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Introduccion

El cdncer de mama (CM) se describe por vez primera en el Caso 45
del Papiro de Edwin Smith (Egipto = afio 3.000 a. C.), titulado

“! Desde entonces,

“Instrucciones concernientes a tumores en su pecho
son muchos los esfuerzos que se han realizado para profundizar en el
conocimiento de esta enfermedad, su diagndstico precoz y la busqueda
de tratamientos especificos para los diferentes subtipos
inmunohistoquimicos (IHQ) y/o moleculares. Esta tesis pretende

contribuir a mejorar la metodologia de cribado de las alteraciones

genéticas implicadas en la etiopatogénesis del CM.

1. EL CANCER DE MAMA

El CM es la neoplasia maligna mdas comun entre las mujeres de los
paises desarrollados®. La proliferacion acelerada e incontrolada de las
células del epitelio glandular mamario conduce al desarrollo del
mencionado tumor. Entre los factores que predisponen al CM solo la
edad?, la densidad mamaria y el nimero de familiares afectos de primer
grado se han asociado con el riesgo de desarrollar esta neoplasia4. Los
factores genéticos, hormonales y reproductivos también juegan un

papel importante en su predisposicion’.

1.1. RELEVANCIA SANITARIA DEL CANCER DE MAMA

El CM es el tumor mas frecuente en la poblacion femenina

afectando a un millén de mujeres en el mundo al afio®. Estos datos
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|
justifican el desarrollo de una investigacién oncoldgica que incluya la

histopatologia, inmunohistoquimica y desordenes genéticos’.

En el afio 2.012, la tasa de incidencia estimada (TIE) y tasa de
mortalidad (TM) de CM a nivel mundial®, fue de 42/100.000 y
15,4/100.000 mujeres, respectivamente. La TIE en poblacién espafiola y
Comunidad Valenciana para ese mismo afio fue de 67,3/100.000° y
90/100.000%*°, con TM de 11,9/100.000% y 17,8/100.000"" mujeres,

respectivamente.

En los ultimos 20 afios, la TIE en la Comunidad Valenciana se ha
incrementado, a la vez que la TM se ha reducido’. Esto se debe
principalmente a la implementaciéon de una medicina personalizada con
el empleo de farmacos especificos, y a la deteccidon precoz del CM
gracias a la implantacién de programas de cribado como el que se

contempla en el “Plan Oncoldgico de la Comunidad Valenciana”®.

1.2. ETIOPATOGENESIS DEL CANCER DE MAMA

El CM se origina por la transformacién maligna de las células
madre (“stem cells”, SC) o de las células progenitoras (CP), provocada
por la desregulacion de sus vias de auto-renovacién®’. Alteraciones
genéticas como el silenciamiento de BRCA1, la amplificacién de HER2 o
la expresion anémala de citoqueratinas (CK) son alguno de los eventos
implicados en la promocién tumoral™. El subtipo de CM que se

desarrolle dependera del tipo celular que se malignice™® (Figura 1).
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Figura 1: Esquema de las diferentes vias de desregulacion y los subtipos de CM
originados en cada una de ellas™

1.3. CLASIFICACION DEL CANCER DE MAMA

Tradicionalmente, el CM se ha clasificado atendiendo a las
caracteristicas clinico-patoldgicas™ del tumor, TNM, tipo™® y grado

histolégicos® 2.

Posteriormente, se han incorporado los receptores
hormonales de estrégeno (RE) y progesterona (RP), y la expresion de

HER2/neu por su implicacidn terapéutica.
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Los tumores RE/RP (+), que representan el 75-80% de los CM,
responden a los tratamientos de supresiéon hormonal como es el
tamoxifeno™ y, generalmente, confieren un comportamiento evolutivo
favorable. En los tumores RE/RP (-) adquiere importancia el estado de
HER2/neu. Los tumores HER2 (+), que suponen el 15-20% de los CM,
suelen ser mas agresivos y han mostrado peor prondstico, aunque el
tratamiento con el anticuerpo monoclonal trastuzumab (Herceptin)** ha
conseguido mejorar el prondstico y supervivencia de estas pacientes de
manera significativa®’. Por su parte, el CM RE/RP/HER2 (-) o CM triple
negativo (CMTN), que representa el 10-15% restante, es un tumor muy
agresivo para el que no se dispone tratamiento especific023.
Actualmente se estd ensayando, en estos tumores, el papel de los

inhibidores de la enzima poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP)*.

En la actualidad, los marcadores IHQ y perfiles de expresion

genética25 han permitido la subclasificacién del CM en cinco nuevos

subtipos con implicaciones prondsticas y terapéuticas distintas®®?’:
basal-like, luminal A, luminal B, ERBB2/ HER2-neu vy normal-like*®*
(Tabla 1) .

> Los CM basal-like se originan a partir de “SC RE-

negativas”, tienen silenciado BRCA1, no expresan receptores
hormonales, ni HER2-neu y presentan un elevado GH (Figura 1y
Tabla 1).

> Los CM ERBB2/HER2 se originan de células “SC RE-
negativas” o células mas diferenciadas como son las “CP RE-

negativas”; no suelen presentar mutaciones en los genes BRCA1 y



Introduccion

BRCA2 (BRCA1/2), expresan niveles elevados de HER2-neu y bajos
de RE (Figura 1y Tabla 1).

> Los CM luminales, se caracterizan por ser receptores
hormonales positivos y HER2 negativos; expresar CK de bajo peso
molecular™ y poder presentar alteraciones en los genes BRCA1/2
(Figura 1y Tabla 1). Los tumores luminal A y B se diferencian en el
nivel de expresion de Ki-67 y RP; el subtipo A expresa un 14%
menos de células positivas para Ki-67 y un 20% mds de RP que el
subtipo B 3.

> Los CM normal-like o normales comparten caracteristicas

del tejido mamario normal y no expresan receptores hormonales,

ni CK (Tabla 1).

Tabla 1: Caracteristicas diferenciales de los fenotipos inmunohistoquimicos de CM:

. SC RE- Silenciamiento GH alto: RE-, RP-, HER2-, BCL2-
Basal-like . ’ ¢ ’ ’
negativa BRCA1 CK5/6+, CK8/18-, CK14+, p63+y EGFR+
SCo CP RE- No mutaciones
ERBB2 negativa BRCA1/2 RE-, RP-, HER2+, CK5/6+, CK8/18+/-
. CP RE- . -
Luminal A . Indiferente RE+, RP+/-, HER2 +/-, CK8/18+, Ciclina D1+
positiva
. CP RE- . .
Luminal B . Indiferente  GH alto/medio, RE+, RP+/-, HER2-, CK8/18+
negativa
Normal-like RE-, RP-, HER2-, CK5/6-, CK14-, p63-, EGFR-

SC: Stem cells; RE: Receptores estréogeno; GH: Grado histoldgico; CP: células
progenitoras; CK: citoqueratinas; (+): Expresion; (-): No expresion
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2. EL CANCER DE MAMA ESPORADICO Y HEREDITARIO

El 85-95% de los CM son esporadicos (CME)***'; provocados por
un cumulo de alteraciones genéticas y/o epigenéticas en las células
somaticas sin afectar a la linea germinal. Estas alteraciones se producen
por el efecto de factores ambientales, hormonales, xenobidticos,
etc®®®. La inactivacion de BRCA1/2 en los CME se produce
principalmente por la metilacién del promotor de BRCA1%, gue se
presenta en un 30% de CMTN>*: si bien, en el 3,5% de los CME se debe a

mutaciones en BRCA1*.

En el 5-15% restante de CM se observa una agregacién familiar®®
(Figura 2). La carga familiar de CM o cancer de ovario (CO) es un
indicador del riesgo de desarrollar CM/CO. Los estudios del andlisis de
ligamiento en familias con alta carga tumoral permitieron identificar a
los dos genes de alta susceptibilidad al CM, BRCA1 y BRCA2 (Breast
Cancer Susceptibility Gene 1 y 2), en 1990%"38 y 1994,
respectivamente. Se ha demostrado que un 60-70% de las pacientes con
mutaciones en estos genes (BRCA1/2) presentaban CM y/o CO antes de

los 60 afios™.

familial breast cancer all breast cancer

unknown polygenic
predisposing genes

|

environmental
factors

familial
genes.

unknown familial
predisposing genes

Figura 2: Genes implicados en el CM familiar®®
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2.1. MECANISMOS DE CARCINOGENESIS EN EL CANCER DE_MAMA

ESPORADICO Y HEREDITARIO

La carcinogénesis mamaria es un proceso que requiere multiples
acontecimientos genéticos que basicamente consisten en la inactivacién
de genes supresores (caretakers), la activacion de oncogenes y/o la
modificacion de la expresion de genes reguladores del ADN
(gatekeepers)“. BRCA1/2 juegan un papel relevante al ser
simultdneamente caretakers y gatekeepers. Los CME y CMH poseen

mecanismos carcinogénicos diferentes*.

2.1.1. Carcinogénesis en el CME

En los CME, segun Weinstat (1995)*, es necesaria la concurrencia
de al menos tres eventos en las células somaticas del epitelio mamario
para que el tumor progrese. Esta acumulacién gradual de alteraciones
somadticas adquiridas, podria estar ocasionada por la activacion
mutacional de oncogenes como MYC, CCND1, HER2/neu, etc; junto con
la inactivacion no mutacional de genes supresores de tumores. Estas
alteraciones tempranas, van seguidas de mutaciones en otros genes
(Rb1, Tp53,etc)61. Los CME no suelen presentar mutaciones en genes
supresores de tumores**, sin embargo, en mas de un 25% de CME se ha
descrito la pérdida de funcionalidad o haploinsuficiencia de los genes
BRCA1/2 (BRCAness), principalmente provocada por la metilacion de su

45,46

promotor o por inactivacién de uno de estos genes a nivel

47,50

somatico™”". Asimismo, se ha descrito que la amplificacion de EMSY, en
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los CME, podria explicar la inactivacion de BRCA2"® por suprimir su

actividad®.

Los pacientes con CM BRCAness, presentan una deficiencia en el
mecanismo de reparacién basado en la recombinacién homdloga (RH)™,
tendiendo a reparar los dainos en el ADN por mecanismos alternativos.
La ruptura de una sola hebra de ADN (single strand DNA break, ssDNA)>*
se repara mediante el mecanismo de recombinacién no homdloga o
unién de extremos no homdlogos (non-homologous end-joining; NHEJ),

mecanismos alternativos que favorecen la acumulacién de errores?, la

inestabilidad cromosémica® y promueven la carcinogénesis.

Los inhibidores del PARP, como Olaparib, inducen letalidad
sintética en tejidos con dafios en los genes BRCA1/2>3. Los CME
BRCAness son susceptibles de ser tratados con inhibidores del PARP, ya
gue este fdrmaco inhibe la Unica via de reparacién activa aumentando el
ndmero de errores en estas células y por tanto, induciendo la apoptosis
(Figura 3, linea morada). Ademas, la combinacién de los inhibidores del
PARP con la quimioterapia convencional aumenta la supervivencia libre
de enfermedad sin aumentar los efectos adversos de la

43> Esto convierte al estudio de mutaciones BRCA1/2 no

gquimioterapia
solo en una indicacién de riesgo genético de padecer cancer hereditario
sino también para la prediccion de respuesta a tratamientos especificos

en los pacientes que desarrollen el cancer.
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single strand break

Inhibidores
PARP1

Enzima reparadora ADN
PARP1

ADN Roto

double strand breaks

N \l/
ADN Reparado

inactivo

BRCA-1 | €= [ BRCA-1 |

[ mRads1 |
..
ADN Reparado Reordenamientos
Recombinacién
Homodloga

BRCA1l
APOPTOSIS

ADN Reparado
Célula recuperada

Figura 3: Mecanismos de reparacion del ADN por RH (verde) y de actuacion de los
inhibidores del PARP (morado)™®

2.1.2. Carcinogénesis en el CMH

La predisposicion hereditaria al cancer esta inducida por
mutaciones en genes supresores que causan la pérdida de funcién de
uno de los alelos. En el CMH, el mecanismo mas frecuente de
inactivacion del alelo sano es la pérdida de heterocigosidad (Loss of
heterozigosity, LOH)*®. Este mecanismo carcinogénico sigue la hipétesis
de Knudson (1971)*” que postula que el desarrollo tumoral requiere dos
eventos (“two-hits”); el primero, la presencia de una mutacion
patogénica de BRCA1/2 en las células germinales; y el segundo, la LOH
del alelo sano del gen portador de la mutacién’®. Cuando ocurre esto, la
mayoria de las células mueren por apoptosis. Sin embargo, en tejidos

como la mama y el ovario, las células escapan a la apoptosis

11
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|
acumulando aberraciones que al no ser reparadas, favorecen Ia
proliferacién  celular desordenada, inestabilidad gendmica vy

carcinogénesis®*? (Figura 4).

BRCA+/BRCA-

\Pérd'\da de Heterocigosidad

A"

BRCA-/BRCA-

Tejidos diana: los factores locales en tejidos
permisivos permiten la supervivencia prolongada
\ Otras mutacionesdebido a la inestabilidad

La mayoria : cromosémica: pérdida de puestos de controlu

de tejidos otras alteraciones secundarias permiten

\sobreexpresién

BRCA-/BRCA-
Tejido tumoral

Figura 4: Modelo de la carcinogénesis asociada con mutaciones BRCA1/2 segun la
especificidad de tejido [92]

La deficiencia de proteinas BRCA1/2 tiene repercusion en la
mayoria de tejidos y organos; especialmente en tejidos proliferativos
estrogeno-dependientes como son la glandula mamaria y el ovario. La
activacion del ciclo celular®® y los dafios oxidativos®° producidos
requieren de la RH para subsanar los errores inducidos en estos
procesos. La insuficiencia de RH, provoca la acumulacion de dafios en el

1 . ..
ADN®* favoreciendo el desarrollo tumoral en estos tejidos®.

2.2. ALELOS IMPLICADOS EN EL RIESGO DE DESARROLLAR CANCER DE

MAMA HEREDITARIO

Ademas de los genes de alta penetrancia BRCA1/2, existen otros

genes que también predisponen al CM. La prevalencia y el riesgo de

12
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desarrollar un CM a lo largo de la vida depende del gen afecto; en base a

lo cual los genes se clasifican como de alta, moderada y baja

62,63

penetrancia (Figura 5).

Rare to very rare,

high-risk alleles
Family studies

TP53

BRCA1
BRCA2

PTEN

10.04 CDH1
STK11 Rare, moderate-
risk alleles
Resequencing
BRIP1 ATM
PALBZ CHEK?2

Do not exist

2.04

Common, low-risk alleles
Genomewide association studies

Relative Risk

1.54
6q
TOX3 FGFR2
MAP3Kk1 29
1 5 AKAP9
1.14 Too hard to find (spr P 8q CAsP8

T T T
0.1 1.0 10.0 30.0

Minor Allele Frequency (%)

Figura 5 : Frecuencia y distribucién del riesgo relativo de los alelos susceptibles de
desarrollar CM*

Los estudios de ligamiento y clonacién posicional han permitido
identificar los genes de alta penetrancia tales como BRCA1, BRCA2,
TP53,... (Figura 5), en familias con multiples casos de CM y/o CO. Las
mutaciones en estos genes presentan una prevalencia poblacional baja
(<0,1%), si bien confieren un riesgo de desarrollar CM entre 10-20 veces
superior al de la poblacién general. Las mutaciones en BRCA1/2 se
asocian con el sindrome de cancer de mama y ovario hereditario
(CMOH), presente en el 20% de las familias de alto riesgo®. En conjunto,
los genes de elevada penetrancia solo explican el 20-25% de las

agregaciones familiares de CM.

13



Las alteraciones en los genes de moderada penetrancia presentan
una prevalencia poblacional del 0,6% y confieren un riesgo de
desarrollar CM entre 2-4 veces superior al de la poblacién normal®°®.
Entre estos genes figuran PTEN, CHEK2, PALB2, BRIP1,...62. Un 5% de las
pacientes con CM familiar presentan mutaciones en CHEK2**. El estudio
de estos genes en las pacientes BRCA1/2 negativas ha empezado a
realizarse, gracias al desarrollo de metodologias de alto rendimiento
como es la secuenciacién masiva (Next Generation Sequencing, NGS),
permitiendo aumentar el porcentaje de familias diagnosticadas de
CMOH®"8_ Aun asi, solo en el 25-30% de los CM familiares se identifican
mutaciones en genes de alta o0 moderada penetrancia, permaneciendo
un 70-75% de CM familiares sin identificar la causa genética que

36,69

explique su sindrome (Figura 2).

Los estudios de asociacion gendmica (Genome-wide association
studies, GWAS) junto con arrays de cambios de un Unico nucleétido
(Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs), efectuados en estudios caso-
control con series muy numerosas®>®, han permitido identificar perfiles
genéticos que aumentan el riesgo de CM. Estos polimorfismos de baja
penetrancia o SNPs tienen una frecuencia poblacional elevada (5-50%) y
su presencia confiere un riesgo bajo de CM, inferior a dos veces el de la

poblacién general® (Figura 5).

2.2.1. Riesgo asociado a las mutaciones en los genes BRCA1/2

Las mutaciones de BRCA1/2 se transmiten siguiendo un patrén de

herencia autosémica dominante® con penetrancia incompleta7°.

14
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Las mutaciones en el gen BRCA1 confieren un riesgo medio
acumulado de desarrollar CM a lo largo de la vida del 65% (rango: 44-
78%) y un riesgo de CO del 39% (rango: 18-54%). Asimismo, en menor
medida, las mutaciones en este gen aumentan el riesgo de cancer de

cérvix uterino, cuerpo uterino y cancer de pancreas’.

La presencia de mutaciones en BRCA2 confiere un riesgo
acumulado de desarrollar CM de un 45% (rango: 31-56%) y de un 11%
para el CO (rango: 2,4-19%)"*. Sefialar que las mutaciones en este gen se
asocian con el CM en el varén’?. Asimismo, las mutaciones en este gen
incrementan el riesgo de cancer de préstata y de pancreas 20 y 10
veces, respectivamente84. También confieren un riesgo menor, de

desarrollar otros tumores como de vias biliares, gastrico y melanoma’>.

2.3. DIFERENCIAS CLINICO-PATOLOGICAS Y DE PERFIL GENETICO ENTRE EL

CANCER DE MAMA ESPORADICO Y HEREDITARIO

Una de las diferencias entre el CME y el CMH es la edad de
aparicién del tumor. Los CME presentan una edad de diagndstico mas
avanzada (mediana de edad de 64 afios) que los CMH [mediana de 42

afios en los CMH BRCA1 (+)]"*"°.

Los CME presentan un perfil clinico-patoldgico diferente al de los
CMH portadores de mutaciéon en BRCA1/2. Asi, los CME estan mas
diferenciados (G1 vs G2-3)"®”7, presentan un indice mitético menor’,
mayor formacién de tubulos (4% vs 0%)’*, menor grado de
pleomorfismo y un fenotipo menos agresivo que los CMH. Sin embargo,

no se han detectado diferencias significativas en el tamafio tumoral ni

15
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en el tipo histolégico de CM’°, siendo la mayoria de CME y CMH

adenomas ductales invasivos (76% vs. 74%, respectivamente)74'79'80.

Los estudios de expresidon génica revelan que el 60-80% de los
CMH BRCA1 (+) son CMTN y suelen presentar el subtipo basal'*®. Los
CMH BRCA2 (+) suelen pertenecer al subtipo luminal’®, principalmente
el luminal A*. Los CM con agregacién familiar sin mutacién en BRCA1/2
(BRCAX), aunque presentan una gran variedad de perfiles, suelen
pertenecer al subtipo luminal. Los CME pueden pertenecer a cualquier
subtipo aunque predominan los luminales, siendo dificil de diferenciar

de los tumores BRCAX™2.

3. LOS GENES BRCA1 Y BRCA2

BRCA1 (AY273801.1) fue descrito por Mikie et al en 1994%, se
localiza en el locus q21.31 del cromosoma 17 y esta compuesto por 24
exones, de los cuales 22 son codificantes. Todos sus exones tienen un
tamafio similar de =200 pares de bases (pb) excepto el exén 11 que
tiene 3,4 Kb (kilobase) y representa el 61% de la regidén codificante.
BRCA1, de 7,9 Kb, codifica un ARN mensajero que puede presentar
diferentes isoformas. La forma mayoritaria o completa (BRCAla) consta

1.863 aminodcidos y tiene un peso molecular de 220 kDa*’.

16
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BRCA1 Activacion
CHEK2 transcripcional
N B
1-10 11 el 1.863 aa
COIL
—— — — (— —
BARD1 BRIP1 M/N/R complex RAD51 PALB2 ATM
RAD51 Abraxas

BRIP1

Figura 6: Esquema de los principales dominios de BRCA1 y lugares de unidn a otras
proteinas

El gen BRCA1 codifica una proteina nuclear formada por varios
dominios (Figura 6): el dominio de anillo en dedos de zinc (RING Finger
Motif, RFM)®2 responsable de la actividad E3 ubiquitina ligasa e
implicado en la ubiquitinizacién®?; el dominio de sefiales de localizacion
nuclear (Nuclear localization signal; NLS); el dominio Coiled Coil al que
se unen PALB2 y BRCA2%* y el dominio de activacién transcripcional

BRCA1 Carboxi terminus (BRCT) formado por dos copias en tandem®.

BRCA2 (AY436640.1) fue identificado en la regién q12.3°>% del
cromosoma 13 por Wooster et al en 1.994% El gen esta formado por 27
exones de los cuales 26 codifican a la proteina BRCA2. El 53% de la
region codificante de este gen estd formada por los exones 10 y 11 que
constan de 1,12 Kb y 4,93 Kb, respectivamente. El ARN mensajero
codificado por el gen se traduce en una proteina de 3.418 aminodcidos y

384,22 kDa de peso molecular.

La proteina BRCA2 consta de cuatro dominios (Figura 7), el
dominio amino-terminal; el dominio de CM (Breast cancer domain,
BRC)®; el dominio de unién a oligonucledtidos (oligonucleotide binding,
0B)®; y las sefiales de localizacién nuclear (Nuclear localization signal,

NLS).

17
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BRCA2
Repeticiones BRC
1-10 o|@>|8 0 3.418aa
2 o|0|0 >
| —| — cas
PALB2 RADS51 Unién al ADN RAD51

Figura 7: Esquema de los principales dominios de BRCA2 y las proteinas con las que
interactda”

3.1. FUNCIONES DE LOS GENES BRCA1/2

BRCA1/2 pertenecen a la familia de genes supresores de

90,91 que regulan el ciclo celular y evitan la proliferacion

tumores
incontrolada. Las proteinas codificadas por estos genes juegan un papel
muy importante en el mantenimiento de la estabilidad gendmica y estén
implicadas en la reparacion de la ruptura de la doble cadena de ADN

(double-stranded DNA breaks, DSBs)™>.

Entre las funciones de los BRCA1/2 cabe destacar, como funcion
principal de ambos genes, la reparacion de las DSBs mediante el
mecanismo de RH®® Para ello, BRCA1 se une a BARD1 a través del
dominio RING y forma el complejo BASC (BRCA1-associated genome
surveillance complex) con otras proteinas sefalizando y/o reparando el
dafio en el ADN®*?2, BRCA2 participa directamente en la RH mediante la

97,95

interaccion con RAD51°"”°. Otras funciones de estos genes son el

mantenimiento de la integridad gendmica y cromosémica®®®’; Ia

regulacion transcripcional de genes reparadores, donde BRCA1 participa
en la remodelacién del ADN dafiado asocidndose con la ARN pol 1I%; el

96,93

control del ciclo celular y la actividad ubiquitina E3 ligasa™ del

18
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dimero BRCA1-BARD1'%*%%1%2 i pien, la funciéon de BRCA2 en estos

procesos no esta totalmente esclarecida®®.

3.2. VARIACIONES GENETICAS DETECTADAS EN LOS GENES BRCA1/2 Y

SUS IMPLICACIONES BIOLOGICAS

Las variaciones genéticas detectadas en los genes BRCA1/2 se
clasifican como patogénicas, variantes de efecto desconocido (VEDs) y
neutras o polimorfismos atendiendo a su repercusién biolégica. La
mayoria de las variaciones genéticas de BRCA1/2 se recogen en bases de
datos tales como el “Breast Cancer Information Core” (BIC)'®, “Human
Genome Variation Society” (HGVS)'® “Universal Mutation Database”
(UMD)™®, “Leiden Open Variation Database” (LOVD)*®, BReast CAncer
genes Database (HCI-BRCA)'”’ o “Single Nucleotide Polymorphism
database” (SNPdb)'*>.

3.2.1. Mutaciones Patogénicas

Las variaciones patogénicas son aquellas que generan una

proteina carente de actividad biolégicalos.

Estas pueden ser de dos
tipos, mutaciones puntuales (MP) o grandes reordenamientos (Large

genomic rearrangements, LGRs).

Las MP afectan un niumero reducido de nucleétidos y pueden ser
de varios tipos. Las mads frecuentes (64%) se tratan de pequefias
inserciones o deleciones (< 100 nt) que causan un desplazamiento en el
marco de lectura (frame-shift). El 36% restante son cambios puntuales

de un nucledtido que originan un coddn de parada (nonsense; 23%),
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alteraciones en la zona de unién intrén-exén del ARNm (splicing; 11%), o

el cambio de un aminoacido por otro (missense; 2%).

