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Resumen

Dado el alto porcentaje de casos de cancer de mama con alta agregacion familiar
que no se explican por alteraciones en los principales genes de susceptibilidad, BRAC1
y BRCAZ2, planteamos este estudio con el objeto de conocer la prevalencia mutacional
del gen RAD51C en nuestra poblacion. Estos resultados seran Utiles para la valoracion
de RAD51C como predictor de riesgo en cancer de mama y ovario hereditario (CMOH).
Para ello, se ha realizado un estudio transversal sobre pacientes que cumplen criterios
de alto o moderado riesgo de sindrome de CMOH y en los que no se ha encontrado nin-
guna variante génica en BRCAL, BRCA2 y CHEK2 que esté relacionada con el aumento
de riesgo. EIl cribado mutacional de los pacientes casos indice se realizard por secuen-
ciacion de las zonas de estudio (reaccion en cadena de la polimerasa de los amplicones,
comprobacion de la amplificacion mediante gel de agarosa, purificacion enzimatica de
los amplicones, PCR de secuenciacion, purificacion en columnas y electroforesis capi-
lar). Las secuencias obtenidas se analizardn mediante los softwares SeqScape v2.5™ y
Sequencing Analysis 5.2. Para el analisis de las variantes se consultaran las principales
bases de datos, se realizaran estudios bioinformaticos y de cosegregacion familiar para
evaluar la patogenicidad de las mismas. Desde el laboratorio de gendmica se realizara
un analisis de las mutaciones mas recurrentes con el fin de determinar el perfil mutacio-
nal de nuestra poblacion, calculando la prevalencia de éstas. También se realizard un
analisis por subgrupos clinicos (C. mama bilateral/ C. ovario/ C mama y ovario), con el

fin de realizar un estudio genotipo-fenotipo.

Palabras claves: Cancer de mama y ovario hereditario (CMOH), BRCA 1/ 2 negativo.
RAD51C.



Abstract

Given the high percentage of breast cancer cases with high familial aggregation
that are not explained by alterations in the major susceptibility genes, BRCAL1 and
BRCAZ2, propose this study to determine the prevalence RAD51C gene mutation in our
population. These results will be useful for the assessment of RAD51C as a predictor of
cancer risk in hereditary breast and ovarian cancer (HBOC). To do this, there has been a
cross-sectional study on patients who meet criteria for high or moderate risk of HBOC
syndrome and in which not has been found no gene variant in BRCA1, BRCA2 and
CHEK?2 that is associated with increased risk. Mutation screening of patients index cas-
es be made by sequencing study areas (Polymerase chain of amplicons, amplification
cheking by agarose gel purification of the amplicons enzyme, PCR sequencing purifica-
tion columns and capillary electrophoresis). The sequences obtained were analyzed us-
ing the software “SeqScape v2.5™” and “Sequencing Analysis 5.2”. For the analysis of
the variants will consult major databases, bioinformatics studies will be conducted and
family cosegregation to asses pathogenicity of them. From genomics laboratory, an
analysis of the most frequent mutations in order to determine the mutation profile of our
population, calculating the prevalence of these. Also there will be a clinical subgroup
analysis (C. Bilateral breast / ovarian C. / C breast and ovarian), in order to conduct a

genotype-phenotype study.

Keywords: Breast cancer and hereditary ovarian (HBOC), BRCA 1/2 negative.
RAD51C.
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Introduccioén

Antecedentes y estado actual del tema

El cancer de mama (CM), con méas de un millon de casos al afio en el mundo, es el
cancer méas frecuente y una de las principales causas de mortalidad en la mujer en el
mundo occidental. Se estima que en paises de la Union Europea la probabilidad de desa-
rrollar esta enfermedad antes de los 75 afios es del 8%(1). En Espafia se calcula que se
diagnostican anualmente 22.000 casos de cancer de mama, lo que supone el 30% del
total de los tumores diagnosticados en mujeres. Por otra parte, en todo el mundo se
diagnostican méas de 150.000 casos anuales de cancer de ovario (CO), el cancer gineco-
I6gico con mayor mortalidad, ya que suele diagnosticarse en estadios avanzados(2).

En el desarrollo de la enfermedad se han identificado multiples factores de riesgo
de tipo ambiental, hormonal y genéticos. Aunque la mayoria de ellos influye ligeramen-
te, destacan especialmente en mujeres premenopausicas la edad, la densidad de la ma-
ma, los antecedentes mamarios previos y el namero de familiares de primer grado con
CM. En el CO el riesgo se eleva con la edad (con un aumento de la incidencia en la
quinta década de la vida) y disminuye inversamente con embarazos a termino(3).

Como se ha comentado, uno de los principales factores de riesgo es la presencia de
cancer de mama en familiares directos. El riesgo de CM se duplica en parientes de pri-
mer grado de mujeres con CM, mientras que el de CO se triplica con parientes afectas
de esta enfermedad comparadas con mujeres sin antecedentes familiares(4). Entre un 5
y un 10% de todos los casos presentan un componente hereditario, atribuible a mutacio-
nes heredadas de forma autosémica dominante en varios genes de susceptibilidad. Un
15 % adicional de mujeres con cancer de mama presenta algun antecedente familiar,
aungue sin un patron de herencia claro. Teniendo en cuenta la alta frecuencia de esta
neoplasia, el cancer de mama hereditario afecta a un gran nimero de nuestra pobla-
cion(b).

La comprension de la etiologia genética del cancer de mama dio paso a la identifi-
cacion sobre los afios 90 de dos genes relacionados con la susceptibilidad al cancer de
mama. Los genes BRCA 1y 2 (breast-cancer-susceptibility genes)(6)(7).

Estos genes se caracterizan por tener herencia autosomica dominante, alta pene-

trancia y elevada prevalencia. Mutaciones en BRCAL o 2 no estan solamente asociados



con un aumento del riesgo de cancer de mama, sino que también incrementan la suscep-
tibilidad a canceres de ovario, prostata, pancreas, y mama en varon.(8)

Pero como en otros sindromes de cancer hereditario, existe un porcentaje de los
casos que no se explican por mutaciones en los genes de alta penetrancia conocidos. El
sindrome de cancer de mama y ovario hereditario (CMOH) es uno de los méas llamati-
VOs, ya que en general, se considera que tan solo entre un 20-25% de los casos de alto y
moderado riesgo se explican por mutaciones en BRCA1 o BRCA2(9). Esto significa
que en la mayoria de los casos, el exceso de riesgo familiar que se observa no tiene una
causa genética conocida.

Existen otros modelos genéticos que pueden explicar el riesgo familiar de CM no
debido a BRCA1 ni BRCA2. Se han identificado otros genes con mutaciones de alta pe-
netrancia en sindromes hereditarios que incluyen el CM como parte del fenotipo (como
TP53 en el sindrome de Li—Fraumeni o PTEN en el sindrome de Cowden)(10)(11) pero
son alelos de baja prevalencia y causan menos del 1% de los CM.

Aunque no se descarta la posibilidad de identificar un nuevo alelo de alta penetran-
cia, en la actualidad se sugiere la participacion de maltiples genes de susceptibilidad,
pero cada uno de ellos asociado a riesgos menores. La combinacion de estos genes su-
pone aproximadamente el 10% del componente genético del riesgo de CM(8).En esta
segunda categoria de alelos de susceptibilidad donde se incluyen variantes con una mo-
derada penetrancia y baja prevalencia debemos incluir ATM, CHEK2, PALB2 y BRIP1,
genes candidatos seleccionados por su interaccion con BRCA1 y BRCA2 o su participa-
cién en las mismas vias de reparacion del DNA. Estos alelos de riesgo tienen baja pre-
valencia (<0.4%), confieren un aumento de riesgo moderado (2 a 4 veces) en portadoras
y suponen un 5% del componente genético del riesgo.

