicados en el desarrollo del
cancer de ovario hereditario, como PALB2, RAD51C y BRIP1.

2. La identificacion de nuevas mutaciones en genes distintos a BRCA1/2 ofrece
oportunidades valiosas para el asesoramiento genético y la estratificacion del
riesgo, con un impacto potencial en la deteccidén precoz y en la toma de
decisiones terapéuticas personalizadas.

3. La deteccion de variantes de significado incierto (UV) plantea importantes
desafios en la interpretacion de su implicacion clinica, lo que refuerza la
necesidad de llevar a cabo estudios funcionales y el seguimiento clinico de
pacientes portadores.

4. Una caracterizacion genética exhaustiva permite identificar nuevos
biomarcadores que pueden contribuir a mejorar el diagnéstico, el pronéstico y
el tratamiento del cancer de ovario hereditario, optimizando asi su manejo
clinico.

5. Los resultados obtenidos, a partir de una muestra limitada, ponen de manifiesto
la necesidad de seguir avanzando en la investigacion mediante estudios con
cohortes mas amplias y la realizacion de ensayos funcionales
complementarios, con el objetivo de validar la aplicabilidad clinica de los

hallazgos y optimizar la interpretacion de las variantes genéticas identificadas.
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CONCLUSSIONS

This study has allowed us to broaden our knowledge of the mutational spectrum of
hereditary ovarian cancer, demonstrating the relevance of DNA repair genes beyond

BRCA1/2 in the predisposition to this disease.

1. The use of multigene panels and massive sequencing (NGS) has made it
possible to identify new genes involved in the development of hereditary ovarian
cancer, such as PALB2, RAD51C and BRIP1.

2. The identification of new mutations in genes other than BRCA1/2 offers valuable
opportunities for genetic counseling and risk stratification, with a potential
impact on early detection and personalized therapeutic decision-making.

3. The detection of variants of uncertain significance (UV) poses significant
challenges in the interpretation of their clinical implication, reinforcing the need
for functional studies and clinical follow-up of carrier patients.

4. A comprehensive genetic characterization allows the identification of new
biomarkers that may contribute to improve the diagnosis, prognosis and
treatment of hereditary ovarian cancer, thus optimizing its clinical management.

5. The results obtained, from a limited sample, highlight the need for further
progress in research through studies with larger cohorts and the performance
of complementary functional assays, with the aim of validating the clinical
applicability of the findings and optimizing the interpretation of the genetic

variants identified.
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ANEXOS

Anexo 1. EasyNGS HCPanel de HoopBio
Panel multigénico EasyNGS HCPanel de HoopBio, 40 genes

Poliposis : :
(EAIEER 9 Feocromocitoma Otros Genes a analizar

Lynch Adenomatosa . S o
- Paraganglioma segun criterios clinicos
Familiar
ATM MLH1 ATM BRCA1 MLH1
BRCA1 MSH2 BRCA1 BRCA2 MLH2 MUTYH MAX STK11
BRCA2 MSHe BRCA2 ERIP1 MLH& BMPR1 MET TP53
CHEK2 RADS0 CHEK2 MLH1 PMSs2 SMAD4 NF1 NF1
NBN RAD15C NBN MLH2 EPCAM POLE RET CDH1
PALB2 RAD15D PALB2 MSHé POLE POLD1 VHL
BRIP1 EPCAM RADS0 EPCAM POL1 SDHD
RAD51C RAD51C SDHC
RAD51D RAD51D SDHB
SDHA
TMEM127
ADHAF2
Neoplasia :
: 2 _.oa & . Neoplasia
Von Hippel - Recombinacion Peutz Endocrina : S : o
Cowden > > o Endocrina Gastrico Difuso Melanoma Familiar
Lindau Homdloga Jeghers Miuiltiple o
: Multiple Tipo 2
Tipo 1
PTEN STK11 MEN1 RET CDH1 CDKN2A
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Anexo 2. Resultados y Analisis

e Ejemplo de resultado del analisis en el software de lon Reporter de la muestra
7152

ionreporter.thermofisher.com/ir/secure/analyses/8a800da19596d36b0195a95¢c0a7fobad/edit_variants
Variant Details: chr17:59858291

Variant Details Notes

Annotation Sou... 7152 v1

Allele Coverage ATT=421, A=378
Allele Frequency %  47.31

Allele Ratio ATT=0.5269, A=0.4731

Amino Acid Change p.Asn568TrpfsTerd

clinvar Pathogenic/Likely pathogenic
Coding €.1702_1703delAA

Codon TGG

Coverage 799

Exon 12

Filter PASS

Gene Ontology 4 iron, 4 sulfur cluster binding ...(30)
Genes BRIF1

Ref+Ref-Var+Var-  ATT=198/225, A=1921136
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e Cromatogramas de mutaciones patogénicas por secuenciacion Sanger
o Muestra 7152

Cromatograma por secuenciacién Sanger de la mutacion de tipo frameshift en el gen
BRIP1, p.Asn568TrpfsX9 (c.1702_1703delAA).