Los LGRs son inserciones, deleciones, duplicaciones, inserciones
Alu y reordenamientos de un fragmento del gen entre 0,2-500 Kb.
Representan alrededor del 8-10% de las mutaciones descritas en estos
109,110

genes . La mayoria de los LGRs son deleciones', y en menor

proporcién aumentos del nimero de copias de una secuencia del gen'®.

3.2.2. Variantes de efecto desconocido

Las VEDs son variaciones genéticas de las que su potencial
patogénico se desconoce. En el BIC*® y “Single Nucleotide
Polymorphism database” (SNPdb)™® se recogen alrededor de 2.000
VEDs siendo la mayoria del tipo missense. Estas variantes se detectan en

108,111

el 10-15% de los individuos de poblacién caucasica y en

aproximadamente un 22% de hispanos™**.

Los estudios funcionales son necesarios para dilucidar el papel
patogénico de estas variantes. Una buena ayuda para evaluar la
patogenicidad de las VEDs son los estudios de cosegregacion familiar,
programas informaticos y analizar el grado de conservacion filogenética
del aminodcido entre especies (Homo sapiens, Gallus gallus, Ratus
novergicus, Mus musculus, Canis familaris y Pan troglodytes). Los
estudios “in silico” ayudan a pronosticar la patogenicidad de estas

113,114

variantes; asi el programa ESEfinder v3.0 predice la implicacién del

cambio de nucledtido en las zonas de unidn exdén-intron (“exonic
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splicing enhancers”, ESE) y permite predecir si la alteracidon genera un

splicing criptico (“Cryptic splice finder”, CSF).

3.2.3. Polimorfismos o Variantes Neutras

En los genes BRCA1/2 se han descrito una gran cantidad de
variantes en la secuencia del ADN que se presentan en la poblacién
general con una frecuencia mayor al 1%. Muchas de estas variantes
neutras o polimorfismos se recogen en bases de datos como SNPdb'*® o

116

HapMap~. En el BIC se recogen 54 variantes sin efecto clinico en BRCA1

y 83 en BRCA2'®.

La mayoria de estos polimorfismos son variantes sindnimas,
cambios intrénicos en las regiones UTR y mutaciones missense que no
se han visto asociadas con el cancer ni parecen repercutir en la

funcionalidad y estructura de la proteina.

3.3. METODOS DE ESTUDIO DE LAS MUTACIONES EN BRCA1/2

El estudio molecular de los genes BRCA1/2 precisa del rastreo
completo de la secuencia exdnica e intrénica colindante al no presentar
zonas calientes de mutacion (hot-spot). Para la deteccidn de variaciones
en BRCA1/2 se han empleado métodos de secuenciacion directa que, en
breve, serdn sustituidos por los de secuenciacién masiva, y métodos
indirectos entre los que cabe destacar la detecciéon de heteroduplex (HE)

(Tabla 2).
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Tabla 2: Principales caracteristicas de los métodos empleados en el estudio de
mutaciones en los BRCA1/2:

Secuenciacion Largo analisis Anélisis tedioso,

directa S costoso personal cualificado 100 T
ASO Si Empleo de sondas Deteccion parcial 100 ™
Empleo de
SNapShot Si cebadores Deteccion parcial 100 ™
marcados
Pirosecuenciacién Si Varias etapas Met. No d:etec.uon 95 T
Laboriosa pequefias ins/del
. No deteccidn
PTT No Varias etapas cambios nt 75-92 N
Vari Met. L i
sscp No arias etapa's poco et abor|o§a, poco 60-80 ¢
reproducible reproducible
DGGE No Varias etapas Met. Laboriosa N
CSGE No Varias etapas Met. Laboriosa 76-95 N
Vari
F-CSGE No arias etapas Laborioso 95-100 1
Automatizable
DHPLC No Varias e'Fapas Personal cualificado 100 NJ
Automatizable
HRM No Unica etapa Personal cualificado 100 N

automatizable

Met: metodologia; ins/del: inserciones/deleciones; nt: nucleétido; 1 : caro; |:
barato

3.3.1. Métodos Directos

Entre los métodos que permiten detectar, identificar y caracterizar

en un sélo paso la alteracion presente en BRCA1/2 estan:

> Secuenciacion Directa; método de referencia o “gold
” . e L e 117,118

standard” para la identificacion de variaciones especificas .

Presenta la desventaja de su elevado coste tanto econdmico como

laboral y de requerir personal cualificado.

> Sondas de hibridacion alelo-especificas (Allele-specific

oligonucleotide  hybridization, ASO); emplea pequeios
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———————————/¥—————/—//————————————————
oligonucleétidos que detectan selectivamente la alteracién
concreta contra la que se han disefiado*. Se han empleado en la
deteccién de las mutaciones fundacionales en poblacién judia*®® o

para la deteccidn de mutaciones recurrentes™’. Los arrays de
sondas se han utilizado para la deteccion de mutaciones

heterocigotas en el exén 11 de BRCA1'*

y en el cribado completo
de BRCA1'.

> Multiplex SNaPshot; método de genotipado basado en la
extension de una sola base que combina la secuenciacién con el
analisis de fragmentos. Detecta solo aquellas alteraciones para las
gue se han disefiado las sondas™®*.

> Secuenciacion masiva (Next Generation Sequencing,
NGS); tecnologia novedosa, rdpida, directa y asequible que
permite secuenciar un elevado numero de bases con mayor
sensibilidad. No obstante, tiene las limitaciones de requerir
equipamiento y personal cualificado y la preparacion de las
librerias es larga y tediosa. El procedimiento de deteccién varia en
funcién de la plataforma empleada; puede basarse en la reaccién

de Sanger (lllumina), pirosecuenciacién (GS Junior)*®® o en la

tecnologia de semiconductores (lon Torrent)m, basada en Ia
medicién de pH. La secuenciacidon masiva requiere procesar gran
cantidad de informacién, siendo necesario el empleo de
programas informaticos sofisticados para su interpretacién. Estas

tecnologias se han aplicado en el estudio de BRCA1',

BRCA1/2*%®'% & incluso se han extendido a otros genes de
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moderada penetrancia130 o al estudio del exoma completo para

los casos BRCAX®3!.

3.3.2. Métodos indirectos

Debido al gran tamafio de los genes BRCA1/2 y ausencia de zonas

calientes, los métodos de cribado han sido los procedimientos de

eleccion para la deteccién de mutaciones de los genes BRCA1/2.

Estos métodos permiten diferenciar las muestras que presentan

alteraciones en la secuencia de nucledtidos respecto del ADN normal

(wild-type; WT). La secuenciacién de estas muestras permite tipificar y

caracterizar las alteraciones presentes. Los procedimientos empleados

se pueden agrupar en tres tipos:

24

> Test de la proteina truncada (protein truncation test,
PTT)"? metodologia que fue aplicada a principios de los 90 para
el estudio de los BRCA1/2**3. Detecta las mutaciones causantes de
la interrupcion de la transcripcién del ADN (mutaciones frame-
shift y nonsense); sin embargo, no identifica los cambios
puntuales. El método requiere la deteccién de la proteina BRCA1
en los linfocitos de sangre periférica mediante western. Es un
procedimiento complejo y poco reproducible, hoy dia en desuso.

> Polimorfismo de Conformacion de Cadena Simple
(Single-strand conformation polymorphism, SSCP)*; permite
detectar los cambios de una o unas pocas bases en una cadena de

ADN en base a la diferente movilidad electroforética respecto a la
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hebra normal en el ADN desnaturalizado del producto de Ia
PCR™®. La sensibilidad del procedimiento es limitada (60-80%)"%.
El método posteriormente se ha automatizado mediante
electroforesis capilar (EC) aumentando su rendimiento vy
sensibilidad; la SSCP-EC ha sido empleada para el cribado de los
BRCA1/27%%

> Métodos de cribado basados en la deteccién de HE; los
métodos de cribado mas extendidos se fundamentan en la
formacidn de HE y en su posterior deteccion empleando distintas
metodologias. La formacién de HE consiste en la desnaturalizacion
de los fragmentos formados durante la PCR y su posterior
renaturalizacion que da lugar a la formacion de dos homoduplex
(HO) (alelo normal y mutado) y dos HE (de hebras no
complementarias) en la muestras con una alteracidon heterocigota
(Het) (Figura 8). El no emparejamiento de los nucledtidos
(mismatch) facilita la diferenciacién entre las muestras que los

presentan y las que no**.

Wid-Type mutant heteroduploxes homoduplexes
A C /G
WY

Figura 8: Esquema de formaciéon de los heteroduplex a partir de una muestra
heterocigota
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En la deteccién de HE se han empleado los siguientes métodos de

cribado:

a. Electroforesis; permite detectar los cambios en la
conformacion del ADN. Existen varios tipos, como son la
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (Denaturing
. . 139,140 .
gradient gel electrophoresis, DGGE) o la variante,
electroforesis en geles sensibles a los cambios de conformacién

(conformation-sensitive gel electrophoresis, CSGE)**!

, donde se
observan diferencias en la migracién de los fragmentos con HE y
HO™% %2 |3 sensibilidad de método dependerd de las condiciones
empleadas en el gel y del fragmento estudiado (longitud vy
composicion). Tanto la DGGE como CSGE han sido ampliamente
empleadas en el cribado de los BRCA1/2 a nivel

asistencial**3144145 |

desarrollo de nuevas tecnologias ha
permitido mejorar la CSGE utilizando la EC. El empleo de
cebadores marcados con fluorescencia permite la separacion de
los fragmentos previamente amplificados y la deteccion de HE
gracias a la obtencion de patrones electroforéticos diferentes del
WT™®. La EC presenta un mayor rendimiento, automatizacién y
reproducibilidad que la CSGE, aunque su sensibilidad varia
dependiendo de las condiciones empleadas y del fragmento de

ADN a detectar’®’. Este procedimiento se ha empleado en el

cribado de los BRCA1/2%% 1%,
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b. Cromatografia liquida de alta resolucion desnaturalizante
(Denaturing High Performance Liquid Chromatography, DHPLC);
basada en el tiempo de retencién y el diferente perfil de elucion

130 'Es un método sensible, reproducible,

de los fragmentos con HE
y rapido, que requiere de equipos especificos y personal
cualificado. Su aplicacién para el cribado de los BRCA1/2 otorga

una sensibilidad préxima al 100% 1122133,

c. Andlisis de curvas de fusion de alta resolucion (High Resolution
Melting, HRM); metodologia de alto rendimiento que se detalla a

continuacion (Introduccién: apartado 4).

4. HIGH RESOLUTION MELTING

El analisis de las curvas de fusién de productos de PCR se introdujo

. 154,1
a finales de los noventa®™*'*

, aunque su aplicacién clinica no se
extendid hasta la aparicién de los intercalantes de nueva generacion
gue permitieron saturar la doble hebra de ADN sin inhibir la actividad de

la enzima, aumentando asi la sensibilidad del método™®’.

4.1. CARACTERISTICAS

El método tiene la ventaja de identificar, en menos de dos horas,
las alteraciones que presenten las muestras de ADN amplificadas por
PCR™®, con una elevada sensibilidad (99.3%) y especificidad (98.8%)"’, a

un coste reducido. Ademas, al realizar todas las etapas del analisis en un
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|
pocillo cerrado de la placa, reduce la manipulacién post-PCR y por tanto,
los problemas de contaminacion; y al ser un método no destructivo, la
muestra puede ser reanalizada o utilizada en otras técnicas como la

secuenciacion®®®.

El HRM por ser un método de cribado de variaciones genéticas
requiere la caracterizacién de las variantes detectadas™®. Los
fragmentos de PCR amplificados por esta metodologia deben tener
tamafios reducidos (<350-400 pb) para que el método tenga la
sensibilidad requerida. El punto débil del HRM es la deteccion de Homo,
debido a la similitud entre las curvas de las muestras normales y Homo;

157

se estima que identifica entre el 40-70% de Homo™". Este inconveniente

puede mitigarse diluyendo la muestra Homo con otra WT*°.

4.2. FUNDAMENTO

El HRM realiza, en un Unico equipo de PCR en tiempo real, la PCR,
la formacion de HE, la curva de desnaturalizacion y el andlisis de la
misma. El analisis de las curvas detecta los HE formados en funcion de la
diferencia de temperaturas de fusion (T° melting, Tm) de la secuencia

los productos de PCR (Figura 9).
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Figura 9: Formacion de los HE y deteccion mediante HRM. 12 columna: incremento
de la T2 y disociacion las hebras de ADN en presencia del intercalante. 22 columna:
descenso lento de la T2 y renaturalizacion e inclusion del intercalante en la doble
hebra de ADN. En funcion de que la muestra de partida sea homocigota o
heterocigota se forman los homoduplex y/o heteroduplex. 32 columna: al
incrementar la T2 las hebras se disocian liberando el intercalante y dejando de emitir
fluorescencia. Las muestras heterocigotas (verde oscuro) presentan una curva de
melting diferente al de las muestras homocigotas (verde claro y azul) presentan
curvas similares entre si.

4.3. APLICACIONES CLINICAS

Desde que se introdujo por primera vez para el genotipado en
2003®" hasta el momento, las aplicaciones del HRM han sido diversas,

162,163

desde el cribado de mutaciones , la combinacién de cribado vy

16415 o] genotipado combinado con sondas™®, la deteccién

genotipado
simultdanea de mutaciones puntuales y grandes reordenamientos
combinando el HRM con gPCR'®’, hasta la realizacién de estudios de

metilacion®®®,

El HRM se ha empleado para la mejora genética de especies
vegetales'®, deteccién de alérgenos alimentarios®’°, etc. En un contexto

clinico, esta metodologia se ha empleado para la detecciéon de
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alteraciones genéticas causantes de resistencia a antibiéticos'’?, en el
cribado de variaciones genéticas en genes de gran tamafo (>1 Kb) como
CFTR, TP53, BRCA1 o BRCA2'*'7; deteccién de variantes genéticas
puntuales, como son las mutaciones C282Y y H63D del gen HFE en la

4

hemocromatosis hereditaria’™ o los polimorfismos p.Gly1691Ala del

5

Factor V Leiden® y 20210G>A de la protrombina, que inducen

trombofilia®’®

. Asimismo, la elevada sensibilidad del HRM justifica su
empleo en la deteccidn de mutaciones somaticas tumorales implicadas
en la respuesta a agentes antineoplasicos, tales como son las descritas

en los exones 18-21 de EGFR en cancer de pulmén no microcitico®’”*’%;

en los codones 12 y 13 del gen KRAS en carcinomas colo-rectales*”**® o

la mutacion V600E de BRAF en melanomas™®..

En lo que respecta al estudio de los genes BRCA1/2, este método
se ha empleado en el cribado de parte de las mutaciones de estos
gene5182’183, en el cribado completo de BRCA1™® e incluso de BRCA1 y

BRCA2185, 186

Existen gran cantidad de metodologias empleadas para Ia
identificacion de mutaciones en los genes BRCA1/2. No obstante, los

resultados de estudios comparativos'®’%

permiten concluir que
aunque la secuenciacidn directa es el “gold standard” para la deteccién
de mutaciones en BRCA1/2 en pacientes con CMOE, objeto de la
presente tesis, cuando el nimero de pacientes a estudiar es elevado es
preferible el empleo de un método de cribado de alto rendimiento,

rapido y econdmico, como puede ser el HRM.
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5. PREVALENCIA MUTACIONAL DE BRCA1/2 EN PACIENTES
CON CANCER DE MAMA ESPORADICO

Desde el descubrimiento de los genes BRCA1/2, muchos han sido
los estudios de mutaciones realizados en poblacién de riesgo o con
antecedentes familiares. Si bien, la prevalencia de mutaciones en
poblacién general se desconoce, se estima que puede estar entre 0,05-

0,26% para BRCA1 y entre 0,08-0,34% para BRCA2'8190191,

Los escasos estudios existentes en CME indican que las

mutaciones patogénicas en los genes BRCA1/2 presentan una

7%64,193—215

prevalencia entre 3,0-5, , aumentando al 10-14% en los

CMTN' . No obstante, es necesario destacar que la mayoria de las

series reportadas son muy heterogéneas. Muchos de estos trabajos se

208-215

han realizado en poblacién asiatica otros incluyen casos de CM de

204,208

aparicién temprana o pacientes con historia familiar de CM y/o

co™>% (Tabla 3).
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Tabla 3: Prevalencia de mutaciones encontradas en los genes BRCA1/2 en pacientes
con CME

: | Edad BRCA1 BRCA2 Total
Referencia

muestras Dx (%) (%) (%)

Thorlacius™ (1997) Islandia 632 Todas - 7,7 -

Garcia-Patifio'** (1998) Espafia 105 Todas 5,7 - -

De Sanjosé'* (2003) Espafia 136 <46 0,7 59 66
Martinez-Ferrandis™>® (2003) Espafia 124 <41 0,8 48 56
Bonadona™’ (2005) Francia 232 <46 6,5 2,6 9,1
Peto™ (1999) G. Bretafia 254 <36 3,5 24 59
Anglian™®® (2000) G. Bretafia 1.435 <55 0,7 1,3 2,0
Van der Looij™ (2000) Hungria 500 Todas 3,4 02 36
Papelard®® (2000) Hungria 642 2791 1,6 - -

Syrjakoski 2** (2000) Finlandia 1.035  Todas 0,4 1,5 1,8
Loman®” (2001) Suecia 234 <41 6,8 21 90
Foster’® (1996)* Caucdsicas 50 - 4,0 -

Malone®®* (2000) EE UU 203 <35 59 34 94
Tonin®® (2001) Canadi 61 <40 6,6 6,6 13,2

206

Malone® (2006) EE UU 1.628 3565 2,4 23 47
Hopper®®’ (1999) Australia 388 <40 2,3 23 46

Katagiri’® (1996) Japén 103 <35 3,9 - -
.209

Emi® (1998) Japon 1.000 Todas 0,8 - -
De Leon*® (2002) Filipinas 294 25-64 1,0 41 51
Liede®'* (2002) Paquistan 341 Todas 4,4 23 67
Han?" (2006) Corea 793 - - 2,5
Seo’" (2004) Corea 97 3573 2,0 1,0 3,0
Kim®'* (2005)* Corea 37 2,7 0 1,35
Choi*™ (2004) Corea 60 <40 10 8,3 15

N: numero; Dx: Diagndstico; *: estudios realizados en pacientes con cancer de ovario

La prevalencia media de mutaciones detectada en los genes

BRCA1/2 en pacientes con CMOE varia desde el 1,35% en pacientes con

215

CO esporadico™ hasta el 15% en coreanas con CME?". Destacar el

I**2 en 793 coreanas con CME sin

estudio realizado por Han et a
antecedentes familiares donde la prevalencia de mutaciones detectada
fue de 2,5%. La prevalencia media aumenta al 8,2% (rango: 4,6-15,0%)

en las series que incluyen CM de aparicion temprana (<46 ar"\os)lgs'
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197,190,202,207,208215 " cjando se consideran todos los CMs de las pacientes

de todas las series estudiadas sin tener en cuenta la edad al diagnéstico,

el porcentaje de mutaciones se reduce al 4,3% 1°% 194 199,201, 209-211,213 /|

a
mayoria de estos estudios adolecen de no excluir a las pacientes con
historia familiar de CM/CO, lo que limita el valor de sus resultados. Si se
excluyen las pacientes con CM precoz, diagnosticado antes de los 35

afios, la prevalencia de mutaciones en CME se aproximaria a un 3%.

Dos grandes estudios realizados en cohortes de poblacién
europea, como son el de Anglian BCSG'*® en una serie de 1.435 CME de
poblacién inglesa y el de Syrjakoski et al’ efectuado en 1.035
finlandesas, han estimado la prevalencia de mutaciones BRCA1/2 en
pacientes con CME en 2% y 1,8%, respectivamente. No obstante, la
prevalencia neta de ambos estudios es claramente inferior cuando se
excluyen las pacientes con CM diagnosticadas antes de 35 anos. Asi, en
el primero el porcentaje de mutaciones se reduce del 2% a 1,37%. En el
segundo estudio®® cuando se eliminan los CM diagnosticados a edad
temprana y pacientes con antecedentes familiares, la prevalencia queda

en un 0,5%.

5.1. PREVALENCIA DE MUTACIONES EN CME EN LA POBLACION ESPANOLA

Las cifras de prevalencia aportadas no son comparables con las de
nuestro estudio ya que no incluyen poblacidn caucdsica y menos audn
espafiola. Los estudios realizados en otras poblaciones solo son

orientativos de lo que puede suceder en nuestra poblacién, ya que la
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prevalencia y el espectro de mutaciones varian en gran medida con el

grupo étnico y érea geografica estudiada®®*"’.

De los estudios realizados en poblacidén espafiola™* %, |

a
prevalencia media de mutaciones es de casi un 6%, si bien hay que
sefialar que los estudios se realizaron en mujeres jovenes y en uno de
ellos sélo se incluyd el rastreo de mutaciones en BRCAL. El espectro de
mutaciones dentro de Espafia también varia entre las Comunidades?®?,
donde cabe destacar la existencia de una mutacién fundacional gallega
(330A>G)**. Asi, la mutacién fundacional 187_188delAG presenta una
gran prevalencia en el drea de Levante mientras que no se detecta en
Castilla-Ledn®® y la mutacién 9254 9258del de BRCA2 tiene una

recurrencia mayor en la Comunidad Valenciana y Cataluia que en otras

Comunidades®®..

El estudio de mutaciones en BRCA1/2 ya no tiene relevancia
genética por el mayor riesgo a desarrollar CM y/o CO que confiere la
presencia de la mutacidén, sino que ahora cobra importancia porque las
pacientes con cM*? o c0*® portadoras de mutacién tienen una mayor
sensibilidad al tratamiento con los inhibidores del PARP. Actualmente,
hay otros agentes inhibidores de PI3K, de AKT y de mTOR en desarrollo

clinico?4%?

. Aunque estas moléculas bloquean diferentes elementos
dentro de la via de sefializacion celular PI3K/Akt, su diferente
selectividad puede tener distinto impacto terapéutico en pacientes con

CM.

En la actualidad, los estudios de estas mutaciones en todos los CM

y CO no resultan asumibles dada la extensién y complejidad de las
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determinaciones. No obstante, la incorporacién de nuevos métodos de
alto rendimiento, como es el HRM o la NGS, que permitan reducir el
tiempo de andlisis y los costes, podrian permitir el estudio mutacional

de BRCA1 y BRCA2 en un mayor nimero de pacientes con CM y/o CO.
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Hipotesis y Objetivos

1. HIPOTESIS DE TRABAJO

El CM es la neoplasia mas frecuente en la mujer, con una
incidencia mundial de 1.384.155 casos nuevos al afio. En Espafia, se
diagnostican aproximadamente 14.900 nuevos casos de CM anuales y
representan el 30% de los canceres en la mujer®®. En la Comunidad
Valenciana, se diagnostican alrededor de 1.920 CM anuales. Entre 85-
95% de los CM son esporadicos, lo que supone aproximadamente
13.000 nuevos casos de CME al afio en Espafia y 1.700 CME en nuestra

comunidad®.

La prevalencia de mutaciones en los genes BRCA1/2 en las
pacientes con CME hasta ahora descrita varia dependiendo del grupo

étnico y su localizacién geografica, oscilando entre el 3,0-5,7%>%!. L

0s
escasos estudios realizados al respecto no presentan uniformidad en la
aplicacion de los criterios para la seleccion de familias incluyendo con
frecuencia, pacientes con CM de aparicién temprana, antecedentes

familiares de CM o procedentes de poblaciones no caucasicas'? 2%,

La prevalencia de mutaciones en los genes BRCA1/2 en las
pacientes espafolas con CME se desconoce, siendo necesarios nuevos
estudios que evallen la prevalencia real de estas mutaciones en el CM
carente de antecedentes familiares en nuestra poblacién. De
confirmarse una prevalencia similar a la descrita para otras poblaciones
(5%)193'215, se estima que unas 650 mujeres con CM serian portadoras
de mutaciones en BRCA1/2 en la poblacion espafiola, de las cuales entre

51-100 pacientes pertenecerian a la Comunidad Valenciana. El numero
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de portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2 detectadas en los
pacientes con CME podria ser similar al de las mutaciones detectadas
anualmente en pacientes con historia familiar de CM/CO en el Programa
de Consejo Genético en Cancer Hereditario de la Comunidad Valenciana

(PCGCHCV)> ™.

Las pacientes portadoras de mutacion BRCA1/2 detectadas en los
CME pasarian a engrosar el nimero de casos de CMOH del PCGCHCV. La
inclusién de estas pacientes en el PCGCHCV implica la identificacion de
portadores de mutaciones en sus familiares y con ello la ventaja de la
deteccion precoz del CM en los mismos; ademds del beneficio del
empleo de tratamientos especificos con inhibidores del PARP en las

pacientes con CO y mutacion en BRCA1/2.

