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iINDICE DE ABREVIATURAS Y GLOSARIO

A: adenina.

ABRAXAS (ABRCA1, FAMI75A o
CCDC(C98, coiled-coil domain containing
98): proteina que dimeriza con RAP80 e
interacciona con BRCAI.

ADN: 4cido desoxirribonucleico.

ANK: repeticiones de anquirina.

APS: persulfato amoénico.

ARN: 4cido ribonucleico.

ARMm: acido ribonucleico mensajero.
AT: ataxia telangiectasia.

ATM (ataxia-telangiectasia mutated):
quinasa importante en los puntos de
control del ciclo celular. Participa en
reparacion de DNA regulando a diversas
proteinas diana como TP53, BRCAI,
CHK2.. .etc.

ATP: adenosin trifosfato.

ATPasa: adenosin trifosfatasa

ATR (ataxia telangiectasia and Rad3
related): quinasa relacionada con ATM
que fosforila a BRCAL1 y otras dianas en
respuesta al dafio en el DNA. Mutaciones
en este gen se asocian con el sindrome
ataxia telangiectasia.

BARD1 (BRCAI associated RING
domain 1): proteina que forma dimeros
con BRCA1 y juntas funcionan como
ubiquitina-ligasa.

BIC (breast cancer information core):
base de datos sobre mutaciones en los
genes BRCAs.

BRCAI1 (breast cancer 1)

BRCA2 (breast cancer 2; FANCDI,
fanconi anemia group D1).

BRCC: complejo proteico que incluye a
RADS51, BRCA2, BRCAl y BARDI.
BRCC36 y BRCC45: subunidades 36 y 45
respectivamente.

BRCT  (breast cancer  C-terminal
domain): cada uno de los dominios de
BRCAI en su carboxilo-terminal a los que
se unen diversas proteinas. Otras proteinas
también portan dominios BRCT.

BRIP1 (BRCAI interacting protein 1,
FANCI, fanconi anemia group J): proteina
que se une al dominio BRCT de BRCAL.
C: citosina.

CASP8/CASP10: proteinas caspasas 8 y
10  respectivamente, implicadas en
apoptosis.

CDH1: proteina E-cadherina. Activador
de APC. Mutaciones en el gen CDHI dan
lugar al sindrome HDGC.

CHEK2 (CHK2,RADS53) checkpoint
homolog: quinasa que, en respuesta al

dafio en el DNA y el bloqueo de la
replicacién, se activa y actua sobre
proteinas diana (BRCA1 entre ellas)
promoviendo la parada del ciclo y
evitando la entrada en mitosis con el DNA
dafado.

CIAA: cloroformo isoamilico.

CSGE: clectroforesis en gel sensible a la
conformacion.

CSR  (class switch recombination):
proceso Dbiologico, que sin variar la
especificidad de las inmunoglobulinas por
un antigeno concreto, permite interaccion
con distintas moléculas efectoras.

CtBP  (C-terminal-binding  protein):
proteina co-represora transcripcional que
interacciona con el dominio C-terminal de
BRCAI1. Promueve la supervivencia
celular reprimiendo la expresion de genes
pro-apoptoticos.

CtIP (C-terminal-binding protein
interacting protein): proteina que dimeriza
con CtBP y actiia en el punto de control
G2/M del ciclo celular tras el dafo al
DNA.

DBD (DNA/DSS1 binding domain): zona
del carboxilo terminal de BRCA2 que se
une a la proteina DSS1 y a ssDNA durante
la reparacion del ADN por recombinacion
homologa.

DCM1  (disrupted meiotic  c¢DNA):
proteina implicada en el proceso de
recombinacion homologa durante la
meiosis. Interacciona entre otras con
RADSI.

DDB2 (damage-specific DNA binding
protein 2). proteina de la ruta de
reparacion GG-NER.

dHPLC: cromatografia liquida de alto
rendimiento en condiciones
desnaturalizantes.

DISC (death-inducing signalling
complex): complejo apoptdtico que
engloba los receptores de muerte celular,
la proteina adaptadora FADD y las
caspasas iniciadoras 8 y 10.

DSB(s) (double-strand break): rotura de
doble cadena en el DNA.

DSS1: proteina que se une al dominio
DBD de BRCA2 y participa en reparacion
del ADN por recombinacion homologa.
dNTPs:  desoxinucleétidos  trifosfato
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP).

EDTA: acido etilendiaminotetraacético.
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ERCC1 (excision repair Cross-
complementation group 4). enzima de la
ruta de reparacion NER que forma
complejos con ERCC4.

ERCC4 (excision repair Cross-
complementation — group 4; XPF,
xeroderma pigmentosum group F): enzima
de la ruta de reparacion NER que forma
complejos con ERCCI. El complejo actua
como endonucleasa  especifica  de
estructura.

ESE(s) (exonic splicing enhancer):
promotor exoénico de la maduracion del
ARNm.

FA: anemia de Fanconi.

FADD (FAS-associated death domain
protein): proteina adaptadora del complejo
apoptético.

FGFR2 (fibroblast growth factor receptor
2): codifica la proteina FGFR2 implicada
en el crecimiento de las células tumorales,
la capacidad invasiva, motilidad y
angiogénesis.

G: guanina.

G1: fase del ciclo en que estd la célula
cuando no se divide.

G2: fase de crecimiento celular en que la
célula se prepara para la mitosis.

GWAS: genome-wide association study
HDGC: sindrome de cancer gastrico
difuso hereditario.

ICL (interstrand crosslink):
entrecruzamiento de hebras de ADN.

Kb: kilobase.

kDa: kilo Dalton.

LD (linkage disequilibrium): desequilibrio
de ligamiento

LFS: Li-Fraumeni Syndrome

LGR (large genomic rearrangements):
grandes reordenamientos genéticos.

M: mitosis. Fase del ciclo en que se
produce la division celular.

MDM2: oncogén que regula la respuesta
de TP53, controla sus niveles y actividad.
MERIT40  (mediator of RAPS80
interactions and targeting subunit of 40
kDa ; NBAIl, new component of the
BRCAI-A complex): forma parte de un
complejo  enzimatico con BRCAI,
ABRAXAS, RAP80, BRCC36 vy
BRCC45.

miRNA  (micro ARNs):  pequenas
moléculas de ARN de cadena sencilla que
regulan la expresion de los genes

MLPA: PCR multiplex dependiente de
ligacion.

MRE11 (mismatch repair endonuclease):
forma parte junto con NBN y RADS50 del
complejo MRN.

MRN: complejo con actividad nucleasa
que incluye a las proteinas MREIIL,
RADS50 y NBSI. Participa en la
reparacion de ADN por union de extremos
no homologos (NHEJ), que tiende a
cometer errores.

NBN (nibrin): forma parte junto con
MREI11 y RADS50 del complejo MRN.
NBS (Nijmegen breakage syndrome):
desorden  autosdmico recesivo  que
presenta inestabilidad cromosémica y
predisposicion a  diferentes tumores
malignos.

NBS1 (Nijmegen breakage syndrome 1):
proteina codificada por el gen NBN,
implicada en procesos de reparacion del
ADN.

NER (nucleotide excision repair): sistema
de reparaciéon del ADN por escision de
nucledtidos.

NLS: senal de localizacion nuclear.
PALB2 (PALB?2 partner and localizer of
BRCA2; FANCN, fanconi anemia group
N): proteina que se une a BRCA2 y
participa en la ruta de FA.

pb: pares de bases.

PCR (polymerase chain reaction):
reaccion en cadena de la polimerasa.
PTEN (phosphatase and tensin homolog):
fosfatasa que funciona inhibiendo diversas
dianas y funciona como supresor de
tumores. Mutaciones en el gen PTEN dan
lugar al Sindrome de Cowden.

TP53 (tumor protein 53):. codifica la
proteina p53. Supresor tumoral que regula
genes que inducen parada del ciclo
celular,  apoptosis,  senescencia y
reparacion de DNA. Mutaciones en este
gen dan lugar al Sindrome de Li-
Fraumeni.

RADS50: forma parte junto con NBN y
MRE11 del complejo MRN.

RADS51: recombinasa esencial para el
proceso de recombinacion homoéloga que
interacciona con BRCA1 y BRCA2.
RADSIC (RADS51 paralog C; FANCO,
fanconi anemia group O): responsable del
desplazamiento de RADS51 al foco de
ADN dafado y de la activacion de
CHEK?2 por la proteina ATM.

RAPS80 (receptor-associated protein 80;
UIMCI1, ubiquitin interaction motif
containing 1): proteina que forma dimeros
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con ABRAXAS y recluta, entre otros
factores, a BRCAI-BARDI hacia los
DSBs.

RE: receptor de estrogenos (puede ser o o

B).
RFLP  (restriction fragment length
polymorphism): polimorfismos de

longitud de fragmentos de restriccion.
RING (dominio): dominio de las
proteinas BARD1 y BRCAI1 que permite
la interaccion entre ambas.

RP: receptor de progesterona (puede ser A
o B).

S: fase del ciclo celular previa a la
divisién en que se produce la duplicacion
del material genético.

SDS: dodecilsultato sddico.

SNP (single nucleotide polymorphism):
variacion en la secuencia de DNA que
afecta a un solo nucleotido.

SP1 (specificity protein 1). proteina
activadora de la transcripcion.

STK11 (serine/threonine kinase 11,
LKBI1): quinasa que regula la polaridad
celular y funciona como supresor de
tumores. Mutaciones en este gen dan lugar
al sindrome de Peutz-Jeghers.

T: timina.

TEAA: acetato de trietilamonio.

TEMED: N,N,N,N’ Tetrametil-etileno-
diamina).

TGFBI1 (transforming growth factor, beta
I): codifica la proteina TGFB1, que
controla la proliferacion y diferenciacion
celular.

Tip60 HAT: histona acetiltransferasa. Se
une al dominio FATC de ATM vy facilita
la activacion completa de la proteina.
UTRC(s) (untranslated region). zonas que
flanquean la regiéon codificante de cada
gen y no se traducen a proteina.

WD-40: pequeiio motivo estructural de 40
aminoacidos, que en muchas ocasiones
termina en el dipéptido triptofano-acido
aspartico(W-D). Suelen estar implicados
en la interacciébn  proteina-proteina.
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INTRODUCCION

1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER.

El céancer es la principal causa de muerte en paises desarrollados y la segunda
causa de muerte en los paises en desarrollo (World Health Organization, 2008; Jemal et
al., 2011). La incidencia del céncer estd incrementandose en los paises en desarrollo
como consecuencia del crecimiento y envejecimiento de la poblacion, asi como por la
adopcion de estilos de vida poco saludables, tales como el tabaquismo, la inactividad

fisica y la introduccién de dietas “occidentalizadas” (Jemal et al., 2011).

En el ano 2008 se estima que se produjeron en todo el mundo cerca de 12.7
millones de nuevos casos y 7.6 millones de muertes por cancer (Figura 1) (Ferlay et al.,
2010), con un 56 % de los casos y un 64 % de las muertes en los paises en desarrollo. El
cancer de mama en mujeres y el cdncer de pulmén en hombres (Figuras 2 y 3) son los
mas frecuentemente diagnosticados y la principal causa de muerte para ambos sexos
tanto en paises desarrollados como en paises en desarrollo (aunque en paises
desarrollados, el cancer de prostata es el mas frecuentemente diagnosticado en varones)

(Jemal et al., 2011).

El cancer de mama representa un 23 % del total de nuevos casos de cancer
diagnosticado (se estima en 1 millon de nuevos casos cada afo) y un 14 % del total de
muertes en 2008 (Figura 1) (Jemal et al., 2011). En general, las tasas de incidencia son
mas altas en el norte y oeste de Europa, en Australia/Nueva Zelanda y en Norteamérica
(Figura 2). Juntos, EE.UU. y Europa representan el 16 % de la poblacion mundial y se
atribuyen el 60 % del total de incidencia del cancer de mama a nivel mundial. (Parkin

et. al., 1999; Parkin, 2004).

La variacion en las tasas de incidencia internacional es consecuencia en gran
parte, de la disponibilidad de servicios de deteccion precoz y de las diferencias en los
factores reproductivos y hormonales (Jemal et al., 2010; Mackay et al., 2006), entre los
que podemos citar la menarquia temprana, la nuliparidad, la terapia hormonal
sustitutiva o la ingesta de anticonceptivos orales y la edad tardia de nacimiento del
primer hijo (Hulka et al., 2001). El consumo de alcohol también incrementa el riesgo de

padecer cancer de mama (Baan et al., 2007; Key et al., 2006).
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Estimated New Cases

Male
Lung & bronchus
1 200

i i

Worldwide

Prostate
903,500
Colon & rectum
Stomach
640,600
Liver
522,400
Esophagus
326,600
Urinary bladder
297,300
Non-Hodgkin lymphoma
Leukemia
195,900
Oral Cavity
170,900
Al sites but skin
6,629,100

Male

Developed Prostate
3 648,400
Countries Lung & bronchus
482,600
Colon & rectum
Urinary bladder
177,800
Stomach
173,700
Kidney
111,100
Non-Hodgkin lymphoma
95,700

Melanoma of skin

Pancreas
84,200
Liver
81,700
All sites but skin
2,975,200

Male
Developin Lung & bronchus
CountriF:es 2 612,500

Stomach
466,900
Liver
440,700
Colon & rectum
274,000
Esophagus
262,600
Prostate
255,000
Urinary bladder
119,500
Leukemia
116,500
Oral Cavity
107,700
Non-Hodgkin lymphoma
103,800

All sites but skin
3,654,000

Female
Breast
1,383,500
Colon & rectum

Cervix Uteri
Lung & bronchus
513,600
Stomach
349,000
Corpus uteri
287,100
Liver
225,900
Ovary
225,500
Thyroid
163,000
Non-Hodgkin lymphoma
156,300
Al sites but skin
6,038,400

Female
Breast
692,200
Colon & rectum
Lung & bronchus
241,700
Corpus uteri
42,200
Stomach
102,000
Ovary
100,300
Non-Hodgkin lymphoma
84,800

Melanoma of the skin
Pancreas
80,900
Cervix Uteri
All sites' but skin
2,584,800

Female
Breast
691,300
Cervix uteri
453,300
Lung & bronchus
272,000
Stomach
247,000
Colon & rectum
Liver
186,000
Corpus uteri
Esophagus
137,900
Ovary
125,200
Leukemia
93,400
All sites but (s)kin

,453,

Estimated Deaths

Male
Lung & bronchus

Liver
478,300
Stomach
464,400

Colon & rectum
Esophagus
276,100
Prostate
258,400
Leukemia
143,700
Pancreas
138,100
Urinary bladder
112,300
Non-Hodgkin lymphoma
109,500
Al sites but skin
4,225,700

Male
Lung & bronchus

Colon & rectum
66,200
Prostate
136,500
Stomach
110,900
Pancreas
82,700
Liver
75,400
Urinary bladder
55,000
Esophagus
53,100
Leukemia
48,600
Kidney
43,000
All sites but skin
1,528,200

Male
Lung & bronchus

Liver
402,900
Stomach
353,500

Esophagus
223,000

Colon & rectum

154,400
Prostate
121,900

Leukemia
95,100

Non-Hodgkin lymphoma

71,600

Brain, nervous system

Oral cavity
61,200
All sites but skin
2,697,500

Female
Breast
458,400
Lung & bronchus
427,400
Colon & rectum
Cervix Uteri
Stomach
273,600
Liver
217,600
Ovary
140,200
Esophagus
130,700
Pancreas
127,900
Leukemia
113,800
Al sites but skin

i '

Female
Breast
189,500
Lung & bronchus
188,400

Colon & rectum

Pancreas
79,100
Stomach
70,800
Ovary
64,500
Liver
39,900
Leukemia
38,700
Non-Hodgkin lymphoma
33,500
Corpus uteri

All sites but skin

223

Female
Breast
268,900
Cervix uteri
242,000
Lung & bronchus
Stomach
202,900
Liver
177,700
Colon & rectum
Esophagus
Ovary
75,700
Leukemia
75,100
Brain, nervous system
All sites but skin
2,122,600

Figura 1. Estimacion basada en el nivel de desarrollo econdémico de los nuevos casos y las muertes
ocasionadas en todo el mundo por los distintos tipos de cancer. Fuente: GLOBOCAN 2008 (Revisado en

Jemal et al., 2011).

El incremento de la incidencia de cancer de mama que se observd en muchos

paises occidentales a finales de los afios 80 y 90, fue consecuencia tanto del cambio en

los factores reproductivos (incluyendo el incremento en el uso de la terapia hormonal

sustitutiva) como del incremento en los sistemas de deteccion precoz (Althuis et al.,
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2005; Ravdin et al., 2007; Cronin et al., 2009; Edwards et al., 2010; Parkin, 2009;
Seradour et al., 2009; Canfell et al., 2008). Por el contrario, la tasa de muerte por cancer
de mama ha ido disminuyendo en Norteamerica y varios paises europeos durante los
ultimos 25 afios, en gran parte como resultado de la deteccion precoz a través de
programas de mamografia y la mayor eficacia de los farmacos empleados en el
tratamiento de la enfermedad (Jemal et al., 2010; Althuis et al., 2005; Autier et al.,
2010).

Incidence Mortality Males Females

Western Europe Central and Eastern Europe

Australia/New Zealand Southern Europe

Northern Europe Northern America

Northern America Micronesia/Polynesia

Southern Europe Eastern Asia

Micronesia/Polynesia Western Europe

Central and Eastern Europe Northern Europe

South America Australia/New Zealand

Caribbean Western Asia

Southern Africa South-Eastern Asia

Northern Africa Southern Africa

Western Asia Caribbean

Western Africa South America

South-Eastern Asia Northern Africa

Central America South-Central Asia

Eastern Asia Central America

South-Central Asia Melanesia

Melanesia Eastern Africa

Middle Africa Western Africa

Eastern Africa Middle Africa

r T T T T T T T T 1 r
120 100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100 120 80

Age standardized rates per 100,000

Age standardized incidence per 100,000

Figura 2. Ratios de incidencia y mortalidad del cancer de mama en funcion de la edad en las distintas
regiones del mundo. Fuente: GLOBOCAN 2008 (Tomado de Jemal et al., 2011).

Figura 3. Ratios de incidencia y mortalidad del cancer de pulmon, clasificado por sexos, en funcion de la
edad en las distintas regiones del mundo. Fuente: GLOBOCAN 2008 (Tomado de Jemal et al., 2011).

2. FACTORES DE RIESGO DEL CANCER DE MAMA

El cancer de mama es el cancer mas frecuentemente diagnosticado en mujeres:
aproximadamente 1 de cada 10 mujeres occidentales desarrollaran cancer de mama a lo

largo de su vida.
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Existen multiples factores de riesgo que afectan a la incidencia del cancer de
mama, como el nivel hormonal (tanto enddégeno como exogeno), el factor reproductivo
y la obesidad; sin embargo, el principal factor de riesgo es la historia familiar. El riesgo
individual se incrementa con el niumero de parientes afectados y con el desarrollo
temprano del tumor en los parientes afectados (Lalloo et al., 2012). En la tabla 1
mostramos un resumen de los principales factores de riesgo y factores protectores frente

al cancer de mama.

Tabla 1. Resumen de los factores protectores y factores que incrementan el riesgo a padecer cancer de
mama (Modificado de Oldenburg et al., 2007).

Resumen de factores protectores y factores que incrementan el riesgo de cincer de mama

FACTORES DE RIESGO PARA EL CANCER DE MAMA

» Constitucion genética Historia familiar de cancer de mama; familiares de primer o segundo
grado con cancer de mama; portador de una mutacion en uno de los
genes de susceptibilidad

* Factores demograficos Region geografica (paises occidentales); sexo femenino; edad; bajo
estatus socio econdmico

* Factores endogenos Alta edad menopausia (>54); temprana edad de menarquia (<12); no
tener hijos o alta edad de primer parto; no lactancia; baja actividad
fisica

* Factores exdgenos Anticonceptivos orales; terapia de reemplazo hormonal; exposicion a

radiaciones ionizantes a edad temprana

» Caracteristicas fisicas Obesidad en mujeres post menopausicas; alta estatura; historial de
enfermedad de mama benigna (hiperplasia epitelial atipica); elevada
densidad mamaria; elevada densidad 6sea en mujeres post
menopausicas; elevados niveles de factor de crecimiento insulinico
tipo I (IGF-I)

* Factores de dieta Alcohol; baja ingesta de folato; alta ingesta de grasas insaturadas y
carne muy hecha

FACTORES PROTECTORES

Region geogréfica (Asia y Africa)

Edad temprana al nacimiento del primer hijo
Mayor numero de embarazos

Lactancia

Menopausia a edad temprana

Consumo de frutas y vegetales

Actividad fisica

Uso de antiinflamatorios no esteroideos

Agentes quimiopreventivos
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Mantener un peso corporal saludable, incrementar la actividad fisica y
minimizar la ingesta de alcohol son las mejores estrategias para reducir el riesgo a
desarrollar cdncer de mama (Kushi et al., 2006). La deteccion precoz a través de la
mamografia ha permitido incrementar la opciones de tratamiento y la tasa de
supervivencia; sin embargo, su aplicacion es econdmicamente prohibitiva y por lo tanto,

no factible, en muchos de los paises en desarrollo (Anderson et al., 2006).

¢ Etnia, sexo y edad

La incidencia del cancer de mama en varones en muy inferior a la incidencia en
mujeres: aproximadamente 1 de cada 150 casos ocurren en varones (Hill et al., 2005).
En mujeres menores de 25 afios se producen alrededor de 10 nuevos casos por cada
100.000 mujeres, pero este ratio aumenta hasta 10 veces alrededor de los 40 afios
(Hulka et al., 2001). En los EE.UU. la tasa de incidencia es 20-40 % mayor en mujeres
blancas que en mujeres afroamericanas (Garfinkel et al., 1994), excepto en mujeres

jovenes, donde el ratio es mayor en mujeres afroamericanas (Bernstein et al., 2003).

* Factores hormonales

Las hormonas sexuales, en funcién del grado y el tiempo de exposicion, han sido
identificadas como factores de riesgo en muchos estudios epidemiologicos. Esto incluye
tanto hormonas sexuales endogenas, como hormonas exogenas derivadas del uso de
anticonceptivos orales, terapia hormonal sustitutiva y dieta (Dumitrescu et al., 2005). La
hormona o combinacion de hormonas especificas responsables del incremento del
riesgo no han sido identificadas, pero se cree que los estrogenos son el principal factor
hormonal responsable de modificar el riesgo al céncer de mama (Revisado en

Oldenburg et al., 2007).

Una menarquia temprana (menor a 12 afios) incrementa el riesgo en 10-20 %

(Berkey et al., 1999; Kelsey et al., 1993) y un retraso en la menopausa incrementa el
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riesgo en aproximadamente 3 % por cada afio de retraso (Collaborative Group on

Hormonal Factors in Breast Cancer, 1996).

La induccion quirGrgica de la menopausia, mediante ovariectomia o
histerectomia, antes de los 35 afios disminuye el riesgo de cancer de mama en un 60 %
frente a las mujeres que han experimentado una menopausia natural (McPherson et al.,

2000).

La obesidad en mujeres postmenopausicas incrementa el riesgo de padecer
cancer de mama en un 8 % por cada 5 kg de peso ganados a partir del peso
recomendable (Van der Brandt et al. 2000; Huang et al., 2005; Lahmann et al., 2004;
Trentham-Dietz et al., 2000), con un riesgo relativo incrementado en 1,1-2,5 veces. Un
posible mecanismo por el cual se incrementa el riesgo en mujeres postmenopausicas
podria ser el elevado nivel de estrogenos endogenos en las mujeres obesas, ya que el

tejido adiposo es una importante fuente de estrogenos (McTiernan et al., 2000).

Estudios realizados en mujeres postmenopdusicas mostraron que existe una
relacion entre una mayor densidad dsea y el riesgo a padecer cancer de mama, con un
riesgo relativo entre 2 y 3,5 veces superior (Biglia et al., 2004). Ya que los estrogenos
ayudan a mantener la masa osea, esta relacion puede ser explicada por un incremento en

la cantidad total de estrogenos endogenos.

La actividad fisica en la adolescencia y en las primeras etapas de la vida adulta
disminuye el riesgo a padecer cancer de mama en un 20 %. Este efecto puede ser
resultado del retraso de la menarquia y de la modificacion de los niveles hormonales

(Lagerros et al., 2004; Hankinson et al., 2004).

Ademas, el uso de anti-estrogenos, tales como el tamoxifeno, el embarazo
precoz, lactancia y un mayor nimero de embarazos tienen un efecto protector sobre el

cancer de mama (Revisado en Oldenburg et al., 2007).

¢ Historia familiar

Un historial familiar de cancer de mama duplica el riesgo de padecer la
enfermedad, en relacion con la poblacion sin antecedentes familiares (Collaborative

Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2001).
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Este riesgo se incrementa con el nimero de familiares afectados y es mayor si
los familiares desarrollaron la enfermedad a temprana edad, desarrollaron enfermedad
bilateral o si existe historial de enfermedad mamaria benigna (McPherson et al., 2000;
Thompson et al., 2004). Aproximadamente el 15 % de los pacientes presentan
familiares de primer grado con historial de la enfermedad (Robson et al., 2007); en estos

casos, el riesgo de cancer de mama se duplica (Bradbury et al., 2007).

En los paises occidentales el riesgo total a lo largo de la vida para una mujer que
no tiene familiares afectados es de 7,8 %, cuando tiene un familiar afectado es de 13,3
% y para las que tienen dos familiares afectados es de 21,1 % (Collaborative Group on

Hormonal Factors in Breast Cancer, 2001).

* Otros factores de riesgo

o Densidad mamografica

La densidad mamografica es un factor de riesgo, tanto en mujeres

premenopausicas como posmenopausicas (Boyd et al., 1995; Brinton et al., 1995).

Las mujeres con una alta densidad mamaria, superior al 75 %, tienen un riesgo
de desarrollar cancer de mama 5 veces superior al de las mujeres con una densidad
inferior al 5 % (Byrne et al., 2001; Boyd et al., 2002). La nuliparidad y la alta densidad
mamaria parece que actian sinérgicamente, ya que el riesgo aumenta hasta 7 veces
cuando ambas situaciones se presentan en la misma persona, comparado con mujeres
multiparas de baja densidad mamaria (van Gils et al., 2000). Esto podria explicarse por
la mayor proliferacion celular y con ello un mayor riesgo de mutaciones en el epitelio

mamario. (Boyd et al., 2007; Vachon et al., 2007; Martin et al., 2008).

Estudios en gemelos han demostrado que la variacion poblacional en el
porcentaje de densidad mamaria a una determinada edad, tiene un gran componente
hereditario. Los factores genéticos juegan por tanto un importante papel explicando la
gran variabilidad observada y la busqueda de los genes responsables de los fenotipos
identificados puede ser muy importante en la comprension de los factores que conducen

al desarrollo del cancer de mama (Boyd et al., 2002; Stone et al., 2006).
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o Enfermedad benigna de mama

Algunas lesiones benignas son factores de riesgo conocidos del cancer de mama
invasivo que se origina en el mismo area de la mama y son, por lo tanto, consideradas
lesiones precursoras. Las mujeres con hiperplasia epitelial atipica severa tienen entre 4 y
5 veces mas riesgo de desarrollar cancer de mama que las mujeres que no presentan
estos cambios proliferativos en sus pechos. Mujeres con estos cambios e historia
familiar de céncer de mama (familiares de primer grado) tienen un riesgo 9 veces

incrementado (McPherson et al., 2000).

o Radiacion

La exposicion de la glandula mamaria a altas dosis de radiacion ionizante se ha
demostrado que incrementa el riesgo a desarrollar cancer de mama (Revisado en
Oldenburg et al., 2007). El riesgo es dependiente de la dosis y disminuye gradualmente
con el paso del tiempo (Hulka et al., 2001; Dumitrescu et al., 2003; Biglia et al., 2004).

r

3. CANCER DE MAMA HEREDITARIO

Aproximadamente un 5-10% de los canceres de mama tienen una predisposicion
genética hereditaria, debido a la presencia de mutaciones germinales de genes de
susceptibilidad, de forma que el aumento del riesgo sobre la poblacion general se
transmite a las siguientes generaciones (Miki et al., 1994; Wooster et al., 1995; Ford et

al., 1995).

Sin embargo, muchos estudios sugieren que la proporcion del cancer de mama
que puede ser atribuida a factores genéticos es mucho mayor, hasta del 30 %. Se estima
que aproximadamente el 20-27 % del riesgo se puede explicar por la existencia genes de

susceptibilidad al cancer de mama, correspondiendo hasta un 4-5% del riesgo total a los
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dos principales genes de susceptibilidad al cancer de mama, BRCA1 y BRCA2
(Revisado en Oldenburg et al., 2007; Revisado en Lalloo et al., 2012).

Segln esto, es probable que existan otros genes de susceptibilidad aun por
descubrir, de forma que los objetivos principales en la lucha contra el cancer de mama
hereditario son la identificacion de los genes de susceptibilidad implicados y la
determinacion de posibles interacciones entre esos genes de susceptibilidad que puedan
modificar el riesgo a padecer cancer de mama (modelo poligénico) (Revisado en

Oldenburg et al., 2007).

Los genes de predisposicion suelen ser genes supresores de tumores: transmiten
continuamente sefiales de caracter negativo sobre la proliferacion celular y su
inactivacion provoca, por defecto, divisiones descontroladas (Hussain et al., 1998).
Heredar una copia dafiada del gen aumenta la predisposicion al cancer, pero es
necesaria otra mutacion para inactivarlo completamente y que se inicie la

transformacion neoplasica.

En general, estd comunmente aceptado que existen tres clases de genes de
susceptibilidad: los genes con variantes alélicas que confieren un alto riesgo individual
(genes de alta penetrancia), los genes cuyas variantes alélicas confieren un riesgo
moderado (genes de penetrancia intermedia) y los genes cuyas variantes alélicas

confieren un riesgo bajo (genes de baja penetrancia).

Entre los primeros encontramos a BRCA1 y BRCA2, que son responsables de
un alto porcentaje de los casos hereditarios, y PTEN, TP53, LKB1/STK11 y CDHI. En
el segundo grupo se incluyen entre otros: CHEK2, PALB2, BRIP1 y RADS51C (Tabla
2). En el ultimo grupo nos encontramos con SNPs situados en los locus 10q26
(FGFR2), 8q24, 2q35,... (Revisado en Oldenburg et al., 2007; Turnbull et al., 2008;
Lalloo et al., 2012).

11
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Tabla 2. Lista de los genes conocidos de susceptibilidad al cancer de mama de alto o moderado riesgo
(Modificado de Oldenburg et al., 2007).

Localizaciéon Variantes genéticas Frecuencia Riesgo de cancer de mama

BRCALl 17q21 Multiples Baja 46-85% a lo largo de la vida
BRCA2 13q12 Multiples Baja 43-84% a lo largo de la vida
TP53 17p13.1 Multiples Baja 28-56% a los 45 afios
PTEN 10q23.3 Multiples Baja 25-50% a lo largo de la vida
LKB1/ 19p13.3 Multiples Baja 29-54% a lo largo de la vida
STK11
CDH1 16g22.1 Multiples Baja 20-40% a lo largo de la vida
ATM 11q22-23 Multiples Moderada RR 2,2
TGFB1 19q13.1 ¢.-509C>T (promotor)  Alta (TT) OR 1,25

¢.29T>C (p.L10P) Alta (CC) OR 1,21
CASPS8 2q33-34 c.1192G>C Alta (GC) OR 0,83

(p-D302H) Moderada (CC)  OR 0,58
CASP10 2q33-34 ¢.G1228A (p.V410I) Alta OR 0,62
CASP8/ 2q33-34 V4101+D302H Moderada OR 0,37
CASP10 1410I+H302H
CHEK2 22ql2.1 ¢.1100delC Moderada RR 2
PALB2 16p12.2 Multiples Moderada OR 2,3
BRIP1 17q22.2 Multiples Moderada OR 2,0
NBN/ 8g2.1 c.657del5 Moderada OR 3
RADS0 5q31 ¢.687delT OR 4,3
ERCC4 16p13.12 Multiples Moderada *
ABRAXAS  4q21.23 Multiples Moderada &
RADS1C 17q25.1 Multiples Moderada Frecuencia 1,3% /CMO)
BARDI1 2q34-35 Multiples Moderada

Baja: <1% de la poblacion; Moderada: 1-5%; Alta: >5%. OR: odds ratio; RR: riesgo relativo; CMO:
cancer de mama y ovario; *Los OR calculados para estos genes no son muy fiables: para el gen
ABRAXAS es un calculo de riesgo basado en una mutacion identificada en una poblacién concreta
(p.R136Q; OR 24,3), mientras que para el gen ERCC4 exiten valores muy dispares (OR 1,7-8,64).
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Sin embargo, muchos de los genes mencionados anteriormente estan implicados
en otros sindromes de predisposicion al cancer, mucho menos frecuentes pero también

asociados a un incremento en el riesgo a desarrollar cancer de mama y ovario (Tabla 3).

Tabla 3. Genes de susceptibilidad al cancer de mama y sindromes asociados (Modificado de Campeau et
al., 2008).

Sindrome asociado al gen

Riesgo de cancer de mama, riesgo relativo
(RR) o odds ratio (OR) (95% IC)

Frecuencia de mutaciones
en poblacién no fundadora

Riesgo acumulado a los 70 afios: 65%

il (51-75%) (Antoniou et al., 2003)
Cé d ) =1/400 (=5% de pacientes
ance.r e_ amalyiovauo Riesgo acumulado a los 70 afios: 55% de cancer de mama no
BRCA2 hereditario (33-54%) (Antoniou et al., 2003) seleccionados)
<1/10.000 (<0,25% de los
o casos de cancer de mama
TP53 Sindrome de Li-Fraumeni :fallg’;ég&l(;_%’z) e AV A s eer sy no seleccionados)
v (Borresen et al., 1992;
Sidransky et al., 1992)
Riesgo acumulado a lo largo de la vida:
PTEN 25-50% (Longy et al., 1996; Starink et al.,
Sindrome de Cowden 1986) <1/10.000
Sindrome de Peutz- Riesgo acumulado a los 70 afios: 30-50%
STK11 Jeghers (Giardiello et al., 2000; Hearle et al., 2006; <1/10.000
g Lim et al., 2004)
CDH1 IR LT RR 6,6 (5,9-7,3) (Pharoah et al., 2001) <1/10.000
hereditario
1/33-333 (Fitz Gerald et al.,
ATM Ataxia-Telangiectasia RR 2,37 (1,51-3,78) (Renwick et al., 2006) 1997; Swift et al., 1986;
Thompson et al., 2005)
1/100-200 en determinadas
CHEK2 OR 2,6 (1,3-5,4) para la mutacién 1100delC poblaciones (Mehenri et al.,
(Meijers-Hejboer et al., 2002) 2006; Vahteristo et al.,
2002; Weischer et al., 2007)
Sindrome de rotura OR 3,1 (1,4-7,0) en poblacion rusa; OR9,7 Probablemente muy poco
NBN Niimegen (1,3-73,2) en poblacién bielorusa (Steffen et frecuente en muchas otras
imeg al., 2006) para la mutacién 657del5. poblaciones.
RADS0 OR 4,3 (1,5-12,5) para la mutacién 687delTen  No observado en otra
poblacién finlandesa (Heikkinen et al., 2006) poblacion
BRIP1 RR 2,0 (1,2-3,2) (Seal et al., 2006) <1/10.000
PALB2 Anemia de Fanconi RR 2,3 (1,4-3,9) (Rahman et al, 2007) <1/10.000
o .- .
RADSIC ) 1,3% de familias con cancer

de mama y ovario
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Debido a que las proteinas codificadas por los genes BRCA1 y BRCA2 estan
implicados en la reparaciéon del ADN y mutaciones heterocigotas en genes reparadores
del ADN como ATM y TP53 estan implicados en el incremento del riesgo a padecer
cancer de mama, la busqueda de nuevos genes de susceptibilidad en familias de alto
riesgo se enfocd en los genes implicados en la reparacion del ADN, tales como CHEK2,

RADS0, BRIP1 o PALB2.

La relacion entre los genes reparadores del ADN y la susceptibilidad al cancer
de mama se hizo mas interesante tras el descubrimiento de que mutaciones homocigotas
en BRCA2 son responsables de uno de los subtipos de la anemia de Fanconi,

denominado FANCDI1 (Howlett, 2007; Wang, 2007).

De la misma forma, mutaciones asociadas a un incremento del riesgo de padecer
cancer de mama en portadores monoalélicos, son responsables de subtipos poco
frecuentes de anemia de Fanconi u otros desérdenes autosdémicos recesivos muy poco

frecuentes en caso de portadores bialélicos (Figura 4).

HOMOZYGOUS/

COMPOUND HETEROZYGOUS

susceptibilit y

cancer

breast

Figura 4. Correlacion genotipo-fenotipo de individuos portadores de mutaciones monoalélicas y bialélicas
en los genes de predisposicion al cancer de mama y portadores de SNPs de bajo riesgo. Junto a BRCAl y
BRCAZ2 encontramos tres grupos de genes: aquellos causantes de sindromes de predisposicion al cancer,
aquellos genes de susceptibilidad de penetrancia intermedia y aquellos SNPs que modifican Ia
susceptibilidad al cancer de mama, con una baja penetrancia (Modificado de Ripperger et al., 2009).
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4. BRCAX

Después de que los principales genes de susceptibilidad al cancer de mama,
BRCAT1 y BRCA2, fueran clonados en 1994 y 1995 respectivamente, se han destinado
numerosos esfuerzos a la identificacién de otros genes de susceptibilidad en familias de
alto riesgo, sin embargo el esperado BRCA3 no ha sido encontrado (Nathanson et al.,

2001; Narod et al., 2004; Walsh et al., 2007).

Actualmente estd ampliamente aceptado que no existen otros genes de alta
penetrancia como BRCA1 y BRCA2, que puedan explicar el gran nimero de casos de
cancer de mama familiar existente. Se considera por tanto el cancer de mama como una
enfermedad compleja, determinada por la combinacion de multiples variantes genéticas
(Easton et al., 2007), en lo que se conoce como modelo poligénico. Dos grupos de
factores de susceptibilidad pueden establecerse claramente al enfrentar los valores de
frecuencia alélica y el riesgo asociado: mutaciones poco frecuentes en genes de
penetrancia intermedia implicados en la reparacion del ADN y SNPs de baja

penetrancia.

Diversos estudios apoyan la hipotesis de que el riesgo de cancer de mama en
portadores de mutacion en BRCA1 y BRCA2 es modificado por éstos factores
genéticos (Antoniou et al., 2007) y teniendo en cuenta ademas, que las mujeres
pertenecientes a familias con cancer de mama familiar y no portadoras de la mutacion
responsable en BRCA1 o BRCA2 se enfrentan a un riesgo incrementado de padecer
cancer de mama (Smith et al., 2007), es facil asociar que ese riesgo incrementado pueda
ser debido a variantes genéticas hereditarias muy poco frecuentes en genes de
penetrancia intermedia o a SNPs muy frecuentes de baja penetrancia, que actuen como
modificadores del riesgo tanto en individuos portadores como no portadores de

mutacion en BRCA1 o BRCA2.

La identificacion de nuevos polimorfismos y de su riesgo relativo en estudios de
grandes poblaciones es esencial para entender el efecto combinado de estos SNP y

poder establecer modelos de prediccion de riesgo confiables.

15
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S. GENES DE ALTA PENETRANCIA

El sindrome de cancer de mama y ovario hereditario causado por mutaciones en
los genes BRCA1 y BRCA2 es el desorden autosomico dominante mas frecuente
asociado con un alto riesgo de padecer cancer de mama y ovario (Turnbull et al., 2008).
Ademas, existen otros muchos sindromes de predisposicion al cancer, mucho menos
frecuentes, y también asociados con un incremento en el riesgo de padecer cancer mama

(Revisado en Ripperger et al., 2009) (Tabla 4).

Tabla 4. Genes de alta penetrancia y sindromes de céancer hereidtarios asociados al cancer de mama
(Modificado de Ripperger et al., 2009).

Gen Localizacién Sindrome Prevalencia Riesgo de cancer de mama
en poblacién

Sindrome de cancer de
BRCALl 17q21.31 mama y ovario 1/1000 63-85% riesgo a los 70 afios
hereditario

Sindrome de cancer de

BRCA2 13q12.3 mama y ovario 1/750 45-84% riesgo a los 70 aflos
hereditario

TP53 17p13.1 Li-Fraumeni 1-9/100000 50-60% riesgo a los 45 aflos

PTEN 10g23.3 Cowden 1-9/1000000 30-50% riesgo a los 70 afios

CDH1 16q22.1 Cancer gastrico difuso - 52% riesgo a los 75 afios (c.2398delC)

STK11 19p13.3 Peutz-Jeghers 1-9/100000 45% riesgo a los 70 afios

* BRCA1/BRCA2

El gen BRCA1 (“breast cancer 1) fue descubierto por Hall y colaboradores en
1990 mediante analisis de ligamiento. Tres afios mas tarde, Miki y colaboradores lo

clonaron y caracterizaron (Hall et al., 1990; Miki et al., 1994).