7152-BRIP1-12-FW

c.1702 _1703delAA
p.Asn568TrpfsTer9
ClinVar221621

o Muestra 6097

Cromatograma por secuenciacién Sanger de la mutacion de tipo nonsense en el gen
RAD51C, p.Arg237X (c.709C>T).

6967-RAD51C-5-FW

c.709C>T
p.Arg237Xx
ClinVar186364
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¢ Resultado del analisis del MLPA con el software Coffalyser de la muestra 4465

Sample report: 4465-dup —
COFFALYSE Sampie type: Sampie | Project PALB2 | Expariment: 12-11:2018 | Dye: 8-FAM | Peroamad by: Ademin |MLM"|
Machine. ABI-3130XL | Repart date: 12111/2019 | Run date: 12112019 | Scftware Version: v. 10721, 1958 | Normal range: 0,7+ 1,3 Date

MLPA probe mix:  P260-PALEZ-RADSO-RADS1ONROf test probes: 50550 FRSS: Bad 40% D[nt] GeneExon Chrband hgi8 los. Height Area Ratic Stdev [REF] [Sam] Width dfmt]
Lot number: c1a318 Nrofrefprabes 10010 FRMS: Warning 0%
S omeentatn: 20 el pirmm R —— — 0
Control fragments: DNA NA RSQ: Warning R E E
Analysis method:  Biock SSC: G Expected gender:  Female RPQ: 0K 3 047032 368D __a3ibz 1. X 0
Used matric: Peak height Residual primer % 0K 8% CAS: OK? T5% 208 131.054878 4379 41038 703 002 38 00
154 D6T010 4178 37T 02 03 = a2 1
Reference Samples: J680-c| 4218 4218-c b - {81774 2b42 36065 0.08 0.04 = T
238 2001760 3957 37366 1.04 002 = At
196 DOSEE0 4800 45218 04 05 = 51
et T TC023.527400 3606 45200 107 007 = kil
5023626713 2239 32339 1,02 = EL)
5023532637 5680 64422 (143) 003 »s+ >~ [
023 840210 S 003 =%
2 5023641776 4061 42376 1.1 08 = 535 01
g g 5023542567 2263 30053 1.01 ﬁ = = % 0,0
X 2007 30806 0.87 0. = = EiK]
¥ 548027 3734 46600 01 03 = = 64
¥ 5023540183 2534 35837 95 03 = 53
: L =%
B 5-023 56620 3669 43858 006 .03 = 40
ﬁ I 5-023 556874 3435 31003 07 gg = 35
z 506840602 1.04 0. = a7
- g 02 0,03 = az
R - g -030.452304 3007 39400 1.03 0,02 = Az
R E: q mﬁ‘m&m 3788 44073 089 0.03 = 55
R 5- g 030454635 3527 37260 060 0,02 = 52
R D-f g -030 457527 4224 34918 107 0,05 = 13
8 R E g 453&'13321? 59 0.0 = il X
R 4 'q 030458511 3262 39241 0.97 ),02 = 1 0
R 5 g 030 460675 4543 41262 1.06 0,04 = T 00
B X g 702 0.05 = il ]
R 10 g 17030470820 5302 45885 09 o7 = 40 01
R C 22 054 125073 4327 37891 07 03 = a2 0
RADA1C YR VA TRFIT 05 005 = = 41 01
R C- Q22 17-054,120744 5032 _ 44643 7.08 004 = B0 00
R C4 22 -054. 135618 3050 43242 03 40 0,0
RADS1C- a0s 17054142905 23170605 08003 = 58 Xl
R Gt Q22 17-054.153121 4580 44816 7.06 003 = E 00
R C- 22 -054 156418 3072 35206 1.01 0,04 = 4 0.1
R CE gz_g:m 3768 ai7ik .03 = [ .0
R Ci 932 054 166400 3753 37077 701 0,03 = 00
Reference* 02pi3Z (02071750350 2623 38827 063 002 = E 1
rence 570,02 = = 0
Reference” 03g21.1 03 123483712 5016 46082 o7 08 = 0
.eference” 04p13 04042278430 4978 38615 02 = EE] 1
Reference’ 123 06-052015764 3478 45571 .03 = [:]
eference 07g32.1 07-127.041158 2040 38027 02 = 50
! eference 00p133 00-034483216 4503 38330 01 03 = 36
Reference’ 12012 12-038037306 3813 42174 068 004 = a8
Reference’ 150211 15042674627 4540 37460 1.03 0,03 = EH]
Reference’ 18q21.1 _ 16-045.743202 3425 42139069 002 = = 40 I
Median value all probe values: 3860 40881 1,01 003 45 0,01
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Anexo 3. Criterios de clasificacion manuales de la ACMG