En total, todos estos grupos de genes comprenden menos del 30% del riesgo fami-
liar de CM (11)(12). Por lo tanto, sigue sin conocerse la causa de la mayoria de las
agrupaciones familiares, que puede ser debida a un gran namero de variantes, cada una

de ellas asociada a un efecto moderado en el riesgo de CM (Figura 1).
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Figura 1: Genes de susceptibilidad al cancer de mama(12).

Fundamento molecular

Ademaés de BRCA1 y BRCAZ2, otros genes de susceptibilidad al CM (ATM, CHEK?2,
BRIP1 o PALB?2) son esenciales para la estabilidad gendmica celular y se han relaciona-
do funcionalmente con la reparacion del DNA mediante recombinacion homdloga (Fi-
gura 2). La Recombinacion Homoéloga (HR), es un proceso fundamental para la con-
servacion de los organismos, pues mantiene la integridad genomica mediante la repara-
cién de las rupturas de la doble hebra de DNA (DSBs). Estos dafios son generados du-
rante la replicacion del DNA (fase S del ciclo celular) y preferentemente reparados me-
diante recombinacion con la croméatida hermana. Una disfuncion en la HR puede causar
un reordenamiento geénico aberrante e inestabilidad gendmica, dando lugar a trasloca-
ciones cromosomicas, delecciones, amplificaciones y peérdida de heterozigosidad
(LOH).

El mecanismo de interaccion de estas proteinas en el proceso de HR se pone de
manifiesto en patologias como la Anemia de Fanconi (FA) y otros sindromes neoplasi-
cos que comparten inestabilidad cromosdmica en la infancia, anomalias en el desarrollo
y predisposicion a leucemias y otros tipos de cancer. En estos sindromes se han obser-
vado mutaciones bialélicas en BRCA2, PALB2 y BRIP1. Recientemente, se identificd
una mutacion “missense” en homocigosis en el gen RAD51C (17922-g23) en una fami-
lia con caracteristicas de FA y alta susceptibilidad celular a agentes causantes de lesio-
nes en el DNA. Este gen de la familia RAD51 esta involucrado en la reparacion del

DNA por recombinacion homdloga. La proteina se acumula en los lugares de lesion del
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DNA junto con RAD51, actua en algunas fases del proceso de reparacion y participa
ademas en la activacion de CHEK2 y en el paro del ciclo celular como respuesta al dafio
en el DNA. Por lo tanto, RAD51C contribuye a preservar la integridad del genoma.
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Figura 2: Recombinacion Homoéloga (13).

Tras este fundamento, un importante estudio fue publicado en 2010 por Meindl y
col. en el cual se realiza el analisis de RAD51C mediante secuenciacién y DHPLC
(cromatografia liquida desnaturalizante de alto rendimiento) en 1.100 probandos de fa-
milias alemanas con CM/CO sin mutaciones detectadas en BRCA1 ni en BRCA2
(BRCAX). Como resultados se identificaron seis mutaciones monoalélicas que confe-
rian un aumento de riesgo para CM y CO(14) (dos inserciones, dos en lugares de “spli-
cing” y dos” missense”, que limitaban la funcion de la proteina). Se evidenci6 una pre-
valencia mutacional en el gen RAD51C de 1,3% (15).



Hipotesis

La asociacion descrita entre riesgo genético de CM/CO y FA sugiere que el anélisis
de los genes FA y los de las proteinas con las que interacttan puede desvelar nuevos
genes de susceptibilidad al cancer en la via de reparacion por recombinacién homdloga.
La identificacion de RAD51C como gen de susceptibilidad al CM/CO apoya la hip6tesis
de la existencia de alelos pocos prevalentes y de moderada penetrancia asociados a una
enfermedad coman.

A pesar de la existencia de evidencias sobre la implicacion de RAD51C en este
sindrome, son necesarios estudios para determinar el papel que juega en estos tipos de
cancer y esclarecer la prevalencia mutacional en nuestra poblacion. Es por ello, que
planteamos este trabajo con el fin de responder a la siguiente pregunta:
¢Seria util incorporar a la practica clinica diaria el estudio de RAD51C en las familias de
nuestro territorio con sindrome de CMOH sin alteraciones en BRCA1 y BRCA2?

Objetivos

Objetivo general:

Considerar la inclusion del test genético de RAD51C como marcador de susceptibilidad
a presentar CMOH.

Obijetivos especificos:

1. Estudiar el rendimiento diagndstico del estudio de BRCA1 y BRCA2 en nuestra
poblacion.

2. Describir fenotipicamente las familias estudiadas asi como los casos indices.

3. Conocer la prevalencia de mutaciones que RAD51C tiene en nuestra poblacion.

4. Describir las distintas variantes génicas patoldgicas y estudiar la penetrancia de
éstas en las familias portadoras de las mismas.

5. Conocer las variantes de la secuencia génica que se pueden categorizar como va-
riante de efecto clinicamente desconocido (VED) e intentar averiguar su signifi-

cado clinico y su posible asociacion con el riesgo a desarrollar cancer.



Metodologia

1. Reclutamiento de pacientes

Planteamos un estudio transversal de nuestra poblacién sobre pacientes que cum-
plen criterios de alto o0 moderado riesgo de Sindrome de CMOH para la realizacion del
test genético. Estos pacientes habran sido seleccionados previamente por la Unidad de
Consejo Genético del servicio de Oncologia, junto con la colaboracion del Laboratorio
de Diagnostico Genético del servicio de Analisis Clinicos. Antes de la realizacion de la
prueba se informara a los pacientes, mediante consentimiento informado, del objetivo

del estudio y de las repercusiones y limitaciones de las pruebas genéticas (ANEXO 1).

Criterios de inclusion:

En el estudio se seleccionaran los pacientes que cumplan al menos uno de los crite-
rios clinicos de alto o moderado riesgo de presentar sindrome cancer de mama y ovario
hereditario que propone la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM). Los crite-

rios son los siguientes:

Criterios de alto riesgo

1. Un caso de cancer de mama menor o igual a 40 afos.

2. Diagndstico de cancer de mama y ovario mismo individuo.

3. Dos 0 mas casos de cancer de mama, uno de los cuales es menor de 50 afios o bi-
lateral.

4. Un caso de cancer de mama menor o igual a 50 afios o bilateral y un caso de can-
cer de ovario en familiar 1° o 2° grado.

5. Tres casos de cancer de mama y ovario (al menos un caso de ovario) en familia-
res de 1° 0 2° grado.

6. Dos casos de cancer de ovario en familiares de 1°y 2° grado.

7. Un caso de cancer de mama en el varén y familiar de 1° o 2° grado con cancer de

mama u ovario.
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Criterios de moderado riesgo

1. Dos familiares en 1° grado si ambos se han diagnosticado entre los 51 y 60 afios.
2. Un familiar en 1° y 2° grado (madre o hermana y tia hermana o abuela materna),

si la suma de sus edades en menor o igual a 118 afios.

Criterios de exclusion:

Los casos indices que cumplan criterios de riesgo en sindrome de CMOH y que presen-
ten mutaciones en los genes BRCA1, BRCA2 o CHEK2 no seran seleccionados para

nuestro estudio.

2. Variables del estudio

En el estudio, se mediran como variables dependientes:

1. Las variantes génicas clasificadas como mutaciones en nuestra poblacion selecciona-
da.
2. Las clasificadas como Variantes de Significado Clinico Incierto (VSCI).
3. Los polimorfismos encontrados.
Estas variables seran obtenidas a partir del estudio genético que se detalla en el

apartado 3 de la metodologia.

Como variables independientes tendremos en cuenta factores tales como:

1. Edad de diagndstico del tumor.
2. Tipo de cancer en el probando (C. mama bilateral/ C. ovario/ C mama y ovario).
3. Tipos de cancer en la familia.
4. Inmunohistoquimica del tumor.