El gen BRCAL1 se localiza en el cromosoma 17g21.31 y consta de 24 exones, de

los cuales el primero no es codificante. Codifica una proteina (BRCA1) de 1863
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aminoacidos y un peso molecular de 207,72 kDa, que consta de distintos dominios

funcionales que le permiten interaccionar con otras proteinas y con el ADN (Figura 5).

NES

(81-99) NLS ana de
(501-615) actlv.am?n
l transcripcional
- Union a DNA
Dominio SCD BRCTs
NH,-| | Ring (432-1079) 1280-1524 1646-1859 " COOH
Unién a Unién a RADS50, p53, f UIi on a l Unién a BRCA2, HDAC1/2,
BARD1, RB, importinaa, c-myc Unién a p53 (772 Uniona RHA, CtIP, RNA helicasaA,
BAP1, (175-303,433-511), SWI/ RADS51 “1292) ATM,  P300, p53, RB, BACH1,
E2F1, SNF (260-553), ZBRKI, BASC, CHk2, RNApoll, ACC1,E2F6,
BRCA1 GADD45 RAD50 CcDK2  RAP80,ABRA1ATRIP,FHL2
(dimeros),
RNApolll

Figura 5. Esquema de los dominios estructurales de BRCA1 y proteinas que se unen a los mismos. NLS: sefial de
localizacion nuclear; NES: sefial de exportacion nuclear.

La busqueda de un segundo gen que explicara la ausencia de mutaciones en
BRCATI en familias de alto riesgo y con casos de cancer de mama en varones, permitio

clonar y caracterizar el gen BRCA2 ( “breast cancer 2”’) en 1995 (Wooster et al., 1995).

El gen BRCAZ2 se localiza en el brazo largo del cromosoma 13, en concreto en la
posicion 13q12.3. Consta de 27 exones de los cuales el primero no es codificante.
Codifica una proteina de 3418 aminoacidos y 384,22 kDa de peso molecular con

diferentes dominios funcionales (Figura 6).

Unié Unién a NLS
Zona de activacion niona  RAD51
transcripcional (23-105) Repeticiones BRC BUBR1 (TR2) (3266 3311)
I I I Hélice
NH, CCICICH 1 | I | -llﬂlﬂl COOH
Uni6n a PICAF Unién a RAD51 ACCIPx
Um on a Unlon DSS1
(290-453),RPA, (927-1596) BRAF35 Unién ssDNA
Plk1, EMSY [ —
(23-46) Union a BRCA1 Zona DDB: DNA/DSS1
(1314-1756) binding domain

(2718-3418)

Figura 6. Esquema de los dominios funcionales de BRCA2 y proteinas que se unen a los mismos.
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Ambos genes se expresan de forma ubicua en humanos, con altos niveles en
testiculos, ovario y timo. En contraste con la mayoria de los genes supresores tumorales
conocidos, estan relativamente poco conservados entre especies, a excepcion de unos

pocos dominios (Revisado en Oldeburg et al., 2007).

Los genes BRCA actiian como sensores del dafio al ADN e intervienen en su
reparacion. Su inactivaciéon conduce a la acumulacion de defectos genéticos vy,

finalmente, a la inestabilidad genética. (Kinzler et al., 1997; Breivik, 2005).

BRCAT1 recluta proteinas al foco de dafio al ADN, interviene en la reparacion
del ADN, en la ubiquitinacion de proteinas, la regulacion transcripcional, la
remodelacion de la cromatina y el control del ciclo celular. BRCAT es importante en el
proceso de reparacion del ADN dafiado por su implicacion en la recombinacion
homologa y en el sistema de reparacion de nucledtidos por escision (NER) (Campeau et

al., 2008).

BRCAZ2 estd implicado en la reparacion de las roturas de doble hebra en el ADN
a través de la recombinacion homologa (Scully et al., 2000; Venkitaraman, 2002;
Venkitaraman, 2004; Narod et al., 2004). También aparece implicado en la
recombinacion homoéloga durante la meiosis (Thorslund et al., 2007a) y en la regulacién
de las recombinasas RAD51 y DCM1 para la realizacion de esta funcion (Thorslund et

al., 2007b).

Mutaciones germinales de los genes BRCA1 y BRCA2 son responsables del
sindrome de céncer de mama y ovario hereditario y confieren un elevado riesgo a
padecer cancer de mama y ovario a lo largo de la vida, junto a un pequefio riesgo a
padecer otros tipos de cancer (Thompson et al., 2004; Antoniou et al., 2003). Se ha
demostrado que mutaciones en estos genes incrementan entre 10 y 20 veces el riesgo de

padecer cancer de mama (Lalloo et al., 2012).

La prevalencia de mutaciones heterocigotas de alto riesgo en poblacion
caucasica se ha estimado en 1 en 1000 para BRCAI, lo que representa
aproximadamente el 7-10 % del cancer de mama familiar total, y 1 en 750 para BRCA2,
que representa aproximadamente el 10 % del cancer de mama familiar total (Antoniou

et al 2002; Lalloo et al., 2012).
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El riesgo acumulado de padecer cancer de mama a los 70 afos para portadores
de mutaciones en BRCA1 y BRCA2 es de hasta 85 % y 84 % respectivamente, y de
padecer cancer de ovario 63 % y 27 % respectivamente (Ford et al., 1998; Antoniou et
al., 2003; Chen et al., 2006; Evans et al., 2008). Sin embargo, un meta-analisis basado
en 22 estudios poblacionales y hospitalarios muestra que la media del riesgo acumulado
para portadores de mutaciones en BRCA1 a la edad de 70 afios es de 65 % para cancer
de mama y 39 % para cancer de ovario; mientras que las correspondientes estimaciones
para BRCA2 son de 45 % y 11 % (Oldenburg et al., 2007). En mujeres con cancer de
mama y portadoras de mutacion en BRCAL, el riesgo de padecer cancer de mama
contralateral a los 70 afos se ve incrementado hasta el 64 % (Antoniou et al., 2003). No

obstante, estos valores de riesgo son muy variables en las diferentes poblaciones.

Mutaciones patogénicas en el gen BRCA2 incrementan el riesgo de padecer
otros tipos de céncer. El riesgo de padecer colangiocarcinoma, melanoma o céancer
pancreatico esta incrementado hasta 4,1 veces y el riesgo de padecer cancer de prostata
esta incrementado hasta 6,3 veces sobre la poblacion no portadora de mutaciones en

BRCA2 (Moran et al., 2011; van Asperen et al., 2005).

Los varones portadores de mutacion en BRCA2 tienen un riesgo incrementado
de padecer cancer de prostata a lo largo de su vida de hasta 20 %, junto con el riesgo
incrementado de padecer cancer de mama. El incremento del riesgo de padecer cancer
de mama asociado a mutaciones en BRCA2 es de hasta 80-100 veces mayor, lo que
supone un 10 % del total de casos de cancer de mama en vardn (Basham et al., 2002) e
incrementa un 8-10 % el riesgo a desarrollar cancer de mama a lo largo de la vida del

varén portador (Evans et al., 2010).

Los tumores de mama en mujeres portadoras de mutacion en BRCA1 a menudo
exhiben caracteristicas clinicopatologicas diferentes a los tumores de mama causados
por mutaciones en BRCA2 o esporddicos. Las mutaciones en BRCA1 se asocian con
mas frecuencia a tumores mamarios de tipo Basal Like, sin sobreexpresion de Her2 ni
receptores esteroideos (estrogenos y progesterona), lo que conlleva que el pronostico de
estos sea peor que el de los tumores que sobreexpresan Her2 o los receptores
esteroideos. Los tumores mamarios asociados a mutaciones en BRCA2 tienen un
pronostico similar a los tumores de tipo esporadico, aunque expresan con mas

frecuencia receptores de estrogenos (RE) (Lakhani et al., 2005; Lalloo et al., 2012).
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e TPS3

El gen supresor tumoral TP53 estd localizado en el cromosoma 17pl3.1 y
codifica una proteina (p53) (Figura 7) implicada en multiples rutas celulares que
controlan la proliferacion celular, el ciclo celular, la apoptosis y la reparacion del ADN.
El gen TP53 es uno de los mas extensamente estudiados, desde que su asociacion con la

tumorogénesis fue demostrada en 1979 (Revisado en Oldenburg et al., 2007).

La expresion del gen TP53 se activa en respuesta a diferentes sefiales de estrés,
incluyendo el dafio al ADN. Esta proteina puede inducir tanto, muerte celular como
parada del ciclo celular, de forma que, la pérdida de funciéon de TP53 suprime un
mecanismo de proteccion frente a la acumulacion de alteraciones genéticas (Pluquet et

al., 2001; Aylon et al., 2007).
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Figura 7. Estructura de la proteina p53. El gen TP53 esta constituido por 11 exones, que codifican una
proteina (p53) de 393 aminodacidos.

Las mutaciones germinales del gen TP53 son muy raras; no hay mas de 400
familias en todo el mundo portadoras de mutaciones germinales en el gen TP53 y
padecen el sindrome de Li-Fraumeni (Bradbury et al., 2007; Garber et al., 1991), un
desorden autosdmico dominante que predispone al cancer de mama, sarcoma de tejidos
blandos y osteosarcoma, tumores cerebrales, cancer de las glandulas adrenales, tumor
de Wilms y otros tumores menos frecuentes (Strong et al., 1992; Revisado en
Oldenburg et al., 2007; Campeau et al., 2008). Las mutaciones en el gen TP53 aparecen
aproximadamente en el 70 % de las familias que cumplen los criterios clasicos del
sidrome de Li-Fraumeni, pero son poco frecuentes en familias con sindrome de cancer
de mama y ovario, y su prevalencia es muy baja (<0,5 %) entre individuos afectados por
cancer de mama esporadico, independientemente de su edad (Borresen et al., 1992;

Varley et al., 1997; Rapakko et al., 2001; de Jong et al., 2002; Evans et al., 2002).
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Entre los individuos portadores de mutaciones germinales en el gen TP53, la
probabilidad de desarrollar cancer es de aproximadamente el 50 % a la edad de 30 afios
y de mas del 90 % a los 70 afios de edad (Malkin et al., 1990). Uno de los canceres mas
frecuentemente desarrollados en las familias Li-Fraumeni es el cancer de mama, con
una penetrancia que oscila entre 28-56 % a los 45 anos (Evans et al., 2002; Chompret et

al., 2000; Garber et al., 1991).

TP53 es el gen mas frecuentemente mutado en los canceres humanos.
Aproximadamente el 30% de los tumores mamarios presentan mutacion somatica en el
gen TP53 y suelen asociarse a tumores mamarios mas agresivos y de peor pronostico

(Sorlie et al., 2001; Walerych et al., 2012; Dumay and Feugeas et al., 2013).

Las familias con cancer de mama sin mutaciéon en BRCA1 o BRCA2 pero con
mutacion en la linea germinal de TP53 presentan una mayor incidencia de tumores de
mama tipo Her2+ que aquellas familias sin mutacion en TP53. Los pacientes con cancer
de mama Her2+ presentan una probabilidad hasta 7 veces mayor de presentar una
mutacion somatica en p53 que los pacientes sin sobreexpresion de Her2; sin embargo,
esta probabilidad disminuye un 5 % cada afio en que se incremente la edad de

diagnostico del paciente (Helhem-Bertrandt et al., 2012).

e PTEN

El gen PTEN (phosphatase and tensin homolog) (Li et al., 1997) esta localizado

en el cromosoma 10923 y codifica una proteina de 403 aminoacidos (Figura 8).

PTEN actia como un gen supresor tumoral y regulador del crecimiento,
principalmente mediante la regulacion de la cascada de transduccion de sefiales PI3K
(Guenard et al., 2007; Goberdhan et al., 2003). La cascada de sefiales PI3K regula la
supervivencia celular, la movilidad, la transicioén epitelio-mesenquima, la angiogénesis,
el crecimiento y los flujos metabolicos, que tienen gran importancia en los procesos

oncogénicos (DeBerardinis et al., 2008).

PTEN también participa en otras funciones como la migracion celular y la auto
renovacion de células madre (Chow et al.,, 2006). Recientemente se han descrito

funciones adicionales para la proteina PTEN, incluyendo el mantenimiento de la
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integridad cromosomica (Shen et al., 2007) y la regulacién de la fosfolipasa C y D
(Alvarez-Breckenridge et al., 2007). La regulacion de la actividad de la proteina PTEN,
a través de su degradacion o entrada al nucleo, estd estrechamente ligada a su nivel de

ubiquitinacion (Trotman et al., 2007; Wang et al., 2007b).

Extremo Dominio de
C-terminal uniéon PDZ

Figura 8. Estructura de la proteina PTEN (403 aminoacidos), constituida por cuatro dominios. Dominio
fosfatasa N-terminal, necesario tanto para la funcion de unidon a membrana como para la actividad
catalitica de la proteina; Dominio C2, de unién a membrana; extremo C-terminal, desarrolla funciones de
regulacion de actividad y estabilidad de la molécula; Dominio de unién PDZ, presumiblemente afecta a la
localizacion subcelular de la molécula, que parece tener efectos sobre una serie limitada de funciones
celulares (Modificado de Goberdhan et al., 2003).

Las mutaciones germinales del gen PTEN estan presentes en aproximadamente
el 80 % de las familias con sindrome de Cowden, cuya prevalencia se estima en torno a
1:300.000 individuos (Liaw et al., 1997; Lindor et al., 1998; Mallory, 1995; Schweitzer,
1999). El sindrome de Cowden es un desorden poco comun, con un patrén de herencia
autosdmico dominante, caracterizado por multiples hamartomas en la piel, mamas,
tiroides, tracto gastrointestinal, sistema nervioso central y un alto riesgo de padecer
cancer de mama, utero y de tiroides no medular (Revisado en Oldenburg et al., 2007,

Liaw et al., 1997).

Las mujeres portadoras de mutaciones en el gen PTEN presentan un incremento
del riesgo de padecer cancer de mama a la edad de 70 afios de hasta 30-50 % (Revisado
en Ripperger et al., 2009). La mayoria de los cdnceres de mama relacionados con
sindrome de Cowden ocurren en mujeres después de los 30-35 afios (Eng, 1998; Starink
et al.,, 1986), mientras que en varones se ha observado cancer de mama a edades
tempranas (Fackenthal et al., 2001). Sin embargo, no se han encontrado mutaciones en
el gen PTEN en familias con sindrome de cancer de mama familiar sin las
caracteristicas tipicas del sindrome de Cowden (Chen et al., 1998; Carroll et al., 1999;

Guenard et al., 2007).
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Una pequena disminucion en los niveles de expresion del gen PTEN pueden
incrementar el riesgo a desarrollar cancer sin necesidad de presentar una mutacion
inactivante, de igual forma que, la reduccion progresiva de los niveles de expresion de
PTEN se asocia con la aparicion de tumores mamarios mas agresivos y de peor
pronostico. Asi, se ha comprobado experimentalmente en ratones que la disminucion en
un 20 % de la expresion normal del gen PTEN conduce al desarrollo de tumores
mamarios sin necesidad de mutaciones adicionales en el gen o pérdida de
heterozigosidad de los alelos de PTEN y que los ratones con un nivel de expresion del
50 % desarrollan tumores de mama de tipo Basal Like con mayor frecuencia que los

ratones con un 80 % de expresion (Saal et al., 2008; Alimonti et al., 2010).
e STKI11

El gen LKB1/STK11 esté4 localizado en el cromosoma 19p13.3 y da lugar a un
transcrito de aproximadamente 1,3 Kb que codifica una serina/treonina quinasa de 434

aminoacidos que actia como supresor tumoral (Figura 9).
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Figura 9. Estructura de la proteina STK11. Contiene dos sefiales de localizaciéon nuclear (NLS; marcadas
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en verde) y un dominio quinasa que ocupa gran parte de la proteina. Los sitios de fosforilacion de la
proteina estan marcados en rojo y el sitio de prenilacion marcado en morado (Tomado de Yoo et al.,
2002).

Las mutaciones germinales del gen STK11 causan el sindrome de Peutz-Jeghers,
con unas tasas de prevalencia muy controvertidas, que oscilan desde 1:8.900 hasta
1:280.000 individuos (The Johns Hopkins guide for patients and families: Peutz-Jehgers
syndrome, 2001; Revisado en Oldenburg et al., 2007). Se trata de un desorden
autosodmico dominante, caracterizado por el desarrollo de poélipos hamartomosos
(polipos con nucleo muscular) en el tracto gastrointestinal y la aparicion de una
pigmentacion caracteristica en los labios, region perioral, mucosa bucal, dedos y pies.

Los polipos se observan con mas frecuencia en el intestino delgado, pero pueden
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aparecer en todo el tracto gastrointestinal y otras zonas, como rifiones, uréteres, vesicula
biliar, bronquios y orificios nasales (Wada et al 1987; Hemminki et al., 1998;

Westerman et al 1999; Hearle et al., 2006).

Los pacientes con el sindrome de Peutz-Jehgers presentan un elevado riesgo a
desarrollar cancer de mama, pancreas, ovario, utero, cuello uterino, pulmoén y testiculos
(Giardiello et al., 1987; Spigelman et al., 1989; Boardman et al 1998). La probabilidad
de desarrollar un cancer a los 65 afios se estima en un 50 % y la de desarrollar un cancer
de mama en un 29-54 % (Lim et al., 2003; Giardiello et al 2000; Hearle et al., 2006;
Lim et al., 2004).

e CDHI1

El gen CDHI1 esta localizado en el cromosoma 16q22.1. Codifica una proteina
de 882 aminoacidos denominada E-cadherina (Figura 10), perteneciente a la familia de
moléculas implicadas en la adhesion célula-célula (Becker et al., 1994) y juega un papel
fundamental en el mantenimiento de la diferenciacion celular y la arquitectura normal

de los tejidos epiteliales (Revisado en Oldenburg et al., 2007).

NH2 - R-E R-T R-C COOH
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Figura 10. Estructura de la proteina E-Cadherina (882 aminoacidos) y los dominios que la constituyen
(Modificado de Brooks-Wilson et al., 2004).

Mutaciones germinales del gen CDHI1 se asocian con el sindrome de cancer
gastrico difuso (Kaurah et al., 2007), un desorden que se transmite con un patrén de
herencia autosomico dominante con penetrancia incompleta. Se estima que los
individuos portadores de mutacion en el gen CDHI tienen un riesgo del 20-40 % de
desarrollar cancer a lo largo de su vida y un riesgo del 83 % de padecer un céncer
gastrico difuso a los 80 afios (Pharoah et al., 2001; Berx et al., 1996, Chan et al., 2001,
Graziano et al., 2003).



INTRODUCCION

Las mutaciones somaticas en el gen CDH1 se encuentran en tumores de mama
de tipo lobulillar infiltrante y no en otros subtipos histopatologicos (Becker et al., 1994;
Berx et al., 1996; Mastracci et al., 2005; Sarrio et al., 2003; Masciari et al., 2007); sin
embargo, la frecuencia de estas mutaciones es muy baja si el individuo no posee

historial familiar de cancer gastrico (Masciari et al., 2007).

Por lo tanto, se ha sugerido que el screening mutacional de CDHI1 debe ser
realizado en casos de cancer gastrico difuso en individuos menores de 35 afios y
familias con multiples casos de cancer de mama lobulillar, con historial de céncer
gastrico difuso o tumores gastrointestinales no especificados (Suriano et al., 2005;

Keller et al., 1999).

6. GENES DE PENETRANCIA MODERADA

Al igual que las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 son responsables de
un incremento en el riesgo a padecer cancer de mama, se ha discutido acerca de si
mutaciones heterocigotas en otros genes reparadores podrian asociarse también con el

riesgo a padecer cancer de mama.

Genes como ATM, CHEK2, PALB2, BRIP1, RAD50 o RADSIC, estan
efectivamente asociados a un incremento moderado en el riesgo de cancer de mama
(Tabla 2) (Walsh et al., 2007). El incremento del riesgo en individuos portadores de
mutaciones heterocigotas en estos genes se incrementa entre 2,0 y 4,3 veces sobre la
poblacién no portadora de mutacion en funcidon del gen, sin embargo, el conjunto de
mutaciones en todos estos genes Unicamente representa un 2,3 % del riesgo total de una

familia a desarrollar cancer de mama (Rahman et al, 2007).
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Tabla 5. Genes de penetrancia moderada y sindromes de cancer hereditarios asociados al cancer de mama
(Modificado de Campeau et al., 2008).

- Localizacién Sindrome Prevalencia en pacientes Riesgo de cancer de
mama

11q22-23 Ataxia-Telangiectasia ~ 0,5-1 % RR 2,37
NBN 8q2.1 Sindrome de rotura Poco frecuente en RR 3,0
Nijmegen poblaciones no fundadoras
PALB2 16p12.2 Anemia de Fanconi 1% RR 2,3
BRIP1 17q22.2 Anemia de Fanconi 1% RR 2,0
RADS1C 17925.1 Anemia de Fanconi 1,3 % (CMO) -
CHEK2 22ql2.1 - 1/100-200 (c.1100delC) OR 2,6 (1,3-5,4)
BARDI 2q34-35 - Frecuencia moderada <5% -
ABRAXAS 4q21.23 - Frecuencia moderada <5% &
ERCC4 16p13.12 - Frecuencia moderada <5% *
TGFB1 19q13.1 - Mutaciones c.-509C>T y c. OR 1,2
29T>C frecuencia >5%
CASP8 2q33-34 - Mutacion p.D302H OR 0,58-0,83

frecuencia alta (= 5%)

RADS50 5q31 - Mutacion ¢.687delT so6lo en OR 4,3 (1,5-12,5)
poblacion finlandesa.

*Los OR calculados para estos genes no son muy fiables: para el gen ABRAXAS, se realiz6 un céalculo
de riesgo basada en una mutacion identificada en una poblacion concreta (p.R136Q; OR 24,3), mientras
que para el gen ERCC4 existen valores demasiado dispares (OR 1,7-8,64)

CMO: Cancer de mama y ovario hereditario

* PALB2

El gen PALB2 (“partner and localizer of BRCA2”), localizado en el cromosoma
16p12.2, codifica una proteina de 130 kDa y 1186 aminoacidos con funciones de
supresor tumoral, que interactia con BRCA2 y estd implicada en su localizacion
nuclear y estabilidad, siendo necesaria para las funciones de BRCA2 en la
recombinacion homologa y en la reparacion de las roturas de doble hebra en el ADN

(Xia et al., 2006b).
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El gen PALB2 no tiene una estructura clara de dominios funcionales; sin
embargo, el alineamiento de secuencias homodlogas de PALB2 en diferentes especies
revela varias regiones conservadas: una region coiled-coil amino terminal y una region
de repeticiones de motivos WD-40 carboxilo terminal (Xia et al., 2006b) (Figura 11).
La region carboxilo terminal de repeticiones WD-40 se corresponde con el dominio de
interaccion con el extremo amino terminal de BRCA2, mientras que la region coiled-
coil amino terminal se corresponde con la region de interaccion con BRCA1, la misma
region que permite la oligomerizacion de PALB2 y la formacion del foco en la zona de

ADN danado (Zhang et al., 2009; Sy et al., 2009).

Coliled-coil Repeticiones WD-40

_ J— /- i
Residuos 9-43 Residuos 848-1186
¢ Unién BRCA1 * Unién BRCA2

¢ QOligomerizacion

Figura 11. Estructura de la proteina PALB2 (1186 aminoacidos) y regiones conservadas que aparecen en
el alineamiento de secuencias (Modificado de Sy et al., 2009).

Recientemente se han identificado mutaciones germinales en el gen PALB2
como modificadoras del riesgo a padecer cancer de mama en familias con céncer de
mama hereditario, indicando que PALB2, igual que BRCA1 y BRCA2, es un supresor
tumoral implicado en el riesgo de cancer de mama hereditario (Tischkowitz et al., 2007;
Rahman et al., 2007; Erkko et al., 2007). Las mutaciones germinales bial¢licas de
PALB2, son ademas responsables de generar el subtipo N de la anemia de Fanconi

(proteina N o FANCN) (Xia et al., 2007; Reid et al., 2007).

La anemia de Fanconi fue descrita por el doctor suizo Guido Fanconi en 1927
(Fanconi, 1927). Se trata de un desorden genético recesivo, altamente heterogéneo,
caracterizado por inestabilidad cromosémica, anomalias durante el desarrollo,
insuficiencia progresiva de la médula 6sea y una alta incidencia de tumores malignos

(Joenje et al., 2001; Taniguchi et al., 2006).

Las células de la anemia de Fanconi se caracterizan por un alto grado de
inestabilidad gendmica, incluyendo elevados niveles de roturas a nivel cromosémico e
intercambios entre cromatidas (Joenje et al., 2001); de hecho, el diagnéstico de la

enfermedad se realiza en base al incremento de la rotura cromosémica en presencia de

27



Tesis Doctoral 2013

agentes que provoquen entrecruzamiento de hebras del ADN (ICL, interstrand

crosslinks) (Levy-Lahad, 2010).

Ensayos de inmunoprecipitacion y purificacion de proteinas por afinidad
encaminados a determinar la existencia de otras proteinas asociadas a PALB2, ademas
de BRCA2 (Xia et al., 2006b), permitieron determinar que la proteina BRCA1 también
interacciona con PALB2. Las proteinas BRCA1 y BRCA2 coexisten formando
complejos proteicos (Chen et al., 1998; Dong et al., 2003) cuya formacion se detiene en
ausencia de PALB2, lo que sugiere que PALB2 es un mediador necesario en la

interaccion de BRCA1 y BRCA2 (Zhang et al., 2009; Sy et al., 2009).

PALB2 colocaliza con BRCA1 y BRCA2 en la region donde se produce el dafio
al ADN (Xia et al., 2006b). La proteina BRCA1 es necesaria para la focalizacion de
PALB2 y BRCA2. El complejo proteico formado por BRCAI, BRCA2 y PALB2
participa en el proceso de reparacion del ADN por recombinacion homéloga (Xia et al.,
2006b; Moynahan et al., 1999; Moynahan et al., 2001), proceso en el que, la proteina
BRCAZ2 desarrolla un papel esencial facilitando la accion de la recombinasa RADS1
para iniciar el proceso y la correcta interaccion entre BRCA1 y PALB2 es necesaria
para el correcto funcionamiento de la reparacion por recombinacion homoéloga mediada

por BRCA2 (Zhang et al., 2009; Sy et al., 2009).

Desde que en el afio 2007 se identifico a PALB2 como un gen implicado en la
susceptibilidad al cancer de mama, incrementando el riesgo de padecer la enfermedad
de 2 a 6 veces (Tischkowitz et al., 2007; Rahman et al., 2007; Erkko et al., 2007,
Hollestelle et al., 2010), multitud de estudios en diferentes poblaciones han logrado
identificar mutaciones en el gen PALB2 asociadas a un incremento en el riesgo de
padecer cancer de mama hereditario (Erkko et al., 2007; Rahman et al.,, 2007;
Tischkowit et al., 2007; Foulkes et al., 2007; Cao et al., 2009; Garcia et al., 2009;
Sluiter et al., 2009; Papi et al., 2010; Dansonka-Mieszkowska et al., 2010; Tischkowitz
et al, 2010; Hellebrand et al., 2011; Casadei et al., 2011).

Las mutaciones en el gen PALB2 se encuentran distribuidas por todo el gen, lo
que unido a la ausencia de mutaciones recurrentes para la mayoria de las poblaciones
(excepto en poblacion finlandesa: Erkko et al., 2007) y la ausencia de grandes
reordenamientos genéticos que contribuyan a modificar la susceptibilidad al cancer de
mama (Ameziane et al., 2009; Pylkas et al., 2008), hace necesaria la realizacion de un

analisis completo del gen en multiples poblaciones que aporte informacion del espectro
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mutacional de PALB2 y de su contribucion real al cancer de mama hereditario

(Hellebrand et al., 2011).

e BRIP1

El gen supresor tumoral BRIP1 (“BRCA I-interacting protein I’’) esta localizado
en la region 17q22.2, pertenece a la familia de las DEAH helicasa y codifica una
proteina (helicasa) de 1249 aminodacidos en cuya region C-terminal presenta un dominio
BRCT (BRCA C-terminal domain) que le permite unirse a BRCA1 (Cantor et al., 2001;
Cantor et al., 2004) (Figura 12). Se extiende a lo largo de 180 Kb de ADN gendmico y
se localiza proximo a BRCAT (region 17g21) (Levitus et al., 2006; Cantor et al., 2001).

Y Interaccién con
Dominio (DEAH) Helicasa BRCA1

Figura 12. Estructura de la proteina BRIP1. Se muestran el dominio helicasa con los siete motivos
helicasa que contiene y el dominio de interacciéon con BRCA1 (Modificado de Rutter et al., 2003).

La proteina BRIP1 estd implicada en los procesos de reparacion del ADN y
control del ciclo celular dependientes de BRCA1 (Cantor et al., 2001). La interaccion de
ambas proteinas se produce a través del dominio BRCT de la proteina BRCAL y es
necesaria para el establecimiento del punto de control en fase G2 del ciclo celular
durante el proceso de respuesta al dafio en el ADN (Yu et al., 2003), en el cual BRIP1
contribuye a las funciones de reparacion de roturas de doble hebra asociadas a BRCAI
y a la reparacion por recombinacion homologa (Cantor et al., 2001; Shiozaki et al.,
2004; Levitus et al., 2006). Se ha demostrado que el dominio BRCT de BRCA1 media
la interaccion con la proteina BRIP1 a través de la fosforilacion de la serina en la
posicion 990 (S990), localizada en un motivo C-terminal conocido como pSXXF,

presente en diversas proteinas como ABRAXAS y CTIP (Yu et al., 2004).

BRIP1 se expresa de forma ubicua en todas las células y colocaliza con BRCAI
en las zonas de ADN dafiado. Se cree que BRIP1 desenrrolla la molécula de ADN en la

proximidad de la region dafiada, facilitando el acceso de BRCAIL. Se ha sugerido
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también que la proteina BRIP1 es necesaria para la llegada a tiempo de la proteina
BRCALTI al foco de ADN danado para el desarrollo correcto del proceso de reparacion de

roturas de doble hebra (Peng et al., 2006).

Al igual que otros genes implicados en la ruta de BRCA1/BRCA2 en la
reparacion del ADN dafiado, tales como CHEK2 y PABL2, BRIP1 es considerado un
gen de susceptibilidad al cancer de mama, de penetrancia moderada (Walsh et al.,
2007). La primera evidencia del papel de BRIP1 como gen de susceptibilidad al cancer
de mama llego al observarse que las mutaciones patogénicas en BRIP1 estan presentes
en aproximadamente el 1 % de las familias con cdncer de mama hereditarios de
desarrollo temprano sin mutacion en BRCA1/2 (Seal et al., 2006); sin embargo,
estudios posteriores sugieren que la contribucion de BRIP1 a la susceptibilidad al
cancer de mama debe ser mas limitada que la inicialmente indicada (Guénard et al.,

2008; Cao et al., 2009; Nikkila et al., 2009).

Las mutaciones bialélicas en el gen BRIP1 son responsables de generar el
subtipo J de la anemia de Fanconi (proteina J o FANCJ) (Levitus et al., 2005; Litman et
al., 2005; Godthelp et al., 2005; Levran et al., 2005; Wang et al., 2007), mientras que
las mutaciones en heterocigosidad incrementan dos veces el riesgo a desarrollar cancer
de mama (Levran et al., 2005; Walsh et al., 2007; Seal et al., 2006; Litman et al., 2005;
Cantor et al., 2006). La historia familiar es importante en la susceptibilidad del gen
BRIP1 al cancer de mama, ya que en aquellas familias con una fuerte historia familiar,

el riesgo individual debe ser mayor al descrito previamente (Byrnes et al., 2008).

Al igual que en el caso del gen PTEN, se ha observado que pequefios cambios en
los niveles de expresion del gen BRIP1 pueden incrementar el riesgo a desarrollar
cancer sin necesidad de que la responsable sea una segunda mutacion somatica
inactivante. La mutacion ¢.2992 2995delAAGA genera un codon de stop después del
dominio helicasa y esta asociada con una disminucion en la expresion de la proteina
BRIP1 en pacientes con cancer de mama (De Nicolo et al., 2008). La mutacion p.P47A
estd asociada con una reduccion de hasta el 50 % de la expresion de la proteina BRIP1,
esta relacionada con un incremento en el riesgo de padecer cancer de mama (Cantor et
al., 2001). Asi pues, tanto la reduccion de la expresion proteica como la existencia de
mutaciones patogénicas inactivantes, son responsables de los casos de incremento del

riesgo de cancer de mama asociados a BRIP1 (Cantor et al., 2011).
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Estudios previos identificaron los polimorfismos p.Pro919Ser, c.64G>A y
c.47G>A con la susceptibilidad al cancer de mama (Seal et al. 2006; Sigurdson et al.,
2004; Rutter et al., 2003; Frank et al, 2007; Garcia-Closas et al., 2006); sin embargo,
estos resultados no han sido validados (Huo et al., 2009; Vahteristo et al., 2006; Song et
al., 2007; Frank et al., 2007; Pharoah et al., 2007). Un reciente meta-analisis ha
analizado la asociacion de estos tres polimorfismos del gen BRIP1 con el incremento
del riesgo de cancer de mama concluyendo que, los polimorfismos p.Pro919Ser y
c.64G>A no estan implicados en la modificacion de la susceptibilidad al cancer de
mama, mientras que el polimorfismo ¢.47C>G incrementa el riesgo de padecer cancer

de mama 1,4 veces sobre la poblacion no portadora (Pabalan et al., 2013).

e RADSIC

El gen RADS51C (RADS51 homologo C) (Dosanjh et al., 1998), localizado en el
cromosoma 17q25.1, pertenece a la familia de proteinas RADS51; consta de 9 exones y

codifica una proteina de 376 aminoacidos.

La proteina RADS51C consta de un dominio de unidon a nucledtidos (Walker
motif), constituido por dos secuencias separadas, A y B, altamente conservadas en las
proteinas de la familia RADS51. Mutaciones de cambio de aminoacido en cualquiera de
los aminoacidos de la secuencia A (denominada P-loop) resultan en una proteina no

funcional (French et al., 2003).

El extremo amino terminal de la proteina esta caracterizado por la existencia de
dos potenciales codones de inicio, separados entre si por 27 pares de bases, que
codifican dos proteinas diferentes conocidas como full-length RAD51C y N-truncated
RADS5IC, aunque no se han descrito diferencias referentes a la funcion de ambas
proteinas (French et al.,, 2003). Ademas, en la regiéon C-terminal localizamos una
pequefia secuencia de residuos que actia como sefal de localizacién nuclear (NLS)

(French et al., 2003) (Figura 13).
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Figura 13. Dominios funcionales en RAD51C. Figura superior: representacion esquematica de la proteina
RADSI1C, con sefal de localizacion nuclear en extremo carboxilo terminal (azul). Figura inferior: en el
extremo N-terminal vemos los dos aminoacidos metionina (M) que actuan como dos codones de inicio
independientes y en el extremo C-terminal tenemos la sefial de localizacion nuclear (en negrita). En el
centro de la secuencia se localiza el dominio de unién a aminoacidos y podemos ver la secuencia A de
este Walker motif.

RADS51C se localiza en los sitios de ADN danado antes e independientemente de
RADSI, lo que apoya la idea de que RADS51C estd implicado en la fase temprana de la
recombinacion homologa y es responsable del desplazamiento de RADS1 al foco de
ADN dafiado (Badie et al., 2009). Ademas, se ha comprobado que RADSIC es
responsable de la fosforilacion de CHEK2 por ATM, permitiendo la activacion de los
puntos de control del ciclo celular. Una activacion defectuosa de CHEK?2 origina una
progresion de las células con ADN dafiado a la fase G2/M del ciclo celular (Badie et al.,

2009).

De la misma forma que en los genes BRCA2, PALB2 y BRIP1, mutaciones
germinales bialélicas en el gen RADS1C estan implicadas en el desarrollo de la anemia
de Fanconi. Recientemente se ha identificado una mutacion germinal bialélica en
RADSI1C, p.R258H, que genera un fenotipo con caracteristicas de anemia de Fanconi
(Vaz et al., 2010). EI gen RADS51C se considera por tanto, el decimocuarto de los genes
implicados en la anemia de Fanconi y responsable del fenotipo O (proteina O o

FANCO) (Vaz et al., 2010; Kee et al., 2010).

Debido a que varios de los genes implicados en la anemia de Fanconi estan
también implicados en la susceptibilidad al cancer de mama (BRCA2: Wooster et al.,
1995, PALB2: Rahman et al., 2007 y BRIP1: Seal et al., 2006), se ha sugerido que
RADSIC podria estar implicado igualmente en la susceptibilidad al cancer de mama,

habiéndose identificado mutaciones patogénicas que segregan con la enfermedad en el



INTRODUCCION

1,3 % de los pacientes pertenecientes a familias con al menos un caso de céncer de
mama y un caso de cancer de ovario no portadoras de mutaciéon en BRCA1/2. Sin
embargo, no se han encontrado mutaciones en familias en las que Unicamente se
desarrollase cancer de mama (Meindl et al., 2010). No obstante esta incidencia no ha
sido confirmada en otros estudios (Zheng et al., 2010; Akbari et al., 2010; Wong et al.,
2011; Thompson et al., 2011; Romero et al., 2011; Vuorela et al., 2011; Clague et al.,
2011).

e CHEK2

El gen CHEK?2 estd localizado en el cromosoma 22q12.1; sin embargo, en el
genoma se han encontrado numerosos pseudogenes con secuencias homologas a los
exones 10-14 del gen. CHEK2 codifica una serina/treonina quinasa muy conservada
entre especies, implicada en el control del ciclo celular, que juega un papel importante
en la reparacion del ADN y es activada en respuesta a las roturas de doble hebra en el
ADN a través de fosforilacion mediante ATM (Matsuoka et al., 1998; Revisado en
Oldenburg et al., 2007) (Figura 14). La activacion de CHEK2 desencadena la
fosforilacion de otras proteinas claves en el control del ciclo celular, como BRCAI1 y
p53, lo que posiblemente influya en la funcion de éstas como reparadores del ADN (Lee

et al., 2000; Schneider et al., 2004).

T W
SQ/TQ FHA

120 75 115 165 225 — 490 543
Activation loop

Figura 14. Estructura de la proteina CHEK2 (543 aminoacidos) y los tres dominios que la constituyen.
Dominio SQ/TQ, ubicado en la region N-terminal con 7 series Ser-Glu o Thr-Glu, que actian como sitios
de fosforilacion para las quinasas ATM/ATR; Dominio FHA, implicado en al interaccion con factores de
transcripcion; Dominio quinasa, dominio funcional de la proteina que incluye el /oop de activacion,
region estructuralmente muy conservada en los dominios quinasa, que se fosforila para permitir la
activacion completa de la proteina. (Modificado de Bartek et al., 2001)

Su papel en la susceptibilidad al cancer de mama fue sugerido tras la
identificacion de la mutacion c¢.1100delC, que elimina la actividad quinasa de la
proteina, en un individuo con sindrome de Li-Fraumeni (LFS) sin mutacion en TP53

(Bell et al., 1999). Existe la posibilidad de que las mutaciones germinales en el gen
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CHEK2 contribuyan a los casos de cancer de mama dentro de las familias con LFS mas
que al desarrollo del propio LFS (Sodha et al., 2002). No se ha establecido una relacion

clara entre CHEK?2 y el riesgo a desarrollar cancer de mama (Bell et al., 2007).

La frecuencia del genotipo heterocigoto de la mutacion c.1100delC ha sido
estimada, en poblacion control, en torno al 1 %. En pacientes con cancer de mama se
estima que la prevalencia de esta mutacion se eleva tres veces mas, aproximadamente
entre el 1,5% y 3%, mientras que en pacientes con cancer de mama familiar, sin
mutaciones en los genes BRCA1 o BRCA2, la prevalencia de la mutacion c.1100delC
en heterocigosis alcanzo porcentajes de entre 4,9 % y 11,4 %, en funcion del numero de
casos de cancer de mama existentes en las familias. El incremento del riesgo en
pacientes no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 es de aproximadamente 2
veces, situandose en 4,8 veces en las familias con mayor numero de casos afectados, lo
que conduce a un incremento del riesgo de padecer cancer de mama de hasta un 37 %
en mujeres portadoras de la mutacion ¢.1100delC en heterocigosis (Meijers-Heijboer et
al., 2002; Vahteristo et al., 2002; Oldenburg et al., 2003; Meijers-Heijboer et al., 2003;
The CHEK2 Breast Cancer Case-Control Consortium, 2004; Nevanlinna et al., 2006;
Weischer et al., 2007; Weischer et al., 2008).