(Adaptado de Astete Frugoni, Joaquin Américo. "Desarrollo de una herramienta web
para la clasificacioén de variantes genéticas." (2021))(39)

BA1: Allele frequency is above 5% in Exome Sequencing Project, 1000 Genomes,
or ExAC

Si la variante tiene anotaciones de la frecuencia alélica de alguna de las siguientes
bases de datos poblacionales: Exome Sequencing Project, GnhomAD, 1000 Genomes.
Si la frecuencia alélica es mayor a 0.05, se le asigna el criterio BA1.

PVS1: Null variant in a gene where loss of function (LOF)is a known mechanism
of disease.

Para evaluar este criterio se ha utilizado el listado de genes creado por InterVar, en el
que figuran genes en los que se encontraron variantes patogénicas que llevan a la
pérdida de funcién (LOF). Lo han creado filirando listado de genes de ClinVar que
tuvieran por lo menos una variante LOF que haya sido clasificada como Patogénica,
obtuvieron un total de 1,988, a los que agregaron el listado de genes susceptible de LOF
propuesto por GnomAD, la lista final comprende un total de 3800 genes.

El script verifica si el gen en el que se encuentra la variante se encuentra en el listado
de genes susceptibles de LOF. Si el gen se encuentra en dicha lista y la variante es de
tipo nula: Frameshift, Canonical-splice, Stop-gain, Stop-loss, se le asigna el criterio
PVS1.

PS1: Same amino acid change as a previously established pathogenic variant
regardless of nucleotide change.

PM5:Novel missense change at an amino acid residue where a different missense
change determined to be pathogenic has been seen before

Para el calculo de estos criterios, se ha descargado desde ClinVar el listado de variantes
missense clasificadas como patogénicas, de este listado se ha utilizado el cambio de
aminoacido que producen y en que gen se localizan. Con estos datos se ha generado
una tabla que contiene los genes y el cambio de aminoacidos que producen estas
variantes, el cambio de aminoacido se presenta en formato HGVS y se ha adaptado
este formato al formato de diferentes base de datos que contienen anotaciones sobre el
cambio de aminoacido en los datos de MyVariant.

Estas bases de datos son : CADD, dbNSFP y SNPETff.

Si la variante es clasificada como missense, si el gen que afecta se encuentra en el
listado y produce el mismo cambio de aminoacido, se asigna el criterio PS1. Si afecta a
un gen del listado, pero el cambio de aminoacido es diferente, le asigna el criterio PM5

BS1: Allele frequency is greater than expected for disorder.

La base de dato poblacional GnhomAD, incluye en las ultimas versiones el parametro
PopMax que representa el punto de corte de frecuencia alélica para considerar la
variante como muy frecuente para causar una patologia de herencia mendeliana. Esto
se basa en la propuesta de Whiffin. Si existe anotacién de la variante del parametro
PopMax vy la frecuencia alélica de la variante es mayor que este parametro, se asigna el
criterio BS1.
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En caso de que no hubiera la anotacién PopMax para la variante, se utilizara un punto
de corte predeterminado de 0.01, si la frecuencia alélica es mayor que este punto de
corte, se asigna el criterio BS1. Este punto de corte puede ser modificado por el usuario.

PM2: Absent from controls in Exome Sequencing Project, 1000 Genomes or ExAC

Si la variante no presenta anotaciones de frecuencia de ninguna de las bases de datos
poblacionales, se asigna el criterio PM2.

BS2: Observed in a healthy adult individual for a recessive, dominant, or X-linked
disorder with full penetrance expected at an early age.