La presente tesis pretende evaluar la prevalencia de las
mutaciones en los genes BRCA1/2 en un amplio grupo de pacientes con
CME de la Comunidad Valenciana. Este propdsito exige el desarrollo y la
aplicacion de nuevas tecnologias de alto rendimiento que permitan
detectar de manera rapida y sencilla las variaciones genéticas y en
concreto, las mutaciones de BRCA1/2 de un gran niumero de muestras.
El método de cribado de HRM aplicado en este estudio reune las
caracteristicas adecuadas para el procesamiento de un gran nimero de

muestras en un corto intervalo de tiempo.
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2. OBIJETIVOS

Los objetivos que se plantean y se pretenden alcanzar en esta tesis

son los siguientes:

1. Estudio de la prevalencia y espectro de mutaciones de los genes

BRCA1/2 en 513 pacientes con CME de la Comunidad Valenciana.

2. Desarrollo de un método de HRM eficaz para el cribado de
mutaciones puntuales descritas en la poblacidn espafiola en los
genes BRCA1/2, y capaz de analizar un elevado nuimero de

pacientes en el mismo ensayo.

3. Estudio comparativo entre los resultados obtenidos con el
nuevo método de HRM y los obtenidos con el convencional, CSGE,
en un grupo de pacientes con CMOH en términos de precisién,
sensibilidad, capacidad discriminante, tiempo y coste. Las
discrepancias entre los métodos de cribado se solventaran

. , . . .y 117
aplicando el método de referencia, la secuenciacion de Sanger~".
4. Correlacion de las caracteristicas clinico-patolégicas de las

pacientes con los hallazgos moleculares detectados en los genes

BRCA1/2.

41






MATERIAL Y METODOS






Material y Métodos

1. MATERIAL

1.1. PACIENTES

El grupo de estudio incluye un total de 513 pacientes con CME
reclutadas desde enero del 2007 hasta septiembre del 2012. Se han
considerado como CME las pacientes que no cumplan los criterios de
inclusion establecidos en el PCGCHCV? (Tabla 4).

Tabla 4: Criterios de inclusion familiar establecidos en el PCGCHCV para estudio de
mutaciones en BRCA1/2

- CM diagnosticado antes de los 30 afos
- CM bilateral diagnosticado antes de los 40 afios

-CMy CO en la misma paciente

- Dos CM diagnosticados, al menos uno antes de los 40 afos o bilateral
- Dos 0 mas casos de CO
-Un CM vy un CO en dos familiares, o

- Un CM en mujer y otro CM en un vardn

Familiar de primer grado: madre, hija o hermana

Todas las pacientes que participaron en este proyecto fueron
informadas del estudio y firmaron el consentimiento informado
aprobado por el comité ético del HUIP La Fe. El reclutamiento de estas
pacientes se ha realizado en las consultas de Cirugia del HUiP La Fe y del
Instituto valenciano de Oncologia (IVO) de Valencia; asi como de los
Servicios de Oncologia Médica del HUiP La Fe, IVO, Hospital 9 de
Octubre de Valencia, Hospital Lluis Alcanyis de Xativa y Hospital General

de Elche.
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De cada paciente se han recopilado los datos demograficos, la

funcién ovarica, las caracteristicas anatomo-patoldgicas del tumor

(TNM, tipo y grado histoldgico), histopatologia, y los marcadores IHQ

(RE, RP, HER-2/NEU) (Tabla 5).

Tabla 5: Caracteristicas demograficas y anatomo-patolégicas de las pacientes con

CME
Parametro Mediana Rango
Edad 54 30-87
Parametros Tipos N. casos Porcentaje (%)
Premenopausica 167 34,6
Funcion Ovarica Menopausica 71 14,7
Posmenopadusica 244 50,6
CDI 376 73,2
CLI 45 8,8
CM bilateral 41 8,0
Histopatologia Cco 15 2,9
CTI 5 1,0
CM+CO 3 0,6
Otros CM 29 5,6
0 3 0,6
T 1 284 60,7
2 136 29,1
>2 45 9,7
N Neg 266 57,8
Pos 194 42,2
M Neg 449 95,1
Pos 23 4,9
| 121 31,6
GD 1] 169 44,1
1] 93 24,3
RE Neg 119 25,7
Pos 344 74,3
RP Neg 155 34,0
Pos 301 66,0
Neg 198 46,0
HER2 Pos 232 54,0

CDI: carcinoma ductal infiltrante; CLI: carcinoma lobulillar infiltrante; CM: cancer
de mama; CO: cancer de ovario; CTl: carcinoma tubular infiltrante; T: Tamaio; N:
N2 de ganglios; M: presencia de metastasis; GD: Grado histolégico; RE: Receptores
de estrégenos; RP: Receptores de progesterona; Neg: Negativo; Pos: Positivo
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1.2. MUESTRAS

Los estudios moleculares de las 513 pacientes con CME se han
realizado a partir de ADN aislado de las muestras de sangre venosa
extraida en los hospitales de origen de cada paciente, que se remitieron
al laboratorio de Biologia Molecular del Servicio de Analisis Clinicos del

HUIP La Fe de Valencia.

Asimismo, se han empleado 99 controles positivos (C+) de ADN de
portadores de mutacién en los genes BRCA1/2 (46 en BRCA1 y 53 en
BRCA2), que cubren la practica totalidad del espectro de mutaciones (99
de 110; 90%) descrito en poblacidén espafiola®>?20227228:229,230,231
(Documentos Anexos: apartado 2). Los C+ provienen de los siguientes
laboratorios implicados en programas de consejo genético en cancer
(PCGC): Hospital San Pau de Barcelona, Centro Nacional de Investigacion
Oncoldgica de Madrid, Instituto de Biologia y Genética Molecular de
Valladolid, Hospital Clinico de Madrid, Fundacién Publica Galega de
Medicina Xendmica de Galicia y Hospital Universitario de Salamanca y
nuestro laboratorio, Laboratorio de Biologia Molecular del Hospital
Universitario La Fe. La mutaciéon presente en todos los C+ empleados en

este estudio se ha confirmado mediante secuenciacion’ en el

Laboratorio de Biologia Molecular.

También se ha incluido una coleccidén de 52 muestras de pacientes
con CMOH que habian sido estudiadas en nuestro laboratorio mediante
CSGE y han sido reprocesadas con la nueva metodologia de HRM

desarrollada.
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2. METODOS

2.1. EXTRACCION DE ADN

La extraccion de ADN se ha realizado a partir de sangre venosa
anticoagulada con acido Ks-etilendiaminotetracético (EDTA) empleando
el kit comercial “UltraClean® Blood DNA Isolation Kit” (Tio MolBiol)
siguiendo las especificaciones del fabricante. Se trata de un

procedimiento manual que aisla el ADN por precipitacidn.

2.2. CUANTIFICACION Y CALIDAD DEL ADN

La cantidad y calidad del ADN obtenido se ha cuantificado
mediante espectrofotometria en el NanoDrop ND-1000, considerando
como muestras de calidad aceptable aquellas con ratio 260/280 entre
1,8 y 2,0. Valores < 1,8 indican contaminacidn proteica y valores > 2,0
indican contaminaciones con fenol. Los ADN cuantificados se han diluido
a una concentracion final de 20 nanogramos (ng) ADN/microlitro (pL) y

se han almacenado a -202C hasta el momento de la determinacion.

2.3. CRIBADO DE_MUTACIONES MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GELES

SENSIBLES A CAMBIOS DE CONFORMACION

La CSGE es una metodologia de mediano rendimiento
fundamentada en la diferente movilidad electroforética que presentan
los HE y/o HO frente a las muestras WT en una electroforesis vertical

138,144

empleando geles medianamente desnaturalizantes El método

requiere una primera etapa de PCRs multiples (Documentos Anexos:
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apartado 3, Tablas A.3 y A.4) para la obtencién de los amplicones.
Después se procede a la desnaturalizacion de los productos de PCR para

promover la formacién de HE/HO y su separacién mediante CSGE**%2,

Se han empleado 66 parejas de cebadores para el cribado
completo de los genes BRCA1/2, 28 para BRCA1 y 38 para BRCA2. Los
cebadores y condiciones utilizadas para las PCRs multiples son las

144,232
/

descritas por Esteban et a (Documentos Anexos: apartado 3).

Para la formacion de los HE/HO, los amplicones de PCR se
someten a un gradiente de temperaturas. El programa empleado
contempla una desnaturalizacién seguida de una lenta renaturalizacion
(Documentos Anexos: apartado 3, Tabla A.6). A continuacién, se ha
realizado la CSGE (Documentos Anexos: apartado 3, Tabla A.7).
Finalizada la electroforesis se efectia la tincién argéntica del gel para
visualizar los patrones de bandas de cada muestra. El patrén alterado de
una muestra se identifica comparandolo con el patréon de una muestra
WT. La caracterizacién del patron andémalo se realiza mediante la

secuenciacion del producto de PCR en el que se detectan los HE.

2.4. CRIBADO DE _MUTACIONES MEDIANTE EL _ANALISIS DE_CURVAS DE

FUSION DE ALTA RESOLUCION

El método de cribado basado en el analisis de las curvas de fusién
de alta resoluciéon, HRM, es un método de elevada sensibilidad, rapidez

y rendimiento™®.
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2.4.1. Fundamento del High Resolution Melting

El HRM se fundamenta en la realizacidén, en un Unico paso y sin
manipulacidon de la muestra, de la PCR a tiempo real seguida de una
etapa de formacion de los HE/HO y de un aumento progresivo de la T2

161,164

hasta la total desnaturalizacién del fragmento amplificado (Figura
10). En este proceso se incluye un intercalante de nueva generacion,
ResoLight (Roche), que satura la hebra de ADN sin afectar la actividad de
la Taq polimerasa. Estas propiedades del intercalante permiten detectar
pequeiias variaciones en la Tm de los fragmentos amplificados v,

consecuentemente, identificar la presencia de variaciones moleculares

en las muestras estudiadas.

Overview

; THAAA AT

=
=3
8

1024 (315 a3 [ 05036 10043 11055 1:20:58 13618
Estimated Time (hemm:ss)

Figura 10: Etapas del HRM: A) Activacion de la enzima. B) Ciclos del PCR. C)
Formacién de HE/HO. D) Aumento de la T2 hasta la desnaturalizaciéon completa del
amplicdn (curva de melting)

2.4.2. Diseno de los cebadores

El disefio de los cebadores para el estudio de las mutaciones
descritas en la poblacion espafiola en BRCA1/2 se ha realizado aplicando

2 . . . .
33, Los criterios establecidos para la seleccién de las

el software Primer3
parejas de cebadores han sido que el tamafio del fragmento amplificado

fuera menor de 350 pb, la T2 de hibridacion estuviera alrededor de 562C
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235
d

y que los programas meltsim*** y polan estimaran que el niumero

maximo de picos de melting no sobrepasara de dos. Adicionalmente, los
cebadores seleccionados han sido testados en el programa BLAST**®
para confirmar la especificidad de los mismos. Las secuencias de
oligonucledtidos han sido sintetizadas por Tib MolBiol (Alemania) con

una calidad molecular estandar.

Los tamafios y las condiciones de amplificacion de los 49
fragmentos (23 para BRCA1l y 26 para BRCA2) se detallan en los

Documentos Anexos: apartado 4, Tablas A.8 y A.9.

2.4.3. Equipos Y reactivos empleados en el método de HRM

a. Equipos

La dispensacion de reactivos y muestras, en placas de 96 o de 384
pocillos, se ha realizado empleando el robot EpMotion 5070

(Eppendorf).

El HRM se ha efectuado en la plataforma de PCR en tiempo real

LightCycler 480°® (LC 480) v.1.5 (Roche Life Science).

b. Reactivos

El reactivo empleado, “LightCycler® 480 High Resolution Melting
Master Mix” (Roche Life Science) x2, contiene la Tag ADN polimerasa
Fast Start y el intercalante de alta resolucidn, ResoLight, en un tampén
de reaccién que no contiene MgCl,. Este reactivo es compatible con la

adicion de dimetil sulféxido (DMSO), empleado para mejorar la
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amplificacién de secuencias ricas en CG. Ademas contiene una soluciéon
madre de MgCl, a 25 milimolar (mM), que permite optimizar facilmente

la concentracién de Mg** cuando se requiere.

En la optimizacion del HRM ademas “LightCycler® 480 High
Resolution Melting Master Mix”, también se evalud el reactivo
“MeltDoctor™ HRM Master Mix” (Life Technologies) que contiene el

intercalante de alta resolucién SYTOO9.

El resto de equipos y reactivos empleados se describen en

Documentos Anexos: apartados 3y 4.
c. Condiciones de la mezcla de reactivos

El volumen final de reaccidén establecido varia dependiendo de la
placa empleada, 10 uL para placas de 96 pocillos y 7 ulL para las de 384
pocillos. Se ha seleccionado la concentracién minima de cebador para
obtener un producto de PCR éptimo y la concentracion minima de
MgCl, necesaria para prevenir la formacidn de picos de melting
inespecificos realizando ensayos seriados a distintas concentraciones de
cebadores y MgCl,. Para la amplificacion de todos los fragmentos se han
empleado dos concentraciones de cebadores y MgCl, diferentes: 0,2
micromoles (UM) de cebadores y 2,5 milimoles (mM) de MgCl, 0 0,3 uM
de cebadores y 3,0 mM de MgCl, (Tabla 6). Ademas, con el fin de evitar
la formacion de picos multiples e inespecificos en la curva de melting se
ha adicionado un 5% de DMSO en la mezcla de reactivos en los

productos de PCR que presentaban estos problemas.
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Tabla 6: Mezclas de reactivos y concentraciones empleadas:

LightCycler® 480 HRM x 2 1x 5 3,5

Cebador Forwad (8 uM) 0,2/0,3 uM 0,25/0,38 0,17/0,26
Cebador Reverse (8uM) 0,2/0,3 uM 0,25/0,38 0,17/0,26
MgCl, (25mM) 2,5/3mM 1/1,2 0,8/0,96
H20 1,5/1,05 0,36/0,02

Volumen mix
reactivos/pocillo

ADN (15-20 ng/pL) 2 2

8 5

d. Muestras procesadas

En cada ensayo de PCR se ha incluido un blanco de reactivo, 40 ng

de ADN de la muestra WT, C+ correspondientes y muestras a ensayar.

Para la puesta a punto y optimizaciéon del método (ADN WT vy C+) y
en el procesado de las primeras 100 muestras de CME los ensayos se
han realizado por triplicado. La buena reproducibilidad de los resultados
obtenidos ha permitido efectuar los ensayos restantes, comparacion de
los métodos de HRM y CSGE y procesado de las 413 muestras de CME

restantes, por duplicado.

e. Programa de PCR

Se ha empleado un Unico programa de PCR para la amplificacion
de todos los fragmentos. El programa consta de cuatro etapas: 1) etapa
de activacion de la enzima [10 minutos (min)]; 2) etapa de amplificacidn,
con T2 de hibridacidn constante (562C) y medida de fluorescencia en la

etapa de elongacion de cada ciclo. 3) Etapa de formaciéon de los HE y
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curva de desnaturalizacién de alta resoluciéon (652C = 902°C) con una
medida continua de la fluorescencia (25 adquisiciones/2C). 4) etapa de

enfriamiento de la placa (Tabla 7).

Las lecturas de la luz emitida se han efectuado a 533 nm,

correspondiente con la longitud de onda emitida por el ResoLight.

Tabla 7: Programa de PCR comun para la amplificacion de todos los fragmentos de
BRCA1y BRCA2

Denominacién Activacion Amplificacion HE + Fusion Enfriamiento
Ne Ciclos 1 45 1 1
Temperatura [2C] 95 95 56 72 95 40 65 90 40
Tiempo [s] 600 10 13 14 60 60 1 10
Adgquisicion F - - - Puntual| - - - continua

Ramp rate [2C/s] 44 44 22 44 |44 15 1 004 15
Adgquisiciones por 2C 25

2.4.4. Analisis de los resultados:

Los datos obtenidos se han analizado empleando tres médulos
informaticos incorporados en el programa LC 480 v.1.5 y se detallan a

continuacion:

1. Cuantificacion Absoluta: Calcula el Crossing point (Cp) de cada
una de las muestras y estima la media y desviacion estandar de los
duplicados. A este respecto se ha considerado que el producto de
PCR presenta un crecimiento éptimo y valorable cuando Cp = 20-
30 ciclos y la intensidad de fluorescencia (IF) > 20 unidades de

fluorescencia (UF) (Figura 11A).
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A Amplification Curves
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Figura 11: A) Curva de amplificacion (Cp=28 e IF=50) y B) Picos de melting (Tm1:
79,52C y Tm2= 822C) del fragmento 11c de BRCA1

2. Tm Calling: Estima la Tm de cada una de las muestras a partir
de la primera derivada de la curva de disociaciéon. Se ha
considerado que la amplificacion es adecuada cuando el
fragmento presenta un Unico pico de melting, simétrico o no, v,
excepcionalmente, dos picos (Figura 11B).

3. Gene Scanning: Estima la diferencia de T2 (Difference plot, DP)
entre los puntos de la curva de disociacion tomando una de las
muestras como referencia o linea base respecto a cada una de las
muestras restantes. Las muestras similares presentan curvas muy
similares, mientras que las que presenten alguna alteracién,
mostraran una forma o perfil diferente a la linea base. El programa
permite la agrupacion o clasificaciéon de las muestras de acuerdo
con el perfil de las curvas de fusion. El mdédulo informatico del

Gene Scanning consta de tres etapas:

3.1. Normalizacion de los valores de fluorescencia en la
curva de fusion, antes y después del melting. Consiste en

ajustar a 100% la fluorescencia emitida antes del melting y a
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0% la observada tras la desnaturalizacién completa de las

hebras de ADN (Figura 12).
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Figura 12: A) Normalizacion de la curva de melting estableciendo el rango prey
post-melting con las barras verticales verdes y azules, respectivamente. B)
Resultado de la primera normalizacidn.

3.2. Desplazamiento de T2, establece una linea de corte por
debajo de la cual la fluorescencia emitida pasa a considerarse
como residual o ruido de fondo. Permite aumentar las
diferencias de pendiente entre las curvas con un perfil
distinto y disminuir las diferencias entre las curvas de fusién

similares (Figura 13).
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Figura 13: A) Curva de melting (Figura 12 B) en la que se establece la linea de corte de
fluorescencia. B) Curva resultante tras la segunda normalizacion.

3.3. Gréfica diferencial, tras la normalizacién el programa
toma una de las muestras como linea base y sustrae, al resto,

la fluorescencia de ésta en todos los puntos de la curva,
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obteniéndose una grafica con las muestras agrupadas en

funcién de sus alteraciones (Figura 14).
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Figura 14: Grafica diferencial: azul: muestras WT; verde: muestras con variacion de
secuencia respecto al WT

En este estudio se ha considerado que dos muestras son
diferentes cuando el DP > 5 unidades relativas de fluorescencia (URF) o
cuando los perfiles de las curvas son muy diferentes a pesar de tener un

DP < 5.

2.4.5. Precision, sensibilidad y capacidad discriminante

La calidad del método se ha establecido evaluando su precisién,

sensibilidad y capacidad discriminante.

> Precision o repetitividad, la precisién intra-ensayo se ha
establecido como la capacidad de reproducir el perfil de los
replicados de una muestra en la gréfica diferencial (Figura 15). La
precision inter-ensayo se ha considerado como la reproducibilidad
del perfil de la curva de una muestra con una variante dada en

ensayos diferentes.
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> Sensibilidad, se ha considerado la capacidad del método
para detectar una muestra que presenta una variante genética del
ADN WT.

> Capacidad  discriminante; entendida como |Ia
potencialidad del método para distinguir las muestras que
presentan diferentes variaciones de secuencia en el mismo

fragmento de ADN (Figura 15).

Normalized and Temp-Shifted Difference Plot

15381 <— 5396+1G>A
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Temperature (°C)

Figura 15: Grafica diferencial del exén 20 de BRCA1. Esta curva muestra la precision
intra-ensayo evidenciada porque todos los replicados presentan curvas
superponibles. Asi como la sensibilidad del método que permite diferenciar las
muestras con variante del ADN WT; y su capacidad discriminante, que permite
diferenciar los perfiles de las curvas de dos muestras que presentan variantes
diferentes, el C+ con la mutacion 5396+1G>A y la P01 que presenta la variante
5371G>A.

2.5. COMPARACION DE LOS METODOS DE HRM Y CSGE

La comparacion de los resultados del cribado de mutaciones
puntuales en los genes BRCA1/2 analizados con los métodos de HRM y
CSGE se ha realizado en 52 pacientes con CMOH (49 para BRCA1 y 52
para BRCA2) que habian sido estudiados en nuestro laboratorio con

CSGE.
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Se trata de un estudio retrospectivo y ciego sobre muestras
seleccionadas por un colaborador externo que no conocia los resultados
previos. El estudio analiza tanto la correspondencia de resultados entre
ambos métodos como la relacion coste-efectividad de cada uno de ellos.
Las discrepancias encontradas entre métodos se han dirimido mediante

la secuenciacion directa.

2.6. PROCEDIMIENTO GENERAL PARA EL ESTUDIO DE LOS CME MEDIANTE

HRM

El cribado de mutaciones espafiolas en los genes BRCA1/2 se ha
realizado en 513 pacientes con CME. El flujo de trabajo ha consistido en
la preparacion de las mezclas de reactivos a emplear. Las muestras de
ADN previamente extraidas se han colocado en el soporte del robot
Epmotion 5750, asi como las mezclas de reactivos a dispensar y la placa
de PCR. Este robot dispensa de las mezclas de reactivos y muestras en la
placa de PCR. A continuacién, se ha realizado la PCR en el LC 480.
Aguellas muestras que tras ser analizadas han presentado un perfil
distinto al del ADN WT han sido secuenciadas para tipificar la variacién

genética presente en las mismas (Figura 16).

La relevancia clinica de las variantes encontradas se ha consultado

en las bases de datos®?1,

Para las VEDs se han aplicado
procedimientos in silico empleando los programas informaticos que se

detallan en Documentos Anexos: apartado 7.
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Figura 16: Flujo de trabajo para los pacientes con CME empleando el HRM. Desde la
extraccion manual del ADN y preparacion de las mezclas de reactivos, hasta la
secuenciacion de la muestra con perfil diferente al del ADN WT.
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2.6.1. Deteccion de la mutacion c.1961delA mediante el

empleo de sondas de hibridacidn

La mutacién c.1961delA y los polimorfismos c.2077G>A y
€.2082C>T ubicados en el exdén 11 de BRCA1 presentan problemas para
diferenciarse entre si. Para solventar este inconveniente se ha disefiado
un método basado en el empleo una sonda de hibridacién especifica de

la mutacién que permite diferenciarla del polimorfismo (Figura 17, A).

Para ello se han empleado las siguientes sondas de hibridacién, la
anchor, 640-TCACTGCTAGAACAACTATCAATTTGCA, especifica de la
mutacion y la sensor TGGTTGTACTTTTTTTTTCTTTATCTC-FL contigua a la
anchor y propia de la secuencia normal. Tras la realizacion del HRM y el
analisis Gene Scanning, se adiciona la pareja de sondas, a una
concentracion 0,5uM, en los pocillos de la placa que presentan un perfil
DP distinto al del WT. A continuacién, se realiza un nuevo melting
especifico de las sondas que permite diferenciar las muestras con
mutacion (Tm=52,52C) de las portadoras del polimorfismo (Tm=56,52C)

(Figura 17, B).
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Figura 17: A) Grafica diferencial del fragmento 11-6 de BRCA1 la forma de las curvas
de la mutacién (2080delA) y del polimorfismo es similar entre si aunque diferentes
de la forma del WT. B) Curvas de melting de las mismas muestras tras el empleo de
sondas de hibridacidn. Las muestras con mutacion presentaron un pico a Tm=52,52C
mientras que la Tm de las muestras sin mutacion fue de 56,52C

2.7. SECUENCIACION

Se han secuenciado todos los productos de PCR en los que el
procedimiento de cribado, CSGE o HRM, ha detectado variaciones
genéticas que se diferencian del ADN WT. La secuenciacidon empleada se
basa en el método de Sanger''’, que incorpora aleatoriamente los
nucledtidos terminadores o dideoxinucleétidos marcados con
fluorocromos diferentes, y efectia una electroforesis capilar para su
identificacién. El procedimiento de secuenciacién requiere la
purificacién del producto de PCR empleando el reactivo “ExoSAP-IT” (GE

Healthcare), que elimina los restos de cebadores del producto de PCR.

A continuacién, se ha realizado la reaccion de secuenciacién

empleando el reactivo “Abi Prism Big Dye Terminator vi.1 cycle
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sequencing kit” (Applied Biosystems) basado en el método de Sanger"’.
El producto de secuenciacion se purifica empleando las columnas
“Performa DTR Gel Filtration Cartidges” (EdgeBio) y finalmente, ha sido

desnaturalizado (962C, 5 min) y secuenciado.

La reaccion de secuenciacion se realiza en el secuenciador ABI
Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystem) con capilares de 50
centimetros empleando los pardmetros de carrera que se detallan en
Documentos Anexos Tabla A.8. Los datos obtenidos se han analizado

con el programa Sequencing Analyzer v.5.2.