Los pacientes portadores de la mutacion c.1100delC desarrollan cancer de mama
a edades mas tempranas y tienen un riesgo 8 veces superior de desarrollar cancer de
mama contralateral, con un peor prondstico tanto de tiempo libre de enfermedad como
de supervivencia global (Oldenburg et al., 2003; de Bock et al., 2004; Johnson et al.,
2005; Schmidt et al., 2007). Sin embargo, multiples estudios coinciden en considerar
que no existe ninguna asociacion entre el riesgo a padecer cancer de mama y la
incidencia de la mutacion ¢.1100delC, debido a que no se detecta en pacientes con
cancer de mama esporadico (Jekimovs et al., 2005; Scharrer et al., 2010) o en
determinadas poblaciones, como la espafiola (Osorio et al., 2004; Bellosillo et al.,

2005).
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* BARDI

El gen BARDI esta localizado en el cromosoma 2q34-35 y codifica una proteina
de 777 aminoacidos que comparte caracteristicas estructurales y funcionales con
BRCAT (Wu et al., 1996). BARDI, al igual que BRCAI, presenta un dominio RING
amino terminal (residuos 46-90) y dos dominios BRCT en el extremo carboxilo
terminal (residuos 616-653 y 743-777) (Irminger-Finger et al., 1999). La homologia en
la secuencia de aminoacidos sugiere que ambas proteinas derivan de un ancestro comun
que contiene dominio RING y dominio BRCT (Figura 15). El gen BARDI1 posee tres
repeticiones de anquirina (ANK) altamente conservadas (Ayi et al., 1998; Irminger-
Finger et al., 1998; Gautier et al., 2000) implicadas en la interaccion proteina-proteina y
localizadas en proteinas implicadas en procesos de regulacion transcripcional (Fox et

al., 2008; Sedgwick et al., 1999).

RING ANK BRCT

BARD] = se— ) ) ==

BRCAl « 1w

Figura 15. Motivos estructurales de la proteina BRCA1 y BARD1 (Modificado de Irminger-Finger et al.,
2002).

La proteina BARDI1 fue identificada a través de su interaccion con el domino
RING de la proteina BRCAT1; en un principio se propuso como uno de los genes de alta
penetrancia implicados en el desarrollo del cancer de mama al encontrarse mutada en
casos de cancer de mama familiar sin mutacion en BRCA1/2 (Wu et al., 1996; Ghimenti
et al., 2002; Ishitobi et al., 2003) y también en casos de cancer de mama esporadico

(Ishitobi et al., 2003; Thai et al., 1998).

Estudios in vitro empleando los residuos 1-109 de BRCA1 y 26-119 de BARDI
(total o parte del dominio RING de ambas proteinas) demostraron que las proteinas
BRCA1 y BARDI dimerizan, frecuentemente formando heterodimeros, mas resistentes
a la proteolisis, aunque también pueden formar homodimeros (Meza et al., 1999). Esta

union parece ser esencial para estabilizar ambas proteinas y para las funciones como

35



Tesis Doctoral 2013

supresor tumoral de BRCA1 (Wu et al., 1996; Meza et al., 1999; Baer et al., 2002;
Simons et al., 2006).

BARDI1 es una proteina nuclear con una distribucion en tejidos similar a
BRCATI; ambas proteinas tienen niveles de expresion altos en testiculos, bazo y células
con actividad proliferativa, asi como en las células apoptdticas (Miki et al., 1994;
Marquis et al., 1995; Ayi et al., 1998; Irminger-Finger et al., 1998). La expresion de
BRCAT1 y BARDI es esencial para la supervivencia de la célula. Bajos niveles de
BRCATI generan una acumulaciéon de BARDI1 en el citoplasma iniciando la apoptosis

(Irminger-Finger et al., 2002; Jefford et al., 2004; Rodriguez et al., 2004).

Se ha demostrado in vivo e in vitro, que la muerte celular va acompafiada de
niveles incrementados de BARDI, tanto a nivel de ARNm como de proteina, mientras
que las células con expresion disminuida de BARDI1 no responden al proceso
apoptotico. BARD1 esta implicada en la respuesta a la apoptosis por estrés genotoxico,
dependiente de p53, que implica unidén y estabilizacion de la proteina p53 y, sin
embargo, es independiente de BRCA1, lo cual es muy importantes en aquellos tejidos
donde no hay expresion de BRCA1 o donde BARD1 se acumula mas rapidamente que

BRCATI (Revisado en Irminger-Finger et al., 2001; Jefford et al., 2004).

Las células con expresion disminuida de BARDI1 muestran una fase S muy
prolongada, indicando que BARDI1 estd implicado en el proceso de proliferacion
celular. Estas células desarrollan inestabilidad gendmica, pérdida de inhibicion de
crecimiento por contacto y pérdida de propiedades morfogenéticas (Irminger-Finger et

al., 1998), similar a la pérdida de funcion en los supresores tumorales.

A través del andlisis genético del gen BARDI se han localizado mutaciones en
tumores esporadicos y hereditarios (Thai et al., 1998); sin embargo, no se ha
demostrado todavia si estas mutaciones bloquean la actividad de supresor tumoral de

BRCAT1 o representa una pérdida de funcion de BARD1 independiente de BRCAIT.

Diversos trabajos han evaluado si mutaciones germinales en BARDI pueden
explicar los casos de cancer de mama hereditario en familias de alto riesgo no
portadoras de mutaciones en BRCA1/2, identificAindose mutaciones germinales
patogénicas relacionadas con cancer de mama. Sin embargo, éstas mutaciones

patogénicas ocurren en una minoria de las familias con cancer de mama hereditario
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(Ghimenti et al., 2002; Ishitobi et al., 2003; Karppinen et al., 2004; Vahteristo et al.,
2006; De Brakeleer et al., 2010; Sabatier et al., 2010; Ratajska et al., 2011)

* ABRAXAS

El gen ABRAXAS (FAMI175A, ABRA1 o CCDC98) esta localizado en el
cromosoma 4q21.23 y codifica una proteina de 409 aminoacidos. Sirve como
organizador de un complejo enzimatico que tiene como nucleo central BRCA1 (Wang
et al., 2007; Kim et al., 2007b; Liu et al., 2007), asociando BRCA1 a un complejo de
proteinas implicado en el reconocimiento de las cadenas de ADN marcadas con
ubiquitina y la reparacién de DSBs (double strands breaks) (Wang et al., 2007; Sobhian
et al., 2007; Wang et al., 2009; Shao et al., 2009; Kim et al., 2007; Feng et al., 2009)
(Figura 16). ABRAXAS vy el resto de miembros de este complejo, RAP80, BRCC36,
MERIT40/NBA1 y BRCC45 son necesarios para el control del dafio al ADN y para la

resistencia de las células a las radiaciones ionizantes (Solyom et al., 2012).

ABR domain Coiled coil domain SPTF motif
(MERIT40, RAP80, BRCC45 binding) (BRCC36, RAP80 binding) (BRCA1 binding)
1 200 260 NLS 406 409

Figura 16. Estructura del gen ABRAXAS, principales dominios de interaccién con otras proteinas y
motivo pSXXF fosforilado de interaccion con BRCA1 en el extremo C-terminal (Modificado de Solyom

etal., 2012).

La proteina ABRAXAS actia como mediadora en la interaccion entre BRCA1 y
RAPS80 en respuesta al dano al ADN (Kim et al., 2007; Sobhian et al., 2007; Wang et
al., 2007) aunque, no se ha podido detectar interaccion directa entre ambas, de forma
que deben existir mediadores en la union entre BRCA1 y RAP80 (Liu et al., 2007; Kim
et al., 2007).

ABRAXAS se une a BRCA1 a través de su extremo C-terminal. Diferentes
estudios han demostrado que el dominio BRCT de BRCAI une los motivos pSXXF
(donde S es una fosfoserina) (Yu et al., 2003; Rodriguez et al., 2003; Manke et al.,
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2003; Glover et al., 2004; Yu et al., 2004; Greenberg et al., 2006; Kim et al., 2007) y la
proteina ABRAXAS posee un motivo pSXXF en el extremo C-terminal, idéntico al
motivo de BRIP1 necesario para la interaccion con el dominio BRCT de BRCAT (Yu et
al., 2004). La Ser406 de la proteina ABRAXAS, perteneciente a este motivo, se
encuentra fosforilada in vivo, de forma que el dominio BRCT de BRCAI la reconoce

especificamente (Liu et al., 2007).

Se ha observado que en células sin expresion de ABRAXAS, BRCAI1 no se
acumula en las regiones de ADN danado, lo que sugiere que la proteina ABRAXAS es
la responsable de la ubicaciéon de BRCAI en las regiones de ADN dafiado (Liu et al.,
2007; Wang et al., 2007; Kim et al., 2007). En células sin expresion de BRCA1, se
mantiene la formacion de focos de la proteina ABRAXAS inducidos por dafio al ADN,
de forma que la proteina ABRAXAS, ademas de interaccionar con BRCA1, se localiza
aguas arriba de BRCA1 en la ruta de respuesta al ADN danado (Liu et al., 2007; Kim et
al., 2007) y a diferencia de otras proteinas que interaccionan con BRCA1, como BRIP1,
la acumulacion de ABRAXAS en el foco de ADN danado no es dependiente de BRCA1
(Kim et al., 2007).

El complejo BRCA1-ABRAXAS-RAP80 controla la activacion del punto de
control G2/M inducido por dafio (Kim et al., 2007; Sobhian et al., 2007; Wang et al.,
2007). Tras el dano al ADN, las células normales detienen su ciclo celular en fase G2,
antes de entrar en mitosis, permitiendo que las lesiones en el ADN sean reparadas. Las
células con expresion disminuida de BRCA1, ABRAXAS o RAP80 no detienen su
ciclo celular, y entran en mitosis a pesar del dafio al ADN, lo que sugiere que las tres
proteinas son necesarias para la correcta progresion del ciclo celular y la activacion del
punto de control G2/M (Cortez et al., 1999; Xu et al., 2001; Liu et al., 2007; Kim et al.,
2007).

La hipersensibilidad hacia las radiaciones ionizantes exhibida por las células sin
expresion de ABRAXAS o RAP80 es muy alta comparada con células control, sin
embargo mucho mas baja que la de células sin expresion de BRCAI, lo que permite
concluir que ambas proteinas unicamente median en una pequeia parte de las funciones
de reparacion del ADN dafiado. Igualmente, la delecion de ABRAXAS y RAP80 reduce
la recombinacion homodloga inducida por roturas de doble hebra del ADN, aunque en
menor medida que la observada en caso de delecion de BRCA1 o BRCA2 (Kim et al.,
2007).
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e ERCC4

El gen ERCC4 (excision repair cross-complementation group 4, también
conocido como XPF) esta localizado en el cromosoma 16p13.12, consta de 11 exones y
se expande aproximadamente 28.2 Kb a lo largo del ADN gendémico (Liu et al., 1993).
Codifica una proteina denominada ERCC4, perteneciente a la familia de las nucleasas,

con 916 aminoacidos que contiene un dominio ERCC4 (Figura 17).

— ~)

Figura 17. Esquema de a proteina ERCC4 (916 aminoacidos), constituida por dos dominios. Dominio
ERCC4, con actividad catalitica; Dominio de unién a ERCCI1, en el extremo C-terminal (814-905)
(Modificado de Shi et al., 2012).

ERCC4 es una enzima clave en la ruta de reparacion NER que forma complejos
con ERCCI1 para actuar como una endonucleasa especifica de estructura, responsable de
la rotura inicial en el extremo 5 de la region de ADN dafiado durante la reparacion por
excision del ADN (Fan et al., 1999; Wood et al., 2001; Tripsianes et al., 2005; Tsodikov
et al., 2005).

El complejo ERCC4/ERCC1 desempefia un papel importante en la eliminacion
de los entrecruzamientos de hebras (ICL), las roturas de doble hebra (DSB) y el proceso
class switch recombination (CSR) de las inmunoglobulinas (Niedernhofer et al., 2004;

Ahmad et al., 2008; Tian et al., 2004; Brookman et al, 1996).

Mutaciones germinales en ERCC4, asi como de otros genes de la familia XP,
estan asociadas con sindromes hereditarios en humanos muy poco frecuentes, como
Xeroderma pigmentoso (XP), sindrome de Cockayne (CS) y tricotiodistrofia (TTD)
(Lehmann et al., 2003), todos ellos con un patrén de herencia autosémico recesivo

(Kraemer et al., 1994).

Se ha demostrado que los niveles de expresion de ERCC4 estan correlacionados
con el riesgo, la progresion y la respuesta a la quimioterapia con cisplatino, al igual que

con el pronodstico de muchos canceres humanos incluyendo el de cabeza y cuello (Wet
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et al., 1996; Chang et al., 2000; Langer et al., 2004; Liu et al., 2007; Koberle et al.,
2010; Vaezi et al., 2011), lo que sugiere que una expresion alterada de ERCC4 puede
conducir una alteracion de la capacidad de reparacion del ADN, modulando con ello la

susceptibilidad al cancer.

Hasta la fecha se han detectado un total de 580 SNPs en el gen ERCC4 y
diversos estudios han tratado de confirmar la asociacion entre los SNPs de ERCC4 y el
riesgo de cancer de mama, pulmon, cabeza y cuello, piel, pancreas y vejiga, sin haberse
alcanzado resultados suficientemente concluyentes, lo que puede ser debido a que las
variantes identificadas ejercen un muy pequefio efecto sobre el riesgo de cancer,
dificilmente detectable (Winsey et al., 2000; Smith et al., 2003; Milne et al., 2006;
Garcia-Closas et al., 2006; Huang et al., 2006; Hung et al., 2008; Shao et al., 2008;
McWilliams et al., 2008; Abbasi et al., 2009; Han et al., 2009; Doherty et al., 2011).

* ATM

El gen ATM esta localizado en el cromosoma 11g22-23 y codifica una proteina
quinasa que desempefia un papel muy importante en la deteccion y sefializacion de las
roturas de doble hebra en el ADN (Figura 18). La actividad de la quinasa ATM es
responsable de la fosforilacion de p53, BRCA1 y CHEK2, proteinas implicadas en las
rutas de respuesta al dafo en el ADN (Shiloh, 2003 ;Revisado en Oldenburg et al.,
2007).

22aa 10aa 7 607 aa ~ 251aa  33aa
Figura 18. Estructura y dominios de la proteina ATM (3056 aminoacidos). Extremo N-terminal, region
(22 aminoacidos) de dimerizacion e interaccion con sustratos y region (10 aminoacidos) de interaccion
con c-Abl; Dominio FAT, de autofosforilacion para interaccion con sustratos; Dominio ATM quinasa

(PI3K); Dominio FATC, de interaccion con la histona Tip60HAT, necesaria para la completa activacion
de la proteina ATM (Modificado de Khalil et al., 2012).

Los portadores de mutaciones bialélicas en el gen ATM padecen un raro
desorden autosomico recesivo, denominado ataxia telangiectasia (AT) (Savitsky et al.,

1995), caracterizado por ataxia cerebelosa, degradacion neurologica progresiva,
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telangiectasia  oculocutanea, inmunodeficiencia, inestabilidad cromosdémica,
hipersensibilidad a la radiacién e incremento del riesgo de céancer, en particular
leucemias y linfomas (Revisado en Oldenburg et al., 2007; Revisado en Campeau et al.,

2008).

La incidencia estimada de AT es de 1:40.000 a 1:100.000 individuos, con una
incidencia estimada de portadores de 1:100 a 1:200. Estudios basados en parientes de
individuos con AT sugieren que las mujeres portadoras de mutaciones heterocigotas en
el gen ATM no desarrollan el fenotipo AT, pero presentan un riesgo incrementado de
sufrir cancer de mama (Pippard et al., 1988; Swift et al., 1990; Easton, 1994; Ahmed et
al., 2006), con un riesgo relativo estimado hasta 2 veces superior al de la poblacion sin
mutacion (Thompson et al., 2005; Renwick et al., 2006; Brunet et al., 2008; Bogdanova
et al., 2009; Goldgar et al., 2011). Debemos resaltar que algunas de estas mutaciones,
como p.E1978X, ¢.3802delG o c¢.8264 8268delATAAG, fueron previamente

identificadas como causantes de AT en homocigosis.

Estudios recientes han demostrado que la agrupacion de variantes missense de
significado desconocido en el gen ATM se asocian con un incremento en el riesgo a

desarrollar cancer de mama (Tavtigian et al., 2009; Fletcher et al., 2010).

La demostracion de que mutaciones en ATM predisponen al cancer de mama
(Renwick et al., 2006) permitié confirmar la relacion del gen ATM con el cancer de
mama; sin embargo, todavia se desconoce que es lo que determina que las mujeres con
mutaciones en ATM desarrollen cancer de mama (aproximadamente el 15 % de las

portadoras) (Ahmed et al., 2006).

* TGFBI1

El gen TGFBI1 esta localizado en el cromosoma 19p13.1. Constituido por 7
exones y 6 regiones intronicas muy grandes, codifica una proteina multifuncional,
TGFP1 (Figura 19), que actiia como un factor de crecimiento autocrino negativo, ya que
muchos tipos celulares sintetizan TGFB1 y casi todos tienen receptores especificos, a
través de los cuales la proteina TGFB1 actua controlando la proliferacion y la

diferenciacion celular (Revisado en Oldenburg et al., 2007).
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Figura 19. Estructura de la proteina TGFB1 (390 aminoacidos). Esta constituida por el dominio bisagra
(aminoacidos 30-74) y el dominio brazo (aminoacidos 75-271). Ambos dominios son responsables del
mantenimiento de la estructura del mondémero de TGFB1 por uniones entre la Lys-56 del dominio bisagra
y la Tyr-103/Tyr-104 del domino brazo. El dominio bisagra de TGFB1 permite la formaciéon de dimeros
de la proteina, que se activa mediante la union de la integrina a-5 a la secuencia de aminoacidos RGD
(Arg-Gly-Asp) ubicada en el extremo C-terminal.

En células normales, TGFB1 actiia como un potente inhibidor de la proliferacion
y migracion, y promueve la apoptosis, propiedades que estan asociadas con las
funciones de los genes supresores tumorales (Rosfjord et al., 1999; Janda et al., 2002),
La ausencia de la proteina TGFB1 funcional puede inducir cambios celulares asociados
con progresion tumoral (Lehmann et al., 2000), invasion (Oft et al., 2002) y
angiogénesis (Schulze et al., 2001; Goumans et al., 2002). TGFB1 inhibe el desarrollo
temprano de lesiones benignas, pero promueve la invasion y la metastasis cuando su
actividad como supresor tumoral se encuenta anulada. Hasta la fecha se han localizado
varias mutaciones que interrumpen la ruta de sefializacion de TGFpB1 en los tumores de

mama (Lucke et al., 2001; Chen et al., 1998; Xie et al., 2002).

Multiples estudios han tratado de determinar el papel de las mutaciones
germinales en el gen TGFBI1 en el desarrollo del cancer de mama, aunque no han sido
concluyentes (Dunning et al., 2003; Krippl et al., 2003; Hishida et al., 2003; Jin et al.,
2004; Le Marchand et al., 2004; Kaklamani et al., 2005; Lee et al., 2005; Shin et al.,
2005; Cox et al., 2007; Jakubowska et al., 2009; Rebbeck et al., 2009; Qiu et al., 2010;
Niu et al., 2010).

Cox y colaboradores atribuyeron a la variante p.L10P un incremento del riesgo a
desarrollar cancer de mama de un 8 % y un incremento del riesgo atn mayor en el
desarrollo temprano de la enfermedad (Cox et al.,, 2007), aunque un estudio
multicéntrico posterior (Rebbeck et al., 2009) no encontr6 evidencias de asociacion con
cancer de mama en individuos portadores de mutacion en los genes BRCA1/2. Un
reciente meta-analisis sugiere que la variante p.L10P puede actuar como un factor de

riesgo de baja penetrancia en el desarrollo del cancer de mama (Qiu et al., 2010).
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En un reciente meta-andlisis Niu y colaboradores examinaron la posible
asociacion de la variante -509C>T con el cancer de mama, observando un incremento
de la actividad promotora, un incremento en los niveles de proteina y una disminucion

del riesgo a desarrollar cancer de mama (Niu et al., 2010).

e CASP8

El gen CASPS esta localizado en el cromosoma 2q33-34 y se expande 51.2 Kb
en el ADN gendémico (Figura 20). Las caspasas son importantes mediadores del proceso

apoptotico (Hengartner et al., 2000).

NH2 | | | | i | COOH

Dominio DED (Death Efector Domain)
Subunidad grande del dominio catalitico

Subunidad pequefia del dominio catélitico

Figura 20. Estructura de la proteina CASP8, constituida por tres dominios (Modificado de Grenet et al.,
1999).

El proceso apoptdtico mediado por receptores de muerte celular (death
receptors; superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral) provoca la
formacion del complejo DISC (death-inducing signalling complex), que engloba tanto
los receptores de muerte celular y la proteina adaptadora (proteina FADD), como las
caspasas iniciadoras 10 (CASP10) y 8 (CASPS). El reclutamiento de las caspasas 8 y 10
al complejo DISC y al apoptosoma conduce a la activacion de las caspasas mediante
dimerizacioén (Chen et al., 2002; Wang et al., 2001; Engels et al., 2005; McDonald et
al., 2004; Milhas et al., 2005).

Se ha observado que la mutacion germinal p.R248W del gen CASPS, en
homocigosis, es responsable de un desorden autoinmune autosdémico recesivo
denominado, sindrome linfoproliferativo tipo IIB. Este sindrome est4 caracterizado por
linfoadenopatia y esplenomegalia asociadas con inmunodeficiencia, debido a los
defectos en activacion de linfocitos T, linfocitos B y las células natural killer (Chun et

al., 2002).
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Debido a su implicacion en el inicio del proceso apoptotico, se cree que CASPS
y CASP10 pueden actuar como genes de susceptibilidad al cancer de mama familiar de

baja penetrancia (Revisado en Oldenburg et al., 2007).

Estudios previos, en pacientes con cancer de mama hereditario sin mutacién en
los genes BRCA1 o BRCA2, mostraron que la variante p.D302H se asocia con una
disminucién del riesgo a padecer cancer de mama en funcion de la dosis alélica (el
genotipo homocigoto His/His es el que mas efecto tiene sobre la disminucion del
riesgo), identificandose al alelo mutado como protector frente al cancer de mama. Se ha
observado el mismo efecto en individuos portadores de las variantes p.D302H de
CASPS8 en combinacion con la variante p.V410I de CASP10 (MacPherson et al., 2004;
Frank et al., 2005; Frank et al., 2006; Palanca Suela et al., 2010).

* NBNyRADSO0

El gen NBN esté localizado en el cromosoma 8q2.1 y codifica una proteina de
754 aminodacidos, NBS1, implicada en procesos de reparacion del ADN (Walsh et al.,
2007) (Figura 21). Recientemente se ha identificado una delecion de 5 pb (657delS;
c.657 661delACAAA) en el gen NBN, que aparece asociada con un incremento de 3
veces en el riesgo de padecer cancer de mama en mujeres heterocigotas (Bogdanova et

al., 2007).

$278 S343 8397 S615 754

L208 L233 L334 L441  L504 L544 L665)| L715

L690 L698

Figura 21. Estructura de la proteina NBS1 (754 aminoacidos), dominios que la constituyen y residuos Ser
y Leu, dianas de fosforilacion y acetilacion de la proteina. Dominio FHA implicado en la interaccion con
factores de transcripcion; dominios BRCT, implicados en la interaccion con otras proteinas; dominios de
interaccion con la proteina Mrell y proteina ATM (Modificado de Chrzanowska et al., 2012).

Mutaciones en homozigosis en el gen NBN son responsables del sidrome de

rotura de Nijmegen (NBS), desorden autosdmico recesivo que presenta inestabilidad
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cromosOmica y estd caracterizado por microcefalia, retraso en el crecimiento,

inmunodeficiencia y predisposicion a diferentes tumores malignos.

El gen RADSO0 esta localizado en el cromosoma 5q31 y codifica una proteina de
1312 aminoacidos, esencial en en la reparacion de roturas de ADN de doble hebra, que

interacciona con BRCA1 y NBSI1 (Figura 22).

w ul v .

Figura 22. Estructura de la proteina RADS50 (1312 aminoacidos). La imagen muestra los dos dominios
ATPasa (A y B) en los extremos amino y carboxilo terminal, los dos dominios de interaccion con la
proteina Mre-11 (M), las dos regiones coiled-coil (CC) y el dominio de interaccién en anillo de zinc
(aminoacido 635-734), que contiene dos residuos Cys capaces de coordinar una molécula de zinc con la
ayuda de otros dos residuos Cys de otra proteina RAD50, constituyendo homodimeros. Imagen sin escala.

Los genes NBN y RADS50 forman parte del complejo proteico MRN (MREL11,
RADS50 y NBS1), como parte del sistema de reconocimiento y reparacion de las roturas
de doble hebra en el ADN, mantenimiento de los teldémeros y control del ciclo celular
(Varon et al., 1998; Lavin, 2007). Las mutaciones en heterocigosis en alguno de los
componentes del complejo parecen estar implicadas en el incremento de la
susceptibilidad a padecer cancer de mama (Heikkinen et al., 2003; Heikkinen et al.,

2006; Bogdanova et al., 2008).

El anélisis del gen NBN en pacientes con sindrome de rotura de Nijmegen
(NBS) permiti6 la identificacion de una mutacion fundadora en poblacion eslava,
c.657del5. Aproximadamente el 90 % de los pacientes portadores homocigotos de la
mutacion c.657del5, que afecta al exén 6 de NBN, han sido identificados en ésta
poblaciéon (Varon et al., 2000; Maurer et al., 2010). También aparece identificada como
asociada a un incremento en el riesgo de cancer de mama en poblacion polaca y
bielorrusa (Gorski et al., 2003; Steffen et al., 2006; Bogdanova et al., 2008); sin
embargo, no ha sido identificada en poblacion alemana, checa y china (Bogdanova et

al., 2008; Carlomangno et al., 1999; He et al., 2011; Mateju et al., 2012).

El estudio del gen RADS50 en poblacion finlandesa, permitio la identificacion de
una mutacion fundadora, ¢.687delT, asociada a un incremento de 4,3 veces en el riesgo

a padecer cancer de mama (Heikkinen et al., 2003; Heikkinen et al., 2006; Bogdanova
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et al., 2008). Analisis posteriores en distintas poblaciénes no lograron identificar en

ningun caso esta mutacion (Uhrhammer et al., 2009).

El riesgo de padecer cancer de mama en portadores de mutaciones en BRCA1 y
BRCAZ2 varia con la edad del diagnostico y diversos factores de riesgo (Antoniou et al.,
2003; Begg et al., 2008; Simchoni et al., 2006). Se ha sugerido que el riesgo a
desarrollar cdncer de mama en portadores de mutaciones en BRCA1 y BRCA2 esta
modificado por otra serie de factores genéticos, constituyendo un modelo poligénico

(Antoniou et al., 2002; Antoniou et al., 2003; Begg et al., 2008; Antoniou et al., 2008b).

Multiples estudios de tipo GWAS (genome-wide association studies) han
identificado regiones en el genoma que contienen SNPs que parecen estar asociados con
el riesgo a desarrollar cancer de mama (Easton et al., 2007; Hunter et al., 2007; Stacey

et al., 2007; Garcia-Closas et al., 2008; Tapper et al., 2008; Gold et al., 2008) (Tabla 6).

Tabla 6. Genes/variantes alélicas de penetrancia/riesgo bajo (Modificado de Campeau et al., 2008). E1 OR
representa el riesgo de cancer de mama para portadores de mutaciones en BRCA1 o BRCA2.

Gen Odd ratio (95% IC) MAF en poblacién Referencia
norte de Europa

FGFR2 1,26 (1,23-1,30) 0,38 Easton et al., 2007
TOX3 (TNRC9) 1,14 (1,09-1,20) 0,46 Easton et al., 2007
MAP3K1 1,13 (1,09-1,18) 0,28 Easton et al., 2007
LSP1 1,06 (1,02-1,11) 0,3 Easton et al., 2007
Region 8q 1,06 (1,01-1,11) 0,4 Easton et al., 2007
miR146 - 0,29 Shen et al., 2008

Region 2q35 1,11 (1,03-1,20) 0,11-0,52 en varias Stacey et al., 2007

Region 16q12

1,27 (1,19-1,36)

poblaciones

0,30-0,54 en varias

Stacey et al., 2007

poblaciones
Region 5p12 1,19 (1,13-1,26) 0,20-0,31 en varias Stacey et al., 2008
Mayor en tumores ER+ poblaciones
Region 6q22.33 1,41 (1,25-1,59) 0,21 en Judios Gold et al., 2008

Ashkenazi
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La determinacidon de las variantes alélicas implicadas en la modificacion del
riesgo, en individuos portadores de mutaciones en genes de alta penetrancia, es un paso
muy importante en el objetivo de comprender completamente esta enfermedad (Easton

et al., 2007; Stacey et al., 2007; Stacey et al., 2008).

* FGFR2

El polimorfismo rs2981582 (cambio C>T) del gen FGFR2 (Fibroblast growth

factor receptor 2) esta ubicado en el cromosoma 10 (http:/omim.org/entry/176943). Este

gen codifica una proteina implicada en el crecimiento de las células tumorales, la
capacidad invasiva, la motilidad y la angiogénesis (Houssaint et al., 1990; Dionne et al.,
1990; Fu et al., 2012). La proteina FGFR2 es miembro de la familia de receptores del
factor de crecimiento de fibroblastos, que presentan una secuencia de aminoacidos muy
conservada entre los distintos miembros de la familia y a lo largo de la evolucion

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2263).

Estudios de GWAS han permitido la deteccion de cinco SNPs en el intrén 2 de
FGFR2, entre los cuales se encuentra el polimorfismo rs2981582. Este polimorfismo
aparece asociado al cancer de mama en no portadores de mutaciéon en los genes
BRCA1/2, modificando muy levemente el riesgo de padecer cancer de mama, del 10 %
al 12-14 % (Easton et al., 2007; Hunter et al., 2007) y asociado al cdncer de mama en
individuos portadores de mutacion en BRCA2, actuando multiplicativamente con la
mutacion en el gen BRCA2 e incrementando el riesgo del individuo portador (Antoniou

et al., 2008a).

Se ha intentado relacionar el polimorfismo rs2981582 con las caracteristicas
clinicas de los pacientes, tales como la edad al nacimiento del primer hijo y el nimero
de hijos, no encontrandose ninguna interaccion significativa con el riesgo a desarrollar
cancer de mama (Travis et al., 2010; Milne et al., 2010; Campa et al., 2011; Butt et al.,
2012). Otros estudios han encontrado relacion entre la edad de los pacientes y el riesgo
de cancer de mama, al observar que los individuos homocigotos para el alelo menos
frecuente (TT) presentan un desarrollo temprano del cancer de mama esporadico (Fu et

al., 2012).
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Mas del 90 % de los canceres de mama causados por mutaciones en BRCA1 no
expresan el receptor de estrogenos (ER-), mientras que los tumores de mama causados
por mutaciones en BRCA?2 tienen una expresion de ER similar a la poblacion general,
siendo mayoritariamente ER+ (Lakhani et al., 2005). La variante rs2981582 se ha
descrito asociada con los tumores de mama ER+, de forma que, el escaso o nulo efecto
de la variante sobre el riesgo en portadores de mutaciones en BRCAI1 pueda ser
explicable por el débil efecto de esta variante sobre el cancer de mama ER- (Garcia-

Closas et al., 2008; Reeves et al., 2010; Mulligan et al., 2011; Fu et al., 2012).

El riesgo absoluto de desarrollar cancer de mama a la edad de 70 afios para un
paciente portador de mutacién en BRCA2 es de 43 % para los portadores del genotipo
normal (CC) y del 63 % para los portadores del genotipo menos frecuente (TT) del SNP
rs2981582 (Antoniou et al., 2008a).

* Region 8q24

El SNP rs13281615 (cambio A>QG) estéd localizado en la region 8q24. Estudios
de GWAS permitieron la localizacion de esta variante y su identificacion como
implicada en el riesgo a desarrollar cdncer de mama, colorectal y de prostata en

diferentes grupos étnicos (Witte, 2007; Easton et al., 2007; Tomlinson et al., 2007).

Estudios recientes coinciden en la identificacion del SNP rs13281615 como
asociado al cdncer de mama bilateral con un riesgo relativo 1,21 veces superior al de la
poblacién no portadora (Teraoka et al., 2011) e implicado en la expresion del receptor
de estrogenos (ER+) de los tumores mamarios (Stacey et al., 2007; Garcia-Closas et al.,
2008; Reeves et al., 2010); sin embargo no se ha asociado con enfermedad metastéasica

(Bertucci et al., 2012).

A pesar de estas evidencias a favor de su implicacion en el desarrollo del cancer
de mama, multiples estudios descartan esta variante como modificadora del riesgo, ya
que no encuentran resultados significativos que permitan asociarla con el riesgo a
padecer cancer de mama, tanto en portadores de mutacion en BRCA1 como en BRCA2

(Antoniou et al., 2009; Mulligan et al., 2011; Butt et al., 2012).
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* miR146

Los MicroRNAs (miRNAs) son pequeiias moléculas de ARN de cadena sencilla
con actividad reguladora, producidas a través de un proceso que da lugar a un transcrito
primario (pri-miRNA) y a un precursor miRNA (pre-miRNA). Las variantes alélicas en
los ARN maduros, asi como en los pri- y pre-miRNA, representan una interesante
fuente de varianza fenotipica en las enfermedades genéticas y pueden contribuir

directamente a la susceptibilidad de la enfermedad (Bandiera et al., 2010).

El polimorfismo rs2910164 (cambio G>C) se localiza en el gen miR146,
ubicado en el cromosoma 5q33.3 (Landi et al., 2008). Este miRNA interacciona con el
extremo 3'UTR del gen BRCA1 (Shen et al., 2008), regulando negativamente su

expresion (Garcia et al., 2011).

Ciertos estudios identificaron el polimorfismo rs2910164 como modificador del
riesgo a padecer cancer de mama. El alelo C (menos frecuente) esta implicado en el
desarrollo temprano del cédncer de mama independientemente de la presencia de
mutaciones en BRCA1/2, aunque este resultado no ha podido ser confirmado (Shen et

al., 2008; Pastrello et al., 2010; Catucci et al., 2010, Garcia et al., 2011).

Ademas, multiples estudios muestran el polimorfismo 1s2910164 del gen
miR 146 como modificador del riesgo a padecer diversos tipos de cancer. Portadores del
alelo C, menos frecuente, presentan un riesgo incrementado de cancer gastrico (Okubo
et al., 2010) y una disminucién en el riesgo a padecer cancer de prostata (Xu et al.,
2010a); mientras que individuos homocigotos CC muestran una disminucion en el
riesgo de padecer cancer papilar de tiroides (Jazdzewski et al., 2008) y portadores del
genotipo GG muestran incremento tanto del riesgo a desarrollar carcinoma
hepatocelular (Xu et al., 2010b) como de padecer carcinoma escamoso del esofago

(Guo et al., 2010).

e TP53 y MDM2

El gen supresor tumoral TP53 es responsable del mantenimiento de la integridad

genomica y de la prevencion de las transformaciones oncogénicas de las células
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(Vogelstein et al., 2000; Levine, 1997). El gen TP53 es activado tras el dafio al ADN y
la respuesta de TP53 forma parte de la ruta de control del dafio y reparacion del ADN
(Jin et al., 2001; Zhou et al., 2000), regulando los procesos de detencion del ciclo
celular y apoptosis (Levine, 1997).

El polimorfismo p.Arg72Pro (c.215G>C; rs1042522) esta localizado en una
region rica en prolina del gen TP53 (Matlashewski et al., 1987). Diferentes estudios
sugieren que esta region, participa en la transmision de las sefales apoptoticas,
activando la muerte celular pero no la detencion del crecimiento celular (Sakamuro et

al., 1997; Walker et al., 1996).

El gen MDM2, ubicado en la region 12q14.3-q15, es un conocido protooncogén,
amplificado y sobreexpresado en diversos tumores malignos (Toi et al., 1997; Rayburn
et al., 2005). Se trata de un regulador clave tanto para la ruta de p53 como para la ruta
que conecta las funciones de supresor tumoral de PTEN con p53 (Mayo et al., 2002;
Harris et al., 2005). Este gen regula la respuesta de TP53, controla sus niveles y
actividad (Bond et al., 2005; Michael et al., 2003) mediante la inhibicion de su
expresion y mediando en su degradacion via ubiquitinacion (Michael et al., 2003),

manteniendo asi bajos los niveles de pS3 en ausencia de estrés (Moll et al., 2003).

El polimorfismo ¢.-309T>G (rs2279744) del gen MDM2, esta localizado en la
region promotora de MDM2 y regula la afinidad del activador transcripcional SP1,

modulando los niveles de ARNm y proteina (Bond et al., 2004; Bond et al., 2005).

La proteina p53 regula positivamente la expresion de MDM2, credndose por
tanto un circuito de retroalimentacion negativo (Michael et al., 2003). Las alteraciones
en los genes TP53 y MDM2 pueden afectar a este circuito de retroalimentacion,
modificando la respuesta de TP53 al dafio al ADN (Whibley et al., 2009) y generando
como consecuencia, una acumulacion de errores en el ADN y alteracion de la

progresion tumoral (Zhou et al., 2000).

Se ha osbservado que el alelo Pro del polimorfismo p.Arg72Pro es responsable
de una disminucion en la respuesta apoptotica (Thomas et al., 1999; Dumont et al.,
2003; Pim et al., 2004) y se ha asociado con un desarrollo temprano del cancer de mama
en pacientes portadores de mutacion en BRCA1 (Martin et al., 2003) y en pacientes con

sindrome de Li-Fraumeni (Bougeard et al, 2006). No se ha observado relacion con el
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desarrollo temprano del cancer de mama en casos de cancer esporadico (Schmidt et al.,

2007).

Varios estudios han demostrado que el genotipo Arg/Arg induce apoptosis mas

efectivamente (Thomas et al., 1999; Dumont et al., 2003; Toyama et al., 2007).

Desde el punto de vista clinico, se ha comprobado que el genotipo Pro/Pro esté
asociado a peores expectativas de supervivencia (Tommiska et al., 2005) y de tiempo
libre de enfermedad, pudiendo ser empleado el genotipo Pro/Pro como un marcador
pronostico independiente en cancer de mama (Toyama et al., 2007). En el caso de
pacientes heterocigotos Arg/Pro, la anulacion del alelo Arg en tejido tumoral (pérdida
de heterozigosidad) ha sido asociada con una disminucion del tiempo libre de

enfermedad y la supervivencia total (Bonafe et al., 2003).

El genotipo homocigoto GG del ¢.-309T>G de MDM?2 incrementa los niveles de
expresion de la proteina MDM2, de forma que las células que poseen este genotipo
presentan una ruta de respuesta de TP53 comprometida y forman complejos p53-
MDM?2 inactivos en respuesta al estrés (Bond et al., 2004; Arva et al., 2005; Toyama et
al., 2007).

Se ha observado un pequeiio incremento del riesgo a padecer cancer de mama en
aquellos pacientes con genotipo homocigoto GG para el ¢.-309T>G del gen MDM2 que
no presentaran mutacion en TP53 (Boersma et al., 2006; Millikan et al., 2006;
Wilkening et al., 2006). También se ha visto implicado en el desarrollo temprano del
sindrome de Li-Fraumeni, el cdncer de mama esporadico y pacientes con tumores de

tipo ER+ (Bond et al., 2004; Bond et al., 2006).

El genotipo TT del polimorfismo c.-309T>G del gen MDM?2 esté relacionado
con peor pronostico en pacientes con mutaciones patogénicas en el gen TP53 y/o con
expresion anormal de la proteina p53, lo que sugiere una interaccion entre el
polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 y la presencia de alteraciones somaticas en el

gen TP53 en el tumor (Boersma et al., 2006).

Por lo general, los efectos de ambos polimorfismos sobre la incidencia del
cancer de mama parecen ser bastante pequenos, aunque pueden ser mucho mas fuertes
en combinacion con cambios somaticos adicionales en el tumor. De forma individual, el
riesgo de desarrollar cancer de mama para los portadores del genotipo G/G del

polimorfismo ¢.-309T>G es de dos a tres veces superior y el riesgo para los portadores
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del genotipo Arg/Pro del polimorfismo p.Arg72Pro es hasta dos veces superior (van den

Broek et al., 2011).

Un reciente meta-analisis muestra que los pacientes con el genotipo TG en el c.-
309T>G del gen MDM?2 presentan mayor riesgo de desarrollar cancer de mama, en
poblaciones asiaticas; mientras que los genotipos Pro/Pro o Arg/Pro de la variante
p.Arg72Pro del gen TP53 no tienen ningun efecto sobre la incidencia del cancer de
mama. Asimismo no observan ningin efecto combinado entre ambos polimorfismos

sobre la incidencia del cancer de mama (Cheng et al., 2012).

e SNPs de BRCA1

Los estudios de asociacion tienen una capacidad limitada para la identificacion
de las variantes genéticas causantes de la modificacion del riesgo debido a la existencia
de desequilibrios de ligamiento (LD) entre los SNPs proximos. Esto es particularmente
cierto en el caso de BRCAI, localizado dentro de un gran bloque de LD de 390 Kb. En
esa enorme region de LD se han localizado mas de 120 SNPs, entre los cuales, se
encuentran los SNPs ¢.2731C>T (Pro871Leu; rs799917), ¢.3232A>G (Glul038Gly;
rs16941) y ¢c.3667A>G (Lys1183Arg; rs16942) (nomenclatura segiin Breast Cancer

Information Core).