Estos datos seran suministrados por la Unidad de Consejo Genético del servicio de
Oncologia Médica mediante la peticion para la realizacion del estudio genético en el
laboratorio de diagnostico genético. Se consultara la historia clinica del paciente me-

diante el programa informatico “SELENE” para completar los datos.
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3. Estudio genético

A continuacion se detallan los procedimientos a seguir en el Laboratorio de Diag-
néstico Genético. Desde la extraccion de ADN hasta la prediccion de patogenicidad de

una variante nueva.

3.1 Extraccion de ADN gendmico

Trabajamos a partir de una muestra de sangre periférica en tubo con anticoagulante
EDTA. Desde 400uL de la muestra se extrae el ADN (&cido desoxirribonucleico) ge-
némico de todos los casos indices mediante el sistema automético de Promega (Max-
well 16 Blood DNA Purification Kit. Figura 3). La técnica se basa en la actuacion de
unas particulas paramagnéticas que funcionan como una fase solida movil que optimiza

la captacion, lavado y elucion del ADN presente en los leucocitos de la muestra.

Figura 3. A Maxwell 16 System. B Guia de utilizacion del Maxwell 16.
C Esquema detalle de la extraccion de ADN

Tras la extraccion, se mide la concentracion y pureza del ADN mediante espectro-
fotometria utilizando el equipo de Thermo Scientific, Nanodrop 1000 (Figura 4). Las
medidas se realizan a una absorbancia (A) de 260 nm, a la que absorben los &cidos nu-

cleicos informandonos de la concentracion de ADN en ng/uL. La relacion obtenida en-
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tre las absorbancias a Aze0/A280 nm determina la calidad del ADN extraido, consideran-

dose un ratio entre 1,5-1,8 como aceptable.

Figura 4. (A). Curva de absorbancia de una muestra de ADN medida
en elNanodrop1000 (Termo.) (B). Nanodrop1000 (Termo)

3.2 Amplificacion y purificacion de ADN genomico.
Utilizamos como secuencia de referencia la isoforma a, la mas larga del gen
RAD51C (NM_058216.1, OMIM *602724). Se amplifican cada uno de los 9 exones del

gen RAD51C mediante la técnica de Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR).

F 5-T AGCAGAATCTAACGGAGACT-3"

1 58° R 5-ACAAGACTGCGCAAAGCTG-3" 294

2 580 F5-TCCACTCCTAGCATCACTGTT -3: 399
R 5’- CCCACCCTTAAAAGGAGAAC -3

3 609 F 5'-:I'CATGATTTGGTTGTTTGTCATC-'?{ 274
R 5- GGTCTCAGATGGGCACAAAT-3

4 60° F 5"- TGCCAATACATCCAAACAGG—3" 249
R 5- CAGGCAAACGCTATTTTGAC-3

5 60° F 5 - TCTTGGAGAGAGAGAGCATTTT-3’ 299

R 5-CAGGCAAACGCTATTTTGAC-3
6 620 ,F 5 - TGGGGTTTCACAATCTTGG-3’ ) 251
R5- GTCTGCTTTCATGAAGCGTATAGT-3
F 5 - TCTTGGAGAGAGAGAGCATTTT-3’

R5- GTCTGCTTTCATGAAGCGTATAGT-3

F5- ACGGGTAATTTGAAGGGTGT-3"

R 5- AGCATCAAAAGCTGTCCTCA-3

F 5- GCCTGGCCCTAGAATAAAGT-3’

0
J 62 R5-GGTATTTTTCCCATTCACTTCA3-3 341

Tabla 1: Cebadores del gen RAD51C

7 60° 243

8 62° 362
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Los cebadores utilizados para las amplificaciones vienen detallados en la tabla 1, la
temperatura de melting media (T2m) recomendada por el fabricante y el tamafio de los
amplicones resultantes.

Las reacciones de amplificacion se realizan en un volumen final de 25uL, 5 pmoles
de cada dNTP’s (desoxinucleotidos trifosfato: ATP, GTP, CTP, TTP), 50 umoles
Cl2Mg, 10 umoles de cada cebador (sentido y antisentido), 0,125 uL Tag, 50 ng ADN
(Tabla 2)

PCR V (uL)
H0 10,875
Buffer (10x) 5,0
DNTP’s 2,5
Cl,Mg 2,0
Cebardor F+R 1+1
Taq 0,125
DNA 2,5

Vol. total 25puL

Tabla 2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Se utilizan los modelos de termociclador: 2720 Thermal Cycler de Applied Biosys-
tems, GeneAmp PCR System 9700 y modelo Veriti de la misma casa. El kit enzimatico
escogido para las amplificaciones es el kit de Promega Go Taqg Hot Start polymerase. La
enzima de Promega necesita un tiempo de activacion menor que otras de las que estan
disponibles en el mercado, ademas reduce la formacidn de productos inespecificos y la
formacion de dimeros de cebadores.

La PCR se realiza en varias fases dentro del termociclador; Primeramente se realiza
una fase de reactivacion de la polimerasa a 94°C durante 2°, seguido de un programa de
30-35 ciclos que incluye tres temperaturas: 94°C 1” (desnaturalizacion de hebra molde),
58°C-62°C (T? anillamiento varia en funcion del cebador) 45", 72°C 45 (tiempo de
extension); por Gltimo una fase de extension final 72°C 7° y 4°C indefinidamente. Para
agilizar el proceso, se agrupan todos cebadores en 3 temperaturas de hibridacion (58°C,
60°C y 62°C).
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Para verificar la correcta amplificacion de los fragmentos, se realiza una electrofo-
resis en gel de agarosa al 2% con tampdon TBE 1X (Tris 89mM —acido bérico 89 mM-
EDTA (2mM) a pH8,4. Bio-Rad (161-0770)) utilizando para el revelado GelRed (0,1
uL GelRed/1uL gel) (GelRed Nucleic Acid Gel Satin, 10000X in Water. Catalog hum-
ber: 41003. Biotium), una solucion de tincion fluorescente de acido nucleico que susti-
tuye al bromuro de etidio, muy tdxico, utilizado habitualmente en los laboratorios de
biologia molecular para la tincion del el ADN de doble cadena. Se carga aproximada-
mente 3uL de producto amplificado junto con 1 uL de tampdn de carga (0,25% (W/V)
azul de bromofenol, 0,25% (W/V) cianol xileno, 30% (V/V) de glicerol en agua). El
tamafio de las muestras se comparan con un marcador de tamafio de peso molecular
(pGEM DNA Markers. Promega) Se utilizaron para el revelado el trasiluminador Alpha
Innotech y la cAmara PowerShot A640 AIAF de Canon.

A continuacion se purifican los amplicones mediante un método enzimatico, con el
kit Exosap-It (usb. Affimetrix.). Este Kit incluye dos enzimas, la exonucleasa I, que eli-
mina las cadenas simples de ADN residuales que se puedan formar en la PCR o restos
de cebadores y una fosfatasa alcalina que elimina los restos de dNTP’s. Se mezclan 5uL
del producto de reaccion de PCR con 2uL de Exosap-It, se incuba 15"a 37°C y segui-

damente 15°a 80°C para su inactivacion.

3.3 Secuenciacion automatica directa

Mediante una secuenciacion bidireccional podemos detectar alteraciones en la se-
cuencia génica. Realizamos una nueva PCR con el amplicon purificado empleando el
Kit BigDye Terminador (BDt) v1.1 de Applied Biosystems, una adaptacion de la reac-
cién enzimatica dideoxi de Sanger (1977). Las secuencias se analizan por electroforesis
capilar en el equipo ABI3130, un analizador de cuatro capilares (Applied Biosystems).