2.8. NOMENCLATURA

Para la nomenclatura de las alteraciones moleculares se han
aplicado las recomendaciones establecidas por den Dunen and
Antonarakis®’ y por la HGVS'™® (contabilizando como la primera base la
A del coddn de iniciacidn ATG). Las secuencias de referencia empleadas
han sido BRCA1 (NM_007294.3; Gl: 237757283) vy BRCA2
(NM_000059.3; GI: 119395733).
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2.9. ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis de los datos se han aplicado los siguientes test

estadisticos:

> Tablas de contingencia y test Chi-cuadrado (x2), se han
aplicado para analizar la asociacién entre variables cualitativas
como son la funcidon ovarica, el tamafio tumoral, etc; con la
presencia o no de mutacién.

> Coeficiente de correlacion bivariado de Spearman se ha
empleado para determinar la correlacion entre variables
categdricas como es la prevalencia de polimorfismos.

> El modelo de regresidon logistica, se ha aplicado para
relacionar las presencia de mutaciones con las caracteristicas
clinico-patoldgicas de las pacientes tales como la presencia de
historia familiar de CM, la edad al momento del diagndstico, el

tamafio del tumor (T1/T>1), etc.

Todos los test han sido de 2 colas estableciendo como limite de
significacion estadistica los valores de p inferiores a 0,05. Los datos se
han analizado empleando el paquete estadistico SPSS versién 17.0.

(Chicago, IL, USA).
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Resultados

1. PUESTA A PUNTO Y OPTIMIZACION DEL METODO DE ALTO
RENDIMIENTO “HIGH RESOLUTION MELTING”

En el presente trabajo de tesis se ha puesto a punto y optimizado
el método de HRM de cribado de mutaciones en los genes BRCA1/2 que
permite detectar de la mayoria mutaciones descritas en la poblacién
espafola (90%; 99 de 110). Como se vera en los resultados que siguen,

se trata de un método robusto, sencillo, rdpido y de alto rendimiento.

1.2. SELECCION DE LOS CEBADORES

El cribado de las 99 mutaciones espafiolas referidas en BRCA1/2
requirié la optimizacién de 49 PCRs (23 para el gen BRCA1 y 26 para el
gen BRCA2). Los cebadores seleccionados generaron fragmentos de PCR
con un tamafio medio de 191,3 pb (rango: 95-280 pb), libres de dimeros
de cebadores y una elevada especificidad. La secuencia y condiciones
empleadas para cada uno de estos cebadores se detalla en Documentos

Anexos: apartado 4, Tablas A.8 y A.9.

1.3. OPTIMIZACION DE LAS CONCENTRACIONES DE CEBADORES Y

MGCL,

Ensayos seriados permitieron seleccionar la concentracion minima
de cebador y de MgCl, necesarios para obtener un producto de PCR
o6ptimo (Figura 18 A) y para prevenir la formacion de picos de melting
inespecificos (Figura 18 B y C). Las concentraciones de cebadores vy
MgCl, seleccionadas para la amplificacion de los 49 fragmentos fueron

0,2 uM de cebadores con 2,5 mM de MgCl, en 32 de los 49 PCRs 0 0,3
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MM de cebadores con 3,0 mM de MgCl, en las 17 PCRs restantes

(Documentos Anexos: apartado 4, Tablas A.8 y A.9).
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Figura 18: A) Curva de crecimiento del exén 5 de BRCA1 a diferentes concentraciones
de MgCl,; el producto no amplifica a [MgCI2] < 2mM; el aumento progresivo de la
[MgCl,] permite una deteccion mas temprana del producto de PCR. B) Curva con un
pico doblete de melting para [MgCl,]= 2mM. C) Formacion de productos inespecificos
consecuencia de un excesivo aumento de la [MgCl,], con la consecuente aparicion de
un segundo pico de melting para la [MgCl,]= 3mM.

Treinta y dos parejas de cebadores (21 de BRCA1 y 11 de BRCA2)
presentaron un crecimiento 6ptimo del amplicon empleando una
concentracion de 0,2 uM de cebadores y 2,5 mM de MgCl,. Sin
embargo, los fragmentos de los exones 5, 12, 19y 21 de BRCA1 y el 10-4
de BRCA2 precisaron la adiciéon de un 5% de DMSO en la mezcla de
reactivos con el fin de corregir la formacion de picos multiples e

inespecificos en la curva melting (Figura 19).

Las 17 parejas de cebadores restantes (3 de BRCA1y 14 de BRCA2)
alcanzaron un crecimiento éptimo empleando la concentracién de 0,3
UM de cebador y de 3,0 mM de MgCl, (Documentos Anexos: apartado 4,
Tablas A.8 y A.9).
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Figura 19: A) Picos de melting del exén 5 de BRCA1 donde se observa el doble pico
esperado y un pico inespecifico a una Tm mayor de 852C. B) Modificacion de las
curvas y desaparicion del pico inespecifico del exén 5 de BRCA1 tras la adicion de
DMSO.

En general, bajo las condiciones seleccionadas, las curvas
obtenidas para los triplicados de cada muestra fueron reproducibles en
todos los fragmentos de PCR, tanto en la curva de crecimiento (Figura
18), presentando valores de Cp similares y desviaciones estandar bajas,

como en el Tm del pico (Figura 19).

1.4. OPTIMIZACION DEL PROGRAMA DE PCR

Todos los fragmentos de BRCA1/2 fueron amplificados aplicando
un programa de PCR comun. La optimizacién del programa de PCR
supuso modificaciones en el nimero de ciclos de la amplificacién vy
programa de melting. Acortamientos en la fase de plateau de 5 ciclos
(5045 ciclos) y en el programa de melting de 10°C (60->952C)
permitieron reducir la formacién de fragmentos inespecificos y eliminar

artefactos en las curvas de melting, favoreciendo el analisis posterior.
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1.5. ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Se analizaron los 49 productos de PCR empleando los siguientes

modulos informaticos de plataforma LC480:

1. Cuantificaciéon absoluta: todos los fragmentos optimizados
presentaron un valor promedio de Cp = 24 ciclos (rango: 20-30

ciclos) y una IF superior a 20 UF (rango: 20-130 UF) (Figura 20).
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Figura 20: Curva de cuantificacion absoluta del exén 8 de BRCA1 con un Cp=26y
una IF de 55.

2. Tm Calling: los productos de PCR mostraron una Tm media de
80,79C (rango: 72,3-85,12C). La mayoria presentaron un unico pico
de melting simétrico, aunque en quince casos se observd un pico
asimétrico, desdoblado o doblete y, excepcionalmente dos picos,
ocasionados por la asimétrica distribucion de los nucledtidos G/T

en el fragmento de PCR (Figura 21).
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Figura 21: Diferentes perfiles de las curvas y picos de melting. A) Curva del exén 8 de
BRCA1 con un dominio de melting y pico simétrico con Tm=832C. B) Curva del exén 7
de BRCA1 con un dominio y pico asimétrico con Tm=78,82C. C) Curva del exén 13 de
BRCA2 con dos dominios y pico doblete de melting con Tm=74,52C y Tm=77,82C. D)
Curva del exén 21 de BRCA2 con dos dominios y dos picos de melting con Tm=76,52C
y Tm=822C.

3. Gene Scanning: las graficas diferenciales obtenidas permitieron
diferenciar los 99 C+ procesados de las muestras de ADN WT
tomadas como linea base (Documentos Anexos: apartado 4,

Figuras A.1y A.2).

1.6. PRECISION, SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL HRM PARA LA

DETECCION DE LAS MUTACIONES ESPANOLAS

La optimizacion del método de HRM permitié alcanzar los niveles

de precisidn, sensibilidad y especificidad requeridos.
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1.6.1. Precision del HRM

En todos los experimentos, los replicados de una misma muestra
presentaron curvas superponibles entre si obteniéndose una buena
precisidn intra-ensayo (Figura 22 y Figura 23). Asimismo, el perfil de la
grafica DP para las muestras con una variante determinada se reprodujo
con fidelidad en experimentos diferentes, confirmando la buena

precisidn inter-ensayo.

1.6.2. Sensibilidad del HRM

Se ensayaron dos intercalantes diferentes, el ResolLight (Roche) y
el SYTO9 (Life Technologies) seleccionando finalmente el ResoLight por

mostrar mejor sensibilidad (datos no presentados).

Para el gen BRCAI1, el método de cribado de HRM permitid
diferenciar las 46 mutaciones estudiadas (Figura 22). El 87% (40/46) de
estas mutaciones mostraron curvas con perfiles claramente diferentes al
del ADN WT, con DP>5. Las seis mutaciones restantes (c.1672delA,
c.1912delG, c.2241delC, ¢.2389_2390delAG, ¢.4195_4196delAC vy
c.5154+45G>A), aunque con una resolucion inferior, presentaron un
perfil de curvas DP que permitio diferenciarlas de las muestras de ADN
WT (Documentos Anexos: apartado 4, Figura A.1, PCRs 8, 9, 10, 11, 17y
18).
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Figura 22: Difference plots de las mutaciones espaiiolas mas frecuentes en BRCA1. A)
Exdn 2; B) exdn 5; C) exdn 8 y D) exdn 18, en el que se visualizan los distintos perfiles
de curva que presentan cinco C+ diferentes respecto del ADN WT. En estas graficas se
denota la precision intra-ensayo del HRM, los replicados de las muestras presentan
curvas superponibles entre si. Asi como la capacidad discriminante del mismo,
muestras con cambios diferentes presentan perfiles de curvas distintos (A, By C).

Para el gen BRCA2, la sensibilidad obtenida para el HRM también
permitid la identificacion de las 53 mutaciones espafiolas estudiadas.
Todas ellas presentaron DP diferentes a los del ADN WT (Figura 23). El
90,6% (48/53) de estas mutaciones presentaron DP>5. Las cinco
mutaciones restantes (c.3146delA, c.3264 3265insT,
c.5851_c.5854delAGTT, ¢.6629_ 6630delAA y ¢.7171_7172insA)
presentaron un DP<5, aunque sus DP permitieron diferenciarlas de los
del ADN WT (Documento Anexos: apartado 5, Figura A.2, PCRs 10,16 y
18).
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Figura 23: Difference plots de las mutaciones espafiolas mas frecuentes de BRCA2. A,
B y C) Mutaciones espafiolas del exén 11 (PCR 9, 13 y 18); D) Mutaciones espaiiolas
del exén 23.

1.6.3. Capacidad discriminante del HRM

La capacidad discriminante del HRM para BRCA1 fue adecuada
para el 80,6% (25/31) de los C+ localizados en los mismos fragmentos de
PCR ya que se distinguieron entre si exhibiendo DP diferentes (Figura 6y
Documentos Anexos: apartado 4, Figura A.1). Sélo las mutaciones
c.1912delG y ¢.1953_1956del4 en el exdén 11, c.4161_4162delTC y
c.4167_4168insAG en el exdén 12 y ¢.5117G>A y c.5154+5G>A en el exén
18, presentaron IF y DP similares entre si, aunque diferentes a las de la
curva del ADN WT (Documentos Anexos: Figura A.1, PCRs 10, 16 y 19).
Las mutaciones c.4287C>A y ¢.4305_4306delCT del exén 13, aunque
mostraron valores de IF similares, sus DP se diferenciaron facilmente
debido a que sus picos diferian en mas de 12C (Documentos Anexos:

apartado 4, Figura A.1, PCR 17).
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La capacidad discriminante del HRM para BRCA2 diferencié el
90,7% (39/43) de las mutaciones presentes en los fragmentos de PCR
qgue albergaron mas de una mutacidn, presentando DP>5. Las curvas de
las mutaciones ¢.6629 6630delAA y c.6656C>G del exdén 11,
presentaron un DP<5 aunque se diferenciaron por presentar perfiles
distintos (Documento Anexos: apartado 5, Figura A.2, PCR 18).
Unicamente las mutaciones c.1310_1313delAAGA y
c.1448 1449delAGIinsTTAC del exén 10 vy, ¢.8032_8033insGA vy
c.8042_8043delAC del exdn 18, presentaron curvas DP no diferenciables
entre si, con perfiles e IF similares, aunque claramente diferentes de las

del ADN WT (Documento Anexos: apartado 5, Figura A.2, PCRs 5y 21).

1.7. CONFIRMACION DE LOS RESULTADOS POR SECUENCIACION

Los estudios de secuenciacion, realizados en todas las muestras
con curvas de fusion diferentes a las del ADN WT, confirmaron la
presencia de la alteracidon esperada en todos los C+ y la ausencia de

variaciones en los ADN WT (Figura 24).

Nermalited and Temp Shifted Differanse Plot
.A,—_ BT B .5396+1G6>A
=] ¢.5396+16A | \ : l
|- A VARGV V)
| |_ADN Normal
- ISR O’ NS T.

Figura 24: A) Difference plot exén 20 BRCA1. B y C) Secuencias del exén 20 con
mutacion espafiola y del ADN wild-type, respectivamente.
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2. COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE HRM Y CSGE

Los resultados de la comparacion de los métodos de cribado, CSGE
y HRM, reflejan que el HRM tiene una clara superioridad sobre la GSGE
tanto en la sensibilidad para detectar variantes genéticas como en el
rendimiento global. Asi, la CSGE detectd correctamente las variantes
genéticas en el 54,4% (315/578) de los productos de PCR amplificados
presentando un 45,6% de falsos negativos, en comparacion con el 92,9%
(537/578) de variantes detectadas y el 7,1% de falsos negativos del
HRM.

2.1. VARIANTES DETECTADAS EN BRCA1

En los 49 pacientes estudiados para BRCAI1, se identificaron 23

variantes genéticas: cinco mutaciones patogénicas, dos VEDs y 16

polimorfismos (Tabla 8).

Tabla 8: Variantes genéticas detectadas en BRCA1 por los métodos de cribado CSGE y
HRM

2 c.68_69delAG p.Glu23ValfsX17 M 1 1
6 ¢.213-12A>G IVS M 0 1

C.441+41[C(T)e]» IVS Pol 19 18
7 c.441+41[C(T)10ls IVS Pol 19 0

C.441+41[C(T)s]y IVS Pol 8 23
8  ¢.442-34C>T IVS Pol 0 11
9  ¢.548-58delT IVS Pol 22 24
10 ¢.594-52C>T IVS Pol 0 1
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Tabla 8: Continuacion

c.1067A>G p.GIn356Arg Pol 2 3
c.1961delA p.Lys654SerfsX47 M 2 0
c.2077G>A p.Asp693Asn Pol 4 0 5 1
c.2082C>T p.Ser694Ser Pol 0 0 37 10
c.2311T7>C p.Leu771Leu Pol 21 21

11
c.2611C>T p.Pro871Leu Pol 21 0 47 8
c.3113A>G p.Glu1038Gly Pol 22 23
¢.32577>G p.Leu1086X M 2
c.3296C>T p.Pro1099Leu VED 1 1
¢.3548A>G p.Lys1183Arg Pol 1 0 21 7
c.3640G>A p.Glul214Llys VED 1 1

13 ¢.4308T>C p.Ser1436Ser Pol 21 2 21 5

16 c.4837A>G p.Ser1613Gly Pol 41 21 41 4

17 ¢.5075-53C>T IVS Pol 2 2

19 ¢.5154G>A p.Trp1718X M 1 1

(*) Numero de muestras con variantes genéticas detectadas por cada método. N Het:
numero de heterocigotos; N Homo: nimero de homocigotos; Pol: polimorfismo; M:
mutacién patogénica; VED: variante de efecto desconocido. En negrita las
mutaciones patogénicas. Se hace referencia a la deteccion de variantes en Het y
Homo en aquellos casos que se identifican ambas. Cuando no se especifica el
caracter Het/Homo de la variante es porque solo se ha identificado en Het.

Tres de las cinco mutaciones patogénicas descritas
(c.68_69delAG, ¢.3257T>G y c.5154G>A) fueron detectadas por ambos
métodos. Sin embargo, la mutacion ¢.213-12A>G que fue identificada
mediante HRM no se detecté con CSGE. La mutacion c.1961delA
(p.Lys654SerfsX47), presente en dos pacientes, fue detectada con CSGE
y el método de HRM la diferencié del ADN WT, aunque no la pudo
distinguir del polimorfismo ¢.2082C>T presente en ese fragmento del
gen (Figura 25, A). En este fragmento ademds de esta mutacion
concurren dos polimorfismos muy frecuentes. Sin embargo, la
combinacién del HRM con una sonda de hibridacion especifica para la

mutacion c¢.1961delA permitio su diferenciacion del polimorfismo
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€.2082C>T en todos los casos incluidos en el estudio. Las muestras con la
mutacion se diferenciaron de las que solo presentaron el polimorfismo
por las diferencias en sus Tm, que son de 52,52C para la mutacion y

56,59C para el polimorfismo (Figura 25, B).
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Figura 25: A) Grafica diferencial del fragmento 11-6 de BRCAI1; las formas de las
curvas de la mutacidn (c.1961delA) y del polimorfismo (c.2082C>T) son similares
entre si aunque diferentes de la forma del control WT. B) Curvas de melting de las
mismas variantes tras el empleo de sondas de hibridacion. Las muestras con
mutacion presentaron un pico a Tm=52,52C mientras que la Tm de las muestras sin
mutacion fue de 56,52C

Las dos VEDs, ¢.3296C>T y c.3640G>A (Tabla 8) fueron
identificadas por ambos métodos en las dos pacientes portadoras de las

mismas.

Se detectaron 16 polimorfismos, seis de ellos identificados tanto
en Het como en Homo. Los polimorfismos c.442-34C>T, ¢.594-52C>T,
¢.2077G>A en Homo, ¢.2082C>T en Het y Homo, c.2612C>T en Homo y

c.3548A>G en Homo solo se detectaron con HRM (Tabla 8). Los 10
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polimorfismos restantes fueron detectados por ambos métodos,
aunque para los polimorfismos ¢.441+41[C(T)5];, c.548-58delT,
c.1067A>G, c.2077G>A, ¢.2612C>T, ¢.3113A>G y c.3548A>G el HRM
identificd su presencia en un mayor numero de pacientes que la CSGE.
El c.4837A>G en Homo fue el Unico polimorfismo que no fue detectado

por HRM en todos los casos (Tabla 8).

2.2. VARIANTES DETECTADAS EN BRCA2

En los 52 pacientes estudiados para el gen BRCA2, se identificaron

40 variantes genéticas: cuatro mutaciones patogénicas, 13 VEDs y 23

polimorfismos (Tabla 9). El HRM identificé variantes genéticas en todas
las muestras, mientras que la GSGE solo las detecté en 45 de las 52
muestras analizadas.

Tabla 9: Variantes genéticas detectadas en BRCA2 por los métodos de cribado CSGE y
HRM

2 c.-25G>A 5'UTR Pol 19 2 19 0

3 c.125G>A p.Tyr42Cys Pol 1 1
c.165_167delCAA p.Asn56del  VED 1 1

-4 c.425+67A>C IVS Pol 0 3

-6 ¢.516+14C>T IVS VED 2 2

-8  ¢.681+56C>T IVS Pol 18 0 19 2

9 c.754G>A p.Asp252Asn VED 1 1
c.865A>C p.Asn289His  Pol 6 0 10 1
c.1114A>C p.His372Asn  Pol 0 0 19 2

10  c.1365A>G p.Ser455Ser  Pol 0 0 12 1
c.1792A>G p.Thr598Ala  Pol 1 1
€.1909+12delT IVS VED O 2
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Tabla 9: Continuacion

€.2229T>C p.His743His  Pol 0 6 1
€.2464T7>C p.Cys822Arg VED 1 1
c.2808_2811delACAA p.Lys936fs M 1 1
c.2971A>G p.Asn991Asp  Pol 5 5 1
c.3055C>G p.Leu1019Val Pol 1 1
c.3170_3174delAGAAA  p.Lys1057fs M 1 1
¢.3264_3265insT p.Pro1088fs M 2 2

11 ¢.3396A>G p.Lys1132Lys  Pol 0 29 3
c.3807C>T p.Vall269Vval  Pol 0 22 2
c.4068G>A p.Leul356Leu Pol 0 1
c.5744C>T p.Thr1915Met Pol 1 1
€.6220C>A p.His2074Asn VED 1 1
€.6275_6276delTT p.Leu2092fs M 2 2
€.6323G>A p.Arg2108His  Pol 2 2
€.6698C>T p.Ala2233Asp VED 1 1

14 ¢.7242A>G p.Ser2414Ser  Pol 0 20

15 ¢.7601C>T p.Ala2534val VED 1 1

I-16 ¢.7806-14C>T IVS Pol 0 24 11

18  ¢.7994A>G p.Asp2665Gly VED 1 1

I-18 ¢.8332-65_67delTGA IVS VED 1 1

22  c.8851G>A p.Ala2951Thr  Pol 2 2

I-23  ¢.9117+9C>T IVS VED O 1

I-24  ¢.9257-16T>C IVS Pol 4 4

I-26  ¢.9639-115T>G IVS VED O 1
€.9889G>A p.Ala3297Thr VED O 1

27 c.9976A>T p.Lys3326X Pol 3 4
¢.10110G>A p.Arg3370Arg Pol 0 1
c.10234A>G p.lle3412val  Pol 1 1

(*) Numero de muestras con variantes genéticas detectadas por cada método. N Het:
numero de heterocigotos; N Homo: nimero de homocigotos; Pol: polimorfismo; M:
mutacién patogénica. En negrita las mutaciones patogénicas. Se hace referencia a la
deteccion de variantes en Het y Homo en aquellos casos que se identifican ambas.
Cuando no se especifica el caracter Het/Homo de la variante es porque solo se ha
identificado en Het.

Ambos métodos detectaron las cuatro mutaciones patogénicas

diferentes presentes en seis pacientes (Tabla 9).
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Nueve de las VEDs fueron detectadas por ambos métodos,
mientras que las cuatro restantes (c.1909+12delT, c.9117+9C>T, c.9639-
115T>G y c.9889G>A) solo fueron identificadas con HRM (Tabla 9).

De los 23 polimorfismos identificados en estas pacientes, diez se
detectaron tanto en Het como en Homo. Trece polimorfismos se
identificaron por HRM y no fueron referidos por CSGE (Tabla 9).
Asimismo, los polimorfismos ¢.681+56C>T, c.865A>C y c.9976A>T
aunque detectados por ambos métodos, fueron identificados por HRM
en un mayor nimero de pacientes. Unicamente el polimorfismo c.-

25G>A en Homo escap0 a la deteccidon con el método de HRM (Tabla 9).

2.3. COSTE-EFECTIVIDAD DE LOS METODOS CSGE Y HRM

El coste por paciente del estudio de los genes BRCA1/2 mediante
CSGE se estimd en 442€, 278€ en gastos de personal (63%) y 164€ en
fungible (37%) (Tabla 10). En cuanto al rendimiento, el método de CSGE
permitié realizar 22 estudios mensuales de ambos genes contando con

una plantilla de un facultativo y dos técnicos de laboratorio.

El coste por paciente del estudio completo por HRM de los genes
BRCA1/2 ascendié a 512€, un 15% mas elevado que el CSGE, 191€ en
gastos de personal (37%) y 320€ en fungible (63%) (Tabla 10). Si bien, en
cuanto al rendimiento, el método de HRM permitié efectuar 30 estudios
completos al mes, frente a los 22 de la CSGE, con la misma plantilla de

personal.
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Tabla 10: Comparacion de los gastos y el tiempo empleado en el cribado de los genes
BRCA1/2 por CSGE y HRM

Reactivos

Reactivos especificos* 8.016 15.588 154,16 299,77
Otros gastos (limpieza, luz,

mantenimiento) 520 1.092 10,01 21,00
Subtotal (%) 8.536 16.680 164,17 (37%) 320,77 (63%)
Personal

Tiempo del estudio 2,2 meses 1,5 meses 31,2 h 26,4 h

2 Técnicos (1800€/mes) 7.920 5.400 164,25 91,35
Facultativo especialista

(2500€/mes) 5.500 3.750 114,1 100,27
Subtotal (%) 13.420 9.150 278,35 (63%) 191,62 (37%)
Coste TOTAL BRCA1/2 21.956 25.830 442,52 512,39

* Reactivos especificos CSGE: enzimas Taq, cebadores, SequaGel MD, tincion
argéntica, el coste de secuenciacion, fungible no especifico (puntas pipeta, placas,...).
Reactivos especificos HRM: LightCycler 480 HRM Master mix, los cebadores, el coste
de la secuenciacidn, material fungible desechable (puntas pipeta, placas,...).