Si el gen donde se encuentra la variante se encuentra en la lista, y la variante presenta
anotaciones de GnomAD, se utilizara la propuesta de Varsome: Si la patologia es de
herencia autosémica dominante AD y se cuentan mas de 5 personas sanas con el alelo,
o es de herencia autosémica recesiva y se cuentan mas de 3 personas sanas
homocigotas con el alelo, o si es de herencia ligada al cromosoma X y se cuentan mas
de 3 personas con el alelo, asigna BS2.

PS4: The prevalence of the variant in affected individuals is significantly increased
compared to the prevalence in controls.

Se ha utilizado la base de datos GWASV2, para generar un listado con variantes con un
odds ratio mayor a 0.5. Si la variante se encuentra en este listado, se le asigna el criterio
PS4

PM1:Located in a mutational hot spot and/or critical and well-established
functional domain without benign variation.

Para este criterio se ha utilizado el listado de dominios proteicos de los genes
susceptibles de patogenicidad de InterVar. Sila variante es de tipo missense y la variante
presenta anotacion de Interpro que se encuentra en el listado mencionado
anteriormente, se le asigna el criterio PM1.

PM4: Protein length changes due to in-frame deletions/insertions in a non-repeat
region or stop-loss variants.

BP3:In-frame deletions/insertions in a repetitive region without a known function

Se ha descargado la base de datos rmsk del UCSC Genome Browser que contiene
informacion de secuencias de ADN de repeticion intercaladas y de baja complejidad.

Si la variante es de tipo stop-loss, non-frameshift insertion o non-frameshift deletion, y
afecta una region de repeticién, se la asigna el criterio BP3. Si no afecta una region de
repeticion se le asigna el criterio PM4.

PP3: Multiple lines of computational evidence support a deleterious effect on the
gene or gene product.

BP4:Multiple lines of computational evidence suggest no impact on gene or gene
product.

Para la evaluacion de estos criterios se ha utilizado las herramientas de prediccién de
patogenicidad que presentan una sensibilidad y especificidad mayor del 60% segun
Niroula. Los predictores que he utilizado son:
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e Provean

o SIFT

e FATHMM

e PolyPhen-2
e CADD

e VEST

e GERP++

Si mas del 50% de los predictores de los que la variante tenga anotaciones predicen
como patogénica, se le asigna el criterio de PP3. Si mas del 50% de predicen la variante
como benigna, se le asigna el criterio BP4.

PP2:Missense variant in a gene that has a low rate of benign missense variation
and where missense variants are a common mechanism of disease.

Para este criterio se ha utilizado la tabla de GnomAD con las diferentes mediciones de
restriccion por missense. El script filira los genes con un Z-Score mayor a un valor de
corte, que por defecto es 3.09, pero este valor puede ser modificado por el usuario
dependiendo de la patologia en estudio como recomienda Harrison. Si la variante es de
tipo missense y afecta un gen en el listado obtenido anteriormente, se asigna el criterio
PP2.

PP2:Missense variant in a gene for which primarily truncating variants are known
to cause disease.

Se ha utilizado el listado de genes no susceptibles de variantes missense de InterVar.
Si la variante es de tipo missense y afecta un gen de este listado, se asigna el criterio
BP1.

PP5: Reputable source recently reports variant as pathogenic, but the evidence is
not available to the laboratory to perform an independent evaluation.

BP6:Reputable source recently reports variant as benign, but the evidence is not
available to the laboratory to perform an independent evaluation.

Si la variante tiene anotaciones de ClinVar con entradas que la clasifican como
patogénica y no hay conflictos en la revision, se asigna el criterio PP5. Si tiene entradas
que la clasifican como benigna y no hay conflictos en la revision, se asigna el criterio
BP6.

BP7:A synonymous variant for which splicing prediction algorithms predict no
impact on the splice consensus sequence nor the creation of a new splice site
AND the nucleotide is not highly conserved.

No se ha encontrado anotaciones en MyVariant que contengan datos de prediccion de
efecto en splicing.

PS2: De novo (both maternity and paternity confirmed) in a patient with the
disease and no family history.

PM6:Assumed de novo, but without confirmation of paternity and maternity.

Estos criterios dependen de la confirmacion de la paternidad del paciente, si es una
mutacion De Novo.
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PS3: Well-established in vitro or in vivo functional studies supportive of a
damaging effect on the gene or gene product

BS3: Well-established in vitro or in vivo functional studies show no damaging
effect on protein function or splicing.

Para estos criterios se necesitan de busqueda en la literatura si hay estudios funcionales
que muestren la patogenicidad/benignidad de la variante.