Para la reaccion de secuenciacion utilizamos los mismos cebadores que para la
PCR pero a una concentracion de 3,2 uM. Se trabaja con un volumen final de 5 pL;
1,75 pL “Buffer enhancer sequencing” (10X), 1,5 puL agua miliQ, 0,25 puL de BDt v1.1,
0,5 uL cebador (“Forward” o “Reverse” 3,2 uM) y por altimo 1 uL del producto de
PCR (Tabla 3).

15



PCR de secuencicacion Vol (uL
H,0 15
Buffer enhancer sequencing” (10X) 15
BigDye 0,5
Cebador F6 R 0,5
Amplicon purificado 1

Vol. Total S5uL

Tabla 3: Reaccién de Secuenciacion

El programa del termociclador para la reaccién de secuenciacion consta de una
desnaturalizacién a 96°C 17, seguido de un programa de 25 ciclos de tres temperaturas,
96°C 107", 50°C 5" y 4" a 60°C terminando a 4°C indefinidamente.

3.4 Purificacion de la reaccion de secuenciacion

Tras la reaccion de secuenciacion se eliminan los restos de dNTP’s sobrantes y
posibles impurezas con las columnas EdgeBio (Performa DTR (Dye Terminator Remo-
val) Gel Filtration Cartridges. Este Kit se basa en la descripcion de Sambrook et al.
(1989) de filtracion de ADN en gel para separar fragmentos de mas de 16 pares de bases
(pb) de restos de dideoxinucleotidos marcados, dNTP’s y otras sales 0 compuestos de
bajo peso molecular (elimina hasta el 98% de sales presentes).

El protocolo a seguir se detalla a continuacion. Se centrifugan las columnas a 3000
rpm durante 2 minutos. Se retira el agua restante y colocamos la columna en un vial de
1,5ml nuevo. Afiadimos a los SuL de la reaccion de secuenciacion 10uL de agua miliQ,
el volumen final (15uL) lo depositamos en el centro de la columna. Volvemos a centri-
fugar a 3000 rpm durante 2 minutos. Se afiaden 10 pL de Formamida Hi-Di (Applied
Biosystems) que desnaturaliza la doble hebra del ADN, seguidamente se traspasan las
muestras purificadas a una placa de 96 pocillos (MicroAmpTM. Optical 96-Well Reac-

tion Plate. ApliedBiosystems) adaptada para el secuenciador.
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4. Andlisis de los datos

4.1 Alteraciones en la secuencia
El anélisis de las secuencias se realiza con los softwares: “SeqScape v2.5™” y

“Sequencing Analysis 5.2”. Dentro de la secuencia podemos encontrarnos distinto tipos
de alteraciones.

e Mutaciones conocidas y publicadas en las distintas bases de datos.

e Variantes de Significado Clinico Incientro (VSCI): aquellos cambios cuya in-

fluencia en la susceptibilidad a presentar CMOH no estén aln establecidas.

¢ Polimorfismos: variantes que no modifican el riesgo de aparicién del CMOH.

En todos los casos, las variantes detectadas se consultaran en las bases de datos
“Leiden Open Variation Database” (LOVD)(16) y “The Human Gene Mutation Databa-
se” (HGMD)(17). Se revisara la informacion y publicaciones contenidas en las distintos
recursos del “National Center for Biotechnology Information” (NCBI)(18) para averi-
guar si han sido descritas con anterioridad y conocer su significado clinico.

En el caso de encontrar una variante génica con sospecha de patogenicidad en un ca-
so indice, tanto conocida como nueva, mediante secuenciacion bidireccional, se proce-
dera al estudio del resto de familiares, secuenciando solo el amplicon donde se detectd
la variante.

Cuando detectamos una alteracion no conocida podemos utilizar distintas herra-
mientas para intentar esclarecer su implicacion clinica:

1. Informacion Bésica:

> Tipo de mutacion

« Silentes: cambio de nucledtido sin cambio de aminoacido, no suelen ser patogé-
nicas (excepto zonas de “splicing”)

 Sin sentido: la introduccion de un codon de terminacion produce una proteina
truncada

 Sentido erréneo: producen cambio de aminoécido y suelen ser patogénicas pero
menos severas

« Cambio del marco de lectura: inserciones o deleciones que producen proteinas

truncadas
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> Reqion del gen v la proteina afectados:

« Exones > region intronica flanqueante > intron

- Reqgion intrénica. Se tienen en cuenta las que se hallan 30 pb aguas arriba y

abajo de la regidn codificante. Estas variaciones genicas pueden afectar a las
zonas de reconocimiento de la maquinaria del corte y empalme, o pueden dar
lugar a una posible eliminacion o aparicion del sitio aceptor o donador de
“splicing”.
 Efecto dependiente de la region funcional de la proteina
» Conservacion filogenética del amino&cidos:

« Zonas conservadas entre especies o isoformas.

» Estudios bioinformaticos:

» Mutaciones de sentido erroneo hay relacion con los cambios fisicoquimicos en-
tre aminoacidos: masa, carga, polaridad e hidrofobicidad.

- Cuando se trata de variantes intronicas se utilizan programas de analisis co-
mo el MaxEnt(19), NNSPLICE(20) y HSF(21).

- Para el analisis variantes en regiones codificantes usamos los programas
bioinformaticos SIFT(22) y Mutation Taster (23) como predictores de patogeni-
cidad.

« Son estudios indicativos, nunca suficientes para confirmar o descartar patogeni-
cidad

» Estudios funcionales y modelos animales; poco viables en un laboratorio clinico.

2. Informacioén clinica:

» Ausencia en controles sanos: Es importante el estudio de al menos 200 alelos de in-

dividuos sanos de la misma poblacién para validar la patogenicidad de las varian-
tes.

» Coseqgregacion de la mutacién con la enfermedad:

 Valorar los posibles patrones de herencia y los casos de penetrancia incompleta.
« Dificultad en los casos con varias mutaciones (algunos afectos tendran sélo una
mutacion).

» Descripciones previas de la mutacién: Informacion sobre penetrancia, evolucion y

correlaciones genotipo-fenotipo.
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4.2 Analisis de los resultados

Desde el laboratorio clinico se realizard un anlisis de los resultados utilizando el
programa SPSS v15.0. Las variables cualitativas se presentaran en forma de tabla inclu-
yendo las frecuencias relativas y absolutas Las variables cuantitativas se describiran
mediante la media, mediana, la desviacion tipica, el intervalo de confianza al 95%, el
rango intercuartilico y los valores minimo y maximo.

Las condiciones de aplicacion de los analisis estadisticos se verificaran previamen-
te a los mismos. La normalidad se contrastard mediante el test de Kolmogorov —
Smirnoff y la homocedasticidad mediante la prueba de Levene. En caso de incumpli-
miento de alguna de las condiciones se realizara el analisis mediante pruebas no para-
metricas.

Se analizaran las mutaciones con el fin de evaluar el perfil mutacional de nuestra
poblacion, calculando la prevalencia de éstas.

También se realizard un andlisis por subgrupos clinicos (C. mama bilateral/ C. ova-
rio/ C mama y ovario), con el fin de realizar un estudio genotipo-fenotipo.

El estudio de las familias con variantes genicas sera importante para recopilar in-
formacién muy valiosa sobre la prenetrancia de la variante y en consecuencia aportar

informacion muy util en los modelos de prediccion de riesgo.

Dificultades y Limitaciones

- El tamafio muestral necesario para alcanzar todos los objetivos debe ser amplio, por lo
que el estudio se puede alargar en el tiempo.

- El estudio abarca un periodo amplio de tiempo, y las determinaciones inmunohisto-
quimicas sobre tejido tumoral han variado a lo largo de este periodo, por lo que el per-
fil inmunohistoquimico puede aportar datos diversos segun la fecha de estudio.