3. CRIBADO DE LAS MUTACIONES ESPANOLAS EN BRCA1/2
EN LAS PACIENTES CON CME MEDIANTE HRM

En los 513 CME estudiados se identificaron 55 variantes

diferentes: 29 en BRCA1 (Tabla 11) y 26 en BRCA2 (Tabla 12): nueve

mutaciones patoldgicas, 20 VEDs vy 26 polimorfismos.
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Tabla 11: Variantes detectadas en BRCA1 en las pacientes con CME, su prevalencia y
repercusion bioldgica

-1  ¢.1-115T>C IVS 0,80 Neutra
-2 ¢.81-14C>T IVS 0,20 Neutra
5 €.199G>T p.Asp67Tyr 0,40 Neutra
c.211A>G p.Arg71Gly 0,20 Mutacién
7  ¢.398G>A p.Arg133His 0,20 VED
-7 ¢.442-34C>T IVS 33,33 Neutra
11a2 c.1067A>G p.GIn356Arg 12,92 0,80 Neutra
11f1 ¢.1242C>T p.Asp414Asp 0,40 Neutra
11f2 ¢.1534C>T p.Leu512Phe 0,20 VED/Casi neutra
1le2 ¢.1866G>A p.Ala622Ala 0,20 VED
¢.1926T>C p.Asp642Asp 0,20 VED (No BD)
11cl ¢.2311T>C p.Leu771Leu 39,76 0,60 Neutra
c.2634A>G p.AlaA878Ala 0,20 VED
11c2 ¢.2666C>T p.Ser889Phe 0,20 VED
c.2733A>G p.Gly911Gly 0,20 Neutra (No BD)
11d1 c.3302G>A p.Ser1101Asn 0,20 Neutra
c.3418A>G p.Ser1140Gly 0,20 Neutra
c.3457C>T p.Leull53Leu 0,20 VED (No BD)
11d2 c.3481_3491del p.Glul161PhefsX3 0,20 Mutacién
c.3548A>G p.Lys1183Arg 45,25 13,13 Neutra
11g ¢.3848A>G p.His1283Arg 0,20 VED
12 ¢c.4113G>A p.Gly1371Gly 0,20 Casi Neutra
13  ¢.4308T>C p.Ser1436Ser 46,06 5,25 Neutra
1-17 ¢.5074+23A>G IVS 0,20 Neutra (No BD)
18 ¢.5117G>C p.Glyl706Ala 0,20 VED/ Mutacion
19 c.5158A>G p.Thr1720Ala 0,60 VED/Neutra
¢c.5175A>G p.Glul725Glu 0,20 Casi Neutra
20 c.5252G>A p.Argl751GIn 0,20 Casi Neutra
¢.5266_5267insC p.Serl755SerfsX74 0,20 Mutacion

Het: variantes detectadas en heterocigosis; Homo: variantes detectadas en
homocigosis; VED: variante de efecto desconocido; BD: bases de datos (BIC, UMD,
LODV, HCI-BRCA)
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Tabla 12: Variaciones detectadas en BRCA2 en las pacientes con CME, su prevalencia
y repercusion biolégica

2  c.-25G>A 5'UTR 39,19 5,45 Neutra
3  ¢223G>C p.Ala75Pro 0,40 Neutra
-4  ¢.426-89T>C IVS 6,63 Neutra
c.1114A>C p.His372Asn 33,90 Neutra
10 c.1151C>T p.Ser384Phe 0,40 Neutra
c.1365A>G p.Ser455Ser 6,80 Neutra
c.1792A>G p.Thr598Ala 0,20 Neutra
[-10 ¢.1909+12delT IVS 0,40 Neutra
c.2803G>A p.Asp935Asn 0,20 Neutra
c.3198T>C p.Asn1066Ser 0,20 VED
c.3264_3265insT p.GIn1089SerfsX10 0,40 Mutacion
c.3885A>G p.GIn1295GIn 0,20 VED
11  c.4936_4939delGAAA p.Glu1646GInfsX23 0,20 Mutacién
¢.5720_5723delCTCT p.Ser1907X 0,20 Mutacion
€.5905G>A p.Val1969lle 0,20 VED (no BD)
€.6513C>G p.Val2171Val 0,20 Neutra
c.6613G>A p.Val2205Met 0,20 VED
14 c.7242A>G p.Ser2414Ser 33,93 4,04 Neutra
c.7317A>G p.Gly2439Gly 0,60 VED (no BD)
17  ¢c.7820C>T p.Thr2607lle 0,20 VED
18 ¢.7994A>G p.Asp2665Gly 0,20 Neutra
c.8978_8991del p.Ser2993PhefsX20 0,20 Mutacion
73 c.9018C>A p.Tyr3006X 0,20 Mutacién
c.9038C>T p.Thr3013lle 0,20 Neutra
c.9052_9057delAGTAAA p.3014_3015delSK 0,20 VED (no BD)
1-24  c.9256+58A>T VS 0,60 VED/Casi
neutra

Het: variantes detectadas en heterocigosis; Homo: variantes detectadas en
homocigosis; VED: variante de efecto desconocido; BD: bases de datos (BIC, UMD,
LODV, HCI-BRCA)

3.1. MUTACIONES

La prevalencia de mutaciones detectada en las pacientes
analizadas fue de 1,95% (10/513). Se identificaron nueve mutaciones
diferentes, cuatro en BRCA1 (c.211A>G, c.3481_3491del, ¢.5117G>C y

€.5266_5267insC) y cinco en BRCA2 (c.3264_3265insT, c.4936_4939del,
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€.5720_5723del, ¢.8978_8991del y ¢.9018C>A); detectdndose la
€.3264_3265insT en dos pacientes (Tabla 13). Todas las mutaciones

patogénicas identificadas habian sido descritas en la poblacion

226-232 103-107

espafiola y estdn incluidas en las bases de datos consultadas

Destacar que la alteracién ¢.5117G>C detectada en una paciente
con CME se sitla en una regidon muy conservada del ADN y aunque esta

103

catalogada de VED en el BIC'®, la base UMD la cataloga como

“probablemente patogénica” con una probabilidad de 71/100.

Tabla 13: Mutaciones detectadas en BRCA1/2 en las pacientes con CM estudiadas

P087 37 BRCA2 ¢.3264_3265insT p.GIn1089SerfsX10 NO
P100 45 BRCA2 ¢.8978_8991del p.Ser2993PhefsX20 Sl
P163 43 BRCA1 ¢.5117G>C p.Gly1706Ala NO
P303 34 BRCA2 ¢.3264_3265insT p.GIn1089SerfsX10 Sl
P310 36 BRCA1 c.3481_3491del p.Glul161PhefsX3 Sl
P323 58 BRCA1 ¢.5266_5267insC p.Ser1755SerfsX74 NO
P337 50 BRCA2 c.9018C>A p.Tyr3006X NO
P438 38 BRCA2  ¢.4936_4939delGAAA  p.Glul646GInfsX23 NO
P479 47 BRCA2 ¢.5720_5723delCTCT p.Ser1907X NO
P488 67 BRCA1 ¢.211A>G p.Arg71Gly Sl

ID: N2 identificacidon; Dx: Diagndstico; CM: cancer de mama

3.1.1. Mutaciones detectadas en las pacientes con CME vy

caracteristicas anatomo-patoldgicas

La prevalencia real de mutaciones espafiolas en los genes BRCA1/2
en pacientes con CME, carentes de cualquier tipo de historia familiar de
CM, fue del 1,3% (6/462). Estas pacientes (P087, P163, P323, P337,
P438, P479) eran portadoras de las mutaciones ¢.5117G>C vy
c.5266 5267insC  en el gen BRCA1 'y ¢.3264 3265insT,
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€.4936_4939delGAAA, ¢.5720_5723delCTCT y c.9018C>A en el gen
BRCA2 (Tabla 13).

La edad media de diagndstico del CM en las pacientes portadoras
de mutacion fue de 45 afios, diez afios inferior a la media de edad de
presentacion en las n=456 pacientes carentes de mutaciones de

BRCA1/2 (Media de edad = 55 afos; p<0,05; Tabla 14).

Las seis pacientes con CME portadoras de mutacién patogénica
presentaron carcinoma ductal infiltrante (CDI), mientras que las no
portadoras de mutaciéon presentaron una amplia heterogeneidad
tumoral, siendo también el tipo predominante el CDI. Las portadoras de
mutacion desarrollaron CM de mayor tamafo tumoral, observdndose
una mayor proporcion de T>2 entre las portadoras de mutacidon que en
las no portadoras (66,6% vs 37,3%; p=0<0,05; Tabla 14). El resto de los
pardmetros estudiados, afectacién ganglionar, grado histolégico, RE, RP
y HER2/neu no presentaron asociacion alguna con la presencia de
mutaciones. No obstante, se observé una mayor proporcién de CM RE (-
) entre las portadoras de mutacién que en las no portadoras, aunque la
diferencia no alcanzé significado estadistico debido al limitado niumero

de casos (33,3% vs 23,5%; Tabla 14).

La regresién logistica binaria de la presencia de mutaciones
patogénicas con el perfil clinico patolégico (edad de presentacion,
tamafio tumoral, etc.) seleccioné la edad en el momento del diagndstico
como Unica variable independiente (p=0,008; intervalo de confianza (IC)

del 95%: 0,76-0,99) asociada con la presencia de mutaciones.
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Tabla 14: Caracteristicas anatomo-patoldgicas de las pacientes con CME

Sin mutacion  Con mutacion

Caracteristicas Descripcion N (%) N (%)

Casos (%) 456 (100) 6 (100)

Edad (Rango) 55,3 (35-87) 45,5 (37-58)  <0,05

Funcidnovarica Premenopausica 148 (32,6) 4 (66,6) n.s.
Menopausica 68 (15,0) 1(16,6)
Postmenopdausica 238 (52,4) 1(16,6)
Desconocido 2

Tipo de tumor CDI 363 (79,6) 6 (100) n.s.
CLI 40 (8,8)
co 13(2,9)
CcDIS 15 (3,3)
Otros 25 (5,5)

T 1 278 (62,7) 2(33,3)
2 124 (28,0) 3(50,0) <0,05
>2 41 (9,3) 1(16,6)
Desconocido 13

N No 259 (58,9) 1(16,6) n.s.
Si 181 (41,1) 5(83,3)
Desconocido 16 0

M No 435 (97,3) 6(100)  n.s.
Si 12 (2,7) 0
Desconocido 9

GH | 123 (32,1) 1(16,6) n.s
Il 166 (43,3) 1(16,6)
/v 94 (24,6) 2 (33,3)
Desconocido 73 2(33,3)

RE Positivo 332 (76,5) 4 (66,6) n.s.
Negativo 102 (23,5) 2(33,3)
Desconocido 22

RP Positivo 292 (68,2) 5(83,3) n.s.
Negativo 136 (31,8) 1(16,6)
Desconocido 28

HER-2/neu Positivo 224 (55,2) 2 (33,3) n.s.
Negativo 182 (44,8) 4 (66,6)
Desconocido 50

CDI: carcinoma ductal infiltrante; CLI: carcinoma lobulillar infiltrante; CO: cancer de
ovario; CDIS: carcinoma ductal in situ; T: Tamafio tumoral; GH: Grado histoldgico; RE:
receptores de estradiol; RP: receptores de progesterona, n.s.: no significativa
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3.1.2. Mutaciones en las pacientes con cancer de mama familiar

Se detectaron 4 mutaciones patogénicas en las 51 pacientes
(7,8%) en las que se detectd historia de cdncer de mama (30 con
antecedentes familiares y 21 diagnosticadas antes de 35 afios) en el
transcurso del proyecto. Estas pacientes (P100, P303, P310, P488; Tabla
13) eran portadoras de las mutaciones c.211A>G y c¢.3481_3491del en el
gen BRCA1 vy, c.3264 3265insT y ¢.8978 8991del en el gen BRCA2. La
paciente P488, portadora dela mutacidon c.211A>G, tenia una fuerte
carga familiar de CM (una hermana y sus tres hijas con CM). En los tres
casos restantes la carga familiar venia por la linea paterna y, ademas, la
P100, portadora de la mutacién c¢.3264_3265insT, habia sido

diagnosticada antes de los 35 afos.

3.1.3. Estudios familiares en los CM portadores de mutaciones

El estudio familiar se realizé en dos de las diez familias portadoras
de mutacién, la P087 (sin antecedentes familiares) y la P100 (con
historia de CM familiar). La familia de la PO87, portadora de la mutacion
€.3264_3265insT, presenta una carga hereditaria transmitida por la linea
materna (Figura 26); y la familia de la P100, portadora de la mutacién
€.8978 _8991del, la transmision de la mutacion procede de la linea

paterna (Figura 27).
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Gastrid cancer
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Figura 26: Arbol familiar de la P087 portadora de la mutacién 3492_3493insT Exén 11
de BRCA2. La mutacion se hereda por via materna; su madre es portadora de la
mutacion. Los abuelos maternos estan fallecidos y su tio no porta la alteracion.

e
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Figura 27: Arbol familiar de la P100. La mutacién se hereda del padre: la paciente es
portadora de la mutacion 9206_9220del14 en el Exdn 23 de BRCA2. Se realizé el
estudio en su tio paterno que fue portador de la mutacion, asi como en su primo,

hijo de su tia fallecida por CO.
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3.2. VARIANTES DE EFECTO DESCONOCIDO

Se detectaron veinte VEDs diferentes en las 462 pacientes con
CME, 12 en BRCA1 y ocho en BRCA2 (Tabla 11 y Tabla 12). Tres de estas
variantes (c.5175A>G y c.5252G>A en BRCA1 y ¢.9256+58A>T en BRCA2)

7105

la base UMD las considera como “casi neutras y siete no constan en

103-106,

ninguna de las base de datos consultadas (BIC, UMD ni LODV) ;
(Tabla 11 y Tabla 12). Las diez restantes se describen como VEDs en las

bases de datos'®°,

3.2.1. VEDs detectadas en BRCA1

Doce VEDs fueron identificadas en BRCAI1. Todas ellas fueron
detectadas en una sola paciente excepto la ¢.5158A>G que se identificé

en tres (Tabla 15).

Tabla 15: Variantes de efecto desconocido detectadas en BRCA1 en nuestra serie

7 c.398G>A p.Argl33His 0,20 VED
11f2  ¢.1534C>T p.Leu512Phe 0,20 VED/Casi Neutra
11e2 ¢.1866G>A p.Ala622Ala 0,20 VED/Casi Neutra
1102 ¢.1926T>C p.Asp642Asp 0,20 VED (No BD)
c.2634A>G p.AlaA878Ala 0,20 VED
11c2 ¢.2666C>T p.Ser889Phe 0,20 VED
11d2 c.3457C>T p.Leul153Leu 0,20 VED (No BD)
11g c.3848A>G p.His1283Arg 0,20 VED
12  c.4113G>A p.Gly1371Gly 0,20 Casi Neutra
19 c.5158A>G p.Thr1720Ala 0,60 VED/Neutra
c.5175A>G p.Glul725Glu 0,20 Casi Neutra
20 c.5252G>A p.Argl751GIn 0,20 Casi Neutra

Het: variantes detectadas en heterocigosis; VED: variante de efecto desconocido;
Pat: probablemente patogénica; BD: bases de datos (BIC, UMD, LODV, HCI-BRCA)
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La variante ¢.398G>A (p.Argl133His) detectada en el exdn 7, causa
el cambio del aminodcido Arginina por Histidina en el codén 133 de la

proteina catalogado “de efecto desconocido” en las bases BIC'® y

UMD'® y de baja o nula probabilidad patogénica en la HCI-BRCA'"’.

La variante missense ¢.1534C>T (p.Leu512Phe) considerada como
VED en el BIC*® y de “casi neutra” en la UMD® provoca la eliminacién
de dos motivos de unidn, uno en SF2/ASF (calificacién 2,59) y el otro en
SF2/ASF (IgM-BRCA1) (puntuacion de 1,98). La variante sindnima
¢.1926T>C, no recogida en las bases de datos'®'%, genera un nuevo

sitio de unién para SRp40 (puntuacién de 3,12; por encima del umbral

de 2,67) segun el programa ESEfinder®3.

La VED ¢.2666C>T provoca el cambio de serina por fenilalanina
(p.Ser889Phe) en una regién poco conservada entre especies, (ausente
en Gallus gallus, Canis lupus familiaris y Pantroglodites). Segun los
programas in silico ESEfinder®®® y Berkeley Drosophila Genome
Project239, esta VED genera un nuevo sitio de unién para motivos
SF2/ASF (calificacion 2,39), sustitucion de un motivo de union de
SF2/ASF (IgM-BRCA1) por uno nuevo (calificacién 2,94) y eliminacion de
dos sitios de unién para SRp40 (puntuaciones 3,03463; 3,98178).

Las ocho VEDs restantes, detectadas en BRCAI1, de las que cinco
son sinénimas, (Tabla 15) no modifican ni generan motivos de union

para SR segun el programa ESEfinder®®®.
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3.2.2. VEDs detectadas en BRCA2

Ocho VEDs fueron identificadas en BRCA2. Todas ellas fueron
detectadas en wuna sola paciente excepto la ¢.7317A>G y la
€.9256+58A>T que se encontraron en tres pacientes cada una. Tres VEDs

no constan en las bases de datos consultadas'®'’ (Tabla 16).

Tabla 16: Variantes de efecto desconocido detectadas en BRCA2 en nuestra serie

€.3198T>C p.Asn1066Ser 0,20 VED
¢.3885A>G p.GIN1295GIn 0,20 VED
11 €.5905G>A p.Val1969lle 0,20 VED (no BD)
€.6613G>A p.Val2205Met 0,20 VED
14 .7317A>G p.Gly2439Gly 0,60 VED (no BD)
17 €.7820C>T p.Thr2607Ile 0,20 VED
23 ¢.9052_9057delAGTAAA p.3014_3015delSK 0,20 VED (no BD)
24 €.9256+57T>A IVS 0,60 VED

Het: variantes detectadas en heterocigosis; VED: variante de efecto desconocido; BD:
bases de datos (BIC, UMD, LODV, HCI-BRCA)

Tres de las VEDs, ¢.3198T>C, c.3885A>G y c.7820C>T, afectan a
motivos de unién de proteinas SR y/o a sitios de empalme segin los
programas in silico ESEfinder®®® y Berkeley Drosophila Genome
Project239. La variante ¢.3198T>C (p.Asn1066Ser) genera dos nuevos
motivos de union en SF2/ASF (IgM-BRCA1) y SC35 y elimina un motivo
de unidon de SRp40. La ¢.3885A>G (p.GIn1295GlIn) origina dos nuevos
sitios de union para proteinas SC35 y SRp55. Este cambio de aminoacido
se produce en una regidén conservada de la proteina BRCA2. La variante
€.7820C>T (p.Thr2607Ile) provoca la eliminacién de cinco motivos en
una region conservada del ADN, dos para SF2/ASF (IgM-BRCA1), uno
para SC35 y los otros para SRp40; uno de ellos con una puntuacion de

3,88 en el programa ESEfinder”®. Ademas, segun las predicciones
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bioinformaticas de la UMD'® y el HCI-BRCA'Y, la probabilidad de

patogenicidad es elevada.

Las VEDs ¢.5905G>A (p.Val1969lle) y ¢.6613G>A (p.Val2205Met)
provocan cambios de aminodcido en regiones mal conservadas de
BRCA2 y no modifican los sitios naturales de unién a proteinas SR segun
las predicciones del programa ESEfinder®®®. Asimismo para la variante
sinénima ¢.7317A>G, situada en una regidon no conservada del ADN, los

programas in silico no detectan efectos sobre las proteinas SREZ#2%9,

La VED ¢.9052_9057delAGTAAA detectada en BRCA2 es una
delecion in-frame nueva, no descrita en las bases de datos consultadas,
gue origina la supresién de dos codones de la proteina BRCA2
(p.3014_3015delSK). Esta region de la proteina no parece ser una regién
altamente conservada, puesto que esta ausente en Canis familiaris y
muestra otra secuencia de aminodcidos en Gallus gallus. Ademas, el
paciente no tenia antecedentes familiares de CM. Si bien, segun el
programa ESEfinder®®®, esta supresién afecta a la posicién de casi todos
los motivos de unidn de proteinas SR, tanto de cambios (SF2/ASF,
SF2/ASF (IgM - BRCA1) y SRp55 y SRp40) como la creacién de un nuevo

motivo de unién para SCR35 y SRp40, con puntuacién de 3,01.

La variante intrénica ¢.9256+57T>A aunque no modifica ni crea
nuevos sitios de empalme, segun la prediccion del programa Berkeley
Drosophila Genoma Project30239; provoca la aparicion de un motivo

SRp55 v la eliminacién del motivo SC35, segun el programa ESEfinder?®®.
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3.3. POLIMORFISMOS

En nuestra serie de CME se identificaron 26 polimorfismos
distintos, 13 en BRCA1 y 13 en BRCA2 (Tabla 17). La incidencia de
polimorfismos detectados fue similar a la descrita en el Hap-Map-CEU
para la poblacién caucasica europea®, a excepcién del c.442-34C>T
(rs799923) de BRCA1 y del c.1114A>C (rs144848) de BRCA2, para los
cuales la incidencia encontrada en nuestra poblaciéon fue mds elevada
gue la reportada para la raza caucasica (33,33 vs 14,2%; p<0,01 y 33,9 vs
44,4%; p<0,05; respectivamente) (Tabla 17).

Los polimorfismos de BRCA1 detectados con mayor frecuencia en
nuestra poblacién fueron ¢.3548A>G (rs16942), c.4308T>C (rs1060915),
€.2311T>C (rs16940), c.442-34C>T (rs799923) y ¢.1067A>G (rs1799950);
presentando prevalencias del 56,57%, 51,31%, 40,52%, 33,33% vy
12,60%, respectivamente (Tabla 17).

Los polimorfismos de BRCA2 mas frecuentes en nuestra serie
fueron c¢.-25G>A (rs1799943), c.1114A>C (rs144848), c¢.1365A>G
(rs1801439) y 1VS4-89T>C (rs3783265), que expresaron prevalencias de
42,56%; 33,90%, 6,82% y 6,40%, respectivamente.

En BRCA1, se comprueba una fuerte correlacién entre el
polimorfismo ¢.4308T>C (rs1060915) y los polimorfismos ¢.2311T>C
(rs16940) y ¢.3548A>G (rs16942) (coeficiente de correlaciéon de
Spearman= 0,65 y 0,57, respectivamente; p<0,001 para ambos).
También se observd una correlacidn entre los polimorfismos, rs16942 y

rs16940 (coeficiente de correlacion de Spearman= 0,41; p<0,001).
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En BRCA2, se encontré una fuerte correlacidon entre la presencia
del polimorfismo c.-25G>A (rs1799943) y ¢.7242A>G (rs1799955)

(coeficiente de correlacion de Spearman= 0,648; p<0,001).

Tabla 17: Polimorfismos detectados en las pacientes con CME

Prevalencia (%)

Exén Mutacién  Tipo SNPs (HapMap- C.Ev.

N CEV)

-1 ¢1-115T>C
-2 ¢.81-14C>T

0,8
rs80358006 0,21 No Data

|
|
5 318G>T M  rs80357102 0,41 No Data PC
-7 ¢.442-34C>T | rs799923 33,33 14,2*
¢.1067A>G M rs1799950 12,60 8,30 PC
c.1242C>T S ND 0,21 -
u3§§§;1 €.2311T>C S rs16940 40,52 43,30
11 ¢.2733A>G S rs1800740 1,03 0,00
¢.3302G>A M rs41293447 0,41 No Data PC
c.3418A>G M rs2227945 0,21 0,00 PC
¢.3548A>G M rs16942 56,57 55,70 PC
13 ¢.4308T>C S rs1060915 51,31 56,60
17  ¢.5074+23A>G | ND 0,21 -
2 c.-25G>A 5'UTR rs1799943 42,56 45,80
3 €.223G>C M rs28897701 0,41 0,00 MC
-4 ¢.426-89T>C | rs3783265 6,40 5,00
c.1114A>C M rs144848 33,90 44,4%* PC
10 c.1151C>T M rs41293475 0,41 No Data PC
BRCA2 c.1365A>G S rs1801439 6,82 5,00
U43746.1 c.1792A>G M rs28897710 0,21 0,2
[-10  c.1909+12delT | ND 0,41 -
11 €.2803G>A M rs28897716 0,21 0,00 MC
€.6513C>G S  rs206076 0,21 0,00
14 ¢.7242A>G S rs1799955 36,98 34,40
18  ¢.7994A>G M rs28897745 0,21 0,00 MC
23 ¢.9038C>T M rs28897755 0,21 1,70 PC

C.Ev.: Conservacion evolutiva entre especies; I: intronica; M: missense; S: splicing;
PC: posicion poco conservada entre especies; MC: posicion muy conservada entre
especies; * SC_12_C Europeanpopulation; **SC_95_C population
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1. CRIBADO DE MUTACIONES EN LOS GENES BRCA1/2
MEDIANTE EL METODO DE “HIGH RESOLUTION MELTING”

El andlisis de las curvas de fusion de alta resolucion del ADN o

HRM es un método™®*

qgue permite detectar las variaciones genéticas
presentes en los productos de PCR. El método se caracteriza por su
rapidez, sensibilidad, alto rendimiento y ausencia de manipulacién post-
PCR. Por todo ello, resulta particularmente apropiado para el cribado de
variaciones genéticas y/o mutaciones en genes de gran tamafio y baja
incidencia, tal como es el caso de las mutaciones en los genes
BRCA1/2'®>'%  |as aplicaciones de esta metodologia son multiples vy

muy variadas™**%,

Aunque la secuenciacion directa de exones y zonas flanqueantes
es la metodologia de referencia o gold standard en la deteccidon de
mutaciones en los genes BRCA1/2, el gran tamafio de estos genes (>5
Kb) y la laboriosidad del método de secuenciacion dificultan su
aplicacion cuando el nimero de muestras a procesar es elevado. Este
hecho, combinado con la baja prevalencia de mutaciones en la
poblacion de riesgo, entre 18-20%%, justifica la implantacion de técnicas
de cribado que reduzcan el trabajo y acorten los tiempos de anélisis*®.
No obstante, el principal inconveniente de la mayoria de los métodos
alternativos hasta ahora aplicados (CSGEm’ 136 pclae1dr, DHPLc™?,...) es
la manipulacion post-PCR vy, con ello, el riesgo de contaminacion de los

amplicones generados'’®, inconvenientes que evita el método HRM.
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En esta tesis doctoral se ha puesto a punto un método de cribado
de mutaciones para los genes BRCA1/2. El método desarrollado detecta
el 90% (99 de 110) de las mutaciones patogénicas descritas en poblacion

espanola con historia familiar de CM/COm'231 con solo 49 PCRs.