Las tres variantes indicadas forman uno de los multiples haplotipos existentes en
BRCAI1. La presencia de estas variantes missense, podria alterar la funcion o la
estabilidad de la proteina BRCAI1; sin embargo, ninguna de estas variantes esta

localizada en un dominio funcional de BRCAT.

Los estudios iniciales acerca de los haplotipos del gen BRCA1 llegaron a la
conclusién de que existe una distinta distribucion genotipica de los SNPs entre los
grupos paciente y control, sin embargo, esa distinta distribucidon no parece ser suficiente
para que exista un sustancial incremento del riesgo a padecer cancer de mama (Dunning

et al., 1997; Friedman et al., 1994; Durocher et al., 1996; Neuhausen et al., 1996).

En la actualidad, los estudios realizados acerca de €stos polimorfismos del gen

BRCAT han demostrado que si existe asociacion entre estos SNPs y el riesgo de cancer



INTRODUCCION

de mama, en mujeres portadoras de mutacion en BRCA1 (Cox et al., 2011) y cancer de

mama esporadico (Cox et al., 2005; Freedman et al., 2005).
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El cancer de mama es el mas frecuente en mujeres y la principal causa de muerte
tanto en paises desarrollados como en paises en desarrollo, representando un 23 % del
total de nuevos casos de cancer (se estima en 1 millén de nuevos casos cada afio) y un

14 % del total de muertes en 2008 (Jemal et al., 2011).

Aproximadamente un 5-10% de los canceres de mama tienen una predisposicion
genética debido a la presencia de mutaciones germinales de genes de susceptibilidad, de

forma que el aumento del riesgo se transmite a las siguientes generaciones.

Esta cominmente aceptado que existen tres clases de genes de susceptibilidad:
los genes que confieren un alto riesgo individual (genes de alta penetrancia), los genes
que se asocian con un riesgo moderado (genes de penetrancia intermedia) y los genes
cuyas variantes alélicas confieren un riesgo bajo (genes de baja penetrancia). Entre los
primeros encontramos los genes BRCA1 y BRCA2, PTEN, TP53, LKBI/STKI11 y
CDHI. En el segundo grupo se incluyen, entre otros: CHEK2, PALB2, BRIP1 y
RADSIC. En el altimo grupo nos encontramos con diferentes SNPs caracterizados por

estudios de genes candidatos o por GWAS.

Las mutaciones de los genes BRCA1 y BRCA2 son muy poco frecuentes en la
poblacién y explican menos del 20 % de los casos de cancer de mama y ovario familiar,
mientras que las mutaciones de los genes TP53, PTEN, STK11 y CDHI1 se asocian a
sindromes especificos y suponen menos del 5 % de los casos (Easton, 1999). Se estima
que el conjunto de todos los genes de alta penetrancia conocidos puede explicar un 25
% de los casos de cancer de mama hereditario, lo que indica que en la mayoria de los
casos las causas continuan sin explicaciéon (Thompson et al., 2004; Oldenburg et al.,

2007; Turnbull et al., 2008; Lallo et al., 2012).

Actualmente se acepta que el cancer de mama es una enfermedad compleja,
determinada por la combinacion de multiples variantes genéticas cada una de las cuales
tiene un efecto individual modesto (Antoniou et al., 2002; Easton et al., 2007). Este
modelo poligénico de susceptibilidad sugiere que multiples alelos contribuyen a un
incremento del riesgo familiar en la mayoria de los canceres. El estudio de asociacion
de genes candidatos es la principal aproximacion en la busqueda de alelos de
susceptibilidad y los resultados de estos estudios muestran que aunque estos genes estan

asociados con el riesgo de cancer de mama, el efecto individual es pequefio (Pharoah et

al., 2007).
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La identificacion de nuevos polimorfismos y de su riesgo relativo en estudios de
grandes poblaciones es esencial para entender el efecto combinado de estos SNP y

poder establecer modelos de prediccion de riesgo confiables.

Por todo ello, nos planteamos los siguientes objetivos con el fin de profundizar

en la susceptibilidad al cancer de mama familiar:

1. Analizar los genes TP53, ABRAXAS, PALB2, RAD51C, BARDI,
BRIP1, CHEK2 y ERCC4 en familias con alta penetrancia de cancer de
mama.

2. Analizar la distribucién de genotipos de los polimorfismos modificadores
del riesgo rs16941, rs16942 y rs799917 del gen BRCAI, rs2279744 del
gen MDM?2, rs1042522 del gen TP53, rs2981582 del gen FGFR2,
1s2910164 del gen miR146 y rs13281615 de la regién cromosomica 8q24

en pacientes con cancer de mama familiar.
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1.Pacientes y controles en estudio

Hemos estudiado 31 probandos pertenecientes familias espafiolas con cancer de
mama remitidos desde diferentes hospitales de la Comunidad de Castilla y Le6n a la
Consulta de Consejo Genético del Servicio de Oncologia Médica del Hospital
Universitario de Salamanca entre los afios 2004 y 2010. En todos los casos las muestras
de sangre periférica se obtuvieron previa informaciéon y bajo consentimiento informado
para los estudios genéticos. La seleccion de los pacientes a incluir en el programa de
Consejo Genético del Hospital Universitario de Salamanca se basa en el cumplimiento

de al menos uno de los criterios establecidos por la Junta de Castilla y Leon (Tabla 7).

Tabla 7. Criterios de inclusion en el programa de Consejo Genético de la Junta de Castilla y Leon.

CRITERIOS DE INCLUSION

UNICO CASO Cancer de mama bilateral, 2 primarios ipsilaterales/mama y ovario en el mismo
individuo
Cancer de mama u ovario diagnosticado antes de los 40 afios
Cancer de mama en el varén

DOS CASOS 2 canceres de mama, uno de ellos diagnosticado antes de los 50 afios (familiares de

12 grado)

Cancer de mama antes de los 50 afios y ovario en la misma familia (familiares de 12y
29 grado)

2 casos de cancer de ovario a cualquier edad (12 y 22 grado)

TRES CASOS 3 6 mas casos de cancer de mama (2 en 12 grado) y/o ovario (12 y 29 grado),

diagnosticados a cualquier edad

Los casos seleccionados, fueron estudiados en la Unidad de Consejo Genético y
pertenecen a diferentes familias, con cadncer de mama hereditario, no portadores de
mutacion en los genes BRCA1 o BRCA2 y con una elevada carga hereditaria de la

enfermedad (3 6 mas familiares de 1° grado afectados).
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El anélisis molecular de la region codificante de los genes BRCA1 y BRCA2 fue
realizado por la Unidad de Consejo Genético en Cancer Hereditario del Centro de

Investigacion del Cancer (CIC) de Salamanca previamente a este trabajo.

En los 31 casos seleccionados realizamos un andlisis de grandes
reordenamientos (pérdidas/amplificaciones) gendmicos en los genes BRCA1 y BRCA2,
completando el analisis molecular de ambos genes y procedimos a realizar el analisis
mutacional de los genes TP53, ABRAXAS, CHEK2, PALB2, BRIP1, RADSIC,
BARDI y ERCC4.

Para el analisis de discriminacion alélica de los polimorfismos de baja
penetrancia se analizaron muestras de sangre periférica de 116 mujeres sanas, que no
habian padecido ningin tipo de cancer a lo largo de su vida, 61 probandos
pertenecientes a diferentes familias con cancer de mama portadores de mutacion en
BRCA1 6 BRCA2 y 312 probandos pertenecientes a diferentes familias con cancer de
mama sin mutacion en BRCA1 6 BRCA2, de los cuales 104 probandos tenian una alta
carga hereditaria de la enfermedad (3 6 mas familiares de 1° grado afectados) y 208
probandos tenian una menor carga hereditaria de la enfermedad (menos de 3 familiares

de 1° grado afectados en la familia) (Tabla 8).

Tabla 8. Grupos de pacientes empleados en el estudio.

Caracteristicas Denominacién
Grupo de mujeres, sin historial personal ni familiar de cancer Control
Pacientes con cdncer de mama familiar y mutacién en los genes BRCA1/2 CMF+
Pacientes con cdncer de mama familiar no portadores de mutacién en los genes BRCA1/2 CMF-
o Con alta carga hereditaria de la enfermedad (3 6 mas familiares afectados) CMF->3
o Con baja carga hereditaria de la enfermedad (2 6 menos familiares afectados) CMF-<3

Desde el departamento de Anatomia Patologica del Hospital Universitario de
Salamanca obtuvimos los datos biologicos de los tumores de los pacientes de la
provincia de Salamanca: expresion de receptor de estrégenos, expresion de receptor de
progesterona y sobreexpresion de la proteina Her2. En funcion de los datos bioldgicos
del tumor, los tumores de mama se clasificaron, segun los criterios de Carey, en cuatro

subtipos: Luminal A, Luminal B, Her2 y Basal Like (Carey et al., 2007). En total,
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obtuvimos datos de 36 pacientes con cancer de mama portadores de mutacion en
BRCA1 6 BRCA2 y de 161 de los pacientes con cancer de mama sin mutaciéon en
BRCAT1 y BRCA2, de los cuales 49 pertenecian al grupo con mayor carga hereditaria de
la enfermedad y 112 pertenecian al grupo con menor carga hereditaria de la
enfermedad. En el resto de los casos no pudimos obtener los datos bioldgicos de los
tumores puesto que no estaban disponibles en la base de datos o historias clinicas de los

pacientes.

2. Manipulacion de los acidos nucleicos. Extraccion de ADN de sangre periférica

El ADN genomico de alto peso molecular fue extraido a partir de sangre

periférica de los pacientes recogida en tubos con EDTA.

Tras centrifugar la muestra de sangre periférica se aislo la interfase de células
leucocitarias, que fue resuspendida en tampén Fornace (0.25M sacarosa; 50 mM Tris-
HCI pH 7.5; 25 mM KCIl; 5mM MgCl,); EDTA (4cido etilendiaminotetra acético) 0.5M
pH 8, quelante de iones divalentes que posibilita la inactivacion de las nucleasas;
proteinasa K (20 mg/L), enzima que degrada las proteinas; y SDS (dodecil sulfato
sodico) al 10 %, detergente que rompe las membranas celulares. Esta mezcla fue
incubada a 55°C durante unas 16 horas, tras lo cual el ADN fue purificado por
tratamiento con una mezcla de fenol tamponado y CIAA (cloroformo:alcohol isoamilico
24:1) y posterior centrifugado para separar las fases. El ADN se mantiene en la fase
acuosa, que fue purificada nuevamente con CIAA y centrifugado para separar las dos
fases, una que contiene el ADN y otra que contiene los detritos celulares. Tras este paso
se anadid etanol absoluto frio a la fase acuosa, precipitando el ADN, que fue
recuperado, lavado con etanol al 70% y, finalmente, resuspendido en agua desionizada.
La muestra de ADN fue almacenada a -20°C en tubos eppendorff con el fin de evitar

tanto la degradacion progresiva del ADN como la posible contaminacion.

La concentracion y el grado de contenido proteico de ADN se calcula tras medir
su absorbancia a 260 y 280 nm, respectivamente, en un espectrofotometro automatico
de ADN/ARN (ND-1000 Spectrophotometer Nanodrop Technologies, Inc. Wilmintong,
USA), siguiendo la féormula:

ng de ADN/ml = (DOs6) X (factor de dilucion) x 50
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(Nota: 50 es un factor de correccion introducido, ya que la unidad de densidad oOptica
con una luz incidente de 260 nm es un valor de absorbancia que tiene 50 ug de

ADN/ml).

El cociente DOygp / DOsgp se utiliza para el grado de contaminacidon proteica,
considerandose como valores adecuados un cociente entre 1.65 y 2. Valores inferiores a
los sefialados indican contaminacidn por proteinas o solventes organicos; en estos casos,
se procedio a realizar una nueva purificacion del ADN. Valores superiores indican un
exceso de ARN, que se elimina tratando la soluciéon de ADN con ARNasa y purificando

de nuevo, segin el método descrito anteriormente (Sambrook et al., 1989).

3. Amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR

Las muestras de DNA fueron amplificadas por Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction). Se amplificaron todos los exones
codificantes de los genes TP53, ABRAXAS, PALB2, BRIPI, RAD51C, BARDI y
ERCC4, asi como las zonas de unidn intron-exon mediante cebadores especificos que
anillaban en la zona intronica. En el caso del gen CHEK?2 se amplificaron tnicamente el

fragmento desde el ex6n 2 al exon 3 y el exon 10.

La amplificacion de los exones 8 y 11 del gen ERCCA4, los exones 4 y 5 del gen
PALB2, el ex6n 20 del gen BRIP1 y los exones 4 y 8 del gen BARDI, debido a su gran
tamafio, fueron amplificados en varios fragmentos ordenados alfabéticamente de 5 a 3°.
Al contrario, la amplificacion de los exones 2 y 3 de PALB2 se llevd a cabo en un
mismo fragmento por ser de pequefio tamafio tanto los exones como los intrones. El

exon 1 de los genes PALB2 y BRIP1 no se analiz6 por no ser codificante.

Las secuencias de los cebadores y el tamafo del fragmento amplificado para

estos genes se detalla en las tablas 9-16.
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Tabla 9. Secuencia de cebadores utilizados para la amplificacion de cada exén de
fragmento que generan.

ERCC4

EXON

CEBADOR SENTIDO

5’- TTGAGTTCGGCCTACTCTCC -3’
5’- TGACCTATTAAAAACTGCCCTGT -3’

CEBADOR ANTISENTIDO

5’- CCCTCCATCCCTGTCAGA -3’

5’- GGGAGCTGAGTCCTTTCAAGA -3’

5’- GGTTCTATCAAACAAAATTACAATGAA -3’
5’- AACAGCAAATTCCTATTAACAACA -3’
5’- CACACCTGATTCCCCCTAAA -3’

5’- TTTCACATGGCCAAAGAAGA -3’

5’- TCACCATGTTGGTCAGGCTA -3’

5’- CGACGATATCCTTCCTCGAC -3’

5’- CATGCAACTGGTATAGTTTCTGG -3’
5’- CTGGAGGACAATTCAGACCA -3’

5’- CCAACCCCCATTTTTAAGAG -3’

5’- TTCAGCTCCTCAAACAACTCC -3’

5’- GAGCCGCTGAAAAGTACAGG -3’

ERCC4 y tamafio del

Tamaiio
amplicén

369 pb
362 pb
395 pb
382 pb
354 pb
381 pb
297 pb
396 pb
384 pb
395 pb
398 pb
498 pb
422 pb

Tabla 10. Secuencia de cebadores utilizados para la amplificacion de cada exén de ABRAXAS y tamaiio

CEBADOR ANTISENTIDO

5’- AGGGGGAGAGAAGGCAGAG -3’

5’- CAGCATAACTATCAAATATAGGAG -3’
5’- TTTCCATTCTACTCAGTACCACCA -3’

5’- AACACTGCTTAAAAATTCTGTCAAAG -3’
5’- GTGACAATCTGATGCGACAA -3’

5’- CAGCCTAGTTTACTTGAGTAATGG -3’
5’- TGTTTGCACAATGATAAAACTGC -3’

5’- CACCTTTGCACTCCAACCTA -3’

5’- GTGTATTACTGCAAACAGGTGAACATAG -3’

Tamaiio
amplicén

300 pb
256 pb
257 pb
265 pb
407 pb
328 pb
351 pb
341 pb

675 pb

Tabla 11. Secuencia de cebadores utilizados para la amplificacion de cada exon de TP53 y tamafio del

3 5’- AAGAAAAATGTGATGAATGAATGG -3’
4 5’- GGGGTGTTAAACCAAGACCA -3’
5 5’- GATACACAGGAAATAATCCTTTTGA -3’
6 5’- GCTGAACAGCGACAGATCAC -3’
7 5’- TCTGTTGTTTTAAAAGCCTTTGG -3’
8A 5’- GCACAGGGAAACTAGGAGGA -3’
8B 5’- TGAAGAACTGGAAGAGGAAGGA -3’
9 5’- GAGCTAGTGTGTGATAAATGAAACC -3’
10 5’- CCCATCATTTGTCTTGGCATA -3’
11A 5’- AGATTTTGTTATATTCCTTCTTTGAGA -3’
11B 5’- TTCACTTCCCCAGACTACGG -3’
del fragmento que generan.
ABRAXAS
EXON | CEBADOR SENTIDO
1 5’- CTGCCACCACAGGGTCTT -3’
2 5’- ACTGGTAGCACATATTGTATACATAG -3’
3 5’- CTTCCTGGCGTGAGGTAAAG -3’
4 5'- GCTTTGGTAGTTGGGTTAGGAATAAC -3’
5 5’- AAGAAAGCCATTTTAAGGTTGTT -3’
6 5’- GGGACAAGTAATCTATTCCAGCA -3’
7 5’- TTGGTCCTTGACAATGAATAAGTT -3’
8 5’- AAAGGCAAATAGTTTTGGGTATT -3’
9 5’- ACAACTGTTAAAATCTTTTTGACTTAATTT -3’
fragmento que generan.
TP53
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EXON CEBADOR SENTIDO

1 5’- GCTCAAGACTGGCGCTAAAA -3’
2 5’- GAAGCAGCCATTCTTTTCCT -3’

3 5’- GGAGCCGCAGTCAGATCCTA -3’
4 5’- CAACGTTCTGGTAAGGACAA -3’
5 5’- GCCGTGTTCCAGTTGCTTTA -3’
6 5’- AGCGCTGCTCAGATAGCGAT -3’
7 5’- AAGGCGCACTGGCCTCATCTT -3’
8 5’- GACCTGATTTCCTTACTGCCT -3’
9 5’- GGAGACCAAGGGTGCAGTAT -3’
10 5’- GGTACTTGAAGTGCAGTTTCT -3’
11 5’- CCAGCCTTAGGCCCTTCAAA -3’

CEBADOR ANTISENTIDO

5’- GTGACTCAGAGAGGACTCAT -3’
5’- GGTCCCCAGCCCAACCCTT -3’
5’- GGTCCCCAGCCCAACCCTT -3’
5’- GCCAGGCATTGAAGTCTCAT -3’
5’- AGGAGGGGCCAGACCTAAGA -3’
5’- TAAGCAGCAGGAGAAAGCCC -3’
5’- GAGGTGGATGGGTAGTAG -3’
5’- TCTCCTCCACCGCTTCTT -3’

5’- GCCCCAATTGCAGGTAAAAC -3’
5’- CAGCTGCCTTTGACCATGAA -3’

5’- TGTCAGTGGGGAACAAGAA -3’

Tamafio
amplicon

187 pb
415 pb
335 pb
445 pb
351 pb
311 pb
266 pb
219 pb
233 pb
344 pb
209 pb

Tabla 12. Secuencia de cebadores utilizados para la amplificacién de cada exén de BARD1 y tamaiio del

fragmento que generan.

BARD1

EXON CEBADOR SENTIDO

1 5’- ACAGTCGCGCCGCGCTCGA -3’

2 5’- AGATGTTTATCTAACAATGACTC -3’
3 5’- ATTCTGCTGAATGGGTTGCTT -3’

4A 5’- GGAGCTCCATGTGGGAGCAA -3’

4B 5’- GGTACACCACCTTCTACATT -3’

5 5’- TGCTTTTTAATTTCCATTTTGTTC -3’
6 5’- TGCTCTTTCTTATCACTTCTTTC -3’

7 5’- TTGAGTCGAGTCACACATTTGA -3’
8A 5’- TAATGTCTTTGTCTAGTCGTCTAA -3’
8B 5’- TAATGTCTTTGTCTAGTCGTCTAA -3’
9 5’- GAGTTATAAGAAGCAGGCCAA -3’
10 5’- TAGTGCTCACTTGATACTTAGT -3’
11 5’- TTGATCTGCCTTTAACAAATG -3’

CEBADOR ANTISENTIDO

5’- CAGAAACTGTGCGACCCGTG -3’

5’- AGTTGTACTATATACATCAAACC -3’

5’- TAACTAAGAGAGATAGGGATAG -3’

5’- AACATCTGCAGGAGGACTTGG -3’
5’- TCTGAGATGGTATTTCAGAGT -3’

5’- AAGAACTGTAAAACACAGAAAGA -3’

5’- CTTGACTCAAGAATATAGGTCC -3’
5’- CTATTATGTTCCTTTCATAACCA -3’
5’- GGTAGTTCTCCAAAAGGATCA -3

5’- TTCTGAAGACAGCCCACTGC -3’

5’- ATTTCTTAATTCTCTCAAATCCAA -3’

5’- CATAATAAGAACAATGAAAGTTGT -3’

5’- GCCCTGCCGAACCCTCTC -3’

Tamaiio
amplicén

108 pb
147 pb
227 pb
271 pb
170 pb
164 pb
272 pb
234 pb
264 pb
124 pb
200 pb
188 pb

297 pb

Tabla 13. Secuencia de cebadores utilizados para la amplificacion de cada exén de PALB2 y tamaiio del

fragmento que generan.

PABL2

EXON CEBADOR SENTIDO

1 5’- AGGCCGAATGGTGGATTTA -3’
2-3 5’- CCTCTGACTCCACCTTTCCA -3’

4A 5’- TCATCTGCCTGAATGAAATG -3’
4B 5’- GCAAAAATCCTGCTAGATCACC -3’

66

CEBADOR ANTISENTIDO

5’- GACTGCCGAGGACACAAAG -3’

5’- CCTGGGAAATGAATAATAAAGCA -3’

5’- TGGTTCTGGAGAATCTGGAAG -3’

5’- TGGTTTTCATTTGCTGGTAAGT -3’

Tamaiio
amplicén

331 pb
488 pb
620 pb

561 pb



4C
4D
5A

5B

10
11
12

13

5’- CCAACTGCCCACAAGTTCTAA -3’
5’- TCCAATGAGGAAACTGACCA -3’
5- TTGTCTGTTTTGTTGGGTTTTG -3’
5’- AGACGGGCCTTTCTTCATC -3’

5’- AGTGGGTAATGCAGGCAGAC -3’

5’- TGCTTTGCATAAAACAGCACT -3’

5’- TGGAAAATCTGGATTAAACAAAAA -3
5’- ATTAAAAGGTTACTCCTCACATCAC -3’

5’- CCTAGAGACTGCTTAGTGCAAA -3’

5’- TTTTCTGAATACTGGTTTGTTGGA -3’

5’- TGCCAGATCTTTATTTTTCCTGA -3’

5’- TTGGGAACATGGTTTTGACC -3’

RAD51C

EXON

CEBADOR SENTIDO

5’- TCCGCTTTACGTCTGACGTC -3’

5’- AGACAATCGATTATCATGTTAC -3’
5’- ATTTCTGTTGCCTTGGGGAG -3’
5’- TGCCAATACATCCAAACAGG -3’
5’- CAAATCTAATATTATCTCTTCTG -3’
5’- CAATCTTGGCCAGACTGGTC -3’
5’- TTCCAGGTTTTTTGAAAGCAAG -3’
5’- ATAATGAGTTTGGTCATCTG -3’
5’- CTGGCCCTAGAATAAAGTAG -3’

5’- TGAACTTGGTTGTCCTGTGC -3’
5’- CAGACGTAAGCCACCACACT -3’
5’- GCGCAACCGTATTTAAAGGA -3’

5’- AGGCATTTCATTCCTTCAGAG -3’

5’- TGACTGAATTCTTTTCAGTTCATT -3’

5’- TGGTAAGCTGCCCATCTACA -3’
5’- TGCACTTAAAACCAGCTGACA -3’
5’- CCCAACTTTCTCTGAAACCTGT -3’

5’- TTCACAACAACCCTGTAAAATTAG -3’

5’- CGGGGAAGGTTTGTTCATTA -3’
5’- TGTGTTTGCACAGTGCCTTT -3’

5’- TTGCCATTTGAAGCTTTATG -3’

CEBADOR ANTISENTIDO

5’- AGGCGAGAGAACGAAGACTG -3’
5’- TTGGTTTCCTGACGATAGTAC -3’
5’- AATGGAGTGTTGCTGAGGTC -3’
5’- GTAGGTCAAGGAAGGAAGAG -3’
5’- CGCTATTTTGACATTTCTAGAC -3’
5’- AACGGTACTGTGCTTAGTGC -3’
5’- TAGGTGATATCAGACAAGGC -3’
5’- CTCTTTAGATAATTACCGCCC -3’
5’- GGTAACAAGTCCACTTGTAC -3’

568 pb
534 pb
586 pb
559 pb
213 pb
293 pb
221 pb
287 pb
250 pb
244 pb
281 pb

657 pb

Tamaiio
amplicén

303 pb
414 pb
388 pb
322 pb
244 pb
290 pb
345 pb
199 pb
286 pb

Tabla 14. Secuencia de cebadores utilizados para la amplificacion de cada exén de RADS1C y tamafio del
fragmento que generan.
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Tabla 15. Secuencia de cebadores utilizados para la amplificaciéon de cada exén de BRIP1 y tamafo del
fragmento que generan.

BRIP1

EXON

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20A
20B

20C

CEBADOR SENTIDO

5’- TTCTTTGTAAGGCGTGTCTCAA -3’

5’- TTGTTGTGTTCCCTGGAGTG -3’

5’- CTGGGTGAACTGGGCTGTAG -3’

5’- AAGCCTTACATCCTGGTTCC -3’

5’- GAGCTGTTTTGGCCTTTGAG -3’

5’- TTCCATGTGAGGTTTGATAACG -3’

5’- GCCTTGTGGCTTTAATGATG -3’

5’- TGAAATATCTTGCCTGCTGTTG -3’

5’- GATCAACGCATGACAATAATGA -3’

5’- CCCTCCCAACCCCTCTATAC -3’

5’- TGGGAAGGTACCAGCTCTTT -3’

5’- TCAGACTCCTAGACTCAAGCGAT -3’
5’- CATGCCTTTTTCAGGCATAA -3’

5’- GCCGTAGTCACATTGGCTTA -3’

5’- TTCTGAGAATTTTGGATATGCTTTT -3’
5’- TTGAGATCACACAGCTGATTAGTTA -3’
5’- CTGTCCCACTGGAAAACTGG -3’

5’- GGTTACTTCACTAGAAAAAGCAAGTG -3’
5’- GCAATTATGTTAGCTAGGAGCAGA -3’
5’- TGAACATCCGCTCTGTTCTG -3’

5’- AACAATTCAGATTGCATTTTAGC -3’

CEBADOR ANTISENTIDO

5’- ATACTCAATGTACTTTATGGGTCA -3’
5’- GACAGCATGGCTGAACCAGT -3’

5’- CAACTGACCCAGGCAAAATA -3’

5’- CTAACTGGGTTATTTACTGCCAAT -3’
5’- TTCCTTCTTTAAAACTGAACAATGG -3’
5’- GCAGTTAATTTGATTTTCCGAAG -3’
5’- CATCTCCATGAGTAGGAAGAAGGT -3’
5’- TTTTTCATATAAAGGCAGCACAA -3’
5’- AATTCACTAAATACGTTTCACAGGT -3’
5’- TGCTAGCATCCAAATTAGGCTAT -3’
5’- TGCTGGTACTGAGCAAGAAGAC -3’
5’- TTACTTGCTGGCACTTCAGG -3’

5’- TTGCCTCTACCCTAGGAAGC -3’

5’- TTTTCACCAGACCATGAAATAA -3’

5’- TGCTGAAAGACTTGCACAATG -3’

5’- CCAGTTCCTATGGTTCCAGTT -3’

5’- TCTGCTGTGAAATACTGTGCTT -3’

5’- TCAAAGGTAAATGGGAAGAACTTT -3’
5’- TCAAAATCTCTATTTGAAGTGGACTG -3’
5’- TGCAATCCTCAGCTTTCACT -3’

5’- GAGTTTAACATAAGCATGATGAC -3’

Tamaiio
amplicén

243 pb
325 pb
281 pb
254 pb
239 pb
481 pb
373 pb
321 pb
270 pb
258 pb
333 pb
364 pb
318 pb
270 pb
319 pb
278 pb
297 pb
456 pb
516 pb
305 pb
328 pb

Tabla 16. Secuencia de cebadores utilizados para la amplificacion de cada exon de CHEK?2 y tamaiio del
fragmento que generan.

CHEK2

EXON

2-3

10

CEBADOR SENTIDO

5’- AACAGCCCTCTGATGCATGC -3’

5’- GCAAGTTCAACATTATTCCCTTTT -3’

CEBADOR ANTISENTIDO

5’- TTCCTCCTATGAGAGAGTGG -3’

5’- ATCACCTCCTACCAGTCTGTGC -3’

Tamaiio
amplicén

256 pb

245 pb

En la mayor parte de los casos, la amplificacion se llevo a cabo en un volumen

de 25 uL, empleando 10 ul de MasterMix 5 'Prime Eppendorf" (contiene Tagq
Polymerase, KCl, dATP, dGTP, dCTP, dTTP, Mg*" y el detergente Igepal®-CA360), 10

uL de agua libre de nucleasas, 1 uLL de cada oligonucleo6tido cebador (sentido y anti-
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sentido) y 3 uL de ADN obtenido por el método anteriormente descrito (concentracion

0,1-0,2pg/mL).

En la figura 23 se describen los programas de amplificacion empleados para este

tipo de reaccion de PCR.

|
' 35/40 ciclos |
9seCc ! 9s0C "
5 1 30" 729C : 720C
: Ve
L]
559C/562C/572C/582 I
30” '

Figura 23. Programas de amplificacion empleados para los genes ERCC4 (excepto exon 7), ABRAXAS
(excepto exon 1), PALB2, RADS1C, TP53 y BARDI1. ERCC4: 55°C como temperatura de anillamiento y
35 ciclos; ABRAXAS: 58°C como temperatura de anillamiento y 35 ciclos; PALB2: 55°C como
temperatura de anillamiento (56°C para los exones 4C y 4D), 94°C como temperatura de
desnaturalizacion y 35 ciclos; RADS1C: 57°C como temperatura de anillamiento, 94°C como temperatura
de desnaturalizacion y 35 ciclos (ex6n 5 afiadir 2 uL de MgCl, adicionales y exon 8 afiadir 0,5 ulL de
DMSO adicionales); TP53: 58°C como temperatura de anillamiento y 40 ciclos; BARDI1: 55°C como
temperatura de anillamiento y 35 ciclos; BRIP1 ex6n 14: 58°C como temperatura de anillamiento y 35
ciclos (2 uL de MgCl, adicionales).

La amplificacion del exon 7 de ERCCA4, el exon 1 de ABRAXAS y los exones
2-3 y 10 de CHEK2 se llevé a cabo con el sistema GoTaq® Hot Start Polymerase
(Promega). Para amplificar el exén 7 de ERCC4 y el exén 1 de ABRAXAS, se
emplearon, en un volumen final de 25 uL, 5 uL de 5X Colorless GoTaq® Flexi Buffer, 3
uL de MgCl, 25 mM, 0,5 uL dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,125 uL de
GoTaq® Hot Start Polymerase (5u/ul), 1,5 ul de cada oligonucledtido cebador
(sentido y antisentido), 10,375 uL de agua libre de nucleasas y 3 uL. de ADN obtenido
por el método anteriormente descrito (concentracion 0,1-0,2pug/mL). En el caso de los
exones 2-3 y 10 de CHEK?2, se empleo un volumen final de 20 uL, constituido por 4 uL
de 5X Colorless GoTaq® Flexi Buffer, 1/1,1 uL de MgCl, 25 mM, 0,4 uL dNTPs
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,25/0,2 uL de GoTaq® Hot Start Polymerase (5u/uL),
1/0,75 uL de cada oligonucledtido cebador (sentido y antisentido), 9,35/9,8 uL de agua
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libre de nucleasas y 3 ulL de ADN obtenido por el método anteriormente descrito

(concentracion 0,1-0,2pg/mL).

En la figura 24 se describen los programas de amplificacion empleados para los

exones 7y 1 de ERCC4 y ABRAXAS respectivamente.

30 ciclos

952C 952C

1’ 74°C

30"
57°C/632C

742C

- -

I

1

Figura 24. Programas de amplificacion empleados para los 7 y 1 de ERCC4 y ABRAXAS
respectivamente. 57°C: Exon 7 de ERCC4; 63°C: Exon 1 de ABRAXAS.

En las figuras 25 y 26 se describen los programas de amplificacion empleados

para los exones 2-3 y 10 del gen CHEK?2.

9sec | 952C 8 ciclos* 952C

30 ciclos

Figura 25. Programa de amplificacion del fragmento 2-3 del gen CHEK?2. *1a temperatura disminuye 1°C
en cada ciclo
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gsec 1 94eC 10 ciclos* 94eC

30 ciclos

72°C  72°C

Figura 26. Programa de amplificacion del exon 10 del gen CHEK?2. *la temperatura disminuye 1°C en
cada ciclo.

La amplificacion de los exones del gen BRIP1 (excepto el exon 14) se llevo a
cabo mediante el sistema AmpliTag Gold® de Applied Biosystems (Roche). En un
volumen final de 25 uL se emplearon, 2,5 uL. de GeneAmp 10X PCR Buffer II, 2,5 uL
de MgCl, 25 mM, 0,4 uL de AmpliTag DNA Polymerase, 1 uL. ANTPs (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP), 0,5 uL de cada oligonucleodtido cebador (sentido y antisentido), 14,6 uLL
de agua libres de nucleasas y 3 uL de ADN obtenido por el método anteriormente

descrito (concentracion 0,1-0,2ug/mL).

En la figura 27 se describen los programas de amplificacion empleados para la

amplificacion de los genes BRIP1 y CHEK?2.

942C 94eC 10 ciclos* 94eC

30 ciclos

Figura 27. Programa de amplificacion de los exones de BRIP1 (excepto el exdn 14). *la temperatura
disminuye 1,5°C en cada ciclo.
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4. Electroforesis en gel de agarosa

El tamatio del producto amplificado se analizdé mediante electroforesis en geles de
agarosa preparados al 2% con tampon TBE (Tris 0.044 M; acido borico 0.044 M;
EDTA 1.0mM pH= 8,3) y tefiido con bromuro de etidio. Las muestras migraron en
paralelo a un marcador de tamafio de DNA derivado del DNA del fago ®X-174 cortado
por la endonucleasa Hae III. Los fragmentos que esta endonucleasa genera en el DNA
del fago ®X-174 se corresponden con los siguientes tamanos: 1.353, 1.078, 0.872,
0.603, 0.310, 0.281, 0.271, 0.234, 0.194, 0.118, 0.072 Kb. La electroforesis se llevd a

cabo con un potencial constante de 120 voltios durante 40 minutos.

Para la monitorizacion de la electroforesis, el DNA se mezclo con dos colorantes
incorporados al tampon de carga: el xyleno cianol, que migra dentro del rango de los
fragmentos de 5 Kb en un gel de agarosa al 0.8%, y el azul de bromofenol, que migra

con los fragmentos de 0.5 Kb.

5. Analisis de los fragmentos amplificados por PCR mediante CSGE

(Electroforesis en gel sensible a la conformacion)

Los fragmentos amplificados fueron sometidos a un andlisis por CGSE siguiendo

la técnica descrita por Orita, con algunas modificaciones (Orita y coll., 1989).

Esta técnica requiere una desnaturalizacién previa de los fragmentos de ADN
amplificados por PCR a 95°C y una lenta re-naturalizacion posterior que permite la
formacion de heteroduplex (combinacion entre una hebra de ADN mutada y otra hebra
de ADN no mutada) y homoduplex en el caso de los individuos heterocigotos; y
homoduplex en individuos portadores de una mutacion en homocigosis o individuos
wild type (Figura 28). Heterodiplex y homoduplex presentan un patron de migracioén

diferente en una electroforesis en un gel de acrilamida.
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Alelo Alela
normal mutado Hataroddpiax Homoddplex

—A LI
| W |

Figura 28. Formacion de heteroduplex tras la desnaturalizacion y posterior re-naturalizacion del producto
de PCR en un individuo heterocigoto.

Los fragmentos amplificados se separaron en geles de MDE TM 2X (AT Biochem,
Inc. USA), un polimero de acrilamida modificado derivado del vinilo. Se utilizaron las

siguientes cantidades para preparar cada gel:

- Agua destilada: 7.705mL

- Formamida 99%: 5.98mL

- Etilenglicol 99%: 4.025mL

- TBE 10X: 2.415mL

- MDE T™ 2X: 20.125mL

- TEMED (N, N, N, N’ Tetrametilendiamina): 36.8 puL

- APS 25% (Persulfato de amonio): 138 puLL

La electroforesis se llevo a cabo a 180 voltios durante aproximadamente 21 horas

(el tiempo varia dependiendo del tamafio del fragmento de PCR).
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Figura 29. Ejemplo de patrones anoémalos observados mediante la técnica CSGE.

El gel fue tefiido con nitrato de plata. Para ello se utiliz6 un kit comercial ADN
Silver Staining Kit de Amershan Pharmacia®, con un volumen de 250mL, siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Esta técnica fue utilizada de forma rutinaria para el rastreo de mutaciones en los

genes BRCAI1, BRCA2, PALB2, BRIP1, RAD51C y BARDI.

6. Analisis de grandes reordenamientos genéomicos: MLPA (Multiplex Ligation-

dependent Probe Amplification)

Para el estudio de grandes pérdidas/amplificaciones genomicas de los genes
BRCAl y BRCA2 se empled la técnica de amplificacion por PCR multiplex
dependiente de ligacion (MLPA). Es un método empleado para establecer el nimero de
copias existente hasta en 45 secuencias de ADN en una Unica reaccion. Fue descrito por
Schouten en 2002 y consta de cuatro etapas: desnaturalizacion, hibridacion, ligacioén y

amplificacion (Schouten et al., 2002) (Figura 30).

En esta técnica consta de dos sondas diferentes, especificas y adyacentes para
cada exon. Cada una de las sondas lleva incorporado uno de los oligonucleo6tidos
universales empleados para la amplificacion final de los fragmentos. Con ello se reduce
la inespecificidad de la técnica, puesto que es imprescindible que ambas sondas

reconozcan las regiones de union para que se lleve a cabo la amplificacion.
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En un primer paso, la mezcla de las sondas de MLPA se afiade al ADN
genomico desnaturalizado. Las dos partes de la sonda hibridan con secuencias diana

adyacentes y las sondas se ligan mediante una enzima ligasa termoestable.

a)
Oligonucleétido sintético Oligonucledtido derivado del fago M13
(50-60 pb) (60-450 pb)
Secuencia Y del oligo de PCR Secuencia X del oligo de PCR
Secuencia “stuffer”
(diferente para cada sonda)
Secuencia de hibridacion Secuencia de hibridacién
b)
5 : S /
3 Diana A S 3 Diana B S
c)

Ligasa termoestable

3 Diana A S 3 Diana B S

Figura 30. a) esquema de las sondas de MLPA, b) etapa de hibridacion de las sondas, ¢) etapa de
ligacion de las sondas.

Para amplificar las sondas ligadas se emplea una pareja de oligonucleo6tidos
universales marcadas con el fluorocromo FAM, dando lugar a tantos productos de
amplificacion como sondas empleadas. Estos productos se someten a cromatografia

capilar y el resultado se visualiza en forma de electroferograma.

El estudio del gen BRCAI se llevo a cabo empleando los reactivos del kit
comercial SALSA MLPA KIT P002-c2 BRCA1 (MRC-Holland, Amsterdam, Holanda).
El reactivo contiene sondas 27 sondas para los 24 exones de BRCA1 salvo el exon 4.
Para los exones 1, 11 y 13 existen dos sondas. La mezcla consta de 34 sondas
diferentes, cuyos productos de amplificacion varian entre las 127 y 454 pb, asi como 7
fragmentos control que generan productos menores de 130 pb. La diferencia entre

productos de amplificacion consecutivos es de 6 a 9 pb..
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Por otro lado, la mezcla de sondas contiene cuatro fragmentos control “DQ”
(DNA quantity) que dan lugar a productos de amplificacion de 64, 70, 76, y 82 pb. Estos
fragmentos sirven de control, ya que serdn mas evidentes si la cantidad de ADN de
nuestras muestras es muy baja. Estos fragmentos no requieren una reaccioén de ligacion
para ser amplificados, por lo que son visibles incluso cuando falla la etapa de ligacion.
Ademas, en la mezcla encontramos otros fragmentos control “DD” (DNA denaturation)
de 88, 92 y 96 pb, que consisten en 2 sondas sintéticas y cuyo propdsito es avisarnos de
que el ADN no se ha desnaturalizado por completo: el fragmento de 88 pb y el de 96 pb
son especificos de secuencias que se localizan en islas CpG muy dificiles de
desnaturalizar. Si los productos de amplificacion de ADN estos son mucho menores que
los de 92 y 127-454 pb, entonces la desnaturalizacion del de nuestras muestras puede

haber sido incompleta y nuestros resultados poco fiables.