- La recogida de datos clinicos y demograficos de algunos pacientes puede ser dificulto-
sa por la diversidad de origen de los pacientes. Los pacientes de la consulta de Consejo

genético proceden de los distintos hospitales.
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Aspectos Eticos

Las caracteristicas del disefio de nuestro estudio, descriptivo transversal, implican
un balance riesgo-beneficio de los pacientes claramente favorable, ya que no se realiza
una intervencion activa sobre los individuos.

Todos los pacientes incluidos en el estudio deberan cumplimentar una hoja de con-

sentimiento informado, asi como los familiares de primer grado a estudiar.

Plan de trabajo

Etapas de desarrollo
Etapa 1: optimizacion de las condiciones para las distintas técnicas moleculares.
Etapa 2: revision y seleccion de los casos retrospectivos de los que se disponga de
muestra de calidad en los archivos de Laboratorio de Diagndstico Genético (LDG)
Etapa 3: puesta en comun de los casos indice candidatos a analisis genético en la
reunion celebrada semanalmente por el comité de mama.
Etapa 4: se reclutaran pacientes en el apartado prospectivo que cumplan los criterios de
inclusion. Estos pacientes seran informados en la Unidad de Consejo Genético por los
Facultativos responsables del servicio de Oncologia Médica. Ellos mismos les propor-
cionaran informacion sobre los aspectos éticos y la repercusion de las pruebas genéticas.
Antes de la extraccion de sangre el paciente debe firmar el consentimiento informado.
Etapa 5: recepcion de muestras en el LDG y extraccion de DNA para la realizacion de
las técnicas moleculares descritas en el apartado de métodos del presente trabajo. En la
figura 5 se muestra el diagrama de flujo en el procesamiento de las muestras.
Etapa 6: revision de la informacion clinica disponible de los casos retrospectivos y de
los incluidos de forma prospectiva durante el desarrollo del proyecto (edad de diagnds-
tico de la enfermedad, antecedentes familiares, inmunohistoquimica...). Los datos reco-
gidos se incluirdn en una base de datos generada especificamente para dicho proyecto.
Etapa 7: procesamiento y analisis de datos.

Etapa 8: elaboracion del informe final y publicacion de los resultados.
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Sindrome de CMOH
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Distribucion de las tareas

- Los experimentos para la extraccion de DNA, trascripcion y estudio de variables géni-
cas se realizaran por el investigador principal en el Laboratorio de Diagnéstico Gené-
tico.

- La revision de la informacion clinica disponibles de los casos sera recogida por los
Facultativos de dicho laboratorio.

- Desde el inicio del estudio se reclutaran pacientes en el apartado prospectivo que
cumplan los criterios de inclusion y que firmen el consentimiento informado. Este
proceso se llevara a cabo en la Unidad de Consejo Genético asisitida por los Facultati-
vos del servicio de Oncologia Médica.

- La revision de la inclusion de los pacientes se llevara a cabo en la reunion del Comité
de mama Multidisciplinar con caracter semanal.

- Tras la elaboracion del informe final se comunicaran los resultados en dicha reunion y
se pondra en comun la estrategia a seguir.

- Los resultados preliminares que se vayan generando durante el proyecto podran ser
motivo previsible de comunicaciones a Congresos Nacionales e Internacionales. En la
elaboracién de estas comunicaciones participara todo el equipo.

- Durante los ultimos dos meses se procedera a la redaccion de la memoria final del proyecto y

manuscritos con los resultados obtenidos.

Plan de difusion, aplicabilidad y utilidad
practica

Destaca la aplicabilidad de los resultados en la préactica clinica al tratarse de un
proyecto de investigacion traslacional. La finalidad del proyecto es aportar conocimien-
tos para el manejo clinico de las familias con sindrome de CMOH BRCAX. Los resul-
tados podran ser utiles en la valoracion de RAD51C como predictor de riesgo en CMOH
y en el disefio de un modelo de prediccion de riesgo global con otros genes que nos
permita rentabilizar al maximo los recursos para el diagnéstico molecular de mutaciones
asociadas al CMOH.

Desde el punto de vista de la evidencia médica es esperable que los resultados pre-

liminares sean motivo de comunicaciones a Congresos nacionales e internacionales. El
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namero de trabajos y la magnitud del factor de impacto de las revistas dependerén de la

dimension que alcancen los resultados.

Medios disponibles para la realizacion del
proyecto y presupuesto

En lo referente a instalaciones y equipos no se solicita presupuesto con cargo al
proyecto, ya que las infraestructuras utilizadas estan disponibles en el laboratorio de
Diagnostico Genético del Servicio de AA.CC y permiten la realizacién de toda la meto-
dologia propuesta: Sistema automatizado de extraccion de acidos nucleicos Maxwell 16
Blood DNA Purification Kit, Thermo Scientific, Nanodrop 1000 , revelado el trasilumi-
nador Alpha Innotech y la cAmara PowerShot A640 AIAF de Canon, ABI 3130 Sequen-
ce Detector System (Applied Biosystems), termocicladores, analizador genético por
electroforesis capilar con software para secuenciacion de DNA y andlisis de fragmentos,
sistemas de electroforesis en gel y equipo de videodocumentacion y analisis de imagen,
etc.

El presupuesto para la realizacion de este proyecto se solicita en el apartado de material
fungible.

e Reactivos para el procesamiento y extraccién de DNA de las muestras biologica.....1000 €

- Kit de extraccion DNA genomico para el sistema automatico Maxwell 16 Blood

DNA Purification Kit..........cooiiiiii e 2 X500 €

e Reactivos para amplificacion, purificacion y secuenciacion de DNA ......... 7000 €
- Oligonucledtidos cebadores. ..........c.ooovviiiiiiii .603,26 €
- Taq ADN POIMETaSA. ....uvietteite e e e 904,67 €
- Reactivos para purificacionde DNA.............coooiiiiiiiiiiii 2x 379,00 €
- Kits de secuenciacion Big Dye VL. 1.........cccoiiiiiiiiiii i, 5x 296,16 €
- Columna de purificacion de productos de secuenciacion........................ 2,59 €
- Placa Purificacion de 96 pocCillos...........ccoevviiiiieiiiiiiiie e, 20 x 80,08 €
- Formamida desionizada. ..........oueeee e e 86,23 €
- Polimero separador ABI3130 (VPOP7).....oviviniieiieieieieeeeeeeeee 2x8282¢€
- Capilares para el secuenciador ABIPRISM...............oooiiiiiii 844.78 €
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Anexo |:

Espacio reservado para la etiqueta identificativa
Consentimiento informado

Consentimiento informado para la realizacion de
pruebas genéticas de cancer hereditario

UNIDAD DE CONSEJO GENETICO DE CANCER HEREDITARIO

SERVICIO DE ONCOLOGIA MEDICA

Introduccion

Este formulario describe los beneficios, riesgos y limitaciones de las pruebas genéticas de

susceptibilidad heredada al cancer. Esta es una prueba voluntaria y es posible que usted desee obtener
asesoramiento genético antes de firmar este formulario.

El propdsito de esta informacidon no es preocuparle ni liberar de responsabilidad al médico.

Simplemente representa un esfuerzo para que usted conozca mejor los hechos y pueda tomar la
decision libre y voluntaria, de autorizar o rechazar dicho procedimiento.

Debe saber usted que es una norma de obligado cumplimiento para el/la médico que le
atiende, informarle y solicitar su autorizacion o rechazo siempre que la urgencia lo permita.

éPara qué se hace?

Esta prueba analiza un gen o genes especificos para detectar cambios genéticos denominados

mutaciones. El gen o los genes analizados se asocian a un sindrome especifico de cancer hereditario.

Esta prueba ayudara a determinar si una persona tiene un riesgo significativamente mayor de
desarrollar ciertos tumores debidos a una mutacion (o mutaciones) del gen de predisposicion al cancer.