1.1. PRECISION DEL METODO DE HRM

La precisidn intra-ensayo se ha valorado efectuando ensayos de
cada muestra por triplicado (Material y Métodos: apartado 1.5.1). Los
resultados obtenidos ponen de manifiesto que los replicados de una
misma muestra presentan perfiles similares en las curvas DP. El empleo
en cada ensayo de C+ con variaciones genéticas conocidas confirma la
repetitividad en los perfiles de las curvas DP de los C+ en ensayos
diferentes. La elevada precisidn intra e inter-ensayo obtenida coincide

con las reportadas por Reed et al***y Norambuena et a/**°.

Los factores que mas afectan a la precisidon son el equipo y los
reactivos. Asi, Seipp et al’*! sefialan que las variaciones en el tipo de
intercalante, tampdn o equipo de PCR, pueden modificar la curva de
melting de una variante genética determinada. Farrar et al*** describen
variaciones en la eficiencia de los diferentes intercalantes. A este
respecto, entre los dos intercalantes ensayados, SYTO9 (Life
Technologies) y ResoLight (Roche), se observd que el primero mostraba

menor capacidad resolutiva (datos no incluidos).

La buena precisién del método ha permitido su aplicacién en los

estudios de segregacion. La inclusién del ADN del caso indice (C+) en el
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ensayo permite la rdpida identificacion de los familiares portadores de

mutacion®®,

1.2. SENSIBILIDAD DEL METODO DE HRM

El HRM ha permitido diferenciar todos los C+ de los ADN WT.
Segln nuestros resultados, el método muestra una buena resolucion
(DP>5) para la mayoria de C+ estudiados (88,9%; 88/99). Solo un 11%
(11/99) de los controles presentaron una menor resolucion (DP<5)
aunque estas muestras se diferenciaron del ADN WT por presentar

diferente DP (Resultados: apartado 1.5.2).

Las mutaciones mas dificiles de diferenciar son las ins/del de uno o
dos nucledtidos. A este respecto, autores como Reed et al’”” han
reportado dificultades para distinguir las ins/del de uno o dos
nucleétidos en regiones homopoliméricas, que pudieron solventar
aumentando la sensibilidad de la deteccién en el programa de andlisis
Gene Scanning. A este respecto sefalar que en el presente estudio ocho
de las 11 mutaciones con menor sensibilidad (DP<5) fueron variaciones
ins/del de uno o dos nucledtidos. No obstante, la sensibilidad obtenida
en este trabajo es similar a las reportadas por Norambuena et al**® y

Reed et al’®,

Asimismo, la sensibilidad del HRM varia dependiendo del caracter
Het/Homo de la variacidon genética, tamano del fragmento, secuencia
nucleotidica especifica o cambio nucleotidico en mutaciones puntuales.

163
/

Nuestros resultados, al igual que los de Reed et al"™, indican que las

variaciones en Het se detectan mejor que las que estan en Homo
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(Resultados: apartado 2). Esto también lo corroboran los resultados
reportados en la deteccion de la mutacion H63D en pacientes con

hemocromatosis hereditaria®**

. No obstante, en el presente estudio, la
falta de deteccién de variantes genéticas Homo no afectaria a la
deteccién de las mutaciones patogénicas de los genes BRCA1/2, ya que

se presentan en Het**.

La longitud del fragmento amplificado también influye en la
sensibilidad del método. El tamafio dptimo recomendado para los
amplicones de HRM es de unos 150 pb**®; aunque se pueden detectar
variaciones genéticas en fragmentos de hasta 400 pb247. En el método
de HRM puesto a punto en este estudio el tamaio medio de los
amplicones ha sido de 191 pb con rango entre 95 y 280 pb, muy

similares a los de otras publicaciones en este camp0246'250.

El tipo de variacién genética es otro factor que repercute en la
sensibilidad al afectar a la temperatura de desnaturalizacién de la doble
hebra de ADN. En este sentido, Liew et al*® y Gundry et af?
encuentran mayor dificultad del HRM para diferenciar los cambios
transversionales (A>T o de G>C) y Witwer et a/**° sefiala la dificultad
para detectar variaciones genéticas en las regiones ricas en GCs. Estos
resultados confieren mayor importancia a la secuencia nucleotidica que
al tamafio del fragmento para la deteccién de variantes, como sugieren

Reed et al’®.
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1.3. CAPACIDAD DISCRIMINANTE DEL METODO DE HRM

El 55% (27/49) de los fragmentos de PCR amplificados en este
estudio presentaron mas de una mutacidén patogénica y/o variante
genética en el mismo fragmento de PCR. Por ello, se hace necesario
confirmar que el HRM posea capacidad discriminante suficiente para
diferenciar las mutaciones patogénicas que recaen en el mismo
amplicon. En nuestra serie, el 86% (62/72) de los C+ que recayeron en
estos 27 amplicones se diferencian con claridad del resto de mutaciones

situadas en el mismo fragmento.

Los genes BRCA1/2 se caracterizan por albergar un elevado
nimero de polimorfismos. La presencia de estos polimorfismos puede
enmascarar alguna mutacidon patogénica por presentar curvas DP

. . 251 . s .
similares™® esto obligaria a secuenciar todas las muestras con este

240,252 /254

problema . Para solventar este inconveniente De Leeneer et a

y
. 247

Mckinney et al proponen el empleo de sondas no marcadas

complementarias a los polimorfismos, realizando el escaneo vy

252 .
2 De hecho nosotros en este estudio

genotipado en un Unico paso
hemos aplicado este procedimiento para diferenciar la mutaciéon
c.1961delA del polimorfismo ¢.2082C>T**3, tal como se menciona en el

epigrafe que sigue.
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2. COMPARACION DE LOS METODOS DE CRIBADO DE HRM Y
CSGE

2.1. COMPARACION DE LOS METODOS DE HRM Y CSGE

Los resultados obtenidos de la comparacidon del GSGE y HRM
ponen en evidencia la mayor sensibilidad del HRM para identificar las
variantes genéticas (92,9% vs 54,4%)253; permitiendo identificar la
mutacion c.213-12A>G en una paciente y 24 variantes que pasaron
desapercibidas para la CSGE (Resultados: apartado 2). Si bien, el HRM no
tuvo capacidad discriminante suficiente para diferenciar la mutacion
c.1961delA del polimorfismo ¢.2082C>T*%; para solventar este
problema se siguieron las recomendaciones reportadas en otros

254,247 . L. ., -
>4247 E| disefio de una sonda de hibridacién especifica para la

estudios
mutacidon evita secuenciar las muestras con curvas similares a la del
polimorfismo, con la consiguiente reduccién del coste y tiempo de
analisis. Asimismo, de los polimorfismos detectados por ambos
métodos, el HRM los identificé en un mayor nimero de muestras. La
Unica variante no detectada por HRM fue la c.-25G>A en Homo.

P, que sefialan

Nuestros resultados concuerdan con los de Martino et a
una sensibilidad global del 92,5% para el HRM que es un poco mas
reducida para la deteccién de las variantes en Homo. Asimismo, Graham
et al”*! ya sefialaron que las diferencias de temperatura entre el ADN
WT y una variante en Homo son estrechas, oscilando entre 0,0-1,3°C.

Otros autores indican que la deteccién de Homo mejora al aumentar el

tamafio. No obstante, como se ha comentado anteriormente, la
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limitacion de la deteccidon de variantes en Homo no es un problema para

la deteccidn de mutaciones patogénicas en los genes BRCA1/2**.

La limitacion principal del método de HRM aqui presentado es que
solo cubre las mutaciones descritas en poblacion espafiola y no incluye
el rastreo completo de ambos genes, condicién necesaria para poder
aplicarse en la rutina asistencial. Por esta razén, una vez comprobada la
capacidad y rapidez de este método para el estudio de mutaciones en
los genes BRCA1/2 en poblacidon espafiola, nuestro laboratorio ha
puesto a punto el método para el rastreo completo de ambos genes,

siguiendo los métodos de De Leeneer et al*® y Hondow et al*®.

En nuestro laboratorio se ha sustituido el método de cribado de
mutaciones de BRCA1/2 anterior, basado en la CSGE, por el de HRM
automatizando la dispensacion de los reactivos y muestras en las placas
de 384 pocillos con el empleo del robot Epmotion 5070 (Eppendorf). La
combinacidn del HRM con la robotizacién ha aumentado el rendimiento

permitiendo procesar simultdneamente un gran nimero de muestras.

2.2. COMPARACION DEL COSTE-EFECTIVIDAD DE LOS METODOS DE CSGE Y

HRM

Aunque el coste del estudio completo de los genes BRCA1/2 por
CSGE es mas econémico que por HRM (442€ vs 512€)**3, el rendimiento
del HRM es claramente superior al de la CSGE tal como se ha
demostrado (Resultados: apartado 2.3). EIl HRM, contando con una
plantilla de facultativo y dos técnicos de laboratorio, permite efectuar

mas de 30 estudios completos de mutaciones en los genes BRCA1/2 al
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mes, mientras que con CSGE solo se alcanzan los 22 estudios mensuales.
Nuestras estimaciones de coste-efectividad concuerdan con las de De

Leeneer et a'® o Graham et a/*?

, que evidencian las ventajas del HRM
frente a otros métodos de cribado y, por supuesto, con el método de
referencia de secuenciacion directa. Sevilla et al*®’ realizaron el estudio
comparativo del coste-efectividad de los principales métodos
empleadas en el andlisis de BRCA1 (secuenciacién directa, PTT, DGGE,
DHPLC, etc.) y concluyeron que las técnicas de cribado tienen un coste
entre un 30-90% inferior al de la secuenciacion directa y que reducen el
tiempo de andlisis, aunque tienen el inconveniente de tener menor

sensibilidad que la secuenciacién directa y requieren de la

caracterizacion de la alteracion detectada.

Finalmente, destacar la mejora que supone en el coste-efectividad
la robotizacion del procedimiento de dispensacién de reactivos y
muestras. A este respecto sefialar que en nuestro laboratorio esta
automatizacién permite efectuar hasta tres ensayos en la misma
jornada (1.152 PCRs). La combinacién del HRM con la robotizacién de la
dispensacion de muestras y reactivos convierte este método de cribado
en un procedimiento de alto rendimiento. Esta optimizacion ha
permitido incrementar el rendimiento del personal disponible, mejorar
la calidad de los resultados a la vez que reducir el plazo de entrega de
los mismos, que ha pasado de los 4-5 meses requeridos con el método

de CSGE al mes y medio con HRM.
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3. PREVALENCIA DE MUTACIONES BRCA1/2 EN PACIENTES
CON CME

La prevalencia real de mutaciones espafiolas detectada en nuestra
serie, excluyendo aquellas en las que se detectd la presencia de criterios
de CM familiar en el curso del estudio, es de 1,3% (6/462), menor que

el 3,5% de las expectativas iniciales. Esta prevalencia es inferior al 5,7 y

194 196
/ =,

5,6% reportado por Garcia-Patifio et al~" y Martinez-Ferrandis et a
respectivamente, en estudios efectuados en poblacion espanola. A este
respecto sorprende, la elevada prevalencia de mutaciones detectada en
el trabajo de Garcia-Patifio et al*® a pesar de haber estudiado
Unicamente las mutaciones del gen BRCA1 en un reducido grupo de 105
pacientes. No obstante, si de este estudio exluyeran las 15 pacientes
gue presentan historia familiar, la prevalencia de mutaciones quedaria
reducida a un 3,3% (3/90). El estudio de Martinez-Ferrandis et al**®
realiza el cribado de mutaciones en BRCA1/2 en una serie de 124 CM de
aparicién temprana (<41 afos). En este trabajo, seis de las siete
pacientes portadoras de mutacidon tenian antecedentes familiares de

CM/CO, por lo que la prevalencia real de mutaciones en el CME seria

inferior al 1%, similar a los resultados aportados en nuestro estudio.

La baja prevalencia de mutaciones detectada en nuestro estudio
(1,3%) podria deberse a que Unicamente se rastrean las regiones de los
genes BRCA1/2 en donde recaen las mutaciones descritas en la
poblacion espafiola. La region estudiada representa el 69% de las
221,145

mutaciones prevalentes descritas en la poblacion espafiola

cubriendo el 75% de la secuencia de BRCA1 (4.311/5.711pb) y el 46% de
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la de BRCA2 (5.064/10.986pb). En todo caso, la baja prevalencia
obtenida no justificaria que el PCGC incluyera los estudios de
mutaciones en los genes BRCA1/2 en todas las pacientes con CM o CO.
No obstante en la mayoria de PCGC se estd empezando a indicar los
estudios de mutaciones en los BRCA1/2 en pacientes con CMTN y COE,
en los que se ha detectado una prevalencia de mutaciones en los genes

de alrededor del 15%%7°278,

3.1. MUTACIONES PATOGENICAS EN PACIENTES CON CME

Las nueve mutaciones detectadas en este estudio, cuatro en
BRCA1 y cinco en BRCA2, ya descritas en la poblacién espafiola?'*

(Resultados: Tabla 13).

Entre las mutaciones detectadas en BRCA1 cabe destacar la
mutaciéon ¢.5266_5267insC, localizada en el exdn 20 del gen BRCA1, por
ser una de las mutaciones fundacionales de origen asquenazi. Esta
mutacion causa el truncamiento prematuro de la proteina BRCA1 en el
codon 1829 y se detecta con una prevalencia del 1,2% en el CMH?*!, La
¢.210A>G*®, es una mutacién fundacional gallega, que se detecta con

145

frecuencia en nuestra poblacion ™. La c.3481_3491del es una mutacion

103,105

reportada en las bases de datos detectada en poblacion

~ 1 . .7
espafiola’® y es una mutacion recurrente en la poblacién del noreste de

27 En cuanto a la variante ¢.5117G>C (p.Gly1706Ala), localizada

Francia
en el dominio BRCT en el exdn 18 de BRCA1, regidon muy conservada del
ADN, existe controversia respecto a su potencial patogénico. Asi,

mientras en las bases de datos BIC'® y UMD*® esta considerada como
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un VED, la UMD'® la describe de “Probably pathogenous”. En los
estudios moleculares Campos et al*® no encuentran repercusiones de

Il

esta mutacién a nivel de RNA, no obstante no descartan “un papel
patogénico para p.Glyl1706Ala hasta que se lleven a cabo ensayos
funcionales”, debido a su localizacion en una regiéon altamente
conservada. Phelan et al®° realizan estudios funcionales de esta
variante, encontrando una actividad reducida en células de mamifero y
una segregacién familiar parcial con la enfermedad. Estos resultados no
concluyentes les llevan a clasificar a esta variante como de riesgo

moderado. No obstante, Osorio et al’® la clasifican de patogénica

basandose en estudios de LOH.

Entre las mutaciones detectadas en BRCA2, dos de las cinco
encontradas, ¢.3264 _3265insT y ¢.8978 8991del, son frecuentes en
nuestra poblacién, presentando una prevalencia en pacientes con
CMOH del 14,2% y 7,7%, respectivamente221'145. Se trata de mutaciones
frame-shift causantes del truncamiento prematuro de la proteina BRCA2
en los codones 1089 y 2993, respectivamente. Las tres mutaciones
restantes también han sido descritas en poblacion espafiola con CMOH,

aunque presentan una menor prevalencia®***,

El presente estudio cubre un 69% de las mutaciones mas
prevalentes de la poblacion espafiola, 70% en BRCA1 y 68% en BRCA2**.
Sin embargo, desde que finalizé este estudio en el afio 2012 hasta la
actualidad, se han descrito nuevas mutaciones en poblacién espafiola

tales como c.4256A>T, c.4433C>T, c.4556+1G>A y c.4691C>T en BRCAly
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€.3265_3266delAG, c.3381delT, c.6129delA, c.8954-5A>G en BRCA2, con

prevalencias entre 0,64- 1,29%, que no se incluyeron en este trabajom.

3.2. VARIANTES DE EFECTO DESCONOCIDO EN PACIENTES CON CME

Se han identificado 20 VEDs diferentes, 12 en BRCA1 y ocho en
BRCAZ2, de las cuales dos variantes de BRCA1 la base UMD'®las cataloga
de “casi neutras”. Cinco de las VEDs encontradas no consta que se

hayan reportado previamente (Resultados: apartado 3).

Los programas “in silico” han predicho la creacién, eliminaciéon o
modificacion de los sitios de unidn SR para tres VEDs de BRCA1 y tres de
BRCA2 (Resultados: apartado 3.2). No obstante, la presencia de un
motivo de alta puntuacién en una secuencia no implica necesariamente
gue ese sitio sea un ESE funcional, y, en general, no existe una estricta
correlacién cuantitativa entre las puntuaciones numéricas y la actividad
ESE. Por el contrario, la falta de un motivo de alta puntuacién no implica

261

gue no hayan ESEs De todas estas VEDs, destacar la variante

€.7820C>T de BRCA2 por su posible potencial patogenico, detectado en

base a la variacion de los sitios de empalme como por las predicciones

105,107

de las bases de datos consutadas . El resto de VEDs al no tener

repercusién sobre las proteinas SR, segun los programas “in silico” su

probable patogeneidad es baja o nula'®”’

. No obstante, hay que tener
presente que la prediccidn “in silico” Unicamente ofrece una orientacion
de la potencialidad patogénica de una variante, siendo necesario
realizar andlisis de segregacidon y completarlos con estudios funcionales

para evaluar el significado biolégico real de estas VEDs*®".
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Hemos observado que no existe concordancia en cuanto al
significado clinico de muchas de las variantes detectadas entre las bases
consultadas. Asi, existen variantes clasificadas como neutras en las
bases UMD'®, LODV'® o HCI-BRCA'”’ que el BIC*® las cataloga de
significado desconocido. Esta discordancia demanda la necesidad de
disponer de una base de datos extensa que recoja el maximo nimero de
variantes y mutaciones identificadas, con actualizaciones frecuentes y
gue esté conectada con otras bases de datos genéticos existentes. En
este sentido, a nivel internacional, el consorcio ENIGMA®®* se ha
centrado en determinar la importancia clinica de variantes en BRCA1/2.
A nivel nacional, el Instituto de Salud Carlos lll, en colaboracion con la
Asociacidon Espafiola de Genética Humana y la seccién de cancer
hereditario de la Sociedad Espaiola de Oncologia Médica ha puesto en
marcha el proyecto “Spain Mutation Data Base” (Spain MDB)**®, que
pretende recoger las mutaciones germinales que afectan a la poblacion

~ 264
espafiola®®.

3.3. POLIMORFISMOS DETECTADOS EN PACIENTES CON CME

La prevalencia de los polimorfismos detectados en BRCA1 oscila
entre 0,2% (1/495) y 56,57% (161/495), siendo las prevalencias para la
mavyoria de polimorfismos similares a lasrecogidas en el HapMap**® para
poblacién caucasica. La mayoria de polimorfismos, particularmente los
de mayor prevalencia, han sido reportados tanto en CMH?*?*?*' como en

CME**?%%> " Unicamente sefialar que hemos observado que el

polimorfismo ¢.442-34C>T (rs799923) presenta una prevalencia
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significativamente superior en nuestra poblaciéon que la asignada en el

HapMap para la poblacion caucasica (33,33 vs 14,2%).

La prevalencia de los polimorfismos detectados en BRCA2 oscila
entre 0,2% (1/462) y 42,8% (212/495) siendo similar a la referida en el
HapMap para poblacion caucasica. Los polimorfismos c¢.1114A>C
(rs144848) y c.9038C>T (rs28897755) presentan prevalencias de 33,9 y
0,21%, respectivamente, que son significativamente inferiores a las
referidas en el HapMap de 44,4 y 1,7%, respectivamente. Sefalar que
estos polimorfismos también se han reportado poblacion caucasica con

CMH¥%7 v en CME?*

La prevalencia similar observa en en HapMap para la mayoria de
los polimorfismos en poblacién caucdsica sana y en nuestra serie de
pacientes con CME descarta que tengan alguna implicacién con Ia

carcinogénesis.

4. CARACTERISTICAS ANATOMO-PATOLOGICAS DE LAS
PACIENTES CON CME

En nuestra serie se observa que las pacientes portadoras de
mutacién presentan el CM a una edad mas temprana que las no
portadoras (45 vs 55 anos). Esto estd en consonancia con el hecho de
gue la presencia de mutaciones hereditarias adelanta la edad de

74,75,267

presentacion del CM . Sin embargo, resulta contradictorio que en

la serie de Garcia-Patifio et al*** ocurriera lo contrario, y que fueran las
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portadoras de mutacion las que presentaran el tumor a una edad mds

avanzada (54 vs 48 anos).

Respecto al tipo histoldgico, el presente estudio, al igual que la

7980 confirma que la mayoria

mayoria de los reportados en este campo
de CM son del tipo ductal infiltrante, sin que se observen diferencias

entre los tipos histolégicos de los CMH y CME.

En cuanto al TNM y GH no se han encontrado diferencias
significativas entre los CMH y CME. Sin embargo, se observa que en las
portadoras de mutaciéon predominan los CM de mayor tamafio y
afectacion ganglionar en comparacién con las no portadoras (66,6 vs
37,3% vy 83,3 vs 41,1%, respectivamente). Esto concuerda con la mayor

velocidad de crecimiento y comportamiento més agresivo de los CMH’*

78

Asimismo, hemos observado un mayor porcentaje de RE negativos
en las portadoras de mutacién que las no portadoras (33,3% vs 23,5%).
Esta mayor proporcién de RE negativos se asocia con las mutaciones en
BRCAI*™®, que suele acompafiarse de CM con fenotipo TN?®’. No
obstante, el escaso numero de portadoras de mutacién de nuestro

estudio no ha permitido constatarlo.
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5. IMPORTANCIA DEL CRIBADO DE BRCA1/2. PERSPECTIVAS
FUTURAS

Hasta el momento, los criterios para indicar el estudio de
mutaciones en los genes BRCA1/2, en la mayoria de PCGC y, en
particular, en el PCGCHCV9, se ha centrado basicamente en la
agregaciéon familiar de casos de CM y/o de CO (Material y métodos:
apartado 1, Tabla 4). Sin embargo, la Ultima versién de la Guia de Cancer
Hereditario que se publicara a finales del 2015 la Conselleria de Sanidad
de la Comunidad Valenciana, ha hecho extensivo el estudio de las

mutaciones en los genes BRCA1/2 a todos los CMTN < 50 afios?’%*"! y

CO epiteliales (COE) de alto grado®’**”?

, con independencia de que
exista historia familiar. Ello se fundamenta en las recomendaciones
recientemente realizadas por el National Comprenhensive Cancer
Network Guidelines v.2.2014%*” y en la elevada prevalencia de
mutaciones de BRCA1/2%”> en los CMTN situada entre el 15 y 18%°7%2"7
que puede llegar al 27% en CMTN < 50 afios?”’. Asimismo, se ha
comprobado una prevalencia de mutaciones en los genes BRCA1/2

278

entre 8-13% en pacientes con COE”®, que en su mayoria carece de

historia familiar alguna.

Actualmente, el estudio de mutaciones en los genes BRCA1/2 no
solo tiene valor para la identificacion de familias con riesgo de CMOH,
sino que también adquiere importancia gracias a los avances
terapéuticos recientes. Asi, la implantacidon de nuevas terapias dirigidas

contra dianas moleculares, como los inhibidores del PARP?”, puede
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beneficiar a las pacientes con déficits en la RH como son las pacientes

con COE portadoras de mutacién en los genes BRCA1/2°%,

Aunque las mutaciones en los genes BRCA1/2 son las principales
responsables de la predisposicién hereditaria al CM y CO existen otros
genes de penetrancia intermedia (TP53, ATM, CHEK2, PALB2 v,

recientemente, el RECQL??)

cuyas mutaciones representan entre el 4-
15% del CM familiar**°. Los CM familiares no valorables en el estudio de
mutaciones de los genes BRCA1/2% se podria completar con el estudio
de estas nuevas mutaciones, aumentando el porcentaje de deteccion, si
existieran métodos de cribado de alto rendimiento aplicables a la rutina

asistencial.

La demanda creciente de estudios genéticos ha supuesto un gran
aumento de la carga asistencial, solo asumible con metodologias de alto
rendimiento como puede ser el cribado con HRM aqui expuesto. No
obstante, en un futuro inmediato cuando la implantacién de las nuevas
metodologias de NGS en el laboratorio asistencial consiga reducir los
costes serd factible incorporar en la practica clinica, el testado

. / .67 272
simultdneo de los genes de moderada penetrancia®”®®

, Yy extender
los estudios de mutaciones a un mayor nimero de pacientes con CM

y/o CO.
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Conclusiones

El objetivo principal de esta tesis es conocer la prevalencia de
mutaciones en los genes BRCA1/2 detectadas en una serie de 462
pacientes espafiolas con CME. Esto ha requerido la puesta a punto de
un método de cribado de alto rendimiento basado en el analisis de las
curvas de fusion de alta resolucion o High Resolution Melting. Los
resultados de este estudio han permitido obtener las siguientes

conclusiones:

1. El método de cribado de HRM optimizado permite la deteccion
de las 99 mutaciones espafolas estudiadas en los genes de

susceptibilidad al cAncer de mama y ovario, BRCA1 y BRCA2.