PMa3: For recessive disorders, detected in trans with a pathogenic variant.

BP2: Observed in trans with a pathogenic variant for a fully penetrant dominant
genel/disorder; or observed in cis with a pathogenic variant in any inheritance
pattern.

La patogenicidad de la variante depende si la patogenicidad conocida existe en cis 0
trans. El usuario debera valorar este parametro.

PP1: Co-segregation with disease in multiple affected family members in a gene
definitively known to cause the disease.

BS4:Lack of segregation in affected members of a family
Estos criterios dependen de la historia familiar de la patologia.

PP4: Patient's phenotype or family history is highly specific for a disease with a
single genetic etiology.

El criterio depende si el fenotipo del paciente o la historia familiar de la patologia puede
ser explicada como un defecto genético.

BP5: Variant found in a case with an alternate molecular basis for disease.

Si la patologia tiene una base molecular alternativa y la variante afecta un gen
relacionada con la patologia, se le asignaria el criterio BP5.
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Anexo 4. Poster presentado en la ESHG
E-Poster enviado a la European Human Genomics Conference de 2025.

Incidence of Low-Penetrance BARD1, MUTYH, and
RAD5O0 Variants in Hereditary Cancer Syndromes:
A Study of 1200 Samples

Ménica Arranz Ledo?, Natalia Rojo Calvo® Enrique Lastra Aras®, Lucia Czestochowa Mateo Otero®, Amaya Olaverri Hernandez’, Lara
Hernéndez Sanz', Noem{ Martinez Martin', Mar Infante Sanz', Mercedes Durdn Dominguez'.

YInstitute of Biomedicine and Molecular Genetics, Valladolid, Spain, ?Instituto de Biomedicina y Genética Molecular (IBGM), Valladolid,
Spain, *Burgos University Hospital, Unit of Genetic Counseling in Cancer, Oncology, Burgos, Spain, “Rio Hortega University Hospital, Unit
of Genetic Counseling in Cancer, Oncology, Valladolid, Spain.

Background “RAD50

¢ Hereditary cancer syndromes (HCS) arise from germline variants AR “BARD1
that increase cancer susceptibility. MLH1

 Over time, several low penetrance genes have been proposed to BRCA1 BRCAZ2
be associated with HCS, but their role in cancer predisposition _——-

remains unclear. ﬂ

e This study analyzes the low-penetrance genes BARD1, MUTYH, HIGH —— LOW
and RAD50 in our population. PENETRANCE PENETRANCE
We analyzed 1,200 eth@ds
lon Chef lon S5
blood samples § lon Reporter
from patients with M j
suspected HCS 3 =
referred from . e
genetic counseling “e, < @ _ @
centers across the \ \/
Castile and Ledn Qubit
region. Blood straction Library prep 35-gene NGS Analysis

NGS was performed using a 35-gene predisposition panel. Genomic DNA was extracted from peripheral
blood, and library preparation was performed using the lon Chef System (ThermoFisher), followed by
sequencing on the lon S5 platform. Variant analysis was conducted with lonReporter Software.
4
M@ e Pathogenic variants (PV) in at least one of the three genes
were identified in 57 samples (4.75%): 51 in MUTYH (4.25%),
57 PV b /81 MUTYH) + 4 RAD50 + 2 BARD1 4in RAD50 (0.33%), and 2 in BARD1 (0.16%). We detected

10 distinct. 2 distinct 1distinct

1200 /' 10 distinct PVs in MUTYH, 2 in RAD50, and 1 in BARDI.
e \‘126 VUS > 39 MUTYH +(66 RADSO\ + 2184rp1 * Additionally, 10.5% of samples carried at least one Variant
izdstinet Qe /- 1vistnst of Uncertain Significance (VUS): 39 in MUTYH (3.25%), 66
in RAD50 (5.5%), and 21 in BARD1 (1.75%), corresponding

to 12 VUS in MUTYH, 29 in RAD50, and 15 in BARD1.

Conalsien

High prevalence of e Our study identifies pathogenic variants and VUS in BARDJ,
MUTYH, and RAD50, with MUTYH being the most frequently
MU TYH & altered gene.
pathogenic variants of uncertain * The high prevalence of RAD50 VUS highlights the need for
variants significance further research to determine their clinical significance.

* These findings may have an impact on genetic counseling
and risk assessment in hereditary cancer.
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Péster presentado en el concurso de ponencias orales de la XI IMFAHE International

Anexo 5
Conference.
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