Las pruebas genéticas permiten calcular el riesgo de cancer hereditario de manera mas precisa que el

que se logra considerando sdlo los antecedentes personales y familiares de la persona.

¢Qué le vamos a hacer?

Para este estudio se le extraera sangre para llenar un tubo de ensayo que se analizard en un

laboratorio de este centro. En algunas ocasiones es posible que sea necesario que esta muestra sea
enviada a otro laboratorio de referencia para completar el estudio.

¢Qué beneficios se esperan obtener de este procedimiento?

Los resultados de esta prueba podrian ayudarle a usted y a su médico a tomar decisiones

informadas sobre su atencién médica, tales como pruebas de deteccion, cirugias para reducir el riesgo y
estrategias de tratamiento con farmacos con finalidad preventiva.

La identificacién de una mutacién (o mutaciones) en un gen en una familia permite que otros

familiares consanguineos determinen si comparten o no el mismo riesgo de cancer hereditario. Si
obtiene un resultado positivo, se le proporcionara la informacion de cémo se hereda este tumor y de la
probabilidad de que sus hijos y parientes consanguineos puedan haber heredado la misma mutacion (o
mutaciones) en el gen o genes analizados.

Si obtiene un resultado negativo para una mutacion que se sabe que existe en su familia, no

puede transmitir esta mutacion a sus hijos y por lo general, se considera que usted tiene el mismo riesgo
de cancer que la poblacion general.
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¢Qué riesgos tiene?

Las pruebas genéticas por lo general requieren que el ADN se extraiga de una muestra de

sangre. Los efectos secundarios de una extraccién de sangre son poco comunes pero podrian incluir:
mareos, desmayos, dolor, hemorragia, formacién de hematomas, y en raras ocasiones, infeccion.

Los resultados de esta prueba seran comunicados exclusivamente a usted y seran custodiados

por el Hospital para evitar cuestiones relativas a una posible discriminacién por parte de sistemas de
seguro médico.

Limitaciones

Esta prueba analiza sélo algunos genes asociados a un sindrome o sindromes especificos de

cancer hereditario. Las pruebas genéticas determinan el riesgo de cancer sélo para aquellos tipos de
cancer asociados a los genes que se analizan.

Resultados de la prueba e interpretacion

Los resultados de su prueba deben evaluarse teniendo en cuenta los antecedentes clinicos

personales y familiares, los resultados del examen fisico y las pruebas de laboratorio y diagndsticas
pertinentes. Los resultados posibles son:

®  Positivo: se identifico una mutacion asociada a un mayor riesgo de cdancer
hereditario. Conocer esta informacion podria ayudarle a usted y a su médico a
tomar decisiones sobre su atencién médica, tales como pruebas de deteccion,
cirugias para reducir el riesgo y estrategias de tratamiento con farmacos con
finalidad preventiva.

®  Negativo: no se identificé ninguna mutacion.

o Si usted es la primera persona de su familia en someterse a la prueba,

corre al menos el mismo riesgo que la poblacién general. Aun asi, su
riesgo de cancer hereditario podria ser mayor al promedio debido a una
predisposicidn genética no detectable mediante esta prueba, ya sea en el
gen o genes analizados o en cualquier otro gen asociado con el cancer
hereditario.

o Si obtiene un resultado negativo para una mutacidn que se sabe existe en

su familia, se considera que usted tiene el mismo riesgo que la poblacion
general.

® Incierto: se detectd un cambio genético pero no se sabe si este cambio esta
asociado al riesgo de cancer. Su riesgo de cancer es al menos igual al de la
poblacién general. Ademads, su riesgo podria ser todavia mas elevado que el
promedio debido a este cambio o a una predisposicidn genética no detectable por
esta prueba, ya sea en el gen o los genes analizados o en otro gen asociado al
cancer hereditario.

Los resultados de las pruebas genéticas tienen consecuencias para los parientes
consanguineos. Con el respaldo de esta Unidad de Consejo Genético, usted podria evaluar la posibilidad
de compartir sus resultados con algunos de sus parientes consanguineos que podrian también estar en
riesgo. Si decide hacerlo deberia evaluar la mejor forma de dar a conocer esta informacion, para lo cual
también le ofrecemos nuestro apoyo profesional.

La no realizacidon de este procedimiento supone tener que basarnos en los antecedentes
personales o familiares para intentar hacer una aproximacion al riesgo personal de padecer un cancer
aparentemente hereditario. Estas aproximaciones son menos precisas que las basadas en estudios
genéticos y dificultan la toma de decisiones posterior para el seguimiento u otras medidas preventivas.
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¢Qué alternativas hay?

La alternativa a la realizacién de estudios genéticos es la aproximacién al riesgo basada en el

estudio de los antecedentes personales y familiares, aunque los resultados son menos precisos que los
proporcionados por estos estudios genéticos cuando estan indicados.

Puede usted ampliar la informacién todo lo que desee, asi como consultar cuantas dudas
tenga, y ademas puede revocar el consentimiento en el momento que usted lo considere oportuno.

Yo como paciente.

Yo como representante legal del

paciente

AUTORIZO a la Unidad de Consejo Genético del Cancer Hereditario del Servicio de Oncologia
Médica a realizar el ESTUDIO GENETICO DE CANCER HEREDITARIO previamente descrito. He sido
informado/a verbalmente y por escrito de su naturaleza, riesgos y posibles alternativas, y he recibido las
aclaraciones a mis dudas por parte de mi médico.

El Paciente:

DNI:

El Representante Legal:

DNI:

El Médico:

N2 Colegiado:

Murcia, a de de
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Anexo Il: Resultados

Hasta este momento hemos realizando el estudio de forma retrospectiva sobre parte
de los 213 casos indice con sospecha de sindrome de Céncer de Mama y Ovario Here-
ditario (CMOH) seleccionados durante los afios 2007-2012 por la Unidad de Consejo
Genético del Servicio de Oncologia. En la Figura 1 se especifican los resultados obteni-
dos tras el estudio de los genes BRCA1, BRCA2 y CHEK?2. En total se han encontrado
mutaciones de estos genes en 42 familias, siendo el 19.72% de los casos. Este dato es de
especial relevancia ya que nos muestra que estamos acorde con las evidencias médicas
de los ultimos afios, siendo muchos los estudios epidemiolégicos que cifran los casos de
CMOH asociados a mutaciones en los genes BRCAs solo en un 20% de los ca-
s0s(24)(15). También podemos observar un porcentaje similar de mutaciones en BRCA1
y BRCA2.

213 casos indice

42 BRCA+ 171 BRCA X

23 BRCAI1 19 BRCA2

Figura 1. Analisis de BRCA.
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Entre los meses de Enero a Junio, se ha realizado el estudio del gen RAD51C a 24
familias de las 171 BRCAX. Todas ellas cumplian criterios de alto riesgo de CMOH y
no eran portadoras de ninguna variante en BRCA1, BRCA2 o CHEK2 descrita, hasta el
momento, como mutacion en las bases de datos consultadas.

Comenzamos el estudio por familias, segun recomendaciones de la bibliografia

consultada(25)(26), en las que coexistia el CM y CO, en ocasiones presentados por un
mismo individuo. Este tipo de familias fueron clasificadas como tipo 1.
Se clasificd como familias tipo 2 aquellas en las que se daban menos de 3 casos de CM,
como tipo 3 en las que habia mas de 3 casos de CM, tipo 4 solo un caso de CM siendo
algunos cancer de mama bilaterales (bCM) y tipo 5 casos de CO. En la tabla 1 se
muestra la distribucién seguida hasta ahora.