2. Los resultados del estudio comparativo de los métodos CSGE vy
HRM realizado en 52 pacientes con CMOH confirman que el
método de HRM presenta claras ventajas sobre la CSGE por su
mayor sensibilidad, elevado rendimiento, posibilidad de

automatizacién y buena relacion coste/beneficio.

3. La baja prevalencia de mutaciones detectada en los genes
BRCA1/2 en nuestra serie de pacientes con CME (1,3%) podria

deberse al rastreo parcial de estos genes.
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4. La presencia de mutaciones en las pacientes con CME se asocia
con diagndsticos mas tempranos y tumores de fenotipo mas
agresivo, con mayor TNM, GH mas avanzado y mayor proporcién

de RE negativos.

5. La realizacidon de esta tesis ha permitido la puesta a punto y
validacién de la técnica de HRM que, combinada con su
robotizacidon, ha conferido al método un mayor rendimiento y
calidad; permitiendo su implantacion en el cribado de mutaciones
en los genes BRCA1/2 de todos los pacientes con CMOH incluidos
en el PCGCHCV.

Actualmente, si la implantacién de las nuevas tecnologias de NGS
permite reducir los costes y automatizar el proceso, los estudios de
mutaciones en los genes BRCA1/2 podrian extenderse a un mayor
nimero de pacientes con CM y/o CO incorporando, incluso, el testado
simultaneo de genes de moderada penetrancia en la practica clinica. La
incorporacion del testado de mutaciones en los genes BRCA1/2 en los
pacientes con CMTN y CO es hoy dia de gran interés ya que este grupo
de pacientes carece de un tratamiento especifico y la deteccién de
mutaciones en los genes BRCA1/2 abre la posibilidad al tratamiento con

los inhibidores del PARP.

120



DOCUMENTOS ANEXOS






Documentos Anexos

1. INDICE DE TABLAS

Tabla 3: Prevalencia de mutaciones encontradas en los genes BRCA1/2 en pacientes

{07 o X 1V 1 32

Tabla 4: Criterios de inclusiéon familiar establecidos en el PCGCHCV para estudio de

MUEACIONES €N BRCAL/2 .o eeeeeeeetee e e reeertt e e e s e seeaaereeesesessanaes 45

Tabla 5: Caracteristicas demograficas y anatomo-patoldgicas de las pacientes con CME

Tabla 6: Mezclas de reactivos y concentraciones empleadas: ......ccccceveeeviernereneennee. 53

Tabla 7: Programa de PCR comun para la amplificacion de todos los fragmentos de

BRCAI Y BRCAZ ...ttt 54

Tabla 8: Variantes genéticas detectadas en BRCA1 por los métodos de cribado CSGE y

Tabla 10: Comparacion de los gastos y el tiempo empleado en el cribado de los genes

BRCA1/2 POr CSGE Y HRM.....uiiiieeeieieetee ettt ettt et eteeeeveeentaeeenne e 82

Tabla 11: Variantes detectadas en BRCA1 en las pacientes con CME, su prevalencia y

repercusion DIOIOZICA.......cuvi it 83

Tabla 12: Variaciones detectadas en BRCAZ2 en las pacientes con CME, su prevalencia y

repercusion biolOZICa..........eviii i e 84

123



de Juan Jiménez | (2015)

Tabla 13: Mutaciones detectadas en BRCA1/2 en las pacientes con CM estudiadas.... 85

Tabla 14: Caracteristicas anatomo-patoldgicas de las pacientes con CME.................... 87

Tabla 15: Variantes de efecto desconocido detectadas en BRCA1 en nuestra serie...... 90

Tabla 16: Variantes de efecto desconocido detectadas en BRCA2 en nuestra serie...... 92

Tabla 17: Polimorfismos detectados en las pacientes con CME ..........ccoceeeveeriieeenieennne 95

124



Documentos Anexos

2. MUTACIONES ESPANOLAS EN BRCA1/2 ESTUDIADAS

Tabla A.1: Mutaciones espaiiolas en BRCA1 incluidas en el presente estudio:

Exon

Mutacion

Tipo de

mutacion

*

Procedencia

O 00 N o U B~ W N -

e e O e T e e
N o o WN R O

18

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

€.68_69delAG
¢.70_73dupTGTC
c.117_118delTG
c.124delA
c.211A>G
c.212+1G>A
c.302-1G>A
c.324insA
c.470_471delCT
€.791_794delGTTC
c.1016_1017insA

c.1121_1123delCACinsT

€.1333G>T
c.1504_1508delTTAAA
¢.1570delG
c.1672delA

c.1687C>T

c.1912delG

¢.1953_1956del4
c.1961delA
c.2241deC
€.2292_2311dup19
€.2389_2390delGA
€.2683_2687del5
€.2728C>T
c.3331_3334delCAAG
€.3481_3491del11
c.3581delC
¢.3770_3771delAG
c.3785C>A

FS
FS
FS
FS

Sp
Sp
FS
FS
FS
FS

FS
FS
FS

FS

FS
FS
FS
FS
FS
FS

FS
FS
FS
FS

Valencia
San Pau
CNIO
San Pau
IBGM
IBGM
Valencia
Valencia
H. Clinico
Galicia
IBGM
San Pau
San Pau
Valencia
Valencia
Valencia

Salamanca

San Pau,
Salamanca

Valencia
Valencia
IBGM
IBGM
IBGM
IBGM
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia

Valencia
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Tabla A.1: (Continuacion)

Tipo de
Mutacién mutacion Procedencia
*

31 11 €.3839delCTCAiInSAGGC FS IBGM

32 12 c.4111_4112insATCT FS H. Clinico
33 12 c.4161_4162delTC FS Valencia
34 12 c.4167_4168insAG FS Valencia
35 13 ¢.4195_4196delAC FS San Pau
36 13 c.4287C>A N Valencia
37 13 ¢.4305_4306delCT FS Valencia
38 17 ¢.5030_5033delCTAA FS Valencia
39 18 ¢.5078_5080delCTG FS San Pau
40 18 ¢.5080G>T N IBGM

41 18 ¢.5095C>A M Valencia
42 18 ¢5117G>C M :a ar:epnactija'
43 18 c.5117G>A M IBGM

44 18 c.5123C>A M Valencia
45 18 c.5144G>A M San Pau
46 18 ¢.5154+5G>A Sp Valencia
47 I-18 ¢.5155-1G>C Sp H. Clinico
48 I-18  ¢.5155-1G>A Sp IBGM

49 .20 ¢.5277+1G>A Sp IBGM

50 -20 ¢.5278-1G>C Sp H. Clinico
51 21 ¢.5311_5334del23 FS Valencia
52 21 c.5332G>T M IBGM

53 23 c.5419delA FS San Pau
54 24 c.5506G>T N San Pau

Las mutaciones patogénicas impresas en rojo son mutaciones espafiolas no incluidas
en nuestro estudio al no disponer de ADN. * FS: Frame-shift, Sp: Splicing, N:
Nonsense, M: Missense.
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Tabla A.2: Mutaciones espaiiolas en BRCA2 incluidas en el presente estudio:

O 00 N O U1 A W N P

N RN N N NN R R R R B B R B RB B
U B W N P O © W N O U1 A W N B O

26

27
28
29
30
31
32
33
34

10
10
10
10
10
10
10
10
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11

11
11
11
11
11
11
11
11

c.67+2T>C

c.145G>T
€.261_262delCT
c.439C>T

c.1126delT
€.1310_1313delAAGA

€.1448_1449delAGinsTTAC

c.1597delA
€.1607_1608insT
€.1645_1648delAGGA
c.1763A>G
€.1842_1843dupT
€.2376C>A

€.2455C>T
€.2808_2811delACAA
c.3146delA
€.3264_3265insT
€.3847_3848delGT
c.3854delA
€.3922G>T
c.4797delT
€.4936_4939delGAAA
c.5112_5115delAATA
€.5146_5149delTATG
¢.5350_5351delAA

€.5579_5582delTTAA

¢.5718_5721delCTCT
c.5851_5854delAGTT
c.5890delA
€.5898delT
€.5980C>T
€.6275_6276delTT
€.6494delT
€.6629_6630delAA

Sp

Fs

Fs
Fs
Fs
Fs
Fs
Fs

Fs

Fs
Fs
Fs
Fs
Fs

Fs
Fs
Fs
Fs
Fs

Fs

Fs
Fs
Fs
Fs

Fs
Fs
Fs

Valencia
Valencia
Valencia
IBGM
Valencia
IBGM
Valencia
San Pau
Valencia
Valencia
IBGM
Valencia
Valencia
IBGM
Valencia
San Pau
Valencia
Valencia
San Pau
Valencia
Valencia
IBGM
IBGM
IBGM

IBGM
Valencia, H.

Clinico, IBGM

Valencia
San Pau
Valencia
IBGM
Valencia
Valencia
Valencia

San Pau
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Tabla A.2: (Continuacidn)

Mutacion m:it’;:ig:* Procedencia
35 11 c.6644_6647delACTC Fs Valencia
36 11 €.6656C>G N IBGM
37 14 c.7060C>T N IBGM
38 14 €.7109_7110delAA Fs CNIO
39 14 c.7171_7172insA Fs Valencia
40 14 €.7234_7235insG Fs Valencia
41 17 c.7863T>A N Valencia
42 1-17 €.7977-1G>C Sp Valencia
43 18 c.8012_8035del23 Fs H. Clinico
44 18 €.8032_8033insGA Fs IBGM
45 18 c.8042_8043delAC Fs Valencia
46 18 €.8065_8066insTT Fs H. Clinico
47 18 c.8070_8071insTT Fs San Pau
48 21 c.8646_8649delACCA Fs Salamanca
49 23 €.8978_8992del14 Fs Valencia
50 23 ¢.8988_8990delATAinsT Fs Valencia
51 23 c.9018C>A N Valencia
52 23 ¢.9026_9030delATCAT Fs Valencia
53 24 c.9247A>T N IBGM
54 25 €.9286G>T N San Pau
55 25 c.9310_9311delAA Fs CNIO, IBGM
56 25 €.9466C>T N Valencia

Las mutaciones patogénicas impresas en rojo son mutaciones espafiolas no incluidas
en nuestro estudio al no disponer de ADN. * FS: Frame-shift, Sp: Splicing, N:
Nonsense, M: Missense.
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3. CEBADORES Y CONDICIONES EMPLEADAS PARA EL
ESTUDIO DE MUTACIONES PUNTUALES DE BRCA1/2 POR
CSGE:

Tabla A.3: Cebadores empleados para la amplificacion de BRCA1 y condiciones de las
PCR multiples:

F:GACGTTGTCATTAGTTCTTTGG

2 R.GGTCAATTCTGTTCATTTGC 310 0.2/15
F:AGTTGGTTGATTTCCACCTC
11 739 0,32/3,7
AL ?  RAGCCTCATGAGGATCACTGG /3213, seec Taq Gold
11, FAGGGGCCAAGAAATTAGAGT s61  032/37 (5U/ul)
€ R.GTGCTCCCAAAAGCATAAA el
F:ATATGACGTGTCTGCTCCAC
20 TGCAAAGGGGAGTGGAATAC 229 013/37
F:ATTTGCTCCGTTTTCAAATC
1b o CGGCTAATTGTGCTCACTGT 476 032/35
F:CTGAAGTTAACAAATGCACCTGG Taq Gold
o
Bl He R TTCTTTAAGGACCCAGAGTGG 584 032/35 565C (5U/uL)
F-TCCAAGTACAGTGAGCACAATTA
1d o AACAAGTGTTGGAAGCAGGG 633 032/35
F:TTTGGCAGTTCAAAAGACTCC
11 620  0,32/3,0
. € R.CTCTTGGAAGGCTAGGATTGA 3213, seec Taq Gold
: : L
11 FOCCAAAGTAGCTGATGTATTGG 23 03230 (5U/uL)

R:ATTCATCACTTGACCATTCTGC

F:CTCTTAAGGGCAGTTGTGAG

> RATGGTTTTATAGGAACGCTATG 278 06430
F:GCGTTTATAGTCTGCTTTTACA Taq Gold
0
b1 12 RTGTCAGCAAACCTAAGAATGT 227 032730 >4%C (5U/ul)
F:AATTCTTAACAGAGACCAGAAC
& RAAAACTCTTTCCAGAATGTTGT 450 035730
F:GATCTTGGTCATTTGACAGTTC
10 RCCCAAATGGTCTTCAGAATA 240 0.26/30
F:AAGCTCTTCCTTTTTGAAAGTC Taq Gold
3] 21 2 1 o
R:GTAGAGAAATAGAATAGCCTCT %8 016530 > (5U/uL)
F:AGTGTAGGGTAGAGGGCCTG
2 RAGTCTTGCTCACAGGAGAGA 207 0.16/30
F:AGCTGTGTGCTAGAGGTAACTC
1 1 16/2
k1 7 RGTGGTTTTATGCAGCAGATG 0 016/27 sa0C Taq Gold
g FATCCAGATTGATCTTGGGAG 312 032727 i (5U/ul)
R:CTCAGACTCAAGCATCAGC e
FIAATGGAAAGCTTCTCAAAGTA
13 RTGTTGGAGCTAGGTCCTTAC 319 0.16/30
F:CAGACTTCTAGGCTGTCTTGC Taq Gold
G1 15 378 0,16/3,0 542C
R:GTGTTTGTTCCAATACAGCAG 1673, (5U/ul)
19 FATCTCCGTGAAAAAGAGC 208 016/30

R:CATTGTTAAGGAAAGTGGTGC
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Tabla A.3: (Continuacidn)

F:AACGAACTTGAGGCCTTATG

3 R:TTGGATTTTCGTTCTCACTT 308 0,32/3,0
F:CTTATTTTAGTGTCCTTAAAAGG Taq Gold
H1 251 0,22/3,0 542C
6 R:GGTCTTATCACCACGTCATAG 2213, (5U/uL)
F:TTTGTGTATCATAGATTGATGC
14 R:AACAAAAGAAGTATCCTAGAGC 387 0,38/3,0
F:GGTGTCAAGTTTCTCTTCAGG
230 0,13/3,0
i 8 R:AACCCAGCAATTATTATTAAATAC 1373, sa0C Taq Gold
9 F:GAATATCTG TCAACAAGTACA 127 0,42/3,0 ) (5U/uL)
R:TCTATGAAGCTGGTA CCTA ’ ’
F:CAGAGCAAGACCCTGTCTC
i1 2 R:ACTGTGCTACTCAAGCACCA 255 0,64/3,0 560C Taq Gold
24 F:ATGAATTGACACTAATCTCTGC 280 0,32/3,0 ) (5U/uL)
R:GTAGCCAGGACAGTAGAAGGA ’ ’
F: CAC AAC AAA GAG CAT ACA TAG GG Tag No
Exon7 7 353 0,16/3,0 622C Gold
R: AGG AGG ACT GCT TCT AGC CTG (5U/ul)

Tabla A.4: Cebadores empleados para la amplificacion de BRCA2 y condiciones de las

PCR multiples:

F: TCTGGGTCACAAATTTGTCTGTCA

3 R:TTCCTAGTTTGTAGTTCTCCCCAGTC 296 0,06/3,0

o w COTTSSIS s awmn s
pas TTCOTENTITR 50 oo

T e 00000 -

B2 15 ; iggiiig?f(;f:ffgmA 314 0,64/3,0 60-502C (S(EJO/ISL)
pe [PESCTRCCHCOATIT 1 oo
o PASODIIENS e o

@ w ASEOMOSTTC oo s
27b F:AAGGCATTTCAGCCACCAAGGAGT 450 0,35/

R:GTGGTTTGAAATTATATTCCAGTCTT 3,0

o LTESTINCHMTITE o aasng -

0 n LONSTMMISCO o owso e G
19 F: AAGTGAATATTTTTAAGGCAGTT 296 0,32/3,0

R: TATATGGTAAGTTTCAAGAAT
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F: TTCAAAAATAACTGTCAATCC

1B . CTGAAGCTACCTCCAAAACTGTG 430 025/30 .
aq No
F: TTTATGAAGGAGGGAAACACTCA
-502
B2 1IMO . CATTGATGGCTAAAACTGGTG 575 02530 60-50C (S%O/ISL)
F:CAGAGAATAGTTGTAGTTGTTGAA
17 R AGAAACCTTAACCCATACTGC 306 0.35/3,0
F: AACAATTTATATGAATGAGAATC
37 R. AACAGAAGTATTAGAGATGAC 686 0,32/30 Taqho
F: TTTGGTAAATTCAGTTTTGGTTT
o
F2 16 R AACACACAATCTTTTTGCATAGA 299 03230 52%C (5%‘3/'3”
F:AAGGAAATACTTTTGGAAACATAA
26 TTTACTAGGTATACAACAGAA 330 03230
F: CTCAGTCACATAATAAGGAAT
2 R ACACTGTGACGTACTGGGTTTT 25 0,16/3,5 Taqho
F: ATTCAGTTTTTATTCTCAGTTATTC
- [
G2 18 R TTTAACTGAATCAATGACTG 568 08/35  60-50%C (S%O/fL)
F: GGGTGTTTTATGCTTGGTTCT
2l R CATTTCAACATATTCCTTCCTG 304 0,32/30
F:AGAATGCAAATTTATAATCCAGAGTA
4 RAATCAGATTCATCTTTATAGAACAAA 249 02030 .
aq No
F: TTTTGTTCTGATTGCTTTTTATTC .
H2 22 . AATCATTTTGTTAGTAAGGTCAT 314 032/30  60-50C (SGUC;ISL)
F: TAAAATTCATCTAACACATCTAT
25 R ATTTCCCCATTCCCCCATCT 450 032/30
F:GATGGTACTTTAATTTTGTCACTTTG
5 1IAB o TTTCATGATCATATAAAAGACT 425 048/30 s2eC Taq Gold
11p  F: TCTAGAGGCAAAGAATCATA 205 0,16/30 } (5U/uL)
R: TCATTGTCTGAGAAAAGTTC e
F:CAAAAGTGGAATACAGTGATAC
11c R:ATAATTTTCATTTAAAGCACATACAT 254 0,22/32 Taq No
F: ACAAATGGGCAGGACTCTTAGG
- [
2 1GH L GCTGCTGTCTACCTGACCAA 566 0,25/32  60-50°C (5%3'3”
F:GATGCTGATCTTCATGTCATAA
B . AAAAAGTTAAATCTGACAAATCT 688 0,64/32
1o ¢ TATAAAATATTAATGTGCTTCTGTT 27 0,25/
R: AMGGGCTTCTGATTTGCTAG 3,2 Taq o
F-TATGTCCAAATTTAATTGATAAT 0,16/ .
k2 10E . AAACACAGAAGGAATCGTCATC 320 3,2 >5-45%¢ (sGuo/IjL)
F: AACCAGAAAGAATAAATACT
18T . ATTTTTGATTTATTCTTCGTTGTT 550 0,64/3,2
108p ATCTGAAGTGGAACCAAATGATAC a1 0,32/
R:GTGGATATTAAACCTGCATTCTTCAA 3,2 raq No
F: AAGACATATTTACAGACAGT 3
L2 1V ¢ TGGGATATTAAATGTTCTGGAGTA 539 032/32  60-50°C (5%‘;'3”
F: TTCAACAAGACAAACAACAGT
Y AGCATACCAAGTCTACTGAATAAAC 443 032/32
F: TCATACAGCTAGCGGGAAAAA
11PQ 468 0,32/3,2
R: AATGACTGAATAAGGGGACTGAT
F: GTCCTGCAACTTGTTTACAC Taq No
L2 11R 243 0,32/32  60-50C Gold
R: GATTTTTGTCATTTTCAGC (5U/ul)
F: AAAGTAACGAACATTCAGACCA
11WX 421 0,32/32

R: GTGAGACTTTGGTTCCTAAT
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Tabla A.5: Programas de PCR muiltiples:

AmpliTaq Gold
Parametros \ Programa 1 Programa 2 Programa 3
Denominacion Desnaturalizacién Amplificacion Elongacién
Ne Ciclos 1 30 1
54, 56,
Temperatura [2C] 95 94 60-50 72 72
Tiempo [min] 10 1 1 2 10

Las T2 de hibridacién varia en cada PCR multiple (54, 56 o 60-50)

AmpliTag NO Gold

Parametros Programa 1 Programa 2 Programa 3
Denominacion Desnaturalizacion Amplificacion Elongacion
N2 Ciclos 1 30 1
52, 54,
Temperatura [2C] 95 94 55-45, 72 72
60-50
Tiempo [min] 2 0,45 1 1 5

Las T2 de hibridacién varia en cada PCR muiltiple (52, 54, 55-45 o 60-50)

Tabla A.6: Programa de formacién de los heteroduplex:

Etapas Temperatura (2C) Tiempo (min)
Desnaturalizacion 98 5
90 5
80 5
Renaturalizacion 75 10
40 20
25 30

Tabla A.7: Condiciones de la electroforesis en geles verticales:

Parametro Condiciones

Temperatura de carrera 20-252C
Voltaje de carrera 230 voltios
Tiempo de carrera 900 min
Gel Prona Sec y formamida
Buffer de electroforesis TBEx1

1-4 ul PCR multiple + 1-4 ul de 6x

M
uestras Loading Dye Solution (Vf = 15 pl)

132



Documentos Anexos

4. CEBADORES, CONDICIONES EMPLEADAS Y GRAFICAS

MEDIANTE HRM

DIFERENCIALES OBTENIDAS PARA CADA FRAGMENTO

Tabla A.8: Cebadores y condiciones para cada PCR de las mutaciones patogénicas

descritas en la poblacion espafiola en BRCA1

,  GACGTTGTCATTAGTTCTTTGG/ 0 0225 CEB69EIAG 7.31
GGTCAATTCTGTTCATTTGC £ 52 70_73dupTGTC 14.91

3 GCCTCATTTATITICITITICTCC/ 0 (o €117 118delTG 17.73
ATGGAGCCACATAACACATTCA WE1 SR 124delA 8.43
TTCATGGCTATTTGCCTTTTG / 02/25 c211A>G 15

> GTGGTTGCTTCCAACCTAGC 199 o5 DTVI oo C212+1G>A 9

,  TTTCCTTGTATTTTACAGATGC/ 187 0330 C302160A 0
CAAATGGTTTTACCAAGGAAGG 2138 304insA 73
GGTGTCAAGTTTCTCTTCAGG/

8 CAGCANTTATIATIAMAIA 230 02/25 c470_471delcT 24.37
AGCTGAGAGGCATCCAGAAA/
T AR GAGCTCGOATA 95  02/25 c.791_794delGTTC 14.2
ATAGGCGGACTCCCAGCAC/ 181 02/25 C1016insA 7.96
TCACTTCTGGAAAACCACTCA 242 £ 1121 1123delCACinsT 713
TCAAATGCCAAAGTAGCTGATG/
s adiovilive 188 0,2/2,5 c.1333G>T 51.92
AGAGCGTCCCCTCACAAATA/ 137 02/25 1504 1508elTTAAA 22
CCGTTTGGTTAGTTCCCTGA £ 52 1570delG 16.45
GGAACTAACCAAACGGAGCA/ 264 0225 C1672delA 3.02
CGCATGAATATGCCTGGTAG E1 52 1687C5T
GAAAGCTGAACCTATAAGCAGCA ¢.1912delG 3.81
GTTTCTGCTGTGCCTGACTG 249 02/25 c.1953_1956deld 6.81

" c.1961delA 15.81
TTTGTCAATCCTAGCCTTCCA/ c.2241deC 4
GTCCCTTGGGGTTTTCAAAT 280 0,2/25 c.2292 2311dupl9

¢.2389_2390delGA 3.78

CCAGTCATTTGCTCCGTTTT/ 205  02/25 c.2683 2687dels 5.47
CTGACCAACCACAGGAAAGC €.2728C>T 4.28
TAGGGGTTTTGCAACCTGAG/ 180 02/25 C3331.3334delCAAG 25
GAACAAACCTGAGATGCATGA £ 2 (3481 3491del11
TGCATCTCAGGTTTGTTCTGA/
T CTTCCRTAACCCTEA 193 0,2/2,5 c.3581delC 22.43
CGTTGCTACCGAGTGTCTGT/ )10 g:;;giylde'm ig
GAAAGGATCCTGGGTGTTTG 02/25 e reanaGae 36

c.4111_4112insATCT
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Tabla A.8: (Continuacion)