En la tabla 17 se recogen las sondas utilizadas para la deteccion de grandes

reordenamientos en el gen BRCAL.

Tabla 17. Sondas de MLPA para el gen BRCAI.

Posicion en el gen Posiciéon
de las sondas cromosoémica de las Localizacién
Nombre de la sonda Longitud internas sondas externas inicio Localizacién fin
Control probe 00797-L00093 127 05g31.1 132037612 132037671
Control probe 06452-L05978 136 06p22.2 24253896 24253960
BRCA1 probe 00763-L00268 148 la 38530812 38530870
BRCA1 probe 00764-L00269 157 1b 38530571 38530629
BRCA1 probe 00765-L00270 166 2 38529585 38529649
BRCA1 probe 00826-L00341 175 3 38521268 38521329
BRCA1 probe 00767-L00272 184 5 38512011 38512075
Control probe 02946-1L03265 198 07q31.2 116931557 116931634
BRCA1 probe 00827-L00342 208 6 38510430 38510497
BRCA1 probe 00769-L00274 216 7 38509662 38509723
BRCA1 probe 01004-L00569 226 8 38505340 38505407
BRCA1 probe 01005-L00581 236 9 38502751 38502832
BRCA1 probe 00772-L00277 244 10 38501402 38501466
Control probe 00518-L00098 256 02q13 113249258 113249313
BRCA1 probe 00830-L00345 266 11 38500273 38500334
BRCA1 probe 00774-L00279 277 11 38497460 38497521
BRCA1 probe 00775-L00280 285 12 38496486 38496553
BRCA1 probe 02603-L02074 295 13 38488025 38488086
BRCA1 probe 00833-L00349 305 14 38482059 38482124
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Control probe 00495-L00303 316 12p12.3 25152177 25152240

BRCA1 probe 00778-L00347 328 15 38479958 38480021
BRCA1 probe 00779-L00003 337 16 38476716 38476774
BRCA1 probe 00780-L00283 346 17 38473167 38473237
BRCA1 probe 00781-L00284 355 18 38469436 38469500
BRCA1 probe 00782-L00285 364 19 38468858 38468925
Control probe 00655-L00304 374 4q27 123596999 123597063
BRCA1 probe 00783-L00356 389 20 38462606 38462666
BRCA1 probe 00784-L12004 399 21 38456598 38456659
BRCA1 probe 00785-L00288 407 22 38454659 38454717
BRCA1 probe 00786-L00289 415 23 38453196 38453251
BRCA1 probe 02831-113862 427 24 38450726 38450799
Control probe 00596-L00083 436 11p13 33837614 33837669
Control probe 04074-L03710 445 17911.2 26581419 26581498
Control probe 00673-L00117 454 03p22.1 41241033 41241085
BRCA1 probe 11283-112001 463 13 38487745 38487817

El estudio del gen BRCA2 se llevo a cabo empleando los reactivos del kit
comercial SALSA MLPA KIT P045 BRCA2/CHEK2. Este kit contiene sondas para 25
de los 27 exones codificantes de BRCA2. Hay dos sondas para el exén 1 y el 11, y no
hay sondas para los exones 5 y 23 ya que estdn muy proéximos a los exones vecinos y/o
son zonas muy ricas en adenina/timina. Como control, se afiadieron 13 sondas para
otros genes localizados en distintos cromosomas, dos de ellas en posiciones 5y 3" del

gen BRCA2.

Ademads, se incluyen tres sondas para el gen CHEK2. Una de ellas solo
amplifica en caso de que esté presente la mutacion 1100delC. Las otras dos indicarian si

hay cambios en el nimero de copias del gen.

Las sondas tienen productos de amplificacion entre 130 y 481 pb, asi como 5
fragmentos control que dan lugar a productos de amplificacion menores de 130 pb. La
mezcla contiene cuatro fragmentos control “DQ” (DNA quantity) que dan lugar a
productos de amplificacién de 64, 70, 76, y 82 pb (igual que para BRCAT1). Ademas,

también contiene un producto de amplificacion de 92 pb como control de la ligacion.

En la tabla 18 se recogen los nombres, posicion y longitud de las sondas.

Tabla 18. Sondas de MLPA para el gen BRCA2.
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Nombre de la sonda

Control probe 00797-L00463
BRCA2 probe 02283-1.12281
BRCA2 probe 02285-L01776
BRCA2 probe 09297-L08066
Control probe 02143-L09586
BRCA2 probe 02486-L01985
BRCA2 probe 08898-L09587
BRCA2 probe 01599-110642
Control probe 01217-L00694
BRCA2 probe 09812-110643
BRCA2 probe 01600-L04671
BRCA2 probe 08265-L08128
Control probe 02333-L01826
BRCA2 probe 01602-L01184
BRCA2 probe 01603-L01185
Control probe 00517-L00097
BRCA2 probe 01604-L01186
BRCA2 probe 02279-L01770
Control probe 06800-L02040
BRCA2 probe 01606-L01188
BRCA2 probe 01607-L01189
Control probe 03018-L02458
BRCA2 probe 02280-L01771
BRCA2 probe 09809-1L10257
BRCA2 probe 09296-L11090
BRCA2 probe 01610-L01192
BRCA2 probe 01611-L01193
BRCA2 probe 04585-L03983
BRCA2 probe 02281-L01772
BRCA2 probe 01613-L01195
Control probe 02667-L04984
BRCA2 probe 01614-L01196
BRCA2 probe 08266-L08129
CHEK2 probe 02579-L12282
BRCA2 probe 02069-L01970
BRCA2 probe 01617-L01199
Control probe 06942-L06522
BRCA2 probe 08267-L08130
BRCA2 probe 08268-L08131
Control probe 02144-L01619
BRCA2 probe 11984-115346
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Longitud

130
137
148
154
160

166

178
184
191
197
202
211
220
229
238
247
256
265
274
283
292
301
310
319
326
337
346
355
364
373
382
391
400
409
418
427
436
445
454
463

Posicion en el gen

14

23

10
11

11
12

13

27
15

16

17

18

19
20
10
21

22

24

25

26

de las sondas
internas

Posicion
cromosomica
de las sondas

externas

05g31.1

13g13.1

04qg35.2

12923.2

02q13

22q12.1

12913.13

11922.3

11q12.3

13g13.1

Localizacién

inicio
132037612
31787593
31787801
31827123
31767521
31788599
31791539
31791362
187390325
31851892
31797209
31798677
101762243
31801290
31803119
113606702
31804736
31808425
27469904
31813228
31816481
50594518
31818973
31798240
31871035
31828641
31829982
31798360
31834744
31835565
107655436
31842558
31843090
27425855
31848828
31851548
61486331
31852214
31867023
31879392
31869059

Localizacién fin

132037671
31787655
31787866
31827203
31767582
31788665
31791614
31791438
187390398
31851969
31797282
31798748
101762310
31801362
31803195
113606757
31804806
31808498
27469971
31813304
31816557
50594580
31819043
31798321
31871101
31828711
31830055
31798436
31834814
31835641
107655500
31842628
31843161
27425926
31848903
31851618
61486392
31852283
31867097
31879462
31869132



BRCA2 probe 09293-L15678 476 27 31870386 31870454
Control probe 05028-L15679 486 02qg32.2 189584681 189584754

CHEK2 probe 01772-L15680 495 12 27421827 27421904

El protocolo aplicado es el recomendado por el fabricante con ligeras
modificaciones. Partimos de 100ng de ADN diluidos en ddH,O hasta un volumen de
Sul. Se desnaturalizaron a 98°C durante 10 minutos y después se atemperaron a 25°C
en un termociclador. Se anadié 1,5ul de mezcla de sondas SALSA (SALSA Probemix) y
1,5ul de tampoén MLPA. Posteriormente, se incubaron un minuto a 95°C e,
inmediatamente, a 60°C durante 16-20 horas (fase de desnaturalizacién e hibridacion de

las sondas).

Tras la incubacién del ADN con las sondas durante 16 horas a 60°C, se redujo la
temperatura del termociclador a 54°C y se afiadi6 la mezcla de ligacion que incluye dos
tampones, ddH,O y ligasa 65. Se incubd la muestra con la ligasa a 54°C durante 15
minutos y después se inactivd la enzima calentando la muestra 98°C durante cinco

minutos (fase de ligacion).

En la ultima fase del proceso (fase de amplificacion) se lleva a cabo la
amplificacion del ADN mediante una reaccion de PCR. La mezcla de PCR contenia Tag
Polimerasa SALSA, tampon de dilucion de la enzima, agua destilada y estéril y

cebadores universales marcados con fluorocromo:

Sentido: 5'- *GGGTTCCCTAAGGGTTGGA -3
Anti-sentido: 5" - GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA -3

*Marcado con fluorocromo (FAM).

El programa de PCR utilizado fue el siguiente:
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35 ciclos
9%°C n*c
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Figura 31. Programa estandar de amplificacion de MLPA

Para comprobar la correcta amplificacion, se cargaron 6 ul de producto de PCR en

un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.

Para visualizar los resultados se prepar6 cada muestra empleando 1ul del producto
de PCR, 0,5 ul de marcador de tamafio marcado con ROX (GeneScan TM-500, Applied
Biosystems) y 9 pl de formamida desionizada. Esta mezcla se analiz6 en un
secuenciador ABI Prism 3700 (PE Applied Biosystems) y se visualizaron los resultados
mediante el software GeneScan 3.5. El andlisis se realiza mediante comparacion del
elecroferograma obtenido de cada muestra y uno procedente de un control. La pérdida
de una copia de la secuencia de un exén supone una reduccion del 35-55% del area
relativa del pico de amplificacion. La ganancia de 2 a 3 copias de la secuencia estudiada
da lugar a un incremento del 30-55% en el area relativa del pico de amplificacion. La
desviacion estandar en el area de cada pico debe ser menor del 10% para todas las

sondas. Todos los andlisis se realizaron por triplicado.

7. Cromatografia liquida de alto rendimiento desnaturalizante (dAHPLC).

Se utilizo el sistema WAVE® (Transgenomic, Gran Bretafia), basado en la

cromatografia liquida de intercambio i6nico en fase de reversa (Xiao & Oefner, 2001).

El sistema consta de una columna llena de una matriz no porosa, constituida por
esferas de un polimero denominado poliestirenodivinilbenceno (fase estacionaria). Por
su naturaleza, las esferas de la columna son electrostaticamente neutras e hidrofobicas,
por lo que no reaccionan con los acidos nucleicos. Para facilitar la union entre la fase

estacionaria y el ADN, se anade acetato de trietilamonio (TEAA), que act@ia como
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molécula puente permitiendo la adsorcion de los acidos nucleicos a las esferas ya que es
hidrofobica (por lo que se une a la matriz) y tiene carga positiva (por lo que se une a los

acidos nucleicos).

Para poder realizar el andlisis de acidos nucleicos debe permitirse la formacion
de los homoduplex y heteroduplex mediante desnaturalizacion de las muestras a 95° C y
renaturalizacion de las mismas. La resolucion de las muestras se realiza aplicando una
temperatura de desnaturalizacién especifica para cada fragmento, que depende de la

longitud y de la secuencia de bases del fragmento que se quiere analizar.

La fase movil del sistema consiste en una combinacion de soluciones que
extraen el ADN de la columna: TEAA 0.1M y acetonitrilo al 25%. A concentraciones
mayores de acetonitrilo, la interaccion hidrofobica entre la matriz y el ADN/TEAA se
va debilitando y los fragmentos comienzan a ser eluidos de la columna, en primer lugar
los heteroduplex (que presentan una union mas débil) y posteriormente los homoduplex
(que quedan retenidos con mas fuerza y, por tanto, son los ultimos en salir de la

columna) (Figura 32).

WT  MUTANTE HETERODUPLEX HOMODUPLEX

Il

I |ll

Absorbancia (mV)
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T T

4 5 6

Tiempo de retencién (minutos)

Figura 32. Patrén de picos de elucion de los heterodiplex y homoduplex.

Los fragmentos de ADN eluidos pasan por un detector ultravioleta a medida que

van saliendo de la columna, y el software de analisis (Navigator, Sistema WAVE,
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Transgenomic) lo representa en forma de picos, correspondientes al tiempo que tarda

cada fragmento en eluir a través de la columna, llamado también tiempo de retencion.

Esta técnica fue utilizada para el andlisis mutacional del gen ERCC4 y Ia
deteccion de las variantes p.I157T (55,5 °C) y ¢.1100delC (54,5 °C) de los exones 3 y
10 del gen CHEK?2.

Tabla 19. Temperaturas de

desnaturalizacion empleadas en el analisis
por dHPLC de los distinto exones del gen

ERCCA4.

Exon/Fragmento TeC de

8A

8B

10

11A

desnaturalizacion

65,2

53,3

54,9

54,0

52,5

53,5

54,7

56,9

58,2

57,0

53,7

58,5

58,5

8. Secuenciacion automatica

3.908

P

Figura 33. Cromatograma correspondiente al analisis de la
mutacion ¢.1905-28G>A y ¢.1905-35T>C del intréon 9 de
ERCCA4.

Todos los productos de PCR analizados a través de CGSE y dHPLC que

mostraron un patréon de migracion/elucion diferente fueron secuenciados.

La muestra amplificada de DNA se purifico con el fin de eliminar cualquier resto

de cebadores, dNTPs o iones procedentes de la reaccion, que pudieran inhibir la
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reaccion de secuenciacion. Para la purificacion se utilizé el kit comercial High Pure

Product Purification Kit, Roche.

La secuenciacion de los productos purificados se llevd a cabo en el secuenciador
ABI 377 (Applied Biosystems) en el Servicio Central de Secuenciacion de la
Universidad de Salamanca y en el secuenciador ABI 3100 (4pplied Biosystems) en la
Unidad de Gendmica o Protedmica del Centro de Investigacion del Cancer (CSIC-

Universidad de Salamanca).

9.Discriminacion alélica

9.1. Mediante sondas TaqgMan

En la PCR con sondas TagMan o sondas de hidrdlisis, los procesos de
amplificacion y deteccion se producen de manera simultanea en el mismo vial cerrado,
sin necesidad de ninguna accion posterior. Ademas, mediante deteccion por
fluorescencia se puede medir durante la amplificacion la cantidad de ADN sintetizado
en cada momento, ya que la emision de fluorescencia producida en la reaccién es
proporcional a la cantidad de ADN formado. Esto permite conocer y registrar en todo
momento la cinética de la reaccion de amplificacion. Los termocicladores utilizados
para llevar a cabo la PCR con sondas TagMan incorporan un lector de fluorescencia y
estan disefiados para poder medir, en cualquier momento, la fluorescencia emitida en

cada uno de los viales donde se realice la amplificacion.

Para la discriminacion alélica hemos empleado sondas especificas marcadas con
fluorocromos. Estas sondas de hibridacion especifica son oligonucledtidos marcados
con un fluorocromo donador en el extremo 5’ que emite fluorescencia al ser excitado y
un aceptor en el extremo 3’ que absorbe la fluorescencia liberada por el donador. Para
que esto ocurra, las moléculas donadora y aceptora deben estar espacialmente proximas.
Ademas, el espectro de emision de la primera se ha de solapar con el espectro de
absorcion de la segunda. En la tabla 20 se describen los fluorocromos mas empleados y
sus espectros de excitacion y emision. En todos nuestros ensayos de discriminacion

alélica mediante PCR con sondas TagMan los fluorocromos empleados fueron VIC y
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FAM.

Tabla 20. Principales moléculas fluorescentes empleadas como marcadores en la reaccion de PCR con
sondas TaqgMan. Las sondas TagMan que utilizamos en este trabajo estan marcadas con VIC y FAM.

Fluorocromo Max Aaps (nm) Méx Aem (nm)
Cascade blue (varios) 374-403 422-430
YOYO-1 491 509
Bodipy 503 512
Fluoresceina (FITC) 494 520
SYBR Green | 497 520
TOTO-1 513 532
FAM 495 535
Luciferina 430 540
VIC 538 554
JOE 525 555
HEX 530 560
Cy3 552 565
POPO-3 534 570
Rodamina 540 570
NED 553 575
TAMRA 560 580
Naranja de acridina 460, 502 526, 650
Cy5 643 667
Quantum Red/Red 670 480, 565 670
Bromuro de etidio 526 605
ROX 580 605
Red 613 480, 565 613
Rojo Texas 596 615
Homodimero de etidio 534 616
Yoduro de propidio 536 617
IRD700 685 705
Cy7 743 767
IRD 800 795 849

Mientras la sonda estd intacta, la fluorescencia emitida por el donador es
absorbida por el aceptor. Sin embargo, durante la amplificacion del ADN diana, la
sonda se hibrida con su cadena complementaria. Al desplazarse a lo largo de la cadena,
en su accion de sintesis, la Taq Polimerasa, que tiene actividad 5° exonucleasa, hidroliza
el extremo libre 5 de la sonda, produciéndose la liberacion del fluorocromo donador.
Como donador y aceptor estan, ahora, espacialmente alejados, la fluorescencia emitida

por el primero es captada por el lector (Figura 34).

El incremento de ADN en cada ciclo se corresponde con un aumento de
hibridacion de las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporcioén de
fluorescencia emitida. El empleo de estas sondas garantiza la especificidad de la

deteccion y permite identificar polimorfismos o mutaciones puntuales.
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Figura 34. Mecanismo de la reaccion PCR con sondas TagMan. La esfera naranja representa la Taq
polimerasa. V: colorante VIC. F: colorante FAM

Esta técnica permiti6 analizar rapida y eficazmente la distribucién de las
variantes alélicas de baja penetrancia de los genes BRCA1, FGFR2 y miR146 y la

variante alélica de baja penetrancia de la region gendmica 8q24 (Tabla 21)(Figura 35).

Tabla 21. Sondas de Applied Biosystem empleadas en la discriminacion alélica de polimorfismos de baja
penetrancia.

Gen/Region Identificacion Sonda Applied Biosystem
BRCA1 rs16941 c_2287888_10
BRCA1 rs16942 €_2287889_20
BRCA1 rs799917 €_2287943_10
FGFR2 rs2981582 €_2917302_10
miR146 rs2910164 c_15946974_10
8q24 rs13281615 c_1332250_10

Nuestro estudio se realizé en el termociclador StepOnePlus de Applied Biosystems
que dispone de varios canales de lectura y permite detectar la emision de distintos
fluorocromos a la vez (Figura 26). De esa manera, se pueden usar varias sondas
marcadas con distintos fluorocromos, para identificar los diferentes alelos descritos en

cada uno de los genes estudiados.
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Figura 35. Discriminacion alélica del polimorfismo C2731T (rs799917)

9.2. Mediante polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)

El estudio poblacional de los polimorfismos de los genes TP53 (rs1042522) y
MDM2 (rs2279744) se realiz6 por discriminacion alélica mediante RFLP.

Para detectar la variante p.Arg72Pro (¢.215G>C; rs1042522) del gen TP53
amplificamos mediante PCR el ex6n 4 del gen, en el que se localiza esta variante. Los

oligonucledtidos empleados para esta amplificacion fueron:

Forward: 5> TCTACAGTCCCCCTTGCCGT 3°
Reverse: 5 CTGACCGTGCAAGTCACAGA 3’

El polimorfismo ¢.215G>C (p.Arg72Pro) se analiz6é mediante la digestion del
producto de PCR con la enzima de restriccion BstUI (Bsh1236I, Fermentas), que
reconoce el sitio de corte CGCQG, y posterior electroforesis en gel de agarosa al 3%
generando tres patrones diferentes (Figura 36):

=  Homocigoto CC (Pro/Pro): un fragmento de 291 pb.
= Homocigoto GG (Arg/Arg): dos fragmentos de 165 y 126 pb.
= Heterocigoto GC (Arg/Pro): tres fragmentos de 291, 165 y 126 pb.
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Figura 36. Analisis del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 mediante PCR-RFLP. Electroforesis del
producto de digestion con la enzima Bsh12361 para el analisis del polimorfismo p.Arg72Pro. Carriles 1,
2,y 4: Homocigoto CC; Carriles 3 y 9: Homocigoto GG; Carriles 5, 6, 7 y 8: Heterocigoto GC

Para la deteccion de la variante ¢.-309T>G ubicada en la regién promotora del gen

MDM2, en primer lugar amplificamos la region empleando oligos especificos:
Forward: 5 GAGGTCTCCGCGGGAGTTC 3’
Reverse: S’>CGTGTCTGAACTTGACCAGC 3’

El polimorfismo ¢.-309T>G se analiz6 mediante la digestion del producto de
PCR con la enzima de restriccion MspAll (BioLabs), que reconoce el sitio de corte
CMGCKG (siendo K=G o T; M=A o C), y posterior electroforesis en geles de agarosa

al 3% generando tres patrones diferentes (Figura 37):
= Homocigoto TT: un fragmento de 190 pb.
= Homocigoto GG: dos fragmentos de 144 pb y 46 pb.

= Heterocigoto TG: tres fragmentos de 190 pb, 144 pb y 46 pb.

—_—
—
—_—

1 2234 5 6

-

Figura 37. Analisis del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM?2 mediante PCR-RFLP. Electroforesis del
producto de digestion con la enzima MspAll para el andlisis del polimorfismo ¢.-309T>G. Carril 2:
Homocigoto TT; Carril 4: Homocigoto GG; Carriles 1, 3, 5 y 6: Heterocigoto TG.

10.Analisis estadistico
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En primer lugar, se realiz6 un analisis descriptivo de las variables estudiadas,

calculando la proporcion de pacientes en cada categoria.

La relacion entre las distintas variables clinicas y moleculares se analiz6
mediante la elaboracion de tablas de contingencia y el test y2 de Pearson. En los casos
en los que la frecuencia de alguno de los grupos fue menor del 5%, se empled el test

exacto de Fisher.

En los estudios de asociacion de polimorfismos, se analiz6 la distribucion de
genotipos entre pacientes y controles mediante el test 2 de Pearson o el test de Fisher.
En aquellos polimorfismos en los que encontramos diferencias estadisticamente
significativas, analizamos los modelos de herencia y realizamos una regresion logistica
multivariante para conocer el riesgo que puede generar la presencia de un determinado
genotipo. Ademas se llevod a cabo un estudio de desequilibrio de ligamiento entre los
polimorfismos incluidos en el trabajo y un andlisis multivariante de co-segregacion de
polimorfismos empleando la técnica de representacion biplot, que permite la

representacion simultanea de individuos y variantes en el mismo espacio.

En todos los se considerd que existian diferencias estadisticamente significativas

cuando se observaron valores de P-valor < 0.05.

El andlisis de representacion biplot fue realizado con el programa MultBiplot
(Vicente Villardon, 2010), los estudios de desequilibrio de ligamiento se llevaron a cabo
con el programa SNPstats (Sole et al., 2006) y el resto de andlisis fueron realizados con

el paquete estadistico SPSS v.18.0.

11.Analisis bioinformatico.

Para el andlisis de la conservacion interespecifica de las secuencia proteicas se

emple6 el programa informatico ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/),

y la base de datos UniProt (http://www.uniprot.org/), que permiten el alineamiento de

multiples secuencias de DNA o proteinas, permitiendo ver las similitudes o diferencias

entre las secuencias alineadas.
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* Estudios in silico de la patogenicidad de las mutaciones

El estudio del comportamiento tedrico de mutaciones missense de significado
desconocido no descritas previamente se llevo a cabo mediante el empleo de tres

programas informaticos:

* PolyPhen (Polymorphism Phenotyping) (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/)

e PMut (http://mmb.pcb.ub.es/PMut/)

* SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) (http://sift.bii.a-star.edu.sg/)

Se empled el programa ESEfinder (http://cb].utdallas.edu/cgi-

bin/tools/ESE3/esefinder.cgi) para predecir de forma teorica el efecto de las mutaciones

sobre el procesamiento del ARNm por unidn de proteinas a su secuencia.

El estudio de simulacion de la estructura secundaria de las proteinas con
deleciones de aminoacidos sin cambios en la fase de lectura se realizo con el programa

PSIPRED (Protein Secondary Structure Prediction) (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/).

¢ Bases de datos

La busqueda de mutaciones identificadas en este trabajo se realizdé en diversas
bases de datos pertenecientes a instituciones cientificas, asi como en publicaciones
previas, con el fin de recabar informacion sobre su existencia, frecuencia de aparicion o

patogenicidad.

* PubMed (U.S. National Library of Medicine)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)

* UniProt (Universal Protein Resource) (http://www.uniprot.org/)

* HGMD (The Human Gene Mutation Database)
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php)

* LOVD (Leiden Open Variation Database) (http://www.lovd.nl/3.0/home)

e UMD (Universal Mutation Database) (http://www.umd.be/)
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e JARC TP53 database (http://p53.iarc.fr/)

* Mismatch Repair Genes Variant Database

(http://’www.med.mun.ca/mmrvariants/)
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Hemos estudiado 31 probandos de diferentes familias con cincer de mama
hereditario con 3 6 més familiares de 1° grado afectados. El analisis molecular de la
region codificante de los genes BRCA1 y BRCA2 fue realizado por la Unidad de
Consejo Genético en Cancer Hereditario del Centro de Investigacion del Cancer (CIC)
de Salamanca previamente a este trabajo, no encontrandose mutaciones en ninguno de

los pacientes incluidos en el mismo.

El analisis de grandes reordenamientos (pérdidas/amplificaciones) gendémicos en
los genes BRCA1 y BRCA2 mediante la técnica MLPA (Figura 38), no permitio
identificar alteraciones, de forma que confirmamos que ninguno de los pacientes
seleccionados para este estudio es portador de mutaciones patogénicas en BRCA1 o

BRCA2.

Figura 38. Analisis MLPA normal en el gen BRCAL.

e ESTUDIO DE GENE E _PREDISPONEN AL CANCER DE MAMA
FAMILIAR

El andlisis molecular de la regioén codificante de los genes TP53, ABRAXAS,
PALB2, BRIP1, RADS5SIC, BARDI, CHEK2 y ERCC4, en las 31 familias
seleccionadas no ha permitido identificar mutaciones patogénicas que permitan explicar
la alta tasa de incidencia de casos de cancer de mama en dichas familias. No obstante,
hemos identificado 50 mutaciones diferentes en todos los genes analizados, las cuales
han sido catalogadas como variantes de significado desconocido o polimorfismos

neutrales.
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1. ANALISIS DEL GEN TP53

De las 13 mutaciones encontradas en el gen TP53, ninguna fue considerada
como patogénica. De ellas, 10 aparecen identificadas como polimorfismos neutrales

segin datos de la IARC y 3 son de nueva descripcion en este trabajo (Tabla 22).

Tabla 22. Mutaciones identificadas en el gen TP53.

Cambio de N2 veces
Mutacion Localizacion Clasificacion
aminoacido identificado
c.108G>A p.Pro36Pro ex 4 Polimorfismo silencioso 4
c.453C>T p.Pro151Pro ex 5 Polimorfismo silencioso 17
c.639A>G p.Arg213Arg ex 6 Polimorfismo silencioso 4
c.215C>G p.Arg72Pro ex4 Variante missense 29
c.74+38C>G - IVS2 Polimorfismo Intrénico 8
€.75-80C>G* - IVS 2 Polimorfismo Intrénico 13
c.97-30C>A - IVS 3 Polimorfismo Intrénico 1
rs17878362 - IVS 3 Polimorfismo Intrénico 13
¢.560-40A>C* - IVS 5 Polimorfismo Intrénico 4
€.672+62A>G - IVS 6 Polimorfismo Intrénico 15
c.782+61T>A* - IVS 7 Polimorfismo Intrénico 13
€.993+12T>C - IVS 9 Polimorfismo Intrénico 5
¢.1100+30A>T - IVS 10 Polimorfismo Intrénico 2

Las variantes identificadas con * son de nueva descripcion.

En nuestro trabajo hemos encontrado la variante missense, p.Arg72Pro
(Matlashewski et al., 1987), consecuencia de una transversion de guanina a citosina, en

29 familias. Esta mutacion se asocia con un incremento en el riesgo de desarrollo
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temprano de cadncer de mama en pacientes portadores de mutacion en BRCA1 (Martin
et al., 2003) y en pacientes con sindrome de Li-Fraumeni (Bougeard et al, 2006), ya que
modifica la respuesta apoptotica de p5S3 (Thomas et al., 1999; Dumont et al., 2003; Pim
et al., 2004; Toyama et al., 2007), modificando las expectativas de supervivencia
(Bonafe et al., 2003; Tommiska et al., 2005) y de tiempo libre de enfermedad (Bonafe
et al., 2003; Toyama et al., 2007).

Asi mismo, hemos encontrado tres variantes intronicas de nueva descripcion,
c.75-80C>G, ¢.560-40A>C y ¢.782+61T>A, ubicadas en los intréones 2, 5y 7, que
hemos considerado polimorfismos no patogénicos por estar localizadas en zonas

alejadas de los sitios clasicos de procesamiento.

2. ANALISIS DEL GEN ABRAXAS

El estudio del gen ABRAXAS nos permitid identificar 4 mutaciones, si bien
ninguna fue considerada como patogénica. De ellas, tres son polimorfismos neutrales
previamente identificados por otros grupos (http://www.uniprot.org/) y la cuarta es una

mutacion no descrita, de significado desconocido (Tabla 23).

Tabla 23. Mutaciones identificadas en el gen ABRAXAS.

Cambio de N2 veces
Mutacion Localizacion Clasificacion
aminoacido identificado
€.216-34G>A - IVS3 Polimorfismo intrénico 20
€.216-44T>C - IVS3 Polimorfismo intrénico 5
c.1117G>A p.Asp373Asn ex9 Variante missense 1
c.826_828delGAG* p.276delGlu ex9 Delecion in frame 1

Las variantes identificadas con * son de nueva descripcion.

La variante p.Asp373Asn (c.1117G>A) es una variante identificada previamente

como polimorfismo no patogénico (Clark et al., 2003; Osorio et al., 2009; Novak et al.,
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2009; http://www.uniprot.org/uniprot/Q6UWZ7#ref2) de acuerdo a las frecuencias

alélicas y genotipicas identificadas en pacientes con cdncer de mama y poblacion

control.

No obstante, en ninguno de los estudios previos se llevo a cabo un estudio
bioinformatico de prediccion, de forma que decidimos realizar un estudio de prediccion
de patogenicidad, analisis filogenético de conservacion de aminoacidos y prediccion de

conservacion de los sitios de union ESE.

El aminoacido de la posicion 373 no se encuentra ubicado en ningun dominio
conocido de la proteina ABRAXAS; ademas, el analisis filogenético de conservacion de
aminoacidos mostrd que el aspartico de la posicion 373 no se encuentra conservado en

las diferentes especies analizadas (Figura 39C).

Los resultados de los programas de prediccion de patogenicidad empleados para

el analisis de esta variante no son concluyentes (Figura 39A).

Sin embargo, en el andlisis de prediccion mediante el programa ESEfinder,
observamos la pérdida de un sitio ESE de unién, que puede afectar al procesamiento del
ARNm y en definitiva, a la funcionalidad de la proteina (Figura 39B). Es necesario

realizar estudios en el ARN para determinar su posible patogenicidad.

Y precicion [

PolyPhen | Probablemente patogénica

pMut Neutral \
SIFT Tolerable '

Germinal 0.D373N

C 356 QFKRSRLLDTQDKRSK=-ADIGSSNQDKASKMSSPE-TDEEIEK--MKGFGEYSRSPTF 409 Q6Uwz7  Homosapiens
355 SVKRPRLLETESRPSV-NASRSRHQODKASSS=SLD-IDIEMGS=-~PEDDADYPRSPTF 407 (88pz8  Musmusculus
357 QFKKSRLGGIQNRPSK-TDINSSNQEQASTVSSPE-TDEEIER--MKGSGEYPQSPTF 410 (Q5E9P1  Rattus norvegicus
354 PAKRPRLLESESRPGP=N-FRGSHQDKASSS=SLD=IDTEVGS=-PEDDTDYPRSPTF 405 Q5I0F1  Bostaurus
352 SLKKLRSLQLDQELHQ=- EEDCNQETKLALSSAETDEEALEN--PKDTNEYSYSPTF 405 Q52zHs0  Gallusgallus

=3

343 LRKKCLVASFPQRLK=R-KRKTREVSESASESGSDTEIEM=mmmmm= NGQSGSNSPVF 391 QILVP6 Brachydanio rerio
353 LTKKSRLLOLOKQHSONGDSEGSDSERPLCNSGTETDGDILES--LHMDVSRSKSPIF 408 (Q28HX0  Silurana tropicalis
353 STKKSRLPPFQRPQSDNSDSESSDSEKLLCTSGTETDGDIVQS-~LNVEVSRSKSPTF 408 Q6GR31  Xenopuslaevis
348 SWRKCPLRESSEVPKRR-KGMLEETDETLSVSGSETEEDLIPANRNGNNLDVSNSPVF 404 85X1p9  Salmosalar

Figura 39. Estudio bioinformatico de la variante ¢.1117G>A (p.D373N) del ex6n 9 del gen ABRAXAS.
(A) Prediccion de patogenicidad. (B) Analisis de alteracion de sitios ESE. (C) Analisis de conservacion
evolutiva.

En nuestro trabajo hemos identificado una variante no descrita de significado

desconocido en el exén 9 del gen ABRAXAS. Se trata de la variante ¢.826 828delGAG
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(p.276delGlu), originada por la delecion de tres bases nitrogenadas entre las posiciones

826 y 828 que no origina cambio en el marco de lectura.

La posicidon 276 no se encuentra en ningiun dominio conocido de la proteina; se
localiza 16 aminoacidos después del dominio coiled-coil, una region estructuralmente
importante, que consta de dos o-hélices con una distribucion de residuos alternante
caracteristica que, para estabilizarse, dimerizan enrollandose entre si formando una

hélice superenrrollada o "superhélice".

Abraxas Germinal Abraxas c.826_828delGAG
cont: JailnzlilazENN0NNNERzonniN0NRaennlilmsaanl  conr: JxnlnzANNzz0RRNERNNEnzonlRNNN-nnniiNnnant
Pred: _ ) — Pred: _ ) —
Pred: CEEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHCC Pred: CEEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHCC
AA: FHRVPLVVANLGMSEQLGYKTVSGSCMSTGFSRAVQTHSS AA: FHRVPLVVANLGMSEQLGYKTVSGSCMSTGFSRAVQTHSS
170 180 190 200 170 180 190 200

cont: JannNNNNanNNNNNNNENERNNNNNANNNEENE 000N cont: JumanEEEEERRRRNRNRRNENNERERERNDRDn=n 0NN

Pred: ) Pred: )
Pred: CCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH Pred: CCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
AA: KFFEEDGSLKEVHKINEMY%SLQEELKSIGKKVEDSEQAY AA: KFFEEDGSLKEVHKINEMYASLQEELKSICKKVEDSEQAV
B b ' '
210 220 230 240 210 220 230 240

cont: JINNNNNNNRNNNNNNRonnnnNNNNnnon R0Rgonnnt  cont: JENNNNRNRNRRRNRNRznonnRRinnnaRNRRNNEo0NE

Pred: Pred: O:
Pred: HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCHHHH Pred: HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHH
AA: DKLVKDVNR%KREIEKRRG%QIQAAREKN¥QKDPQENIF% AA: DKLVKDVNRLKREIEKRRGAQIQAAREKNIQKDPONIFLC
250 260 270 280 250 260 270 280
Legend:
D = o-hélice Cconf: ],:]ll[ = confianza de la prediccién

= laminaB Pred: prediccion estructura secundaria

= lazo AA: secuencia aminoacidos

Figura 40. Estructura secundaria de la proteina ABRAXAS germinal y de la proteina mutada
¢.826_828delGAG. La flecha roja marca el aminoacido delecionado.

El andlisis de la estructura secundaria de la proteina mediante el programa de
prediccion PSIPRED mostrd que la mutacion no altera la estructura secundaria de la

proteina (Figura 40).

El analisis predictivo de conservacion mostrdé que el aminoacido de la posicion
276 de la proteina ABRAXAS esté altamente conservado en diferentes especies (Figura
41) y al tratarse de un aminodcido cargado negativamente, la mutacion hace que la

proteina pierda carga negativa.
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239 AVDELVEDVNRLEREIEXRRCAQI-QAAREKNIQKDPQENIFLCQALRTFFPNSEFLHSC
239 EVEXLLMDVNOLKE

297 Q6UWz7 Homo sapiens
296 (Q88PzZ8 Mus musculus

239 EVEXLLMDVNRLKE-VRKKODAOA-KGAGEKS-QNHPQ 295 (Q5I0FL Rattusnorvegicus

239 AVEXLLNDVNRLECE IXKREKOAOM-QATREKNVOKDPQENILLCQALRTFFPDCELLHSC 297 Q5E9P1 Bostaurus

239 SVEXLLTEVSQOLKEEINRKKQHKI-SSGGNKDQLEEPKE QALRTFFPSSD-LQTC 296 (Q5zZHS0 Gallus gallus

241 SVEQLLEAVNDLKKQIAEXKLLME---EXCNKVSEDTHE EAFRRFFPQSALLQSC 297 Q6GR31 Xenopus laevis

240 TVEXLOEDIAQLXEAICKOXTHPEEHETPISACPEEPKE SALRTLFESVPSLRTQ 299 QLLVP6 Daniorerio

241 SVEQLLEAINELKKQIAEXKKKLNE---ETGNKVSEAPHE EALRKFFPQSTLLOSC 297 Q28HXO0 Xenopus tropicalis
EVIKTLFPCGASLLQTQ 299 85x1pP9 Salmosalar

240 LVEXLLADVSDLRRMVNERKQELREISADGASTPAQP
*e ek 3 * . 3 3 . rhN * e

Figura 41. Estudio de conservacion de aminoacidos de la proteina ABRAXAS. En el recuadro rojo vemos
el glutdmico de la posicion 276, delecionado con la mutacion ¢.826 828delGAG. Marcado en verde el
final del dominio coiled-coil de la proteina.

Estos datos no permiten determinar si la variante ¢.826 828delGAG altera la
funcionalidad de la proteina. Seran necesarios mas estudios para determinar con

exactitud su implicacion en la funcionalidad de la proteina y su posible patogenicidad.

3. ANALISIS DEL GEN PALB2

El estudio del gen PALB2 en las 31 familias nos permitid6 encontrar 7
mutaciones. De ellas, 6 son polimorfismos neutrales previamente identificados por otros
grupos (Rahman et al., 2007; Foulkes et al., 2007; Erkko et al., 2007; Tischkowitz et al.,
2007; http://www.umd.be/) y una es una mutacion no descrita, c.640A>C (p.T214P)

localizada en el exon 4, de significado desconocido (Tabla 24).

Tabla 24. Mutaciones identificadas en el gen PALB?2.

Cambio de N2 veces
Mutacién Localizacion Clasificacién

aminoacido identificado
c.3300T>G p.Thr1100Thr ex 12 Polimorfismo silencioso 5
¢.1010T>C p.Leu337Ser ex 4 Variante missense 1
c.1676A>G p.GIn559Arg ex4 Variante missense 13
€.2014G>C p.Glu672GIn ex 5 Variante missense 6
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RESULTADOS

€.2794G>A p.Val932Met ex 8 Variante missense 1
c.640A>C* p.Thr214Pro ex4 Variante missense 1
€.212-58A>C - IVS3 Polimorfismo intrénico 4

Las variantes identificadas con * son de nueva descripcion.

El aminoécido 214 no se encuentra localizado en ningiin dominio conocido de la
proteina PALB2; sin embargo, el andlisis filogenético indica que la treonina de la
posicion 214 estd muy conservada a lo largo de la evolucion aunque el aminoacido Pro
aparece en una de las especies incluidas en el estudio comparativo, lo que sugiere que

no se trata de una mutacion patogénica (Figura 42C).

Los resultados de los programas predictivos empleados para la prediccion de

patogenicidad de esta variante no son concluyentes (Figura 42A).

El anélisis predictivo mediante el programa ESEfinder (Figura 42B) no muestra
cambios en los sitios ESE, ni pérdida ni ganancia de sitios ESE, de forma que no
podemos concluir que la variante c.640A>C (p.Thr214Pro) afecte al procesamiento del

ARNm.