Tipo de familia Frecuencia Porcentaje (%)
Tipo 1 (CM+ CO) 13 54.2
Tipo 2 (<3CM) 1 4.2
Tipo 3 (>3CM) 4 16.7
Tipo 4 (CM) 2 8.3
Tipo 5 (CO) 4 16.7

Tablal: Familias estudiadas

En la tabla 2 se especifica la edad media de diagnostico de los casos indice anali-
zados agrupados en funcidn del tipo de cancer. Los analisis estadisticos estan realizados
con el programa SPSS. Al tener un tamafio muestral (n) pequefio, trabajamos con las
variables de forma no paramétrica, por lo que expresamos resultados con mediana y

percentiles 25 y 75.

Cancer pro- NUmero Edad de Dx Percentil Percentil
bando de casos (afos) 25 75
CM<40 4 33,5 33 37.75
CM 4 45 42,75 52,75

bCM 1 48 48 48
CO 10 38 29 52

CMO 5 53 42.5 66

Total 24 43,5 33.25 52,50

Tabla2: Casos estudiados

31



Variantes encontradas

En estas 24 familias se encontraron 4 variantes génicas en total (detalladas en la
tabla 3). Dos de estas variantes se encuentran en regiones intronicas y estan descritas en
la base de datos de SNP del NCBI como clinicamente neutrales porque no se prevé que
afecten al proceso de splicing (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). Las otras dos va-
riantes encontradas se encuentran en regiones exonicas y estan descritas en la bibliogra-
fia como patogénica (exoén 2 ¢.404C>T) y neutral (exon 6 ¢.859T>C). Aungue es pronto
para poder sacar conclusiones, el hallazgo de una variante patogénica nos sitla en una
frecuencia mutacional de 4%, porcentaje que se prevé sobreestimado al tener un tamafio

muestral pequefio.

. Cambio Cambio Descrita Fenotipo Mutation | Significado
Exon nucledétido proteina previamente | familiar MAF SIFT taster clinico
5'UTR c.-26C>T - Rs12946397 - 0.184 - - No

Causante
2 c.404C>T | p.Cys135Tyr | CM125259 | CM/CO Deleterea | enfermedad Si
Causante de
6 c.859 A>G | p.Thr287Ala | Rs28363317 | CM/CO | 0.006 | Tolerada | enfermedad | Incierto
IVS6 | c.904+34T>C - RS28363318 0.224 - - No

Tabla 3: variantes en RAD51C
Caracterizacion de las variantes exoénicas

> €.404C>T : Patogenica

e Este cambio de base en el exdn 2 es una variante missense que produce un cam-
bio en la sintesis de proteina. El aminoacido 135 cambia de cisteina a treonina
(C135Y).

ifTrni11lniu ii11111i11frrr1n1i1l
C A C T

T T T . (=3 T (=3 T (=3 T
3?2 3?3 3?4 3?5 3?5 3?? 3?8 3?! S{LD Sdlll 34I12 34I13 Sdlld 34I15 3{16 SZII'T-‘ S{LEI S{LE S.ISE S.ISl 3‘|52 3.I53 3.I54 S.ISS S.ISG

ot

Figura 2: variante ¢.404C>T
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/

e Esta variante esta descrita en la base de datos HGMD como causante de enfer-
medad. En la base de datos LOVD no esta registrada.

e Un importante estudio, realizado en familias espafiolas, describe por primera vez
esta variante donde esta catalogada como clinicamente importante(26). En este
trabajo se caracteriza esta mutacion mediante un ensayo funcional donde se eva-
lba el potencial de la célula para ejercer la reparacion del ADN. EIl ensayo se
basa en la comparacion de la formacion de focos o agrupaciones de proteina
RAD51C en nucleos de fibroblastos, obteniendo como resultado una pérdida de
expresion de RAD51C en la poblacion celular modificada genéticamente. En la
figura 3 se observan los distintos niveles de expresion. Imagen “A”, una célula

nativa e imagen “B” una célula con una expresion de RAD51C menor.

A B

RAD51C C135Y

Figura 3: Diferentes grados de expresion de RAD51C en fibroblastos.
(A) células wildtype muestran mas del 50% (3 de 5) ndcleos con més
de 10 focos por ndcleo. (B) células parcialmente complementadas con
RAD51C missense (C135Y), muestran menos del 50% (3 de 7) con un
menor nimero de focos por nucleo.

e Estudios bioinformaticos. Programas “in silico”:
= Mutation Taster: Causante de enfermedad por la alteracion en la funcionalidad
de la proteina e incluso se prevé que forme un transcrito aberrante al producir
una alteracion en el sitio donador de splicing.
= SIFT: Deletérea
= Programas de prediccion de splicing: Predicen la pérdida del sitio donador de
splicing con una probabilidad media de -70.7%.
=  MaxEnt: -100%
= NNSPLICE:-98.9%
= HSF:-13.3%
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» €.859 A>G : VSCI

e Este cambio de base en el exdn 6 produce un cambio en la sintesis de proteina.

El amino&cido 287 cambia de treonina a alanina (T287A).

Figura 4: Variante c.859A>G

e Esta variante esta descrita en la base de datos HGMD como variante de signifi-
cado clinico incierto. En la base de datos LOVD, también esta descrita como va-
riante de efecto desconocido.

e Se encuentra descrita en la base de datos dbSNP, con una frecuencia alélica de
0.006/12. Esto significa que el alelo “G” se ha visto con una frecuencia del 0.6%
y que se ha visto 12 veces en una poblacion de 1000 individuos.

e En la bibliografica consultada se encuentran discrepancias:

e El grupo de Meindl y col. analiz6 esta y otras variantes “missenses” o cam-
bio de sentido mediante inmunofluorescencia, comparando la formacién de
focos de proteina RAD51C en células no modificadas y en células con varian-
tes inducidas en RAD51C. La variante T287A mostraba una disminucion de
la supervivencia celular, pero una formacién normal de focos de RAD51C.
En este mismo estudio no se encontré ninguna asociacion de estas variantes
con el cancer en 1.100 individuos afectados comparado con 2.912 controles
sanos(25).

e En otro trabajo publicado por Lu Wenping y col. en 2011 se identifica esta
variante en 6 pacientes en una cohorte de 192 familias estudiadas. A pesar de
la prediccion de perdida de funcionalidad por parte de programas bioinforma-
ticos como PolyPhen, hace referencia al ensayo funcional de Meindl y col y a
su estudio casos-control, concluyendo que esta variante no aumenta el riesgo

a cancer de mama(27).
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e El grupo de Kurhnir y col. publica en 2012 el hallazgo de esta variante en una
mujer de etnia Norteafricana-Balcénica diagnosticada de CM a los 46 afios.
Su madre y abuela materna habian sido diagnosticadas de CM a la edad de 40
y 50 afios respectivamente. No fue posible realizar estudios de cosegregacion.
No se encontrd esta variante en ninguno de los 140 controles sanos de la
misma etnia. El estudio concluye que la variante missense T287A puede ser
una mutacion recurrente en RAD51C en diversas poblaciones(28).
e Estudios Bioinformaticos:
= Mutation taster: Causante de enfermedad.
= SIFT: Tolerada

+» Estudio de conservacion filogenético

A continuacion se muestra el alineamiento entre especies de la proteina RAD51C en
las regiones en las que se encuentran las variantes encontradas (Cys135Tyr y
Thr287Ala) obtenido de la base de datos HomoloGen perteneciente al ncbi

(http://www.ncbhi.nlm.nih.gov/homologene). En ambos casos son aminoacidos altamen-

te conservados entre especies (Figura 5). Se resalta con sombreado la posicion donde se
ha detectado el cambio. Por orden de aparicion: ref/NP_001006101.1/[D.rerio],

ref/ XP_415870.3/[G.gallus], ref/XP_001104781.2 /[M.mulatta], ref/XP_511913.3
[P.troglodytes], ref/NP_478123.1/ [H.sapiens ].