Primers F/R (5’>3’) Ta(r:s)n - P;;Ir:;;/ Mutacién en DNA (I;)P*
15 CTGCTTTTACATCTGAACCTCTG/ . 02/25+ c4161 4162delTC 21.93
GCACACACACACACGCTTTT 5%DMSO  c.4167_4168insAG 17.93
FTTTCITG6TGCCATITATCG/ C.4195_4196delAC 3.41
B T CTGOATTICGCAGET 186 0,2/2,5 c.4287C>A 6.59
¢.4305_4306delCT 6.59
p ASCISTOTGCTAGAGGTARCTC/ 190 02125 soop somngicran 187
¢.5078_5080delCTG 19.9
¢.5080G>T
€.5095C>A 205
15 GCACTICCTGATITIGITITCA/ o0 (o ) €511765C 16
TTCTGAGGTGTTAAAGGGAGGA ¢.5117G>A
c.5123C>A 21.9
C.5144G>A 6.2
€.5154+5G>A 32
19 GCTCTTTTGTGAATCGCTGA/ 135 03/30+ c51551G5C 58
TTACCTCATTCAGCATTTTTCTT 5%DMSO  ¢.5155-1G>A 19
ATATGACGTGTCTGCTCCAC/
20 CRGOAGTGGARTA 231 02/25 c5277+1G>A 12
TTCCCCTGTCCCTCTCTCTT/ 02/25+ C227816>C 9
21 CCATCGTGGGATCTTGCTTA 173 cypmso  ©3311.5334del23 44.6
c.5332G>T
23 c.5419delA
24 €.5506G>T
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Tabla A.9: Cebadores y caracteristicas para cada PCR de las mutaciones patogénicas

descritas en la poblacién espafiola en BRCA2

TGGTCTTCTGTTTTGCAGACTT
2 R ETTTITAGCAAGCATTITT 199 0,3/3,0 c.6742T>C 8.7
;  TTCTTCAGAAGCTCCACCCTA 189 02525 C1456>T 342
AATTCTTTTACAGGAGATTGGTACA 122142 ¢ 261 262delCT 10.5
AATGCTTCATGAGAGATTTACTTTTT
> CCTGACTTATCTCTTTGTGGTGT 212 03/30 c439CT -15.8
GGAACCAAATGATACTGATCCA
TGGTCACATGAAGAAATATGCAA 189 0,25/2,5 c1126delT 13.1
TGCATATTTCTTCATGTGACCA c.1310_1313delAAGA  17.1
AGAAGCCACTGGAGAAGTTCC 248 0.25/2,5 iﬁé“‘sJMgdelAGmST 115
10
c.1597delA 8.5
CAATGCAAGTTTTTCAGGTCA s OB/25 100 eoginsT o
CTGGCCAGCTTCCATTATCA c.1645_1648delAGGA  17.7
CAGCCACCACCACACAGA 1ys  025/25+ c1763A>G 125
GCTTCAAACTGGGCTGAACA 5%DMSO  c.1842_1843dupT 14.1
CCAAGGATGTTCTGTCAAACC 195 0330 C23760A 14.7
11  TGTATTTTTCAGGTGGCAACA 2138 4550sT 6.9
GACTTGTGTAAACGAACCCATTT
CTCT AN AACAT AAACCA 120 0,25/2,5 c.2808 2811delACAA 215
TCTCTGAACATAACATTAAGAAGAG 00 op ) c.3146delA 23
CA/ TTTGAATTAAAATCCTGCTTGA I8 3264 3265insT 3.2
TTCAAGTAAATGTCATGATTCTGTTG c.3847_3848delGT 9.6
199  0,3/3,0 c.3854delA 59
GGCAGCAGTATATTTGTTATCTTCA €.3922G>T 10.9
ACAGCTGCCCCAAAGTGTAA 231 0330 CA797del 55
TGAATAAGGGGACTGATTTGTG SI3Y 4936_4939delGAAA  10.7
TGGCTTAGAGAAGGAATATTTGATG o (oo c.5112 5115delAATA 201
TTCGGAGAGATGATTTTTGTCA PIS0 5146 5149delTATG 131
TTGATTCTGGTATTGAGCCAGT
ACAAG O T CAACGOARA 140 0,3/3,0 c.5350_5351delAA 9.8
GGCCACCTGCATTTAGGATA 242 0525 COS7ISSB2ETTAA 204
11 AACCTTATGTGAATGCGTGCT 122142 (5718 5721delCTCT 124
CAAAATATGTCTGGATTGGAGAAA €.5851_5854delAGTT 3.7
¢.5890delA 11.2
241 03/30  cogeerr 17.7
CTTTGGAAAAGACTTGCTTGG ToR0eaT
TGGAAAGCAAGTTTCCATTTT
CACAGTECTOTRGGTTICTCT 167 0,25/2,5 c.6275_6276delTT 15.9
CCATATCTCTCTCAATTTCAACAAGA c.6494delT 9.2
236 03/30 C6629_6630delnA 4.1
PIY  6644_6647delACTC 4.9
GCAATTTCTACTGCTTCTGTTTCA S 4
¢.7060C>T 26.9
1.1 CAACGTCAAGAGATACAGAATCCA 100 13/30 <7109 _7110delAA 19.9
ACTTTGGTTGGTCTGCCTGT c.7171_7172insA 4.6
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Tabla A.7: (Continuacidn)

Tamafio Primer/

Primers F/R (5'>3’ Mutacién en DNA
/R ) (pb) MgCl,
ACAGGCAGACCAACCAAAGT . 6.5
14-2 AGCTGCTGCTTGATTGGAGT 207 0,25/2,5 ¢.7234_7235insG
TTTGTTCAGGGCTCTGTGTG
17 TGAAGAAGCACCCTTTCTGG 168 0,3/3,0 c.7863T>A 9.2
c.7977-1G>C 7.3
TGGAATTCTAGAGTCACACTTCCTA ¢.8012_8035del23 31.5
A ¢.8032_8033insGA 22.6
18 183 0,3/3,0 ¢.8042_8043delAC 19.6
TTCAGATATATTTGCGCTCAATG ¢.8065_8066insTT -
¢.8070_8071insTT 135
TGGGTG TTTTATGCTT GGTTC
21 TGCTGCATTCTTCACTGCTT 187 0,25/2,5 ¢.8646_8649delACCA 19.9
¢.8978_8992del14 27.4
GCATCTTTCTCATCTTTCTCCAA ¢.8988_8990delATAins 85
23 200 0,25/2,5 T ’
c.9018C>A 12.1
GGTTTGTACCGGTAGTTGTTGA ¢.9026_9030delATCAT 17.6
TCAGCCATCTTGTTCTGAGG
24 TGCCAACTGGTAGCTCCAAC 156 0,3/3,0 ¢.9247A>T 7.1
c.9286G>T 8.7
25 CCTTTCTTGCATCTTAAAATTCATCT 264 0,25/2,5 ¢.9310_9311delAA -
CCTTACCTCAACAGTATTTTTCATT c.9466C>T -3.9

Tabla A.8: Parametros empleados en el ABI Prism 3130 para la reaccién de secuencia:

Parametro Condiciones

Temperatura de carrera
Voltaje de inyeccidn
Tiempo de inyeccidon
Voltaje de carrera

Tiempo de carrera

polimero GeneScan
Buffer de electroforesis
Muestras

602C
1,6 kV
10 seg
13,4 kv
1.500 seg (PCR HRM) o
2.800 seg (PCR convencional)
POP7
TBE x1
PCR purificada + 15 pL de formamida Hi-Di
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Fig. A.1: Mutaciones patogénicas descritas en la poblacién espaiiola en BRCA1
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Fig. A.1: Continuacion
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Fig. A.2: Mutaciones patogénicas descritas en la poblacion espaiiola en BRCA2
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Fig. A.2: Continuacion
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5. INSTUMENTACION

> LightCycler 480°®: Plataforma de PCR en tiempo real
(Reference Catalog # 04640268001, Roche Diagnostics; Roche
Instrument Center AG, Forrenstrasse, CH-6343 Rotkreuz,
Switzerlans) que presenta dos bloques, uno para placa de 96
pocillos y otro para placa de 384 pocillos. En la presente tesis se
han empleado ambos bloques.

> Robot EpEmotion 5070: Plataforma que permite
automatizar la dispensacidn de reactivos y transferencia muestras
de tubos a las placas. Debido a su excelente precision, el epMotion
5070 (Eppendorf) es muy util para el pipeteo automatizado y la
puesta a punto de PCRs en tiempo real, ya que permite montajes
con menos volumen de reactivos y excelente reproducibilidad.

> ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer: Secuenciador ABI
PRISM 3130 (Applied Biosystems, 850 Lincoln Centre Drive, Foster
City, California 94404, USA) de cuatro capilares con el cual se ha
realizado la electroforesis capilar de aquellos fragmentos de PCR
gue presentaron una variacién en la curva o en el patrén de
bandas con la finalidad de caracterizar la secuencia de nucledtidos
de la misma.

> Termociclador convencional: Se han empleado dos
modelos diferentes de termocicladores para la realizacién de las
PCRs multiples y la formacion de HE de los fragmentos
previamente amplificados: el Mastercycler personal (Eppendorf)

con capacidad para 25 tubos y el GeneAmp PCR Syystem 2700
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(Applied Biosystem) con capacidad para 96 tubos o una placa de
96 pocillos. Los programas empleados para las PCR multiples y

formacidn de HE, se describen en las Tablas A.5 y A.6.

6. REACTIVOS EMPLEADOS

Ademas de los reactivos especificos ya mencionados, se han

empleado reactivos de uso habitual en Biologia Molecular, como son:

> PCRs: dNTPs (Pharmacia), Enzimas AmpliTaq Taq Gold y
no Gold (Applied Biosystems) y DMSO (Sigma-Aldrich).

> Electroforesis en gel: Agarosa MP, Agarosa Nusive,
tampon TBE, 6x Loading Dye Solution (Fermentas).

> Marcadores de pesos moleculares: ®X174DNA Hinf |
digest (MBI Fermentas) como marcador empleado en la
electroforesis en gel.

> Electroforesis en gel sensible a los cambios de
conformacidn: Prona sec MDx1, Formamida al 15%, Etilenglicol al
10%, TEMED, Persulfato sodico y TBE x 0,6. El polimero Prona Sec
MD (Pronisa), mejora la resolucion entre los HO y los HE de
ADN™,

> Polimeros empleados en el ABI PRISM 3130: polimero

para secuenciar POP7 (Applied Biosystems).
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7. PROGRAMAS INFORMATICOS

> Primer 3 v.0.4.0%**; programa empleado para el disefio de
cebadores. Permite indicar la regién de obligada inclusidon dentro
del fragmento de PCR.

> MeltSim*>® y Poland®>: programas estadisticos que
predicen la curva de fusién del ADN. Pronostican las formas
empiricas de las curvas de fusién de los fragmentos de PCR
disefiados.

> Gene Scanning v.1.5: Programa incluido en el médulo de
analisis del LC 480 especifico para el analisis HRM. Clasifica las
muestras en grupos en funcidn de la similitud que presentan en su
secuencia.

> Sequencing Analyzer v.5.2: Programa de Applied
Biosystem empleado para la conversién de los datos obtenidos en
el secuenciador durante la EC. Integra las sefiales y tras el analisis
genera los electroferogramas de los fragmentos analizados.

> Programas de prediccion de VEDs: La relevancia de las
VEDs missense se ha determinado analizando el grado de
conservacion de aminoacidos entre las especies Gallus gallus,
Ratus novergicus, Mus musculus, Canis familaris y Pan troglodytes.
Los estudios sobre los efectos de la VEDs en los sitios de empalme
dador-aceptor se realizaron aplicando el programa de Berkeley
Drosophila Genome Project”. La repercusién de los cambios
nucleotidicos en los exones sobre los potenciadores de empalme

exonico (ESE) se analizaron mediante el programa ESEfinder®®® que
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detecta los motivos de unién de proteinas serina/ricos en arginina

(SR), (SF2/ASF, SC35, SRp40 y SRp55).

Los polimorfismos se han buscado en la base de datos “Single
Nucleotide Polymorphisms”**> del NCBI y sus frecuencias se han

comparado con las referidas en el HapMap para poblacién caucasica™'®.

8. PUBLICACIONES DERIVADAS DE LA PRESENTE TESIS
DOCTORAL

8.1. PUBLICACIONES DERIVADAS DE LA TESIS:

El trabajo realizado en el periodo de la tesis doctoral ha permitido

la elaboracion de las siguientes publicaciones:

> de Juan |, Esteban E, Palanca S, Barragan E et al. High-
resolution melting analysis for rapid screening of BRCAl1l and
BRCA2 Spanish mutations. Breast Cancer Res Treat. 2009;
115:405-14.

> de Juan |, Esteban E, Palanca S et al. Advantages of the

high resolution melting in the detection of BRCA1 or BRCA2

mutation carriers. Clinical Biochemistry. 2009; 42:1572-6.
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> de Juan |, Esteban E, Palanca S, Barragan E et al.
Advantage of high resolution melting curve analysis over
conformation sensitive gel electrophoresis for mutational
screening of genes BRCA1l and BRCA2. Clin Chim Acta. 2011;
412:578-82.

> de Juan |, Esteban E, Palanca S, Barragan E et al. Low

prevalence of BRCA1 and BRCA2 mutations in the sporadic breast

cancer of Spanish population. Familial Cancer. 2012;11(1):49-56.
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Abstract The majority of BRCAI and BRCAZ mutation
detection procedures include screening methods, all of
which are time-consuming. High-resolution melting
(HRM) is a promising pre-screening method of gene
scanning that combines simplicity and rapid identification
of genetic variants. We evaluated HRM in the screening of
BRCA /2 Spanish mutations. We studied 40 BRCAT and 47
BRCA2 DNA samples with different Spanish mutations.
We included a group of 20 unknown DNAs from patients
with sporadic breast cancer (BC). The assay was performed
with the LightCyclcr@ 480 Instrument (Roche). The HRM
discriminates all the BRCA//2 Spanish mutations studied
from wild-type DNA. Besides, 54 out of 87 mutations were
clearly differentiated from each other. In sporadic BC 11
polymorphisms and three unclassified variants were found
in both genes. HRM is a valuable method for rapid
screening of BRCA//2 Spanish mutations and is capable of
differentiating new genetic variants in PCR products.

Keywords Hereditary breast and ovarian cancer -
BRCAI - BRCA2 - Screening - Mutations -
High-resolution melting
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Introduction

BRCAI (OMIM#113705) [1] and BRCA2 (OMIM#600185)
[2] are the two major genes responsible for hereditary
breast (BC) and/or ovarian cancer (OC). In particular,
BRCAI accounts for 52% of hereditary breast cancer
families, especially those with OC, and BRCA2 represents
an additional 32%, including male BC [3]. Females with
BRCAI/2 deleterious mutations have a lifetime risk of 37—
85% and 15-41% for BC and OC, respectively [3, 4]

In the Spanish population 51 different pathogenic
mutations have been identified in BRCAJ and 50 in BRCA2
[5-8].

In our laboratory, the BRCA! and BRCA2 mutations
were detected using the polymerase chain reaction (PCR)
by amplifying the exons of both genes and the exon-intron
boundaries, using the primer pairs and PCR conditions
reported in the Breast Cancer Information Core (BIC) [9].
Mutational screening was carried out by the pre-screening
of heteroduplex formed in the PCR products by confor-
mation sensitive gel electrophoresis [10]. However, this
method requires post-PCR treatment prior to gel electro-
phoresis, being time-consuming and expensive.

High resolution melting (HRM) analysis is a new and
attractive gene scan tool that quickly performs the PCR and
identifies sequence alterations without requiring post-PCR
treatment [11, 12]. Several HRM methods for mutation
detection of human genetic diseases [13-17] and poly-
morphisms [18-20] have been further reported.

‘With regard to BRCA! and BRCA2 mutations the only
reports on HRM thus far were that of Dufrense et al [21]
and Takano et al [22] who proved the utility of HRM for
the detection of the three common Ashkenazi founder
mutations, 187_189delAG and 5382insC in BRCAT and
6174delT in BRCA2. Therefore, there is a lack of
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Abstract

Objectve: The aim of the study & to explore the relishility of the high resolution melting (HRM) analysis for the identification of BRCA1/
BRCAZ mutation carmiers among the family members of index patient (IF) and for distinguishing the presence of two or mome genetic variants
within the same amplicon,

Design and methods: We studied 27 different BRCAIBRCA? pathogenic mutations detected in 35 families with 194 subjects HRM was
periormed in the LightCycler 480 (Roche).

Resuliss HRM method detocted 110 BRCANERCAZ mutations among the 192 relatives studied (57%). No false negative results were observed
in any of the family members and all of them were in agreement with sequencing analysis, therefore the method might help to aveid unnecessary
sequencing of wild type (WT) genotypes. The HRM method ako allows the deteetion of other alierations that we initially had not searched (three
unelasaified variants and several polymomphisms). Furthermorne, HRM has also been capable of distinguishing the presence of two of more genetic
variants in the same amplicon of the same sample.

Conchusions: HRM iz a mpid, sensitive, spocific, cost-effoctive and melishle scrocning method that in less than 2 h allows the casy
identification of BRCAT and BRCAZ genetic varistions and alao avoids the unnecessary soquencing of WT genotypes. Furthermore the method is
also capable of detecting new genedic variants and allows the simultancous detection of the presence of more than one genetic variant
0 20 The Canadian Society of Clinical Chemisk, Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

Karworde BRCAT; BRCAZ; Drest cancer; Familix study; Genetic variatons; High resoheion meltng snalysis (HRM]); Muztions

Introduction time consuming and require post-PCR. manipulations. For this

reason, the mecent introduction of high resolution melting

Nowadays, the soeening of genetic variations is 2 frequent
discipline used in the study of mamy human diseases.
Conventional methods used for the saeening of genetic
variations, based on the heteroduplex detection, such as high
pressure liguid chromatogmphy (HPLC), conformation sensi-
tive gel electophoresis (GSGE) or capillary eledrophoresis
(CE), although faster and cheaper than direct sequencing, are

* Commponding o Laboraoro de Biokgia Molecular, Escuela de
Enfermeria 7* plenta, Hespital Umniversitario La Fe Avd. Campanar 21, 009
Valenda, Spain

E-mall address bal ufer_pas figva es (PB. (ilaberd).

(HEM) platforms seems to be very atiractive, since HRM
allows hetemduplex detection n amplicons, hence showing
considerahle advantages over the conventional methods; it is a
closed-tube, very fast and costeffective gene scanning method
in which only two PCR primers and one fluorescent DNA
binding dye are used, and no sample processing after PCR
amplification is required [1]. HRM apart from beng a rapd
screeming method which could identify  different genetic
variants also might avoid the unnecessary sequencing of wild
type (WT) DNA, The great interest awakened by HRM methods
explains its rapid expansion to cope with broad spectrum of
human gemetic mutations [2,3] and polymormphisms [4].

009912013 - s fromt matter & 2009 The Canadizn Socidy of Climia] Chemisis. Published by Flseviar Inc. All rights reserved.

doi:10.10164 clinbiochem 2009.07.010
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Berkground: Muttion soeening o fBRCAT and BRCA? | BRCAs ) genesis a time-cons uming and costly proced ure
that demands fster and cheaper altemative methods for outine dignostics The presemt study & Jmed at
c\cmlpmrg the results obtained with soeening magatons methads, conformation semsitve ge elsctropho-
resis | (SGE] and high-res ahution meling analysis (HRMA), for BRCAzatien ding totheir specificity, sems iivity,
reliahility and cost-sfficiency.
Mathods: We induded 52 DNA samypiles ofindex 'pd:iejls fram high-risk families. The mutitional soeening
wa performed by C3GE acaonding to the Ganguly {1993} method and HEMA acording to 2 modified De
Leseneser | 2008) method Theasways were performed in 384 well plites in the LightCycder 280 (Roche L Al PCR
products showing aliered patems were confirmed by sequencng.
Riezults: The results obtained with the mutational smdy of BRCAx genes showed that HRMA exhibited higher
sensitivity than CSCE x it was able to deterta wide magational spectra of ganetic variants in alargernumber
of samyples. Adiianally, the combination of HRMA with hyhindizaion probes in 2 second step of the asay
allows the spedific confirmation of muations. Furtharmare, HEMA use less gme, allowing the reduction of
amalysis time.
Conclusions: HEMA offers dear advaniages over C3GE for the mutation soeening of BRCAs genes as it has

greaer sensitivity and higher efficiency and it & Jess time-conzuming.

& 2010 Elsevier BV, All rights reserved.

L Introduction

About 5-10% of brexst or ovarisn aincers [BC/0C) are msed by
germline MULAtons in the brexst ancer genes BRCAT [OMIM 113705)
of BRCAZ (OMIM 600185) 1) After the BRCAT and BRCAZ genes
[BRCAs | were identified by Mili eral [1984) |2] and Wooster et al
(1995) [3] genetic testing became vailsble and is now routnely
alfered 10 women from high-risk families. Acordingly, since the
im plantation of the Program of Genetic Counselling in Cancer in the
Valencian Com munity [ Spain) in 2005 [4) the gene tic studies of BRCA
mutations were performed in individuals with 3 stong Tamilial
history of BC or OC.

A wide vanety of methods have been wsed for the screening of
these genes |5| Dired sequencing allows the duracterzation of the
alteration sequence and b considered the gold standard method.

* Comesponding asthor. Lo mey of Molealar Bology, Clinical Analysis Senice,
Esouela e Enermeria 7 Planta, Hopiral Unive im0 L Fe, A Camparar 21, 46005
Vanicia, Spain T: + 3496197351

E-mual st beidder_pasiyvaes (BB Giliber).
" (ot o e i S0 ASSSan of Hee iy ey of V abhcia Commiatiny.

DODSESEN) § - see fronT maser © 2000 Eleevier BV, All righ= mened
51000 0E o 001 2007

However, the direct sequendng of BRCAS, due to its large size and
absence of hot-spots, is a ime-consuming and costly proedure |5
Therelore, there i & need for Duter and les expensive alte mative
e thods for BRCAS routine diagnastics withcomparable srurady. The
mast widely wied methods are the denaturing high-presure liquid
chromatography | PHPLC), confor mation-sensitive gel el ectrophorests
[CSGE) and fluorescence-hased conformation-sensitive gel electno-
pharesis (F-CSGE) |5).

In our laborstory, the main reference lsboratory for BRCAs
mutation studies in the Valencian Community [Spain), mutstional
pie-screening was amed out by the heteroduples screening of the
PR produdas by CSGE |7). However, this method requires post-PCR
treatment induding gel electrophoress_ being time-consuming and
an expeisive proedire.

High-resolution melting analysis (HRMA) is 3 new and attractive
gene scan 100l that quickly performs PCR and identifles sequence
alterations withoul requiring post-PCR weatment |8 For BRCAS
mutations there are several repons that support the wiliny of HREMA
x5 & (st high-thoughoutpu method for the scanning of these genes
|3-12]. The most cvmprehensive repart & that written by e Leenser
et al.[2008) |12 ] which scanns the entire coding regions and flanking
boundaries of both genes
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8.2. PUBLICACIONES DERIVADAS DEL TRABAJO EN LA LINEA DE CANCER DE

MAMA

El trabajo realizado en de la linea de cancer mama ha permitido mi

participacién en las siguientes publicaciones:

150

> Palanca S, Esteban E, Barragan E, Oltra S, de Juan | et al.
Identification of a novel BRCA1 large genomic rearrangement in a
Spanish breast/ovarian cancer family. Breast Cancer Res Treat.

2008; 112:63-7.

> Palanca S, Esteban E, Barragan E, de Juan | et al. CASP8
D302H polymorphism delays the age of onset of breast cancer in
BRCA1 and BRCA2 carriers. Breast Cancer Res Treat. 2010; 119:87-
93.

> Esteban E, Bolufer P, de Juan |, Palanca S et al. Broad
BRCA1 and BRCA2 mutational spectrum and high incidence of
recurrent and novel mutations in the eastern Spain population.

Breast Cancer Res Treat. 2010; 121:257-60.

> Esteban E, Bolufer P, de Juan |, Palanca S et al.
Relationship of BRCA1 and BRCA2 mutations with cancer burden

in the family and tumor incidence. Familial Cancer. 2010; 9:291-5.

> Palanca S, de Juan |, Perez-Simd G, Barragan E et al. The

deletion of exons 3-5 of BRCAL1 is the first founder rearrangement
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identified in breast and/or ovarian cancer Spanish families.

Familial Cancer. 2013; 12(1):119-23

> Esteban Cardefnosa E, de Juan Jiménez |, Palanca Suela S,

Chirivella Gonzalez | et al. Low penetrance alleles as risk modifiers
in familial and sporadic breast cancer. Familial Cancer. 2012; 11(4):

629-36.

> de Juan Jiménez |, Garcia Casado Z, Palanca Suela S et al.

Novel and recurrent BRCA1/BRCA2 mutations in early onset and
familial breast and ovarian cancer detected in the Program of
Genetic Counseling in Cancer of Valencian Community (eastern
Spain). Relationship of family phenotypes with mutation
prevalence. Fam Cancer. 2013; 12(4):767-77. doi: 10.1007/s10689-
013-9622-2.

> Murria Estal R, Palanca Suela S, de Juan Jiménez |, Egoavil

Rojas C et al. MicroRNA signatures in hereditary breast cancer.

Breast Cancer Res Treat. 2013;142(1):19-30

> Murria R, Palanca S, de Juan |, Egoavil C et al. Methylation
of tumor suppressor genes is related with copy number
aberrations in breast cancer. Am J Cancer Res. 2014 Dec 15;

5(1):375-85. eCollection 2015
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BRCA1 and BRCA2 mutations in males with familial breast and
ovarian cancer syndrome. Results of a Spanish multicenter study.

Fam Cancer. 2015 May 31. [Epub ahead of print]
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