Prediccion
y ™t

PolyPhen Benigna

PMut Neutral

SIFT Afecta a funcion proteica

Germinal T214P

174 XRLKEQEEISSKNPARSPVTEIRTH-LLSLXKSELPDSPEPVTEINEDSVLIPPTAQPEKG 232 (Q86YC2 Homo sapiens

171 KHRKGQESISRKNS-RTPVSEKTH--LLSLRSQIFDFPPALVTEIG-EGILIPPSCGKSERG 226 Q3UOPL Mus musculus

175 XRLKEQEKMNRENP-RTEVTELRTYPLSSPKCAIPNSPAPVTETNVGSVLILPSTKPQRD 233 ELBLY0 Bostaurus

173 QRQQOKQR-FAIENP-ELPVFHIRNQ-FSCGENEMONSPRSTTEI--SECLVAPATELEND 227 G3vMC3 Sarcophilus harrisii
174 XRLKEQEEISSKNPTRSPVTEIRTH-LLSLKSELEDSPEPVTEINEDSVLIPPTAQPEKG 232 GLRN19 Nomascus leucogenys
174 XKSLKEQEEISSKNPTRSPVTEIRTH-FLSLQSELLDSPEPITETNGKSLLIPPTAQPEKG 232 F7I9E7 Callithrixjacchus

174 XRLKEQEEISSKNPARSPVTEIRTH-LLSLKSELPDSP. INEDSVLIPPTAQPEKG 232 H2NQFQ Pongo abeli

179 ERWLEQG-FALNNPESS-CGFP--RNTFSNDGSRIQNSPLPSPEMGEGSVCTPKAKESESD 234 F6W8Y9 Ornithorhynchus anatinus
176 KRLKDQEEINRENP-RTPVNERTC--LSSSTSDIPGSPEPVTETNIRGVLIPPTAKSQSG 232 GLM6U7 Ailuropoda melanolueca
174 XRLKEQEEISSKNPARSPVTEIRTH-LLSLKSELPDSPEPVTEINEDSVLIPPTAQPEKG 232 H2QASL Pantroglodytes

174 KSLKEQEEISSKNPTRSPVTEIRTH-FLSLQSELLDSPEPITETNGKSLLIPPTAQPEKG 232 Fr719E8 Callithrixjacchus

171 XRLKEQEGINRENP-RTLVTEKRIY-LPSPKSDGSDLPAAVIETNVGSVLI-PNAKPQRG 227 F6TYE4 Equuscaballus

174 XRLKEQEETSSKNPTRSPVTEIRTH-LLSLKSELPDSPEPVTETNEDSIFIPPTAQPEKG 232 F7HSC5 Mcaca mulatta

* ok : *

HHHHH

(HHH HHH

Figura 42. Estudio bioinformatico de la variante de significado desconocido del exén 4 del gen PALB2,
¢.640A>C (p.Thr214Pro). (A) Prediccion de patogenicidad. (B) Analisis de alteracion de sitios ESE. (C)
Anadlisis de conservacion evolutiva.
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4. ANALISIS DEL GEN RAD51C

El estudio del gen RADSIC permiti6 caracterizar tres mutaciones, dos
polimorfismos neutrales de regiones intronicas y una variante en la region 5'UTR
previamente identificadas por otros grupos como variantes no patogénicas (Meindl et

al., 2010; Zheng et al., 2010; Akbari et al., 2010) (Tabla 25).

Tabla 25. Mutaciones identificadas en el gen RADSI1C.

Cambio de N2 veces
Mutaciéon Localizacion Clasificacion
aminoacido identificado
c.404+63_404+71dup9 - 1IVS2 Polimorfismo intrénico 1
c.904+34T>C - IVS6 Polimorfismo intrénico 22
c.-26C>T - 5°UTR - 9

5. ANALISIS DEL GEN BARDI

El estudio del gen BARD1 mostr6 dos probandos portadores de mutacion en este
gen. Un polimorfismo silencioso en la region codificante y un polimorfismo intronico
previamente identificados por otros grupos como variantes no patogénicas (Guimenti et
al., 2002; Ishitobi et al., 2003; Karppinen et al., 2004; Vahteristo et al., 2006) (Tabla
26).

Tabla 26. Mutaciones identificadas en el gen BARDI.

Cambio de N2 veces
Mutacion Localizacion Clasificacion
aminoacido identificado
c.1518T>C p.His506His ex 6 Polimorfismo silencioso 5
c.1315-19G>A - IVS4 Polimorfismo intrénico 8
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6. ANALISIS DEL GEN BRIP1

El estudio del gen BRIP1 en las 31 familias incluidas en nuestro trabajo nos
permitio identificar 6 mutaciones. De ellas, 5 son polimorfismos neutrales previamente
identificados por otros grupos (Cantor et al., 2004; Rutter et al., 2003; Lewis et al.,
2005; Seal et al., 2006) y una es una mutacioén no descrita, de significado desconocido

(Tabla 27).

Tabla 27. Mutaciones identificadas en el gen BRIP1.

Cambio de N2 veces
Mutacion Localizacion Clasificacién
aminoacido identificado
c.3411T>C p.Tyrl137Tyr ex 20 Polimorfismo silencioso 17
c.2637G>A p.Glu879Glu ex 19 Polimorfismo silencioso 19
c.1616G>A p.Arg539Lys 11 Variante missense 1
c.2755C>T p.Pro919Ser 19 Variante missense 19
¢.508-31C>G - IVS5 Polimorfismo intrénico 1
€.1935+22insT* - IVS13 Polimorfismo intrénico 16

Las variantes identificadas con * son de nueva descripcion.

La variante p.Arg539Lys (c.1616G>A; rs199616792) localizada en el exén 11
del gen BRIP1, aparece identificada en la base de datos dbSNP

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), ubicada en el dominio helicasa de la

proteina sin afectar a los motivos helicasa; sin embargo, hasta el momento no existen
estudios bioinformaticos de prediccion ni estudios funcionales por lo que procedimos a
realizar un estudio bioinformatico predictivo para determinar su patogenicidad (Figura

43).

El anélisis predictivo mediante el programa ESEfinder no mostrd cambios en los

sitios ESE, ni pérdida ni ganancia de sitios ESE (Figura 43B). Los programas
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predictivos empleados para determinar la posible patogenicidad de esta variante,
coinciden en clasificarla como variante no patogénica (Figura 43A). El estudio de
conservacion evolutiva nos muestra que la arginina de la posicion 539 del gen BRIP1
esta muy conservada (Figura 43C); sin embargo, la presencia del alelo Lys en una de las
especies incluidas en el estudio comparativo parece indicar que se trata de un

polimorfismo, siendo necesario realizar un estudio poblacional.

Prediccion
« I -

C

518
527
521
519
525
454
518
529
517
518
527
520

Benigna

PMut

Tolerable I

VISASTQIMLKCGLFMVLDYL
IVSSATQIVLKCGLFMVLL
IISASTQVVLKCGLFM

IISASTQIMLKCGLFMVFDYL
TLSPQTOMVLKGLFLVLDYL:
VISASTQIMLKGLFMVLDYL
IISASTQIMLKGLFMVLDYL
IVSPPTQIMLKGLFMVLDYL
IISASTQIMLKGLFMVLDYL
VISASTQIMLKCGLFMVLDYL
IVSPSTQIMLKCGLFMVLDYL

Germinal

PNSRFADDYKIAIQQTYSWINQ~-~IDISDRKNGLL-VLP
DNSRFADDYRVALQQOTYAWTNDNQPDVSDTSAFFT~KT
ENSRFADDYKVAIQQTYSWINQ~-~IAIFDKTGVLA-VP
PNSRFADDYKVAIQQTYSWINQ~~IDTSDRKNGFFA~LA
PNNRFAEDYRIALQQSYTWANR~~QDIPDENGFFA-RP
PNSRFADDYKVAIQQTYSWINQ-~SDTTDHGLL~-~ILS

PNNRFADDYKIAIQQTYSWINQ~-~IDISDKNGLL-VLP
NNRFADDYKVALQQOSYSWTNH~~ADTPDKNGFFA-AP
NSRFADDYKIAIQQTYSWINE~~TNTSDKNMLVALLP
NSRFADDYKIAIQQTYSWINQ~~IDISDKNCGLL~VLFP
NSRFADDYKVAIQRTYSWT-Q~~IDIPDRKNGFFA~IP

Q9BX63
Q3YK19
Q58XJ3
G1LOB6
F6ULHY
F1MMSO
GlQHZ1
F6S8U0
HOWWDY
H2NV90
F6XJIO0
I3MGN9

Homo sapiens

Gallus gallus

Mus musculus

Ailuropoda melanoleuca
Xenopus tropicalis

Bos taurus

Nomascus leucogenys
Ornithorhynchus anatinus
Otolemur garnettii

Pong abelii

Nonodelphis domestica
Sermophilus tridecemlineatus

RIYKKKLLALNSGSSCLSLL!
. 3 . *

*

NDNRFADDYKIAIQQTYSWINQ-~IDISDRKNGFFA~-PP

L L R L L P E R R *

Figura 43. Estudio bioinformatico de la variante p.Arg539Lys del ex6n 11 del gen BRIP1. (A) Prediccion
de patogenicidad. (B) Analisis de alteracion de sitios ESE. (C) Analisis de conservacion evolutiva.

Ademas, hemos identificado una variante intronica de nueva descripcion,
¢.1935+22insT, ubicada en el intrén 13, que hemos considerado como polimorfismo por

estar localizada en zonas alejadas de los sitios clasicos de procesamiento.

7. ANALISIS DEL GEN CHEK2

El analisis del gen CHEK2 se centrd en la identificacion de las mutaciones,
c.1100delC (exon 10) y p.lle157Thr (exon 3), que se han descrito por otros grupos
como implicadas en la modificacion del riesgo de cancer de mama (Meijers-Heijboer et
al., 2003; Oldenburg et al., 2003; de Bock et al., 2004; The CHEK?2 Breast Cancer
Case-Control Consortium, 2004; Nevanlinna et al.,, 2006; Weischer et al., 2007;
Weischer et al., 2008).
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No hemos identificado estas mutaciones en ninguna de las 31 familias

incluidas en nuestro estudio.

8. ANALISIS DEL GEN ERCC4

El estudio del gen ERCC4 permiti6 identificar 19 mutaciones, de las que tres
fueron consideradas polimorfismos silenciosos, cinco fueron consideradas mutaciones
de cambio de aminoacido, una como variante de cambio de marco de lectura, nueve
como polimorfismos intronicos y una mutacion en la region 5"UTR, la mayoria de ellas
identificadas previamente por otros grupos (Shen et al., 1998; Fan et al., 1999; Smith et
al., 2003; Lee et al., 2005; Jorgensen et al., 2007; Crew et al., 2007; Smith et al., 2008;
Rajaraman et al., 2008; Han et al., 2009; Roberts et al., 2011; Shi et al., 2012). No
obstante, no existe consenso en la clasificacion de estas mutaciones como
polimorfismos neutrales, por lo que decidimos realizar un estudio poblacional mas
amplio del gen ERCC4. Para ello, incrementamos el numero de pacientes hasta 105
(con céncer de mama hereditario, no portadores de mutacion en BRCA1/2 y 3 6 mas

familiares afectados) e introdujimos 50 controles sanos (Tabla 28).

Tabla 28. Mutaciones identificadas en el gen ERCC4.

Cambio de N2 veces identificado
Mutacién Posicion Clasificacion
aminoacido (Pacientes Vs Controles)
c.33C>T p.AlallAla ex 1 Polimorfismo silencioso 7 (6,67%) 2 (4%)
¢.2505T>C p.Ser835Ser ex 11 Polimorfismo silencioso 50 (47,62%) 25 (50%)
€.2655G>A p.Thr885Thr ex 11 Polimorfismo silencioso 2 (1,9%) 2 (4%)
c.1244G>A p.Argd15GIn ex 8 Variante missense 26 (24,76%) 8 (16%)
c.1727G>C p.Arg576Thr ex 8 Variante missense 2 (1,9%) 0 (0%)
€.2624A>G p.Glu875Gly ex 11 Variante missense 3(2,86%) 1(2%)
c.207+11G>A - IVS1 Variante intrénica 64 (60,95%) 25 (50%)
c.207+49G>A - IVS1 Variante intrénica 11 (10,48%) 7 (14%)
c.974-71A>G - IVS5 Variante intrénica 1(0,95%) 1(2%)
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c.974-57G>A - IVS5 Variante intronica 1(0,95%) 0 (0%)
c.1102+45A>G - IVS6 Variante intrénica 2 (1,9%) 0 (0%)
¢.1905-35T>C - IVS9 Variante intronica 73 (69,52%) 31 (62%)
¢.1905-28G>A - IVS9 Variante intrénica 61 (58,1%) 23 (46%)
c.-30T>A - 5'UTR - 64 (60,95%) 15 (30%)
c.388+28A>G* - IVS2 Variante intrdnica 0 (0%) 1(2%)
c.974-6T>C* - IVS5 Variante intronica 0 (0%) 1(2%)
c.1135C>T p.Pro379Ser ex7 Variante missense 0 (0%) 2 (4%)
¢.1984T>C p.Ser662Pro ex 10 Variante missense 0 (0%) 2 (4%)
c.2291delG* p.Ser764Thr fsX51 ex 11 Variante frameshift 0 (0%) 1(2%)

Las variantes identificadas con * son de nueva descripcion.

El resultado de este estudio mostrd que todas las mutaciones encontradas en los
pacientes con cancer de mama, se encuentran en frecuencias comparables en los
individuos sanos con excepcion de las mutaciones, ¢.974-57G>A, ¢.1102+45A>G, c.-

30T>A y ¢.1727G>C (p.Arg576Thr).

Las mutaciones ¢.974-57G>A y c.1102+45A>G son mutaciones intronicas
localizadas muy alejadas de los sitios clasicos de procesamiento, de forma que es muy
poco probable que afecten al proceso de procesamiento del ARNm y por tanto, a la

funcionalidad de la proteina.

La mutacion c.-30T>A fue previamente descrita como polimorfismo no
modificador del riesgo ya que, a pesar de estar localizada en la region promotora del
gen, no afecta a la expresion del mismo (Brookman et al., 1996; Shen et al., 1998). El
resultado del estudio poblacional indica que es el doble de frecuente en pacientes con
cancer de mama que en controles, ain asi, estd demasiado extendida en la poblacion

control como para ser considerada un polimorfismo modificador del riesgo.

La mutacion ¢.1727G>C; p.Arg576Thr (Figura 44) fue descrita previamente
como polimorfismo modificador del riesgo a desarrollar cancer de mama basandose
exclusivamente en la naturaleza de los cambios de aminoacido que generaba (Fan et al.,

1999).
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Figura 44. Imagen de la resolucién de una muestra
normal (azul) y una de las muestras con la
mutacion p.Arg576Thr (verde) del exéon 8 de
3 a 5 ERCC4 en el dHPLC.

Con el fin de determinar si la variante p.Arg576Thr podria ser considerada como

patogénica, realizamos un estudio de prediccion bioinformatico.

El aminoécido 576 no se encuentra localizado en ningiin dominio conocido de la
proteina ERCC4; sin embargo, el analisis filogenético muestra que la arginina de la
posicidon 576 estd muy conservada a lo largo de la evolucion (Figura 45C), lo que indica
que, aunque no se localice en ningun dominio funcional de la proteina, puede ser un
aminoacido importante desde el punto de vista estructural. No obstante, la presencia del
aminoacido Thr en una de las especies incluidas en el estudio comparativo parece

indicar que se trata de un polimorfismo.

Sin embargo, el estudio informatico de prediccion de patogenicidad coincide en

considerar esta variante como patogénica (Figura 45A).

El anélisis predictivo mediante el programa ESEfinder no muestra cambios en

los sitios ESE, ni pérdida ni ganancia de sitios ESE (Figura 45B).
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Prediccion
y

PolyPhen Posiblemente patogénica

PMut Patogénica

SIFT Afecta a funcion proteica | .

Germinal R576T

C
564 YDAELTFVRQLEIYRASRPGKPLR-~~VYFLIYGGSTEEQRYL 620 Q92889 Homo sapiens
565 YDAELTFVRQLEIYRASRPGKPLR~~~VYFLIYGGSTEEQRYL 621 (Q90QZD4 Mus musculus
561 YDAELTFVRQLEIYRASRPGKPLR-~~VYFLIYGGSTEEQRYL 617 Q9QYM7 Cricetulus griseus

612 RETFIIVYDPDISITRQIEVYKAENPCGTPVR-~~LYFMTYSDSSEEYQYI 665 Q54PN5 Dictyostelium discoideum

565 YDAELTFVRQLEIYRASRPCGKPLR~~~VYFFVYGGSTEEQRYL 621 D3ZT95 Rattusnorvegicus
546 YDSEVSFVRQLEIYRASKQ-KPLR-~~VYFLIYGGSTEEQRYL 601 Q6DFB2 Xenopus laevis
558 YDSELSFVRQLEIYRASKQ-KPLR-~~VYFLIYGGSTEEQRYL 613 F6UAV3 Xenopus tropicalis
564 YDAELTFVRQLEIYRASRPGKPLR~~~VYFLIYGGSTEEQRYL 620 ELBKV9 Bostaurus

567 YDAELTFVRQLEIYRASRPGKPMR~~~VYFLIYGGSTEEQRYL 623 G3WDRL Sarcophilus harrisii
535 YDAELSFVRQLEIYKACRPGKPLR~~~VYFLIYGGSTEEQRYL 591 Q7SYE8 Banio rerio

497 YALTRVLHEVERRYVILYDAELTFVRQLEIYKASRPGKPLR-~-~VYFLIYGSSTEEQRYL 553 GLMQJ6 Meleagris gallopavo

564 YDAELTFVRQLEIYRASRPGKPLRQVGVYFLIYGGSTEEQRYL 623 F6RCMY Macaca mulatta

566 YDAELTFVRQLEIYRASRPGKPLR-~~VYFLIYGGSTEEQRYL 622 E2QYD6 Canis familiaris

551 YDAELTFVRQLEIYKAGRPGKPLR-~~VYFLIYGSSTEEQRYL 607 FILINAVZ Gallusgallus

545 YDAELTFVRQLEIYRASRPCGKPMR~~~VYFLIYGGSTEEQRYL 601 F6USHT7 Monodelphis domestica
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Figura 45. Estudio bioinformatico de la variante p.R576T del ex6n 11 del gen ERCC4. (A) Prediccion de
patogenicidad. (B) Analisis de alteracion de sitios ESE. (C) Analisis de conservacion evolutiva.

Todos estos datos sugieren que la mutacion p.ArgS76Thr del exon 8 del gen
ERCC4 puede ser una mutacion patogénica, siendo necesarios mas estudios para

confirmar este resultado.

Ademads, hemos encontrado cinco mutaciones en la poblacion sana que no
aparecen en los pacientes con cancer de mama familiar. Se trata de las mutaciones,
c.388+28A>G, ¢.974-6T>C, c.1135C>T (p.Pro379Ser), c.1984T>C (p.Ser662Pro) y
¢.2291delG (p.Ser764Thr fsX51).

La mutacion ¢.388+28A>G es una mutacion intronica, localizada en el intron 2,
muy alejada de los sitios clasicos de procesamiento, de forma que es muy poco probable
que afecten al proceso de procesamiento del ARNm y por tanto, a la funcionalidad de la

proteina.

La mutacion ¢.974-6T>C es una mutacion intronica, localizada en el intrén 5 del
gen ERCC4, muy proxima a los sitios de procesamiento del ARNm. No aparece
descrita previamente por otros grupos, por lo que realizaremos un estudio de prediccion
mediante el programa ESEfinder que mostrd la aparicién de un nuevo sitio ESE que
puede afectar al procesamiento del ARNm y en definitiva, a la funcionalidad de la
proteina, siendo necesario estudiar el ARN para confirmar su posible funcionalidad

(Figura 46).
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- Figura 46. Estudio bioinformatico de la
variante ¢.974-6T>C del intrén 5 del gen
L —— = | ERCCA4. Analisis de alteracion de sitios ESE.

Germinal c.974-6T>C

La alteracion c.1135C>T (p.Pro379Ser; rs1799802) ha sido descrita en varios
trabajos previos (Shen et al., 1998; Mohrenweiser et al., 2002) siempre asociada a
poblacion sana y aparece clasificada como polimorfismo neutral en la base de datos

UniProt.

La alteracion c.1984T>C (p.Ser662Pro; rs2020955) ha sido descrita en varios
trabajos previos y clasificada como un polimorfismo neutral en un reciente meta-

analisis (Shi et al., 2012).

La ultima de las mutaciones identificadas en la poblacion control fue ¢.2291delG
(p.Ser764Thr fsX51), una mutacion frameshift localizada en el exén 11, que cambia el
marco de lectura y genera un codon de parada prematuro que provoca la pérdida del
dominio de unién a la proteina ERCC1. Se trata por tanto, de una mutacioén que altera la

funcion de la proteina.

107



e ESTUDIO DE VARIANTES GENETICAS A IADA RIE DE
CANCER DE MAMA FAMILIAR. MODELO POLIGENICO

El céancer de mama es una enfermedad compleja en el que influyen factores
ambientales y genéticos. Como ya hemos sefialado, las familias portadoras de
mutaciones en los genes BRCA1, BRCA2 son incluidas dentro del Sindrome de cancer
de mama y ovario hereditario; otros genes de penetrancia intermedia como PALB2 ,
BRIP1, etc., pueden explicar un pequefio nimero de agrupaciones familiares en las que
no se encuentran mutaciones en los genes BRCA1/2. No obstante, existe un elevado
numero de familias con incidencia elevada de céncer de mama en las que no se
encuentran mutaciones en genes de penetrancia alta o intermedia; estos casos
probablemente son el resultado de la acumulacion de mutaciones en diferentes genes de
baja penetrancia que act@ian conjuntamente como modificadores del riesgo. Por otra
parte, no todos los portadores de mutaciones en los genes BRCA1 o BRCA2 desarrollan
cancer a lo largo de su vida, por lo que otras variantes genéticas deben de actuar como

moduladores de la penetrancia de las mutaciones patogénicas en los genes BRCA1 y 2.

En nuestro trabajo hemos analizado SNPs que modifican la secuencia
codificante del gen BRCA1 (1516941, rs16942 y rs799917) pero que no se han asociado
con el sindrome de cancer de mama y ovario hereditario por estar presentes en familias
sanas, y SNPs de los genes FGFR2 (rs2981582), miR146 (rs2910164), region 8q24
(rs13281615), TP53 (rs1042522) y MDM2 (rs2279744), previamente vinculados por
otros grupos, bien mediante estudios de GWAS o por estudios de asociacidén, con
modificacion del riesgo a padecer cdncer de mama, aunque existen discrepancias
dependiendo de los estudios (Martin et al., 2003; Bond et al., 2004; Cox et al., 2005;
Bond et al., 2005; Easton et al., 2007; Hunter et al., 2007; Cox et al., 2011).

Para realizar el estudio seleccionamos tres grupos de pacientes: mujeres de
familias con sindrome de cancer de mama y ovario hereditario portadoras de mutacion
en los genes BRCA1 o BRCA2 (CMF+), mujeres con cancer de mama familiar sin
mutacion en los genes BRCA1 o BRCA2 (CMF-), las cuales hemos dividido en dos
subgrupos dependiendo del nimero de familiares afectados, y un grupo control de

mujeres mayores de 40 afios que no han desarrollado ningtn tipo de tumor (Tabla 29).
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Tabla 29. Grupos de pacientes incluidos en el estudio.

Caracteristicas Denominacion
Mujeres sanas sin antecedentes Control
Pacientes con cdncer de mama familiar y mutacién en los genes BRCA1/2 CMF+
Pacientes con cdncer de mama familiar no portadores de mutacién en los genes BRCA1/2 CMF-
. Con alta carga hereditaria de la enfermedad (3 6 mas familiares afectados) CMF->3
. Con baja carga hereditaria de la enfermedad (2 6 menos familiares afectados) CMF-<3

1. ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION DE LOS FENOTIPOS TUMORALES EN
MUJERES CON CANCER DE MAMA FAMILIAR.

Hemos obtenido datos clinicos y anatomopatologicos de 36 pacientes con cancer
de mama portadoras de mutacion en los genes BRCA1 6 BRCA2 (CMF+) y de 161
pacientes con cancer de mama sin mutacion en los genes BRCA1 y BRCA2 (CMF-), de
los cuales 49 pertenecian al grupo con alta carga hereditaria de la enfermedad (CMF-
>3) y 112 pertenecian al grupo con baja carga hereditaria de la enfermedad (CMF-<3)
(Tabla 30).

De los 36 pacientes con cancer de mama familiar portadores de mutacion en los
genes BRCA1/2, 19 (52,8 %) presentaban un tumor que expresaba receptores de
estrogenos (RE+), 19 (52,8 %) expresaban receptor de progesterona (RP+), 13 (36,1 %)
expresaban Her2/Neu (Her2+) y 11 (30,6 %) no mostraban expresion de ninguna de esta
proteinas y fueron considerados “triple negativo”. De ellos, 13 (36%) desarrollaron el

tumor antes de los 40 anos.

De los 161 pacientes con cancer de mama no portadores de mutacion en los
genes BRCA1/2, 119 (73,9 %) eran RE+, 115 (71,4 %) RP+, 84 (52,2 %) Her2+ y 14
(8,7 %) de tipo “triple negativo”. De ellos, 63 (52,9) desarrollaron el tumor antes de los

40 anos.

Cuando dividimos el grupo de pacientes con cancer de mama familiar no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en dos subgrupos dependiendo de la

carga hereditaria de la enfermedad, observamos que de los 49 pacientes con alta carga
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hereditaria de la enfermedad (CMF>3), 38 (77,6 %) desarrollaron un tumor RE+, 36
(73,5 %) RP+, 20 (40,8 %) Her2+y 7 (14,3 %) de tipo “triple negativo”, de los cuales
10 (27,7%) desarrollaron el tumor antes de los 40 afos. De los 112 pacientes con baja
carga hereditaria de la enfermedad, 81 (72,3 %) desarrollaron un tumor RE+, 79 (70,5
%) RP+, 64 (57,1 %) Her2+ y 7 (6,3 %) “triple negativo”, de los cuales 53 (47%)

desarrollaron el tumor antes de los 40 afios.

Tabla 30. Caracteristicas biologicas de los tumores incluidos en nuestro trabajo en funcion de los
receptores celulares.

Caracteristicas bioldgicas de los tumores incluidos en nuestro trabajo

RE+ RP+ RE+/RP+ Her2+ RE+/Her2+ RP+/Her2+ RE+/RP+ Triple
/Her2+  Negativo

CMF+ 19 19 17 13 9 9 9 11
(52,8%) (52,8%)  (47,2%)  (36,1%) (25%) (25%) (25%) (30,6%)
CMF- 119 115 104 84 62 58 53 14
(73,9%) (71,4%)  (64,6%)  (52,2%) (38,5%) (36%) (32,9%) (8,7%)
CMF->3 38 36 36 20 16 15 15 7
(77,6%) (73,5%)  (73,5%)  (40,8%) (32,7%) (30,6%) (30,6%) (14,3%)
CMF-<3 81 79 68 64 46 43 38 7
(72,3%) (57,1%)  (60,7%)  (57,1%) (41,1%) (38,4%) (33,9%) (6,3%)

En el momento actual la clasificacién biologica del cancer de mama establece
cuatro categorias, en funcion de las caracteristicas biologicas anteriormente
mencionadas. Podemos clasificar los tumores de mama en, Luminal A, Luminal B,
Her2 y Basal Like (Carey et al., 2007), perteneciendo los tumores triple negativos (RE-,
RP- y Her2-) al subtipo Basal Like, asociado a un peor pronoéstico. En la tabla 31 se
muestra la distribucion de estos tipos de tumor en los diferentes grupos de cancer de

mama familiar

Tabla 31. Distribucion de los subtipos de cancer de mama entre los diferentes grupos clinicos. Los
subgrupos Luminal A y Luminal B se han obtenido a partir del grupo Luminal.

Subtipos tumorales

Luminal A Luminal B Luminal Her2 Basal Like
CMF+ 12 (33,3 %) 9 (25 %) 21 (58,3 %) 4 (11,1 %) 11 (30,6 %)
CMF- 63 (39,1 %) 67 (41,6 %) 130 (80,7 %) 17 (10,6 %) 14 (8,7 %)
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CMF->3 22 (44,9 %) 16 (32,7 %) 38 (77,6 %) 4(8,2 %) 7 (14,3 %)
CMF-<3 41 (36,6 %) 51 (45,5 %) 92 (82,1 %) 13 (11,6 %) 7 (6,3 %)

a) Estudio global

Inicialmente comparamos los grupos de pacientes con cancer de mama en

funcién de ser portadores o no de mutacion en los genes BRCA1/2.
Estudio de la expresion del Receptor de Estrogenos.

Como mostramos en la tabla 32, al comparar el porcentaje de tumores que
expresan el RE en pacientes con cdncer de mama familiar observamos que los pacientes

portadores de mutaciones en BRCA1/2 tienen una mayor incidencia de tumores RE-.

Tabla 32. Expresion del receptor de estrogenos en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar
portadores o no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2.

RE+ (N/%) RE- (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 19/52,8% 17/47,2% 2,535 1,206;5,329 0,014
CME- 119/73,9%% 42/26,1% 1

Al comparar ambos grupos en funcion de la edad de diagnoéstico del cancer, en
el caso de los pacientes con enfermedad en edades tempranas (<40 afios) no observamos
diferencias estadisticamente significativas (Tabla 33); sin embargo, al seleccionar
pacientes diagnosticados después de los 40 afios de edad, comprobamos que los
pacientes portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 (CMF+) presentan con mas

frecuencia tumores RE- (Tabla 34).

Tabla 33. Expresion del receptor de estrogenos en pacientes con cancer de mama familiar portadores o no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 menores de 40 afios.

RE+ (N/%) RE- (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 5/38,5% 8/61,5% 2,6 0,762;8,874 0,127
CME- 39/61,9% 24/38,1% 1
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Tabla 34. Expresion del receptor de estrogenos en pacientes con cancer de mama familiar portadores o no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 mayores de 40 afios.

RE+ (N/%) RE- (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 14/60,9% 9/39,1% 2,857 1,071;7,621 0,036
CME- 80/81,6% 18/18,4% 1

Estudio de la expresion del Receptor de Progesterona

El anélisis de la expresion del receptor de progesterona en pacientes con
antecedentes familiares de cancer de mama, mostro que los pacientes portadores de
mutacion en los genes BRCA1/2 tienen una mayor incidencia de tumores RP- (Tabla

35).

Tabla 35. Expresion del receptor de progesterona en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar
portadores o no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2.

RP+ (N/%) RP- (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 19/52,8% 17/47,2% 2,237 1,069;4,68 0,033
CME- 115/71,4% 46/28,6% 1

Si comparamos ambos grupos en funcién de la edad de diagndstico del paciente,
en el caso de mujeres con diagnostico en edades tempranas (<40 afios) no observamos
diferencias estadisticamente significativas (Tabla 36); sin embargo, en el caso de las
pacientes con diagnostico de la enfermedad después de los 40 afos, comprobamos que
las pacientes portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2 desarrollan con mas

frecuencia un tumor de mama de tipo RP- (Tabla 37).

Tabla 36. Expresion del receptor de progesterona en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar
portadores o no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 menores de 40 afios.

RP+ (N/%) RP- (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 6/46,2% 7/53,8% 1,773 0,533;5,897 0,350
CME- 38/60,3% 25/39,7% 1
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Tabla 37. Expresion del receptor de progesterona en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar
portadores o no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 mayores de 40 afios.

RP+ (N/%) RP- (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 13/56,5% 10/43,5% 2,821 1,085;7,331 0,033
CME- 77/78,6% 21/21,4% 1

Estudio de la expresion de Her2

La comparacion de la expresion de Her2 en los diferentes grupos de pacientes
con cancer familiar incluidos en nuestro trabajo no mostré diferencias estadisticamente
significativas, ni siquiera al subdividir los grupos segin la edad de diagnostico de la

enfermedad (Tablas A1-A3 Anexo).

Estudio de los tumores “triple negativo”

Nuestros resultados muestran que los tumores “triple negativos” son mas
frecuentes en las mujeres con cancer de mama familiar portadoras de mutacion en los

genes BRCA1/2 (Tabla 38).

Tabla 38. Incidencia de tumores de tipo triple negativo en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2.

Triple - (N/%) No Triple - (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 11/30,6% 25/69,4% 1
CMEF- 14/8,7% 147/91,3% 4,62 1,885;11,322 0,001

Cuando segregamos ambos grupos en funcion de la edad de diagnostico de la
enfermedad, observamos que, en el caso de mujeres con diagndstico en edades
tempranas, la presencia de tumores triple negativos es cerca de 7 veces mas frecuente en

las portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2 (Tabla 39).
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Tabla 39. Incidencia de tumores de tipo triple negativo en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en menores de 40 afios.

Triple -(N/%) No Triple - (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 6/46,2% 7/53,8% 1
CMEF- 7/11,1% 56/88,9% 6,857 1,788;26,293 0,005

Al comparar las pacientes con diagnostico de la enfermedad después de los 40
afios, aunque también observamos una mayor incidencia de tumores triple negativo en
el grupo de portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2, el riesgo es menor que en el

grupo con diagndstico antes de los 40 afios (Tabla 40).

Tabla 40. Incidencia de tumores de tipo triple negativo en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en mayores de 40 afios.

Triple -(N/%) No Triple - (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 5/21,7% 18/78,3% 1
CMEF- 7/7,1% 91/92,9% 3,611 1,03;12,655 0,045

Estudio por subtipo biologico del tumor

Como mostramos en la tabla 41, al analizar la distribucidén de los tumores de
cada categoria (considerando el subtipo Luminal como un tnico grupo) en las pacientes
con antecedentes familiares de cancer de mama, observamos que los pacientes
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 tienen una mayor incidencia de tumores
Basal Like mientras que los pacientes no portadores de mutacién tienen una mayor

incidencia de tumores de tipo Luminal.

Tabla 41. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal
B.
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Subtipos biolégicos de tumor

Luminal (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 21/58,3% 15/41,7% 2,995 1,387;6,468 0,005
CMF- 130/80,7% 31/19,3% 1
Her2 (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 4/11,1% 32/88,9% 1
CMF- 17/10,6% 144/89,4% 1,059 0,334;3,359 0,923
Basal Like (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 11/30,6% 25/69,4% 1
CMF- 14/8,7% 147/91,3% 4,62 1,885;11,322 0,001

p valor global: 0,001

Cuando subdividimos el subtipo Luminal en Luminal A y Luminal B, no hemos

encontrado diferencias entre los grupos (Tabla 42).

Tabla 42. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

LuminalA (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 12/33,3% 24/66,7% 1
CMF- 63/39,1% 98/60,9% 0,778 0,363;1,666 0,518
Luminal B (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 9/25% 27/75% 1
CMF- 67/41,6% 94/58,4% 0,468 0,207;1,059 0,068

p valor global: 0,004

Cuando subdividimos ambos grupos en funcioén de la edad de diagnostico de la
enfermedad, comprobamos que las mujeres con diagnostico de la enfermedad antes de
los 40 afios no muestran diferencias en la incidencia del subtipo Luminal, mientras que
el tipo Basal Like es mas frecuente en las mujeres portadoras de mutacion en los genes

BRCA1/2 (Tabla 43).

Tabla 43. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en
Luminal A y Luminal B.
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Subtipos biolégicos de tumor

CMF+
CMF-

CMF+
CMF-

CMF+
CMF-

Luminal (N/%)
6/46,2%
46/73%

Her2 (N/%)
1/7,7%
10/15,9%

BasalLike (N/%)
6/46,2%
7/11,1%

Resto (N/%)
7/53,8%
17/27%

Resto (N/%)
12/92,3%

53/84,1%

Resto (N/%)
7/53,8%
56/88,9%

OR
3,157

OR

0,442
OR

6,857

IC (95%) p
0,92;10,7378 0,066

IC (95%) p

0,051;3,788 0,456
IC (95%) p

1,788;26,293 0,005

p valor global: 0,009

Cuando subdividimos el grupo Luminal en Luminal A y Luminal B, no

encontramos diferencias de incidencia entre los dos grupos (Tabla 44).

Tabla 44. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en
Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

CMF+
CMF-

CMF+
CMF-

Luminal A (N/%)
3/23,1%
23/36,5%

Luminal B (N/%)
3/23,1%
23/36,5%

Resto (N/%)
10/76,9%
40/63,5%

Resto (N/%)
10/76,9%
40/63,5%

OR

0,522
OR

0,522

IC (95%) p
0,13;2,091 0,358
IC (95%) p
0,13;2,091 0,358

p valor global: 0,025

Al realizar este analisis en mujeres diagnosticadas de cancer de mama familiar

después de los 40 afios, portadoras o no de mutacion en los genes BRCA1 /2, no hemos

encontrado diferencias entre los grupos (Tablas A4 y A5 Anexo).

b) Comparacion entre tumores de mama en pacientes con y sin mutacion en

los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares afectados.
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A la vista de los resultados anteriores, decidimos analizar si las caracteristicas
bioldgicas de los tumores se asociaban con el nimero de familiares afectados, para lo
cual el grupo de pacientes con cancer de mama familiar que no presentaban mutacion en
los genes BRCA1/2 fue dividido en dos grupos dependiendo de que existieran tres o

mas familiares afectados.

De manera preliminar comparamos las caracteristicas bioldgicas del tumor en el
grupo de mujeres no portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del
numero de familiares afectados, no encontrando diferencias estadisticamente
significativas en la distribucion de estas caracteristicas entre ambos grupos de pacientes

(Tablas A6-A23 Anexo).

Estudio de la expresion del Receptor de Estrogeno

Como mostramos en la tabla 45, los tumores que expresan el RE son menos

frecuentes en las pacientes portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2.

Tabla 45. Expresion del receptor de estrogenos en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar
portadores o no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares afectados.

RE+ (N/%) RE- (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 19/52,8% 17/47,2% 3,091 1,211;7,891 0,018
CMEF->3 38/77,6% 11/22,4% 1

Al comparar ambos grupos en funcion de la edad de diagnostico del cancer, no
obtuvimos diferencias significativas independientemente de la edad del diagnostico

(Tablas A24 y A25 Anexo).

Estudio de la expresion del Receptor de Progesterona

El andlisis de la expresion del receptor de progesterona no mostrd diferencias

estadisticamente significativas entre los grupo de pacientes con cancer de mama
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portadores y no portadores de mutacion con tres o mas familiares afectados. Al dividir
los grupos de pacientes en funcion de la edad de diagnostico tampoco encontramos
diferencias significativas en la expresion del receptor de progesterona (Tablas A26-A28

Anexo).

Estudio de la expresion de Her2

El estudio de la expresion de Her2 en los tumores de las pacientes portadoras de
mutaciones en los genes BRCA1/2 y de pacientes con cancer de mama en mas de tres
familiares no mostr6 ninguna diferencia. Al dividir los dos grupos por edades de
diagndstico tampoco encontramos diferencias en la expresion de Her2 (Tablas A29-A31

Anexo).

Estudio de los tumores “Triple negativo”

El estudio de la incidencia de tumores “triple negativos” entre los grupos de
pacientes portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 y los no portadores con més de

tres familiares afectados, no mostré diferencias significativas (Tabla 46).

Tabla 46. Incidencia de tumores de tipo triple negativo en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares
afectados.

Triple -(N/%) No Triple - (N/%) p
CMF+ 11/30,6% 25/69,4% 0,070
CMEF->3 7/14,3% 42/85,7%

Al subdividirlos por edades de diagndstico de la enfermedad tampoco encontramos

diferencias (Tablas A32 y A33 Anexo).

Estudio por subtipo biolégico de tumor
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El estudio de la distribucion de los subtipos Luminal, Her2 y Basal Like entre las
pacientes portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2 y las pacientes con tres o mas
familiares afectados, no mostrd diferencias entre los dos grupos (Tabla 47 y 48). Al
subdividirlas de acuerdo con la edad de diagnostico tampoco encontramos diferencias

(Tablas A34-A37 Anexo).

Tabla 47. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares afectados. Subtipo Luminal no
subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Luminal (N/%)

Resto (N/%)

CMF+ 21/58,3% 15/41,7%

CMF->3 38/77,6% 11/22,4%
Her2 (N/%) Resto (N/%)

CMF+ 4/11,1% 32/88,9%

CMF->3 4/8,2% 45/91,8%
Basal Like (N/%) Resto (N/%)

CMF+ 11/30,6% 25/69,4%

CMF->3 7/14,3% 42/85,7%

p valor global: 0,143

Tabla 48. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares afectados. Subtipo Luminal
subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Luminal A (N/%) Resto (N/%)
CMF+ 12/33,3% 24/66,7%
CMF->3 22/44,9% 27/55,1%

Luminal B (N/%) Resto (N/%)
CMF+ 9/25% 27/75%
CMF->3 16/32,7% 33/67,3%

p valor global: 0,273
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¢) Comparacion entre tumores de mama en pacientes con y sin mutacion en

los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados.

Estudio de la expresion del Receptor de Estrogeno

Como mostramos en la tabla 49, Las pacientes portadoras de mutacién en los
genes BRCA1/2 presentan con mas frecuencia tumores RE- que las mujeres con cancer
de mama no portadoras de mutacion en estos genes y con menos de tres familiares

afectados.

Tabla 49. Expresion del receptor de estrogenos en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar
portadores o no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados.

RE+ (N/%) RE- (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 19/52,8% 17/47,2% 2,338 1,078;5,071 0,032
CMF-<3 81/72,3% 31/27,7% 1

Al comparar ambos grupos en funcion de la edad de diagnostico de las
pacientes, no obtuvimos diferencias significativas. La expresion del receptor de

estrogeno es independientemente de la edad del diagndstico (Tablas A38 y A39 Anexo).