C135Y
NP 001006101.1 73 ALDLLHQEQTLGSIVTFCSGLDDAIGGGVPVGKTTEICGAPGVGKTQLCM 122
XP 415870.3 78 ALELLEEEQTQGFIITFCSALDNILGGGVQLTKITEICGAPGVGKTQLEM 127
XP 001104781.2 78 ALELLEQEHTQGFIITFCSALDDILGGGVPLMKTTEICGAPGVGKTQLEM 127
XP 511913.3 78 ALELLEQEHTQGFIITFCSALDDILGGGVPLMKTTEICGAPGVGKTQLCM 127
NP 478123.1 87 ALELLEQEHTQGFIITFCSALDDILGGGVPLMKTTEICGAPGVGKTQLEM 136
T287A
NP 001006101.1 270 TTRVSNGQSKLVPALGESWGHAATQRLILHWEGQRRLASLYKSPSQMEAT 319
XP 415870.3 278 MTREFGONQSMLVPALGESWGHAATVRLIFHWDNTQRLATLYKSPSQKEST 327
XP 001104781.2 278 EMTKIDKNQALLVPALGESWGHAATIRLIFHWDRKQRLATLYKSPSQKEST 327
XP 511913.3 278 ETKIDRNQALLVPALGESWGHAATIRLIFHWDRKQRLATLYKSPSQKECT 327
NP 478123.1 287 ETKIDRNQALLVPALGESWGHAATIRLIFHWDRKQRLATLYKSPSQKECT 336

Figura 5: Por orden de aparicion: ref/NP_001006101.1/[ D.rerio], ref/XP_415870.3/

G.gallus,

ref/NP_478123.1 [H.sapiens ].

ref/XP_001104781.2 /[ M.mulatta ], ref/XP_511913.3 [P.troglodytes ],
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=protein&list_uids=54400704&dopt=GenPept&term=54400704&qty=1&linkbar=jsmenu2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=363741358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=297272693
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=332848643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=17402896
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=protein&list_uids=54400704&dopt=GenPept&term=54400704&qty=1&linkbar=jsmenu2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=363741358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=297272693
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=332848643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=17402896
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=54400704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=363741358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=297272693
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=332848643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=17402896
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=54400704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=363741358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=297272693
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=332848643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=17402896

Caracterizacion de las variantes intronicas

> C.- 26C>T
e Esta variante se encuentra en la region previa al exén 1 (rs12946397)
e Se encuentra descrita en la base de datos dbSNP, con una frecuencia alélica de
0.184/400. Esto significa que el alelo “T” se ha visto con una frecuencia del
18.4 % y que se ha observado 400 veces en una poblacién de 1058 individuos.

o Esta descrita en la bibliografia como clinicamente no importante.
> 1VS6+34T>C

e Esta variante génica se encuentra en la region intronica tras el exén 6
(rs28363318).

e Esta descrita en la base de datos dbSNP, con una frecuencia alélica de
0.224/488, lo que significa que el alelo “C” se encuentra en una frecuencia del
22.4% vy que se ha visto 488 veces en una poblacion de 1059 individuos.

e Esté descrita en la bibliografia como variante clinicamente no importante.

Estudio familiar

o]
FEo

Zm (39)

Figura 6: Arbol familiar de la variante c.859A>G
Entre paréntesis la edad de diagnostico

El caso indice de la familia T287A (Figura 6) es una mujer portadora en heteroci-
gosis del cambio ¢.859A>G. Fue diagnosticada de cancer de mama a los 39 afios. El
diagnostico y tratamiento fue realizado en Madrid, por lo que la informacion de la que
disponemos es menor. Sabemos que es un CM de estadio T, Ng Mo Y que no recibid
hormonoterapia, por lo que suponemos no expresaba receptores hormonales. Su madre
fue diagnosticada de CO a la edad de 68. El hallazgo de esta variantes es muy reciente,
pero estamos a la espera de ampliar la informacién asi como el estudio genético familiar
con el fin de obtener mas datos a sobre la cosegregacién de esta variante con la enfer-

medad.
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Figura 7: Arbol familiar de la variante c.404C>T. CP: Cancer de pancreas. CG: Cancer de gar-
ganta. CM: Cancer de mama. CO: cancer de ovario. Entre paréntesis la edad de diagndstico.

El caso indice de esta familia (Figura 7) es una mujer de 74 afios portadora en he-
terocigosis de la variante génica c.404C>T que codifica el cambio C135T en la proteina.
Esta mujer fue diagnosticada a los 67 afios de un cancer de mama que presentaba recep-
tores estrogénicos negativos, progestagenos negativos, androgenicos negativos y Her2
neu negativo (RE-/RP-/RA-/HER-). A la edad de 73 afios se le ha diagnosticado un can-
cer de ovario considerado un tumor diferente y no una metastasis de tejido mamario ya
que presentaba un patrén fenotipico distinto (RE+60-70%/WT1+/GDCFP15-). Recepto-
res estrogénicos positivos, con una expresion del 70%, factor WT1 (Antigeno 1 del tu-
mor de Wilm) positivo, considerado un factor especifico de tejido ovarico(29). La de-
terminacion de GDCFP15 (marcador de diferenciacidn apocrina expresado en el 77% de
los cancer de mama) fue negativa (8). Su madre y su hermana murieron de cancer de
pancreas a la edad de 77 y 65 afios, respectivamente. Un hermano sufrio cancer de gar-
ganta a los 62 afios. De momento, se han incluido en el estudio dos hijas de la probando
de 48 y 41 afios que no han presentado hasta el momento patologia siendo el resultado
del estudio genético negativo para la mutacion. Esta pendiente ampliar el estudio al res-

to de hijos y hermanos.
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Discusion

Acorde con otros estudios epidemioldgicos, el analisis realizado a nuestros pacien-
tes seleccionados segln los criterios de riesgo de sindrome de CMOH, ha demostrado
que los genes BRCALl y BRCA2 se asocian a una proporcion de casos de cancer de
mama y ovario hereditarios de aproximadamente el 20%. Es importante recordar, que
una proporcion significativa de familias con agregacién familiar y una aparente predis-
posicion génica no puede explicarse mediante alteraciones de estos genes. Es por eso
que, multiples grupos trabajan sobre otros genes que puedan asociarse a este sindrome.
El primer estudio en el que se evidencié una asociacion del gen RAD51C con la suscep-
tibilidad al CM y CO fue publicado por Meindl y col. en 2010, mostrando una frecuen-
cia mutacional en familias con CMOH de 1,3 %(14). Este descubrimiento motivo otros
trabajos durante los Gltimos afios, con el objetivo de confirmar esta observacion en di-
ferentes poblaciones. Sin embargo, algunos de estos estudios han detectado mutaciones
en un namero claramente menor al descrito inicialmente(30)(31). En nuestro estudio,
hemos realizado el anélisis de este gen a 24 familias encontrando 4 variantes génicas
descritas anteriormente en poblacion Espafiola. Se trata de 2 variantes intrénicas, c.-
26C>T y IVS6+34T>C, categorizadas como polimorfismos y dos variantes exonicas,
c.404C>T y ¢.859T>C, caracterizadas como patogénica e incierta respectivamente.
Aunque es pronto para poder sacar conclusiones, el hallazgo de una variante patogénica
nos situa en una frecuencia mutacional del 4%, porcentaje que se prevé sobreestimado
al tener un tamafio muestral pequefio.

La mutacion ¢.404C>T ha sido descrita en una probando con CMO en concordan-
cia con otros estudios publicados, donde se demuestra un mayor porcentaje de mutacio-
nes de RAD51C en familias en las que coexiste el cancer de mama y el de ovario.

Estos resultados nos impulsan a seguir con el estudio con el fin de aportar infor-
macion sobre la implicacidn de este gen en el sindrome de CMOH vy asi poder realizar
una adecuada evaluacion sobre la inclusion de este test genético en nuestra préactica cli-

nica.
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