Estudio de la expresion del Receptor de Progesterona

El andlisis de la expresion del receptor de progesterona no mostrd diferencias
estadisticamente significativas entre los grupo de pacientes con cancer de mama
portadores y no portadores de mutacion con menos de tres familiares afectados (Tabla

A40 Anexo).

Si comparamos ambos grupos en funcion de la edad de diagndstico, no
observamos diferencias estadisticamente significativas en el caso de mujeres con

diagnostico en edades tempranas (<40 afios) (Tabla 50); sin embargo, en el caso de las
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pacientes con diagnostico de la enfermedad posterior a los 40 afios, comprobamos que
las pacientes portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2 suelen desarrollar un tumor

de mama de tipo RP- (Tabla 51).

Tabla 50. Expresion del receptor de progesterona en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar
portadores o no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados en
menores de 40 afios.

RP+ (N/%) RP- (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 6/46,2% 7/53,8% 1,778 0,524;6,031 0,356
CMF-<3 32/60,4% 21/39,6% 1

Tabla 51. Expresion del receptor de progesterona en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar
portadores o no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados en
mayores de 40 afios.

RP+ (N/%) RP- (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 13/56,5% 10/43,5% 3,013 1,065;8,524 0,038
CMF-<3 47/79,7% 12/20,3% 1

Estudio de la expresion de Her2

El anélisis de la expresion de Her2 mostré que los pacientes portadores de
mutacion en los genes BRCA1/2 desarrollan con mas frecuencia tumores Her2- que las

pacientes sin mutacion y con menos de tres familiares afectados (Tabla 52).

Tabla 52. Expresion de Her2 en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar portadores o no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados.

Her2+ (N/%) Her2- (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 13/36,1% 23/63,9% 2,359 1,085;5,127 0,03
CMF-<3 64/57,1% 48/42,9% 1
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Al comparar ambos grupos en funcién de la edad de diagnostico del paciente, no

observamos diferencias significativas (Tablas A41 y A42 Anexo).

Estudio de los tumores “Triple negativo”

Como mostramos en la tabla 53, al comparar la incidencia de tumores triple
negativos en pacientes con antecedentes familiares de cancer de mama, observamos que
los pacientes portadores de mutaciones en los genes BRCA1/2 tienen una mayor
incidencia de tumores triple negativos que las que no son portadoras y tienen menos de

tres familiares afectados.

Tabla 53. Incidencia de tumores de tipo triple negativo en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar portadores y no portadores de mutacién en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares
afectados.

Triple -(N/%) No Triple - (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 11/30,6% 25/69,4% 1
CMF-<3 7/6,3% 105/93,7% 6,6 2,325;18,733 0,000

Cuando comparamos ambos grupos en funcion de la edad de diagnostico del
cancer observamos que en mujeres con diagndstico de la enfermedad antes de los 40
afos hay mayor incidencia de tumores triple negativos en pacientes portadores de

mutacion en los genes BRCA1/2 (tabla 54).

Tabla 54. Incidencia de tumores de tipo triple negativo en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares
afectados en menores de 40 afios.

Triple -(N/%) No Triple - (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 6/46,2% 7/53,8% 1
CMF-<3 5/9,4% 48/90,6% 8,229 1,974;34,294 0,004
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Esta diferencia se mantiene al comparar los grupos de pacientes diagnosticadas
después de los 40 anos de edad, aunque la diferencia es menor que entre las pacientes

diagnosticados antes de los 40 afios (tabla 55).

Tabla 55. Incidencia de tumores de tipo triple negativo en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar portadores y no portadores de mutacién en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares
afectados en mayores de 40 afios.

Triple -(N/%) No Triple - (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 5/21,7% 18/78,3% 1
CMF-<3 2/3,4% 57/96,6% 7,917 1,413;44,358 0,019

Estudio por subtipo biologico del tumor

Como mostramos en la tabla 56, al comparar la incidencia de tumores de cada
categoria (considerando el subtipo Luminal como un Unico grupo) en pacientes con
cancer de mama familiar portadoras de mutacion en BRCA1/2 y en pacientes no
portadoras con menos de tres familiares afectados, observamos que los pacientes
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 tienen una mayor incidencia de tumores
Basal Like mientras que los pacientes no portadores de mutacién tienen una mayor

incidencia de tumores de tipo Luminal.

Tabla 56. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados. Subtipo Luminal
no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Luminal (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 21/58,3% 15/41,7% 3,286 1,447;7,462 0,004
CMF-<3 92/82,1% 20/17,9% 1

Her2 (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 4/11,1% 32/88,9% 1
CMF-<3 13/11,6% 99/88,4% 0,952 0,2;3,1279 0,935
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Basal Like (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 11/30,6% 25/69,4% 1
CMF-<3 7/6,3% 105/93,7% 6,6 2,325;18,733 0

p valor global: 0,000

Cuando subdividimos el subtipo Luminal en Luminal A y Luminal B,
observamos que las mujeres no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 tienen

una mayor incidencia de tumores Luminal B (Tabla 57).

Tabla 57. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados. Subtipo Luminal
subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Luminal A (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 12/33,3% 24/66,7% 1
CMF-<3 41/36,6% 71/63,4% 0,866 0,392;1,913 0,722
Luminal B (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 9/25% 27/75% 2,508 1,082;5,816 0,032
CMF-<3 51/45,5% 61/54,5% 1

p valor global: 0,001

Al subdividir ambos grupos en funcion de la edad de diagndstico, observamos
una mayor incidencia de tumores Basal Like entre las mujeres portadoras de mutacion
en BRCA1/2 diagnosticadas antes de los 40 afios, y de tumores Luminal entre mujeres

no portadoras (Tabla 58).

Tabla 58. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados. Subtipo Luminal
no subdivido en Luminal A y Luminal B en menores de 40 afios.

Subtipos biolégicos de tumor

Luminal (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 6/46,2% 7/53,8% 3,59 1,021;12,62 0,046
CMF-<3 40/75,5% 13/24,5% 1

Her2 (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
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CMF+ 1/7,7% 12/92,3% 1

CMF-<3 8/15,1% 45/84,9% 0,469 0,053;4,123 0,495
Basal Like (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p

CMF+ 6/46,2% 7/53,8% 1

CMF-<3 5/9,4% 48/90,6% 8,229 1,974;34,294 0,004

p valor global: 0,006

Sin embargo, al subdividir los tumores de tipo Luminal en dos subgrupos,
Luminal A y Luminal B, no hemos encontrados diferencias en la incidencia de estos

subtipos (Tabla 59).

Tabla 59. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados en menores de 40
aflos. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Luminal A (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 3/23,1% 10/76,9% 1
CMF-<3 19/35,8% 34/64,2% 0,537 0,131;2,192 0,386
Luminal B (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 3/23,1% 10/76,9% 1
CMF-<3 21/39,6% 32/60,4% 0,457 0,11;1,8592 0,274

p valor global: 0,017

En el caso de pacientes diagnosticadas después de los 40 afios, observamos una
mayor incidencia de tumores Basal Like entre las mujeres portadoras de mutacion en los
genes BRCA1/2 con diagndstico posterior a los 40 afios y de tumores de tipo Luminal

entre mujeres no portadoras con baja carga hereditaria de la enfermedad (Tabla 60).

Tabla 60. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados en mayores de 40
afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Luminal (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 15/65,2% 8/34,8% 3,962 1,235;12,711 0,021

125



CMF-<3 52/88,1% 7/11,9% 1

Her2 (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 3/13% 20/87% 1
CMF-<3 5/8,5% 54/91,5% 1,62 0,354;7,411 0,534
BasalLike (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 5/21,7% 18/78,3% 1
CMF-<3 2/3,4% 57/96,6% 7,917 1,413;44,358 0,019

p valor global: 0,019

Al subdividir subtipo de cancer Luminal en dos grupos, Luminal A y Luminal B,
observamos una mayor incidencia de tumores Luminal B en pacientes no portadores de

mutacion en los genes BRCA1/2 (Tabla 61).

Tabla 61. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados en mayores de 40
aflos. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Luminal A (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 9/39,1% 14/60,9% 1
CMF-<3 22/37,3% 37/62,7% 1,081 0,402;2,909 0,877
Luminal B (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
CMF+ 6/26,1% 17/73,9% 2,931 1,014;8,473 0,047
CMF-<3 30/50,8% 29/49,2% 1

p valor global: 0,027

2. ESTUDIO DE DISTRIBUCION DE GENOTIPOS DE POLIMORFISMOS DE
BAJA PENETRANCIA EN MUJERES CON CANCER DE MAMA EN
FUNCION DEL FENOTIPO TUMORAL.

Tras la identificacion del subtipo de tumor predominante en cada grupo de
pacientes, trataremos de establecer una relacion entre la distribucion de genotipos de los
polimorfismos de baja penetrancia de los genes BRCA1 (c.2731C>T, c.3232A>G,
c.3667A>G), TP53 (p.Arg72Pro), MDM2 (c.-309T>G; 1s2279744), FGFR2
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(rs2981582), miR146 (rs2910164) y la region cromosodmica 8q24 (rs13281615) y los

fenotipos tumorales.

2.1. Distribucion de genotipos de polimorfismos de baja penetrancia de

acuerdo con el subtipo tumoral en pacientes con cancer de mama.

El anélisis de la distribucion de los genotipos de los polimorfismos en todos los
pacientes con cancer de mama de acuerdo con los subtipos biologicos de tumor mostrd
que solo los polimorfismos ¢.2731C>T del gen BRCAI1 y rs2910164 del gen miR146

presentan una distinta distribucion en funcion del subtipo del cancer.

El anélisis de la distribucion de genotipos de los polimorfismos del exon 11 del
gen BRCAL, ¢.2731C>T, ¢.3232A>G, ¢c.3667A>G, mostro que solo el polimorfismo
¢.2731C>T presenta una distinta distribucidon en funcion del subtipo de cancer (Tablas

A43-A48 Anexo).

En la tabla 62 mostramos la distribucion de genotipos del polimorfismo
c.2731C>T del gen BRCAI1 en los pacientes con cancer de mama observando que el

genotipo TT es mas frecuente en los tumores de tipo Luminal A.

Tabla 62. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica
multivariante.

Subtipos biolégicos de tumor (Luminal A)

LUMINAL A Genotipo Luminal A (N/%) Resto(N/%) OR 1C (95%) p
CcC 25/33,3% 58/47,5% 1
CT 33/44,0% 52/42,6% 0,679 0,358;1,289 0,236
Codominante
TT 17/22,7% 12/9,8% 0,304 0,127;0,730 0,008
CcC 25/33,3% 58/47,5% 1,812 0,997;3,294 0,051
Dominante
CT+TT 50/66,7% 64/52,5% 1
Recesivo T 17/22,7% 12/9,8% 1

127



‘CC+CT 58/77,3% 110/90,2% 2,687 1,202;6,007 0,016‘

‘ p valor global: 0,024 ‘

El anélisis de la distribucion de genotipos de los polimorfismos p.Arg72Pro del
gen TP53 y ¢.-309T>G (rs2279744) del gen MDM2, no mostré diferencias
estadisticamente significativas en la distribuciéon en funcion del subtipo de céncer

(Tablas A49-A52 Anexo).

El analisis de la distribucién de genotipos de los polimorfismos identificados
mediante estudios GWAS, rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de la region
cromosomica 8q24 y 1s2910164 del gen miR146, mostro que solo el polimorfismo
rs2910164 del gen miR146 presenta una distinta distribucion en funcion del subtipo de

cancer (Tabla A53-A58 Anexo).

Como mostramos en la tabla 63, la distribucion de genotipos del polimorfismo
1s2910164 del gen miR146 muestra que el alelo G es més frecuente en los tumores de

tipo Luminal.

Tabla 63. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica
multivariante.

Subtipos biolégicos de tumor (Luminal)

LUMINAL Genotipo Luminal (N/%) Resto(N/%) OR IC (95%) p

cC 75/49,7% 32/69,6% 1

CG 63/41,7% 13/28,3% 0,484 0,234;1,0 0,05
Codominante

GG 13/8,6% 1/2,2% 0,180 0,023;1,437 0,106

cC 75/49,7% 32/69,6% 2,316 1,145;4,685 0,019
Dominante

CG+GG 76/50,3% 14/30,4% 1

GG 13/8,6% 1/2,2% 1
Recesivo

CC+CG 138/91,4% 45/97,8% 4,239 0,539;33,313 0,170

p valor global: 0,043
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Si subdividimos el grupo de pacientes con cancer de mama en funcion de la edad
de diagnostico, la distribucion de los genotipos de los polimorfismos de acuerdo con los
subtipos bioldgicos observamos que solo el polimorfismo rs2910164 del gen miR146
presentan una distinta distribucion de genotipos en pacientes mayores de 40 afios en

funcion del subtipo del cancer.

El anélisis de la distribucion de genotipos de los polimorfismos del exon 11 del
gen BRCAL, ¢c.2731C>T, ¢.3232A>G, ¢.3667A>G, no mostrd una distinta distribucion
en funcién del subtipo de cancer (Tablas A59-A70 Anexo).

El anélisis de la distribucion de genotipos de los polimorfismos p.Arg72Pro del
gen TP53 y ¢.-309T>G (rs2279744) del gen MDM2, no mostré diferencias
estadisticamente significativas en la distribucion en funcion del subtipo de céncer

(Tabla A71-A78 Anexo).

El analisis de la distribucién de genotipos de los polimorfismos identificados
mediante estudios GWAS, rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de la region
cromosomica 8q24 y 1s2910164 del gen miR146, mostro que solo el polimorfismo
rs2910164 del gen miR146 presenta una distinta distribucion en funcion del subtipo de
cancer en pacientes con diagndstico de la enfermedad posterior a los 40 afos (Tabla

A79-A90 Anexo).

Como mostramos en la tabla 64, la distribucion de los genotipos del
polimorfismo 152910164 del gen miR146 muestra que, en pacientes con diagnostico

posterior a los 40 afios, el alelo G es mas frecuente en tumores de tipo Luminal.

Tabla 64. Distribucion de los genotipos del polimorfismo 152910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama mayores de 40 afios en funcion del subtipo de tumor, indicando la significacion y el OR.
Regresion logistica multivariante.

Subtipos biolégicos de tumor (Luminal)

LUMINAL Genotipo Luminal (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p

cc 45/45,5% 17/77,3% 1

CG 44/44,4% 5/22,7% 0,301 0,102;0,886 0,029
Codominante

GG 10/10,1% 0/0,0% - - -
Dominante cc 45/45,5% 17/77,3% 4,080 1,396;11,927 0,010
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CG+GG 54/54,5% 5/22,7% 1

GG 10/10,1% 0/0,0% 1
Recesivo
CC+CG 89/89,9% 22/100,0%

p valor global: 0,019

2.2. Distribucion de genotipos de polimorfismos de baja penetrancia de
acuerdo con el subtipo tumoral en pacientes con cancer de mama portadores de

mutacion en los genes BRCA1/2.

No hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas en la
distribuciéon de los genotipos de los polimorfismos de acuerdo con los subtipos
tumorales en pacientes con cancer de mama portadores de mutaciéon en los genes

BRCA1/2 (Tablas A91-A106 Anexo).

La subdivision del grupo de pacientes con cancer de mama portadores de
mutacion en los genes BRCA1/2 segun la edad de diagndstico tampoco revela una
distinta distribucion de los genotipos de los polimorfismos de baja penetrancia (Tablas

A107-A138 Anexo).

2.3. Distribucion de genotipos de polimorfismos de baja penetrancia de
acuerdo con el subtipo tumoral en pacientes con cancer de mama no portadores de

mutacion en los genes BRCA1/2.

El anélisis de la distribucion de los genotipos de los polimorfismos en todos los
pacientes con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 de
acuerdo con los subtipos bioldgicos de tumor mostré que sélo el polimorfismo
c.2731C>T del gen BRCA1 presenta una distinta distribucion en funcion del subtipo del
cancer. En la tabla 65 mostramos que el genotipo TT estd asociado al subtipo Luminal

A, mientras que el alelo C estd asociado a tumores de tipo Luminal B.
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RESULTADOS

Tabla 65. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor,
indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Subtipos biolégicos de tumor (Luminal A y Luminal B)

LUMINAL A Genotipo LUMINAL A (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
cC 21/33,3% 45/45,9% 1
CcT 26/41,3% 43/43,9% 0,772 0,379;1,571 0,475
Codominante
T 16/25,4% 10/10,2% 0,292 0,113;0,750 0,011
cC 21/33,3% 45/45,9% 1
Dominante
CT+TT 42/66,7% 53/54,1% 0,589 0,305;1,136 0,114
T 16/25,4% 10/10,2% 1
Recesivo
CC+CT 47/74,6% 88/89,8% 2,996 1,260;7,121 0,013
p valor: 0,030
LUMINAL B Genotipo LUMINAL B (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
cC 30/44,8% 36/38,3% 1
CcT 32/47,8% 37/39,4% 0,964 0,490;1,897
Codominante
TT 5/7,5% 21/22,3% 3,5 1,178;10,4 0,024
CcC 30/44,8% 36/38,3% 1
Dominante
CT+TT 37/55,2% 58/61,7% 1,306 0,691;2,468 0,410
TT 5/7,5% 21/22,3% 1
Recesivo
CC+CT 62/92,5% 73/77,7% 0,280 0,100;0,787 0,016

p valor: 0,041

No hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas en la
distribucién de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G y ¢.3667A>G del gen
BRCAI, p.Arg72Pro del gen TP53, ¢.-309T>G del gen MDM2, rs2981582 del gen
FGFR2, rs13281615 de la region 8924 y 152910164 del gen miR146 de acuerdo con los
subtipos tumorales en pacientes con cancer de mama no portadores de mutacion en los

genes BRCA1/2 (Tablas A139-A153 Anexo).

131



La subdivision del grupo de pacientes con cancer de mama no portadores de
mutacion en los genes BRCA1/2 segun la edad de diagnostico mostré que solo los
polimorfismos ¢.3667A>G y ¢.2731C>T del gen BRCAI1 presentan una distinta
distribucién de los genotipos de los polimorfismos de baja penetrancia en pacientes con

edad de diagnostico posterior a los 40 afios (Tabla 66-67) (Tablas A154-A Anexo).

En la tabla 66 mostramos la distinta distribucion de los genotipos del
polimorfismo ¢.3667>>G en funcidn del subtipo de tumor del paciente. Aunque existe
significacion estadistica (p valor 0,035), parece que ésta es debida exclusivamente a la
ausencia de tumores de tipo Her2 con genotipo CC (maés frecuente), lo que imposibilita

el calculo estadistico de riesgo.

Tabla 66. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCAL1 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 mayores de 40 afios en funcion del
subtipo de tumor, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
cC 0/0,0% 44/48,4% 1
CcT 5/71,4% 38/41,8% - - -
Codominante
T 2/28,6% 9/9,9% - - -
cC 0/0,0% 44/48,4% 1
Dominante
CT+TT 7/100,0% 47/51,6% - - -
T 2/28,6% 9/9,9% 1
Recesivo
CC+CT 5/71,4% 82/90,1% 3,644 0,616;21,576 0,154
p valor: 0,035

Como mostramos en la tabla 67, el polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCAI
presenta una distinta distribucién de genotipos en funciéon del subtipo tumoral en
pacientes no portadores de mutaciéon en los genes BRCA1/2, mayores de 40 afios,

puesto que el alelo C aparecen asociados al subtipo Luminal B.

Tabla 67. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 mayores de 40 afios en funcion del
subtipo de tumor, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.
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Subtipos biolégicos de tumor (Luminal A y Luminal B)

LUMINAL B Genotipo LUMINAL B (N/%) Resto (N/%) OR IC (95%) p
cC 22/50,00% 17/31,48% 1
CcT 19/43,18% 22/40,74% 1,498 0,62;3,619 0,369
Codominante
T 3/6,82% 15/27,78% 6,471 1,609;26,026 0,009
cC 22 /50,00% 17/31,48% 1
Dominante
CT+TT 22/50,00% 37/68,52% 2,176  0,955;4,962 0,064
TT 3/6,82% 15/27,78% 1
Recesivo
CC+CT 41/93,18% 39/72,22% 0,190 0,051;0,708 0,013
p valor: 0,019

2.4. Distribucion de genotipos de polimorfismos de baja penetrancia de
acuerdo con el subtipo tumoral en pacientes con cancer de mama portadores y no

portadores de mutacion en los genes BRCA1/2.

No hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas en la
distribucion de los genotipos de los polimorfismos de baja penetrancia de acuerdo con
los subtipos tumorales al comparar pacientes con cancer de mama portadores de
mutacion en los genes BRCA1/2 con pacientes no portadores (Tablas A186-A201

Anexo).

3. ESTUDIO DE LOS POLIMORFISMOS DE LOS GENES BRCAL1 (rs799917,
rs16941 y rs16942), TP53 (rs1042522), MDM2 (rs2279744), FGFR2 (rs2981582),
miR146 (rs2910164) Y REGION CROMOSOMICA 8q24 (rs13281615) EN
CANCER DE MAMA FAMILIAR

El estudio de los polimorfismos c. 2731C>T, ¢.3232A>G y ¢.3667A>G del gen
BRCAI, p.Arg72Pro del gen TP53, ¢.-309T>G del gen MDM2, rs2981582 del gen
FGFR2, rs13281615 de la region cromosomica 8q24 y rs2910164 del gen miR146 se

realizd en muestras de sangre periférica de 116 mujeres sanas que no habian padecido
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ningun tipo de cancer a lo largo de su vida, 61 probandos pertenecientes a diferentes
familias con cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1 6 BRCA2
(incluyendo las 31 familias seleccionadas inicialmente) y 312 probandos pertenecientes
a diferentes familias con cancer de mama sin mutacion en los genes BRCA1 6 BRCA2,
de los cuales 104 probandos tenian una alta carga hereditaria de la enfermedad, con tres
6 mas familiares de primer grado afectados, y 208 probandos tenian una menor carga

hereditaria de la enfermedad, con menos de tres familiares de primer grado afectados.

3.1. Comparacion de la distribucion de genotipos de los polimorfismos de los
genes BRCA1, TP53, MDM2, FGFR2, miR146 y region cromosomica 8q24 en

mujeres sanas y en pacientes con cancer de mama

Como mostramos en las tablas 68-72, al comparar la distribucion de los
genotipos de los polimorfismos en los grupos de mujeres sanas y pacientes con cancer
de mama (grupos CMF+ y CMF-), se observo que los genotipos de los polimorfismos
c.2731C>T del gen BRCA1 y p.Arg72Pro del gen TP53 presentan una diferente

distribucién entre los grupos.

En la tabla 68 mostramos la distribuciéon de los genotipos de los polimorfismos

del gen BRCAL.

Tabla 68. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T del
gen BRCAL en los grupos Control y CM total.

Genotipo Control (N/%) CM total (N/%) p-valor

AA 56/48,3% 163/43,7% 0,196
c.3232A>G | AG 53/45,7% 166/44,5%

GG 7/6,0% 44/11,8%

AA 56/48,3% 177/47,5% 0,214
c.3667A>G | AG 53/45,7% 153/41,0%

GG 7/6,0% 43/11,5%

CcC 54/46,6% 157/42,1% 0,048
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RESULTADOS

€.2731C>T CcT 55/47,4% 161/43,2%

T 7/6,0% 55/14,7%

La distribucién de genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCAI1
mostré diferencias significativas entre ambos grupos de pacientes, por lo que
procedimos a realizar un andlisis de riesgo (Tabla 69). No observamos distinta
distribucioén de genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G y ¢.3667A>G en los grupos

de pacientes estudiados.

Tabla 69. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCAL1 en los grupos
Control y CM total, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Genotipo Control (N/%) CM total (N/%) OR IC (95%) ¢}
cC 54/46,6% 157/42,1% 1
Codominante | CT 55/47,4% 161/43,2% 1,007 0,652;1,556 0,976
T 7/6,0% 55/14,7% 2,702 1,161;6,292 0,021
ccC 54/46,55% 157/42,1% 1
Dominante
CT+TT 62/53,45% 216/57,9% 1,198 0,788;1,821 0,397
T 7/6,03% 55/14,7% 2,693 1,191;6,091 0,017
Recesivo
CC+CT 109/93,97% 318/85,3% 1

Tras el analisis realizado, observamos que el genotipo TT es mas frecuente en
pacientes con cancer de mama, vinculado por tanto a un incremento del riesgo de

padecer cancer de mama hereditario.

En la tabla 70 mostramos la distribucidon de los genotipos de los polimorfismos

del gen MDM2 y TP53.

Tabla 70. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.-309T>G (rs2279744) del gen MDM2 y
p-Arg72Pro del gen TP53 en los grupos Control y CM total.

Genotipo Control (N/%) CM total (N/%) p-valor

c.-309T>G T 40/34,5% 170/45,6% 0,081
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TG 54/46,6% 153/41,0%

GG 22/19,0% 50/13,4%

GG 53/45,7% 201/53,9% 0,023
p.Arg72Pro | GC 49/42,2% 153/41,0%

cc 14/12,1% 19/5,1%

Observamos que, el polimorfismo p.Arg72Pro presenta una distinta distribucion
de genotipos entre ambos grupos de pacientes, por lo que procedimos a realizar un
analisis de riesgo (Tabla 71). No observamos distinta distribucion de genotipos del

polimorfismo c.-309T>G del gen MDM2.

Tabla 71. Distribucidon de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en los grupos Control
y CM total, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Genotipo Control (N/%) CM total (N/%) OR IC (95%) p
GG 53/45,7% 201/53,9% 1

Codominante | GC 49/42,2% 153/41,0% 0,823 0,529;1,281 0,388
cC 14/12,1% 19/5,1% 0,358 0,168;0,760 0,008
GG 53/45,7% 201/53,9% 1

Dominante
GC+CC 63/54,3% 172/46,1% 0,720 0,474;1,094 0,124
cC 14/12,1% 19/5,1% 1

Recesivo
GG+GC 102/87,9% 354/94,9% 2,557 1,239;5,278 0,011

El andlisis de la distribucion de genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro en
mujeres sanas y pacientes con cancer de mama mostré que el genotipo Pro/Pro (CC) es
mas frecuente en mujeres sanas sin antecedentes de cancer de mama, mientras que el

alelo Arg (G) es mas frecuente en pacientes con cancer de mama familiar (Tabla 71).

En la tabla 72 mostramos la distribucion de los genotipos de los tres
polimorfismos identificados mediante estudios GWAS, 152981582 del gen FGFR2,
rs13281615 de la region cromosomica 8q24 y rs2910164 del gen miR146. La
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distribucion de genotipos de estos tres polimorfismos, no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas al comparar el grupo de mujeres sanas con el grupo de

mujeres con cancer de mama.

Tabla 72. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de
la region 8q24 y rs2910164 del gen miR146 en los grupos Control y CM total.

Genotipo Control (N/%) CM total (N/%) p-valor

CcC 26/22,4% 83/22,3% 0,113
rs2981582 cT 47/40,5% 187/50,1%

T 43/37,1% 103/27,6%

AA 36/31,0% 115/30,8% 0,968
rs13281615 | AG 57/49,2% 180/48,3%

GG 23/19,8% 78/20,9%

cC 71/61,2% 197/52,8% 0,125
rs2910164 CG 41/35,3% 146/39,1%

GG 4/3,4% 30/8,0%

3.2. Comparacion de la distribucion de genotipos de los polimorfismos de los
genes BRCA1, TP53, MDM2, FGFR2, miR146 y region cromosomica 8q24 en
mujeres sanas y en pacientes con cancer de mama familiar portadores de

mutacion en BRCA1/2 (CMF+)

El andlisis de la distribucion de los genotipos de los polimorfismos entre el
grupo de mujeres sanas con el grupo de pacientes portadores de mutacion en los genes

BRCA1/2, no mostro diferencias estadisticamente significativas.

En la tabla 73 mostramos la distribucion de genotipos de los polimorfismos del

gen BRCAL en los grupos de pacientes analizados.

Tabla 73. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731T>C del
gen BRCAL en los grupos Control y CMF+.
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Genotipo  Control (N/%) CMF+ (N/%) p-valor

AA 56/48,3% 31/50,8% 0,768
c.3232A>G | AG 53/45,7% 25/41,0%

GG 7/6,0% 5/8,2%

AA 56/48,3% 35/57,4% 0,344
c.3667A>G | AG 53/45,7% 21/34,4%

GG 7/6,0% 5/8,2%

cC 54/46,6% 32/52,5% 0,381
c.2731C>T CcT 55/47,4% 23/37,7%

T 7/6,0% 6/9,8%

Resultados similares obtuvimos al comparar la distribucién de los genotipos de
los polimorfismos de los genes MDM2 y TP53 entre mujeres sanas y portadores de

mutacion en los genes BRCA1/2 (Tabla 74).

Tabla 74. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.-309T>G (rs2279744) del gen MDM2 y
p-Arg72Pro del gen TP53 en los grupos Control y CMF+.

Genotipo Control (N/%) CMF+ (N/%) p-valor

T 40/34,5% 29/47,5% 0,232
c.-309T>G TG 54/46,6% 22/36,1%

GG 22/19,0% 10/16,4%

GG 53/45,7% 31/50,8% 0,492
p.Arg72Pro | GC 49/42,2% 26/42,6%

cC 14/12,1% 4/6,6%
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En la tabla 75 mostramos la distribuciéon de los genotipos de los polimorfismos
identificados mediante estudios de GWAS en los grupos de mujeres sanas y portadoras

de mutacion en los genes BRCA1/2, en los que tampoco observamos diferencias.

Tabla 75. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de la
region 8q24 y rs2910164 del gen miR146 en los grupos Control y CMF+.

Genotipo  Control (N/%) CMF+ (N/%) p-valor

cc 26/22,4% 9/14,8% 0,389
rs2981582 cT 47/40,5% 30/49,2%

T 43/37,1% 22/36,1%

AA 36/31,0% 15/52,8% 0,666
rs13281615 | AG 57/49,1% 33/39,1%

GG 23/19,8% 13/8,0%

cC 71/61,2% 38/62,3% 0,335
rs2910164 CG 41/35,3% 18/29,5%

GG 4/3,4% 5/8,2%

3.3. Comparacion de la distribucion de genotipos de los polimorfismos de los
genes BRCA1, TP53, MDM2, FGFR2, miR146 y region cromosomica 8q24 en
mujeres sanas y en pacientes con cancer de mama familiar no portadores de

mutacion en BRCA1/2 (CMF-)

El anélisis de la distribucion de los genotipos de los polimorfismos incluidos en
nuestro trabajo en el grupo de mujeres sanas y el grupo de mujeres con cancer de mama
no portadores de mutacién en los genes BRCA1/2 mostré que los genotipos de los
polimorfismos ¢.2731C>T del gen BRCA1 y p.Arg72Pro del gen TP53, presentan una

diferente distribucion.
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En la tabla 76 mostramos la distribuciéon de los genotipos de los polimorfismos
del gen BRCAI, ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T, en los grupos de pacientes

estudiados.

Tabla 76. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T del
gen BRCA1 en los grupos Control y CMF-.

Genotipo  Control (N/%) CMF- (N/%) p-valor

AA 56/48,3% 132/42,3% 0,137
c.3232A>G | AG 53/45,7% 141/45,2%

GG 7/6,0% 39/12,5%

AA 56/48,3% 142/45,5% 0,183
c.3667A>G | AG 53/45,7% 132/42,3%

GG 7/6,0% 38/12,2%

CcC 54/46,4% 125/40,1% 0,029
c.2731C>T CcT 55/47,4% 138/44,2%

T 7/6,0% 49/15,7%

Se observa que los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T presentan una
distinta distribucion en los grupos de pacientes estudiados, por lo que procedimos a

realizar un andlisis de riesgo (Tabla 77).

Tabla 77. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCA1 en los grupos
Control y CMF-, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Genotipo Control (N/%) CMF- (N/%) OR IC (95%) p
CcC 54/46,4% 125/40,1% 1
Codominante | CT 55/47,4% 138/44,2% 1,084 0,693;1,694 0,72
T 7/6,0% 49/15,7% 3,024 1,288;7,102 0,01
Dominante cC 54/46,55% 125/40,06% 1
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CT+TT 62/53,45% 187/59,94% 1,303 0,848;2,002 0,23

TT 7/6,03% 49/15,71% 2,901 1,274;6,606 0,01
Recesivo
CC+CT 109/93,97% 263/84,29% 1

Los resultados del andlisis al comparar la distribucion de los genotipos del
polimorfismo ¢.2731C>T del exén 11 del gen BRCA1 muestran que el genotipo TT esté
asociado a un incremento del riesgo de desarrollar cancer de mama, en ausencia de

mutacion en los genes BRCA1/2.

En la tabla 78 mostramos la distribuciéon de los genotipos de los polimorfismos
de los genes MDM2 y TP53 en los grupos de mujeres sanas y mujeres con antecedentes

familiares no portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2.

Tabla 78. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.-309T>G (rs2279744) del gen MDM2 y
p-Arg72Pro del gen TP53 en los grupos Control y CMF-.

Genotipo Control (N/%) CMF- (N/%) p-valor

T 40/34,5% 141/45,2% 0,086
c.-309T>G TG 54/46,6% 131/42,0%

GG 22/19,0% 40/12,8%

GG 53/45,69% 170/54,49% 0,019
p.Arg72Pro | GC 49/42,24% 127/40,70%

cC 14/12,07% 15/4,81%

Observamos que, la distribucion de genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del
gen TP53 muestra diferencias significativas entre ambos grupos de pacientes, por lo que

procedimos a realizar un analisis de riesgo (Tabla 79).

Tabla 79. Distribucion de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en los grupos Control
y CMF-, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.
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Genotipo Control (N/%) CMF-(N/%) OR IC (95%) p
GG 53/45,69% 170/54,49% 1

Codominante | GC 49/42,24% 127/40,70% 0,808 0,515;1,269 0,36
cC 14/12,07% 15/4,81% 0,334 0,151;0,737 0,01
GG 53/45,69% 170/54,49% 1

Dominante
GC+CC 63/54,31% 142/45,51% 0,703 0,458;1,078 0,11
cC 14/12,07% 15/4,81% 1

Recesivo
GG+GC 102/87,93% 297/95,19% 2,718 1,268;5,824 0,01

Tras el analisis de los resultados, al comparar la distribucion de genotipos del
polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en el grupo de mujeres sanas y de mujeres no
portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2, observamos que el genotipo Pro/Pro
(CC) tiene un efecto protector, puesto que esta asociado a la poblacion control. Por otro
lado, el alelo Arg (G) est4 asociado a un incremento del riesgo de cancer en ausencia de

mutacion en los genes BRCA1/2.

El analisis de la distribucién de genotipos de los polimorfismos identificados
mediante GWAS, rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de la region 8q24 y
rs2910164 del gen miR146 no mostré diferencias estadisticamente significativas entre
el grupo de mujeres sanas y el grupo de mujeres con cancer de mama no portadores de

mutacion en los genes BRCA1/2 (Tabla 80).

Tabla 80. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos 152981582 del gen FGFR2, rs13281615 de
la region 8q24 y rs2910164 del gen miR146 en los grupos Control y CMF-.

Genotipo  Control (N/%) CMF- (N/%) p-valor

CcC 26/22,4% 74/23,7% 0,068
rs2981582 CcT 47/40,5% 157/50,3%

T 43/37,1% 81/26,0%

AA 36/31,0% 100/32,1% 0,932
rs13281615 | AG 57/49,1% 147/47,1%
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GG 23/19,8% 65/20,8%

cc 71/61,2% 159/51,0% 0,335
rs2910164 | CG 41/35,3% 128/41,0%
GG 4/3,4% 25/8,0%

Los resultados obtenidos hasta este momento, sugieren que los polimorfismos
c.2731C>T del gen BRCAL1 y p.Arg72Pro del gen TP53 presentan diferente distribucion
entre el grupo de mujeres sanas y el grupo de mujeres con cancer de mama. Sin
embargo, dentro del grupo de mujeres con cancer de mama las diferencias observadas
son debidas exclusivamente al grupo de mujeres con cancer de mama no portadoras de

mutacion en los genes BRCA1/2.

A la vista de estos resultados decidimos determinar si el nimero de familiares
afectados modificaba los resultados, para lo que el grupo de mujeres con cancer de
mama no portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2 fue dividido en dos grupos, en

funcion del nimero de individuos afectados en la familia.

* Pacientes con alta carga hereditaria de la enfermedad (tres 0 mas familiares

afectados)

El estudio de la distribucion de los genotipos de los polimorfismos del gen
BRCALI, ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T, en los grupos de pacientes estudiados,

no mostro diferencias significativas entre ambos grupos (Tabla 81).

Tabla 81. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731T>C del
gen BRCA1 en los grupos Control y CMF->3.

Genotipo  Control (N/%) CMF->3 (N/%) p-valor

AA 56/48,3% 46/44,2% 0,343
c.3232A>G | AG 53/45,7% 46/44,2%

GG 7/6,0% 12/11,5%
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AA 56/48,3% 45/43,3% 0,431
¢.3667A>G | AG 53/45,7% 48/46,2%

GG 7/6,0% 11/10,6%

AA 54/46,6% 39/37,5% 0,085
€.27317>C AG 55/47,4% 50/48,1%

GG 7/6,0% 15/14,4%

Resultados similares se observaron al analizar los genotipos de los

polimorfismos de los genes MDM2 y TP53 (Tabla §2).

Tabla 82. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.-309T>G (rs2279744) del gen MDM2 y
p-Arg72Pro del gen TP53 en los grupos Control y CMF->3.

Genotipo  Control (N/%) CMF->3 (N/%) p-valor

T 40/34,5% 42/40,4% 0,287
c.-309T>G TG 54/46,6% 50/48,1%

GG 22/19,0% 12/11,5%

GG 53/45,7% 51/49,0% 0,690
p.Arg72Pro | GC 49/42,2% 44/42,3%

cC 14/12,1% 9/8,7%

En la tabla 83 mostramos la distribucidon de los genotipos de los polimorfismos
identificados mediante estudios de GWAS, rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de
la region 8q24 y rs2910164 del gen miR146.

Tabla 83. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de
la region 8q24 y rs2910164 del gen miR146 en los grupos Control y CMF->3.

Genotipo Control (N/%) CMF->3 (N/%) p-valor

rs2981582 cc 26/22,4% 28/26,9% 0,053

144



RESULTADOS

CcT 47/40,5% 53/51,0%

T 43/37,1% 23/22,1%

AA 36/31,0% 31/29,8% 0,964
rs13281615 | AG 57/49,1% 53/51,0%

GG 23/19,8% 20/19,2%

cc 71/61,21% 44/42,31% 0,008
rs2910164 | CG 41/35,34% 49/47,12%

GG 4/3,45% 11/10,58%

Como se muestra en la tabla 84 la distribucion de genotipos del polimorfismo
12910164 del gen miR146 es diferente entre ambos grupos de pacientes, por lo que

procedimos a realizar un andlisis de riesgo.

Tabla 84. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en los grupos
Control y CMF->3, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Genotipo Control (N/%) CMF->3 (N/%) OR IC (95%) p
cC 71/61,21% 44/42,31% 1
Codominante | CG 41/35,34% 49/47,12% 1,928 1,102;3,376 0,022
GG 4/3,45% 11/10,58% 4,437 1,33;14,801 0,015
cC 71/61,21% 44/42,31% 1
Dominante
CG+GG 45/38,79 60/57,69% 2,152 1,255;3,689 0,005
GG 4/3,45% 11/10,58% 3,312 1,021;10,745 0,046
Recesivo
CC+CG 112/96,55% 93/89,42% 1

Al comparar la distribucion de genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen
miR146 en los grupos de mujeres sanas y mujeres no portadoras de mutacion en los
genes BRCA1/2 con alta carga hereditaria de la enfermedad, observamos que los
genotipos CG y GG estan asociados a un incremento del riesgo de desarrollar cancer de

mama.
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* Pacientes con baja carga hereditaria de la enfermedad (menos de tres

familiares afectados)

En la tabla 85 mostramos la distribuciéon de los genotipos de los polimorfismos

del gen BRCAI, ¢.3232A>G, ¢c.3667A>G y ¢.2731C>T.

Tabla 85. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T del
gen BRCA1 en los grupos Control y CMF-<3.

Genotipo  Control (N/%) CMF-<3 (N/%) p-valor

AA 56/48,3% 86/41,3% 0,120
c.3232A>G | AG 53/45,7% 95/45,7%

GG 7/6,0% 27/13,0%

AA 56/48,3% 97/46,6% 0,138
c.3667A>G | AG 53/45,7% 84/40,4%

GG 7/6,0% 27/13,0%

CcC 54/46,4% 86/41,35% 0,028
c.2731C>T CcT 55/47,4% 88/42,31%

T 7/6,0% 34/16,34%

Observamos que los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T presentan una
distinta distribucion entre ambos grupos de pacientes, por lo que procedimos a realizar

un analisis de riesgo (Tabla 86).

Tabla 86. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCA1 en los grupos
Control y CMF-<3, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Genotipo Control (N/%) CMF-<3 (N/%) OR IC (95%) p

Codominante | CC 54/46,4% 86/41,35% 1
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RESULTADOS

CcT 55/47,4% 88/42,31% 1,005 0,622;1,622 0,985
TT 7/6,0% 34/16,34% 3,05 1,263;7,366 0,013
cC 54/46,55% 86/41,35% 1
Dominante
CT+TT 62/53,45% 122/58,65% 1,236 0,782;1,952 0,365
TT 7/6,03% 34/16,34% 3,043 1,303;7,105 0,01
Recesivo
CC+CT 109/93,97% 174/83,66% 1

El andlisis de los resultados de la distribucion de genotipos del polimorfismo
c.2731C>T del ex6n 11 del gen BRCA1 mostrd que el genotipo TT estd asociado a un

incremento del riesgo de cancer de mama.

En la tabla 87 mostramos la distribucidon de los genotipos de los polimorfismos

de los genes MDM2 y TP53.

Tabla 87. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.-309T>G (rs2279744) del gen MDM2 y
p-Arg72Pro del gen TP53 en los grupos Control y CMF-<3.

Genotipo Control (N/%) CMF-<3 (N/%) p-valor

T 40/34,5% 99/47,6% 0,065
c.-309T>G TG 54/46,6% 81/38,9%

GG 22/19,0% 28/13,5%

GG 53/45,69% 119/57,21% 0,002
p.Arg72Pro | GC 49/42,24% 83/39,90%

cC 14/12,07% 6/2,88%

Observamos que la distribucion de genotipos del polimorfismo p.Pro72Arg
presenta diferente distribucidon en ambos grupos de pacientes, por lo que procedimos a

realizar un andlisis de riesgo (Tabla 88).

Tabla 88. Distribucion de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en los grupos Control
y CMF-<3, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.
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Genotipo Control (N/%) CMF-<3 (N/%) OR IC (95%) p
GG 53/45,69% 119/57,21% 1
Codominante | GC 49/42,24% 83/39,90% 0,754 0,467;1,218 0,249
cC 14/12,07% 6/2,88% 0,191 0,07;0,524 0,001
GG 53/45,69% 119/57,21% 1,589 1,006;2,51 0,047
Dominante
GC+CC 63/54,31% 91/43,75% 1
cC 14/12,07% 6/2,88% 1
Recesivo
GG+GC 102/87,93% 202/97,12% 4,621 1,725;12,381 0,002

El andlisis de la distribucion de genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen
TP53 mostrd que el genotipo CC (Pro/Pro) tiene un efecto protector sobre el cancer de
mama, mientras que el alelo G (Arg) y el genotipo GG (Arg/Arg) esta implicado en el
incremento del riesgo de cancer de mama en ausencia de mutacion en los genes

BRCA1/2.

El estudio de la distribucion de los genotipos de los polimorfismos identificados
mediante GWAS, rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de la region 8q24 y
152910164 del gen miR146, no mostré diferencias significativas entre ambos grupos de

pacientes (Tabla 89).

Tabla 89. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos 152981582 del gen FGFR2, rs13281615 de
la region 8q24 y rs2910164 del gen miR146 en los grupos Control y CMF-<3.

Genotipo Control (N/%) CMF-<3 (N/%) p-valor

CcC 26/22,4% 46/22,1% 0,178
rs2981582 CcT 47/40,5% 104/50,0%

T 43/37,1% 58/27,9%

AA 36/31,0% 69/33,2% 0,791
rs13281615 | AG 57/49,1% 94/45,2%

GG 23/19,8% 45/21,6%
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cC 71/61,2% 115/55,3% 0,361
rs2910164 | CG 41/35,3% 79/38,0%

GG 4/3,4% 14/6,7%

Los resultados obtenidos en funcion de la historia familiar, sugieren que los
genotipos de los polimorfismos ¢.2731C>T del gen BRCA1 y p.Arg72Pro del gen TP53
presentan una diferente distribucién entre el grupo de mujeres sanas y el grupo de
mujeres con cancer de mama con menos de tres familiares afectados, mientras que los
genotipos del polimorfismo 152910164 del gen miR146 presentan una diferente
distribucién entre el grupo de mujeres sanas y el grupo de mujeres con cancer de mama

con tres o0 mas familiares afectados.

3.4. Comparacion de la distribucion de genotipos de los polimorfismos de los
genes BRCA1, TP53, MDM2, FGFR2, miR146 y region cromosomica 8q24 en
mujeres con cancer de mama familiar portadoras (CMF+) y no portadoras de

mutacion en BRCA1/2 (CMF-)

En la tabla 90 mostramos la distribuciéon de los genotipos de los polimorfismos
de BRCAI, c.3232A>G, ¢.3667A>G y c.2731C>T, en los grupos de pacientes

estudiados.

Tabla 90. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T del
gen BRCAL en los grupos CMF+ y CMF-.

Genotipo  CMF+ (N/%) CMF- (N/%) p-valor

AA 31/50,8% 132/42,3% 0,397
c.3232A>G | AG 25/41,0% 141/45,2%

GG 5/8,2% 39/12,5%

AA 35/57,4% 142/45,5% 0,224
c.3667A>G | AG 21/34,4% 132/42,3%
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GG 5/8,2% 38/12,2%

cc 32/52,5% 125/40,1% 0,169
€.2731C>T CcT 23/37,7% 138/44,2%

T 6/9,8% 49/15,7%

Resultados similares obtuvimos al comparar la distribucién de los genotipos de
los polimorfismos ¢.-309T>G y p.Arg72Pro de los genes MDM?2 y TP53 en los grupos

de mujeres portadoras y no portadoras de mutacion (Tabla 91).

Tabla 91. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.-309T>G del gen MDM2 y p.Arg72Pro
del gen TP53 en los grupos CMF+ y CMF-.

Genotipo  CMF+ (N/%) CMF- (N/%) p-valor

T 29/47,5% 141/45,2% 0,611
c.-309T>G TG 22/36,1% 131/42,0%

GG 10/16,4% 40/12,8%

GG 31/50,8% 170/54,5% 0,787
p.Arg72Pro | GC 26/42,6% 127/40,7%

cC 4/6,6% 15/4,8%

En la tabla 92 mostramos la distribucion de los grupos de los polimorfismos
identificados mediante estudios GWAS, rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de la
region 8q24 y rs2910164 del gen miR146.

Tabla 92. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de
la region 8q24 y rs2910164 del gen miR146 en los grupos CMF+ y CMF-.

Genotipo  CMF+ (N/%) CMF- (N/%) p-valor

cc 9/14,8% 74/23,7% 0,154
rs2981582

CcT 30/49,2% 157/50,3%

150



T 22/36,1% 81/26,0%

AA 15/24,6% 100/32,1% 0,486
rs13281615 | AG 33/54,1% 147/47,1%

GG 13/21,3% 65/20,8%

cc 38/62,3% 159/51,0% 0,226
rs2910164 | CG 18/29,5% 128/41,0%

GG 5/8,2% 25/8,0%

El analisis de la distribucion de genotipos de los polimorfismos incluidos en el
estudio en el grupo de pacientes con cancer de mama portadores y no portadores de
mutacion en los genes BRCA1/2 no mostrd diferencias significativas entre ambos

grupos de pacientes.

Tras observar estos resultados decidimos determinar si el nimero de familiares
afectados (historia familiar) modifica los resultados, para lo que el grupo de mujeres
con cancer de mama no portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2 fue dividido en

dos grupos en funcion del namero de familiares afectados.

* Pacientes con alta carga hereditaria de la enfermedad (tres 0 mas familiares

afectados)

El analisis de la distribucion de los genotipos de los polimorfismos del gen
BRCALI, c.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T, no mostré diferencias entre los grupos

de pacientes incluidos en el estudio (Tabla 93).

Tabla 93. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T del
gen BRCAL en los grupos CMF+ y CMF->3.

Genotipo  CMF+ (N/%) CMF->3 (N/%) p-valor

AA 31/50,8% 46/44,2% 0,648
c.3232A>G | AG 25/41,0% 46/44,2%

GG 5/8,2% 12/11,5%
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AA 35/57,4% 45/43,3% 0,216
¢.3667A>G | AG 21/34,4% 48/46,2%

GG 5/8,2% 11/10,6%

cc 32/52,5% 39/37,5% 0,169
€.2731C>T CcT 23/37,7% 50/48,1%

T 6/9,8% 15/14,4%

En la tabla 94 mostramos la distribucidon de los genotipos de los polimorfismos

¢.-309T>G del gen MDM2 y p.Arg72Pro del gen TP53.

Tabla 94. Distribucién de los genotipos de los polimorfismos ¢.-309T>G del gen MDM2 y p.Arg72Pro
del gen TP53 en los grupos CMF+ y CMF->3.

Genotipo  CMF+ (N/%) CMF->3 (N/%) p-valor

T 29/47,5% 42/40,4% 0,300
c.-309T>G TG 22/36,1% 50/48,1%

GG 10/16,4% 12/11,5%

GG 31/50,8% 51/49,0% 0,887
p.Arg72Pro | GC 26/42,6% 44/42,3%

cC 4/6,6% 9/8,7%

En la tabla 95 mostramos la distribucidon de los genotipos de los polimorfismos
identificados mediante GWAS, observando que los genotipos del polimorfismo
152910164 del gen miR146 presentan una diferente distribucion entre los grupos de
pacientes portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 y no portadores con alta carga

hereditaria de la enfermedad.

Tabla 95. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos 1rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de
la region 8q24 y rs2910164 del gen miR146 en los grupos CMF+ y CMF->3.
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Genotipo  CMF+ (N/%) CMF->3 (N/%) p-valor

CcC 9/14,8% 28/26,9% 0,070
rs2981582 cT 30/49,2% 53/51,0%

T 22/36,1% 23/22,1%

AA 15/24,6% 31/29,8% 0,767
rs13281615 | AG 33/54,1% 53/51,0%

GG 13/21,3% 20/19,2%

CcC 38/62,30% 44/42,31% 0,044
rs2910164 CG 18/29,51% 49/47,12%

GG 5/8,20% 11/10,58%

Para confirmar esta observacion procedimos a realizar un analisis de riesgo

(Tabla 96).

Tabla 96. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en los grupos
CMF+ y CMF->3, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF->3 (N/%) OR IC (95%) p
cC 38/62,30% 44/42,31% 1

Codominante | CG 18/29,51% 49/47,12% 2,351 1,176;4,701 0,016
GG 5/8,20% 11/10,58% 1,9 0,606;5,957 0,271
CcC 38/62,30% 44 /42,31% 1

Dominante
CG+GG 23/37,70% 60/57,69% 2,253 1,179;4,305 0,014
GG 5/8,20% 11/10,58% 1

Recesivo
CC+CG 56/91,80% 93/89,42% 0,755 0,249;2,286 0,619

El analisis de los resultados muestra que el alelo G esta asociado a un
incremento del riesgo de cancer de mama en ausencia de mutaciéon en los genes

BRCA1/2, en familias con alta carga hereditaria de la enfermedad.
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* Pacientes con baja carga hereditaria de la enfermedad (menos de tres

familiares afectados)

El analisis de la distribucion de genotipos de los polimorfismos en los grupos de
mujeres portadoras de mutacién en los genes BRCA1/2 y no portadoras, con menos de
tres familiares afectados, no mostro diferente distribucion de los genotipos de ninguno

de los polimorfismos estudiados en ambos grupos de pacientes.

En la tabla 97 mostramos la distribuciéon de los genotipos de los polimorfismos
del gen BRCA1 ¢.3232A>G, ¢c.3667A>G y ¢.2731C>T, en los grupos de pacientes

estudiados.

Tabla 97. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T del
gen BRCAL en los grupos CMF+ y CMF-<3.

Genotipo  CMF+ (N/%) CMF-<3 (N/%) p-valor

AA 31/50,8% 86/41,3% 0,348
c.3232A>G | AG 25/41,0% 95/45,7%

GG 5/8,2% 27/11,9%

AA 35/57,4% 97/46,6% 0,294
¢.3667A>G | AG 21/34,4% 84/40,4%

GG 5/8,2% 27/13,0%

CcC 32/52,5% 86/41,3% 0,233
c.2731C> CcT 23/37,7% 88/42,3%

T 6/9,8% 34/16,3%

El analisis de la distribucion de genotipos de los polimorfismos c.-309T>G del

gen MDM2 y p.Arg72Pro del gen TP53 mostro resultados similares (Tabla 98).

Tabla 98. Distribucién de los genotipos de los polimorfismos ¢.-309T>G del gen MDM2 y p.Arg72Pro
del gen TP53 en los grupos CMF+ y CMF-<3.
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Genotipo  CMF+ (N/%) CMF-<3 (N/%) p-valor

T 29/47,5% 99/47,6% 0,823
c.-309T>G TG 22/36,1% 81/38,9%

GG 10/16,4% 28/13,5%

GG 31/50,8% 119/57,2% 0,342
p.Arg72Pro | GC 26/42,6% 83/39,9%

cC 4/6,6% 6/2,9%

En la tabla 99 mostramos la distribucién de genotipos de los polimorfismos

FGFR2 y miR146 y la region cromosomica 8q24.

Tabla 99. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos 1s2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de
la region 8q24 y 152910164 del gen miR146 en los grupos CMF+ y CMF-<3.

Genotipo  CMF+ (N/%) CMF-<3 (N/%) p-valor

CcC 9/14,8% 46/22,1% 0,314
rs2981582 cT 30/49,2% 104/50,0%

T 22/36,1% 58/27,9%

AA 15/24,6% 69/33,2% 0,385
rs13281615 | AG 33/54,1% 94/45,2%

GG 13/21,3% 45/21,6%

cC 38/62,3% 115/51,0% 0,475
rs2910164 CG 18/29,5% 79/41,0%

GG 5/8,2% 14/8,0%

El analisis de la distribucion de genotipos de los polimorfismos en los grupos de

pacientes portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion de

la historia familiar mostré que, el polimorfismo rs2910164 del gen miR146 presenta

una distinta distribucion de genotipos en el grupo de pacientes portadores con respecto

al grupo de pacientes no portadores con mayor carga hereditaria de la enfermedad.
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3.5. Comparacion de la distribucion de genotipos de los polimorfismos de los
genes BRCA1, TP53, MDM2, FGFR2, miR146 y region cromosomica 8q24 en

mujeres con cancer de mama familiar no portadoras (CMF->3 y CMF-<3)

El andlisis de la distribucion de los genotipos de los polimorfismos en el grupo
de mujeres no portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2 no permite determinar si,
en funcion de la historia familiar existe una distinta distribucién de los genotipos de los

polimorfismos de los genes BRCA1, TP53, MDM2, FGFR2, miR146 y region 8q24.

En la tabla 100 mostramos la distribucion de los genotipos de los polimorfismos
del gen BRCA1 en el grupo de pacientes no portadoras de mutacion en los genes

BRCA1/2 en funcion de la historia familiar.

Tabla 100. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T del
gen BRCAL en los grupos CMF->3 y CMF-<3.

Genotipo CMF->3 (N/%) CMF-<3 (N/%) p-valor

AA 46/44,2% 86/41,3% 0,868
c.3232A>G | AG 46/44,2% 95/45,7%

GG 12/11,5% 27/11,9%

AA 45/43,3% 97/46,6% 0,592
c.3667A>G | AG 48/46,2% 84/40,4%

GG 11/10,6% 27/13,0%

CcC 39/37,5% 86/41,3% 0,625
c.2731C>T CcT 50/48,1% 88/42,3%

T 15/14,4% 34/16,3%

Al comparar la distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.-309T>G

del gen MDM2 y p.Arg72Pro del gen TP53 en el grupo de mujeres no portadoras de
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mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion de la historia familiar obtenemos resultados

similares (Tabla 101).

Tabla 101. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.-309T>G del gen MDM2 y p.Arg72Pro
del gen TP53 en los grupos CMF->3 y CMF-<3.

Genotipo CMF->3 (N/%) CMF-<3 (N/%) p-valor

T 42/40,4% 99/47,6% 0,305
c.-309T>G TG 50/48,1% 81/38,9%

GG 12/11,5% 28/13,5%

GG 51/49,0% 119/57,2% 0,056
p.Arg72Pro | GC 44/42,3% 83/39,9%

cC 9/8,7% 6/2,9%

La distribucion de los genotipos de los polimorfismos identificados mediante
GWAS, 152981582 del gen FGFR2, rs13281615 de la region cromosdémica 8q24 y
rs2910164 del gen miR146, no mostré diferencias en el grupo de pacientes no

portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2 (Tabla 102).

Tabla 102. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de
la region 8q24 y 152910164 del gen miR146 en los grupos CMF->3 y CMF-<3.

Genotipo CMF->3 (N/%) CMF-<3 (N/%) p-valor

cC 28/26,9% 46/22,1% 0,454
rs2981582 cT 53/51,0% 104/50,0%

T 23/22,1% 58/27,9%

AA 31/29,8% 69/33,2% 0,629
rs13281615 | AG 53/51,0% 94/45,2%

GG 20/19,2% 45/21,6%

CcC 44/42,31% 115/51,0% 0,083
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rs2910164 ‘ cG 49/47,12% 79/41,0% ‘

‘ GG 11/10,58% 14/8,0% ‘

A modo de resumen, en la tabla 103 mostramos los resultados significativos del
analisis de las distribuciones de los genotipos de los polimorfismos estudiados en los

distintos grupos de pacientes.

Tabla 103. Tabla resumen de las distribuciones de los genotipos de los polimorfismos estudiados en los

distintos grupos de pacientes y su implicacion en el cancer de mama.

Tabla resumen

Control Vs CM total c.2731C>T TT asociado a CM
p.Arg72Pro Pro/Pro protector
Arg asociado CM
Vs CMF+ - -
Vs CMF- c.2731C>T TT asociado CM
p.Arg72Pro Pro/Pro protector
Arg asociado CM
Vs CMF->3 rs2910164 (miR146) G asociado CM
Vs CMF-<3 c.2731C>T TT asociado CM
p.Arg72Pro Pro/Pro protector
Arg y Arg/Arg asociado CM
CMF+ Vs CMF- - -
Vs CMF->3 rs2910164 (miR146) G asociado CM no portadores
Vs CMF-<3 - -
CMF->3 Vs CMF-<3 - -

4. ESTUDIO DE LOS POLIMORFISMOS DE LOS GENES BRCAL1 (rs799917,
rs16941, rs16942), TP53 (rs1042522), MDM2 (rs2279744), FGFR (rs2981582),
miR146 (rs2910164) Y REGION CROMOSOMICA 8q24 (rs13281615) EN
CANCER DE MAMA FAMILIAR EN FUNCION DE LA VARIABLE EDAD

La edad de diagnodstico puede ser un factor condicionante en la distinta

distribucién de genotipos de los polimorfismos de los genes BRCA1, TP53, MDM2,
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FGFR2, miR146 y region 8q24 en los grupos de pacientes incluidos en el estudio. Para
determinar si la edad de diagndstico y la distribucion genotipica de los polimorfismos
estan asociados en los distintos grupos de pacientes, analizaremos la relacion en cada
grupo de pacientes, subdivididos en funcidon de la edad en mayores y menores de 40

anos.

4.1. Grupo de pacientes portadores de mutacion

En la tabla 104 mostramos la distribucion de los genotipos de los polimorfismos
del gen BRCAL en el grupo de pacientes portadores de mutacion en los genes BRCAI

en funcion de la variable edad.

Tabla 104. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T del
gen BRCAT1 en el grupo CMF+ en funcion de la edad.

Genotipo <40 (N/%) >40 (N/%) p-valor

AA 8/36,4% 23/59,0% 0,224
c.3232A>G | AG 12/54,5% 13/33,3%

GG 2/9,1% 3/7,7%

AA 12/54,5% 23/59,0% 0,942
¢.3667A>G | AG 8/36,4% 13/33,3%

GG 2/9,1% 3/7,7%

cC 9/40,9% 23/59,0% 0,381
c.2731C>T cT 10/45,5% 13/33,3%

T 3/13,6% 3/7,7%

El estudio de la distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.-309T>G
del gen MDM2 y p.Arg72Pro del gen TP53 en funcion de la variable edad, mostré que
los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 presentan una distinta

distribucién en funcion de la edad de diagnostico del cancer de mama (Tabla 105).
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Tabla 105. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.-309T>G del gen MDM2 y p.Arg72Prp
del gen TP53 en el grupo CMF+ en funcion de la edad.

Genotipo <40 (N/%) >40 (N/%) p-valor

T 11/50,0% 18/46,2% 0,903
c.-309T>G TG 8/36,4% 14/35,9%

GG 3/13,6% 7/17,9%

GG 14/63,64% 17/43,59% 0,031
p.Arg72Pro | GC 5/22,73% 21/53,85%

cC 3/13,64% 1/2,56%

Para verificar esta observacion procedimos a realizar un analisis de riesgo (Tabla

106).

Tabla 106. Distribucion de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Prp del gen TP53 en el grupo CMF+
en funcion de la variable edad, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Genotipo <40 (N2/%) >40(N2/%) OR IC (95%) p
GG 14/63,64% 17/43,59% 1

Codominante | GC 5/22,73% 21/53,85% 3,459 1,037;11,539 0,044
cC 3/13,64% 1/2,56% 0,275 0,026;2,94 0,285
GG 14/63,64% 17/43,59% 1

Dominante
GC+CC 8/36,36% 22/56,41% 2,265 0,773;6,634 0,136
cC 3/13,64% 1/2,56% 1

Recesivo
GG+GC 19/86,36% 38/97,44% 6 0,584;61,619 0,132

El andlisis de los resultados muestra que, el genotipo Arg/Pro (GC) esta
asociado a un retraso en la edad de apariciéon del tumor, ya que aparece asociado al

grupo de pacientes con diagnostico de la enfermedad posterior a los 40 afios.
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Observamos resultados similares al analizar la distribucion de los genotipos de
los polimorfismos identificados mediante GWAS, 1s2981582 del gen FGFR2,
rs13281615 de la region cromosomica 8q24 y rs2910164 del gen miR146 (Tabla 107).

Tabla 107. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de
la region 8q24 y rs2910164 del gen miR146 en el grupo CMF+ en funcion de la edad.

Genotipo <40 (N/%) >40 (N/%) p-valor

CcC 2/9,1% 7/17,9% 0,614
rs2981582 cT 11/50,0% 19/48,7%

T 9/40,9% 13/33,3%

AA 5/22,7% 10/25,6% 0,694
rs13281615 | AG 11/50,0% 22/56,4%

GG 6/27,3% 7/17,9%

cC 18/81,82% 20/51,28% 0,030
rs2910164 CG 2/9,09% 16/41,03%

GG 2/9,09% 3/7,69%

Los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 presentan distinta
distribucién en funcion de la edad de diagndstico, por lo que procedimos a realizar un

analisis de riesgo (Tabla 108).

Tabla 108. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en el grupo CMF+
en funcion de la variable edad, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Genotipo <40 (N2/%) >40 (N2/%) OR  IC(95%) p
cC 18/81,82%  20/51,28% 1
Codominante | CG 2/9,09% 16/41,03% 7,2 1,451;35,732 0,016
GG 2/9,09% 3/7,69% 1,35 0,202;9,018 0,757
Dominante cC 18/81,82% 20/51,28% 1

161



Tesis Doctoral 2013

CG+GG 4/18,18% 19/48,72% 4,275 1,222;14,954 0,023

GG 2/9,09% 3/7,69% 1

Recesivo
CC+CG 20/90,91% 36/92,31% 1,2 0,185;7,792 0,849

El anélisis de los resultados muestra que, el alelo G (principalmente el genotipo

CQ) esta asociado a un retraso en la edad de aparicion del cancer.

4.2. Grupo de pacientes no portadores de mutacion.

En la tabla 109 mostramos la distribucion de los genotipos de los polimorfismos
c.3232A>G, ¢c.3667A>G y ¢.2731C>T del gen BRCA1 en el grupo de pacientes no

portadores de mutacion en los genes BRCA1 en funcion de la edad.

Tabla 109. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T del
gen BRCAL en el grupo CMF- en funcion de la edad.

Genotipo <40 (N/%) >40 (N/%) p-valor

AA 31/30,39% 101/48,10% 0,001
c.3232A>G | AG 62/60,78% 79/37,62%

GG 9/8,82% 30/14,29%

AA 43/42,2% 99/47,1% 0,184
¢.3667A>G | AG 50/49,0% 82/39,0%

GG 9/8,8% 29/13,8%

CcC 37/36,3% 88/41,9% 0,229
c.2731C>T CcT 52/51,0% 86/41,0%

T 13/12,7% 36/17,1%

Observamos que los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G presentan una

distinta distribucion en el grupo de pacientes no portadores de mutacion en los genes
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BRCA1/2 en funcion de la edad de diagndstico, por lo que procedemos a realizar un

analisis de riesgo (Tabla 110).

Tabla 110. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCA1 en el grupo CMF-
en funcion de la variable edad, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Genotipo <40 (N2/%) >40 (N2/%) OR IC (95%) p
AA 31/30,39% 101/48,10% 1
Codominante AG 62/60,78% 79/37,62% 0,391 0,232;0,659 0,000
GG 9/8,82% 30/14,29% 1,023 0,439;2,386 0,958
AA 31/30,39% 101/48,10% 2,122 1,286;3,504 0,003
Dominante
AG+GG 71/69,61% 109/51,90% 1
GG 9/8,82% 30/14,29% 1
Recesivo
AA+AG 93/91,18% 180/85,71% 0,581 0,265;1,274 0,175

Al comparar la distribuciéon de genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G
observamos que el genotipo AA est4 asociado a un retraso en la edad de aparicion del
tumor, mientras que el genotipo AG aparece asociado a un desarrollo temprano de la

enfermedad.

El analisis de la distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.-309T>G
del gen MDM2 y p.Arg72Pro del gen TP53 no mostré diferencias significativas en
funcion de la edad de diagnoéstico (Tabla 111).

Tabla 111. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.-309T>G del gen MDM2 y p.Arg72Pro
del gen TP53 en el grupo CMF- en funcion de la edad.

Genotipo <40 (N/%) >40 (N/%) p-valor

T 45/44,1% 96/45,7% 0,786
c.-309T>G TG 42/41,2% 89/42,4%

GG 15/14,7% 25/11,9%
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GG 51/50,0% 119/56,7% 0,348
p.Arg72Pro | GC 44/43,1% 83/39,5%
cc 7/6,9% 8/3,8%

En la tabla 112 mostramos la distribucion de los genotipos de los polimorfismos
identificados mediante GWAS, rs2981582 del gen FGFR2, rs1328165 de la region
cromosomica 8q24 y rs2910164 del gen miR146, observando que la distribucion de
genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 es distinta en funcion de la edad

de diagndstico del cancer.

Tabla 112. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de
la region 8q24 y 152910164 del gen miR146 en el grupo CMF- en funcién de la edad.

Genotipo <40 (N/%) >40 (N/%) p-valor

CcC 30/29,41% 44/20,95% 0,001
rs2981582 CcT 54/52,94% 103/49,05%

T 18/17,65% 63/30,00%

AA 31/30,4% 69/32,9% 0,537
rs13281615 | AG 46/45,1% 101/48,1%

GG 25/24,5% 40/19,0%

CcC 53/52,0% 106/50,5% 0,872
rs2910164 CG 40/39,2% 88/41,9%

GG 9/8,8% 16/7,6%

Para verificar esta observacion realizamos un analisis de riesgo (Tabla 113).

Tabla 113. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en el grupo CMF-
en funcion de la variable edad, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Genotipo <40 (N2/%) >40 (N2/%) OR  IC(95%) p
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cC 30/29,41%  44/20,95% 1
Codominante | CT 54/52,94% 103/49,05% 1,301 0,736;2,297 0,365
TT 18/17,65% 63/30,00% 2,386 1,185;4,805 0,015
cC 30/29,41%  44/20,95% 1
Dominante
CT+TT 72/70,59% 166/79,05% 1,572 0,916;2,698 0,101
T 18/17,65%  63/30,00% 2 1,11;3,602 0,021
Recesivo
CC+CT 84/82,35% 147/70,00% 1

El analisis de los resultados mostré que, el genotipo TT aparece asociado a un

retraso en la edad de aparicion del cancer de mama.

Tras observar estos resultados decidimos determinar si el nimero de familiares
afectados (historia familiar) modifica los resultados obtenidos, para lo que el grupo de
mujeres con cancer de mama no portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2 fue

dividido en dos grupos en funcion del nimero de familiares afectados.

* Pacientes con alta carga hereditaria de la enfermedad (tres 0 mas familiares

afectados)

En la tabla 114 mostramos la distribucion de genotipos de los polimorfismos del
gen BRCAI, ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y c.2731C>T, no observandose diferente

distribucién de genotipos.

Tabla 114. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T del
gen BRCAT1 en el grupo CMF->3 en funcion de la edad.

Genotipo <40 (N/%) >40 (N/%) p-valor

AA 11/55,0% 35/41,7% 0,361
c.3232A>G | AG 6/30,0% 40/47,6%

GG 3/15,0% 9/10,7%
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AA 11/55,0% 34/40,5% 0,266
¢.3667A>G | AG 6/30,0% 42/50,0%

GG 3/15,0% 8/9,5%

cc 9/45,0% 30/35,7% 0,700
€.2731C>T CcT 8/40,0% 42/50,0%

T 3/15,0% 12/14,3%

El andlisis de los polimorfismos ¢.-309T>G del gen MDM2 y p.Arg72Pro del

gen TP53 tampoco mostr6 una diferente distribucion de genotipos (Tabla 115).

Tabla 115. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM?2 y p.Arg72Pro del
gen TP53 en el grupo CMF->3 en funcién de la edad.

Genotipo <40 (N/%) >40 (N/%) p-valor

T 6/30,0% 36/42,9% 0,486
c.-309T>G TG 12/60,0% 38/45,2%

GG 2/10,0% 10/11,9%

GG 6/30,0% 45/53,6% 0,156
p.Arg72Pro | GC 12/60,0% 32/38,1%

cC 2/10,0% 7/8,3%

La distribucion de los genotipos de los polimorfismos rs2981582 del gen
FGFR2, rs13281615 de la regién cromosomica 8q24 y rs2910164 del gen miR164 no

mostro diferencias en el grupo de pacientes estudiado (Tabla 116).

Tabla 116. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de la
region 8q24 y rs2910164 del gen miR146 en el grupo CMF->3 en funcién de la edad.

Genotipo <40 (N/%) >40 (N/%) p-valor

rs2981582 cc 6/30,0% 22/26,2% 0,693
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rs13281615

rs2910164

CcT 11/55,0% 42/50,0%

T 3/15,0% 20/23,8%

AA 3/15,0% 28/33,3% 0,081
AG 10/50,0% 43/51,2%

GG 7/35,0% 13/15,5%

cc 9/45,0% 35/41,7% 0,682
CcG 8/40,0% 41/48,8%

GG 3/15,0% 8/9,5%

* Pacientes con baja carga hereditaria de la enfermedad (menos de tres

familiares afectados)

El anélisis de la distribucion de los genotipos de los polimorfismos de BRCALI,

¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T, permitié observar una distinta distribucion de

los genotipos de los tres polimorfismos en funcion de la edad de diagnostico de la

enfermedad (Tabla 117).

Tabla 117. Distribuciéon de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T del
gen BRCAT1 en el grupo CMF->3 en funcion de la edad.

Genotipo <40 (N/%) >40 (N/%) p-valor

AA 20/24,4% 66/52,4% 0,000
c.3232A>G | AG 56/68,3% 39/31,0%

GG 6/7,3% 21/16,7%

AA 32/39,02% 65/51,59% 0,004
c.3667A>G | AG 44/53,66% 40/31,75%

GG 6/7,32% 21/16,67%

cC 28/34,1% 58/46,0% 0,027
c.2731C>T CcT 44/53,7% 44/34,9%
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T

10/12,2%

24/19,1%

Para verificar esta observacion procedimos a realizar un analisis de riesgo (Tabla

118-120).

Tabla 118. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCA1 en el grupo CMF-
<3 en funcién de la variable edad, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Genotipo <40 (N2/%) >40 (N2/%) OR IC (95%) p
AA 20/24,4% 66/52,4% 1

Codominante AG 56/68,3% 39/31,0% 0,211 0,111;0,403 0,000
GG 6/7,3% 21/16,7% 1,061 0,376;2,989 0,911
AA 20/24,4% 66/52,4% 1

Dominante
AG+GG 62/75,6% 60/47,6% 0,608 0,342;1,081 0,090
GG 6/7,3% 21/16,7% 1

Recesivo
AA+AG 76/92,7% 105/83,3% 0,590 0,266;1,310 0,195

El andlisis de los resultados mostr6 que, en el caso del polimorfismo

¢.3232A>@, el genotipo AG esté relacionado con el riesgo de desarrollo temprano de la

enfermedad (Tabla 118).

Tabla 119. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCA1 en el grupo CMF-
<3 en funcioén de la variable edad, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Genotipo <40 (N2/%) >40 (N2/%) OR IC (95%) p
AA 32/39,02% 65/51,59% 1

Codominante AG 44/53,66% 40/31,75% 0,448 0,245;0,817 0,009
GG 6/7,32% 21/16,67% 1,723 0,633;4,689 0,287
AA 32/39,02% 65/51,59% 1

Dominante
AG+GG 50/60,98% 61/48,41% 0,601 0,341;1,056 0,077
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GG 6/7,32% 21/16,67% 2,533 0,976;6,577 0,056
Recesivo
AA+AG 76/92,68% 105/83,33% 1

El analisis de los resultados mostrd6 que, en el caso del polimorfismo
c.3667A>G, el genotipo GG esta asociado a un retraso en la edad de aparicion del
cancer, mientras que el genotipo AG aparece como implicado en el desarrollo temprano

de la enfermedad (Tabla 119).

Tabla 120. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCA1 en el grupo CMF-
<3 en funcién de la variable edad, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Genotipo <40 (N2/%) >40 (N2/%) OR IC (95%) p
cC 28/34,1% 58/46,0% 1

Codominante CcT 44/53,7% 44/34,9% 0,483 0,261;0,893 0,020
T 10/12,2% 24/19,1% 1,159 0,488;2,751 0,739
cC 28/34,1% 58/46,0% 1

Dominante
CT+TT 54/65,9% 68/54,0% 0,608 0,342;1,081 0,090
TT 10/12,2% 24/19,1% 1

Recesivo
CC+CT 72/87,8% 102/80,9% 0,590 0,266;1,310 0,195

En el caso del polimorfismo ¢.2731C>T, el andlisis de los resultados mostr6 que
el genotipo heterocigoto CT estd asociado con el riesgo de desarrollo temprano de la

enfermedad (Tabla 120).

En la tabla 121 mostramos la distribucion de los genotipos de los polimorfismos

¢.-309T>G del gen MDM2 y p.Arg72Pro del gen TP53 en funcion de la edad.

Tabla 121. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.-309T>G del gen MDM2 y p.Arg72Pro
del gen TP53 en el grupo CMF-<3 en funcién de la edad.

Genotipo <40 (N/%) >40 (N/%) p-valor
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¢.-309T>G

p.Arg72Pro

T 39/47,6% 60/47,6% 0,681
TG 30/36,6% 51/40,5%

GG 13/15,9% 15/11,9%

GG 45/54,9% 74/58,7% 0,082
GC 32/39,0% 51/40,5%

ccC 5/6,1% 1/0,8%

El estudio de la distribucion de los genotipos de los polimorfismos identificados

mediante GWAS, rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de la region cromosomica

8924 y 152910164 del gen miR146 mostr6 que, el polimorfismo rs2981582 del gen

FGFR2 presenta una diferente distribucion de genotipos en funcion de la edad (Tabla

122).

Tabla 122. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de
la region 8q24 y rs2910164 del gen miR146 en el grupo CMF-<3 en funcion de la edad.

Genotipo <40 (N/%) >40 (N/%) p-valor

CcC 24/29,27% 22/17,46% 0,021
rs2981582 CcT 43/52,44% 61/48,41%

T 15/18,29% 43/34,13%

AA 28/34,1% 41/32,5% 0,954
rs13281615 | AG 36/43,9% 58/46,0%

GG 18/22,0% 27/21,4%

Genotipo <40 (N/%) >40 (N/%) 0,917
rs2910164 cC 44/53,7% 71/56,3%

CG 32/39,0% 47/37,3%

GG

Para verificar la distinta distribucion de genotipos del polimorfismo rs2981582

procedimos a realizar un analisis de riesgo (Tabla 123).
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Tabla 123. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en el grupo CMF-
<3 en funcioén de la variable edad, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Genotipo <40 (N2/%) >40 (N2/%) OR IC (95%) p
cC 24/29,27% 22/17,46% 1
Codominante | CT 43/52,44% 61/48,41% 1,548 0,77;3,11 0,22
TT 15/18,29% 43/34,13% 3,127 1,371;7,134 0,007
cC 24/29,27% 22/17,46% 1
Dominante
CT+TT 58/70,73% 104/82,54% 1,956 1,009;3,791 0,047
T 15/18,29% 43/34,13% 2,314 1,184;4,523 0,014
Recesivo
CC+CT 67/81,71% 83/65,87% 1

El andlisis los resultados mostré que, en el grupo de pacientes con baja carga
hereditaria de la enfermedad, el alelo T esta asociado a un retraso en la edad de

aparicion del cancer.

4.3. Comparacion de la distribucion de genotipos en mujeres portadoras de

mutacion y en no portadoras, en menores de 40 afios

En la tabla 124 mostramos la distribucion de los genotipos de los polimorfismos
del gen BRCA1 en mujeres menores de 40 afos, portadoras y no portadoras de

mutacion en los genes BRCA1/2.

Tabla 124. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T del
gen BRCAT1 en los grupos CMF+ y CMF- en menores de 40 afios.

Genotipo  CMF+ (N/%) CMF- (N/%) p-valor

AA 8/36,4% 31/30,4% 0,850
c.3232A>G

AG 12/54,5% 62/60,8%
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¢.3667A>G

c.2731C>T

GG 2/9,1% 9/8,8%

AA 12/54,5% 43/42,2% 0,536
AG 8/36,4% 50/49,0%

GG 2/9,1% 9/8,8%

cc 9/40,9% 37/36,3% 0,893
CcT 10/45,5% 52/51,0%

T 3/13,6% 13/12,7%

El andlisis de la distribucion de los genotipos de los polimorfismos de los genes

MDM2 y TP53 en mujeres menores de 40 afios no muestra distinta distribucion de

genotipos (Tabla 125).

Tabla 125. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.-309T>G del gen MDM2 y p.Arg72Pro

del gen TP53 en los grupos CMF+ y CMF- en menores de 40 afios.

Genotipo  CMF+ (N/%) CMF- (N/%) p-valor

T 11/50,0% 45/44,1% 0,879
c.-309T>G TG 8/36,4% 42/41,2%

GG 3/13,6% 15/14,7%

GG 14/63,6% 51/50,0% 0,167
p.Arg72Pro | GC 5/22,7% 44/43,1%

cC 3/13,6% 7/6,9%

En la tabla 126 mostramos la distribucion de los genotipos de los polimorfismos

identificados mediante GWAS, 152981582 del gen FGFR2, rs13281615 de la region

cromosomica 8924 y 1s2910164 del gen miR146, en mujeres menores de 40 afios.

Tabla 126. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de
la region 8q24 y rs2910164 del gen miR146 en los grupos CMF+ y CMF- en menores de 40 afios.
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Genotipo  CMF+ (N/%) CMF- (N/%) p-valor

CcC 2/9,09% 30/29,41% 0,024
rs2981582 cT 11/5,00% 54/52,94%

T 9/40,91% 18/17,65%

AA 5/22,7% 31/30,4% 0,773
rs13281615 | AG 11/50,0% 46/45,1%

GG 6/27,3% 25/24,5%

CcC 18/81,82% 53/51,96% 0,022
rs2910164 CG 2/9,09% 40/39,22%

GG 2/9,09% 9/8,82%

Observamos los genotipos de los polimorfismos rs2981582 (Tabla 127) y

rs2910164 (Tabla 128) presentan distinta distribucidon en ambos grupos de pacientes,

por lo que procedimos a realizar un analisis de riesgo.

Tabla 127. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en los grupos
CMF+ y CMF-, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF- (N/%) OR IC (95%) p
cC 2/9,09% 30/29,41% 1

Codominante | CT 11/5,00% 54/52,94% 0,327 0,068;1,575 0,164
TT 9/40,91% 18/17,65% 0,133 0,026;0,687 0,016
CcC 2/9,09% 30/29,41% 1

Dominante
CT+TT 20/90,91% 72/70,59% 0,24  0,053;1,091 0,065
TT 9/40,91% 18/17,65% 1

Recesivo
CC+CT 13/59,09% 84/82,35% 3,231 1,2;8,701 0,02

El andlisis de los resultados mostrd que, el genotipo TT esta asociado a un

incremento del riesgo de padecer cancer de mama en presencia de mutacién en los

genes BRCA1/2, puesto que estd asociado al grupo de portadores, mientras que el alelo
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C esta asociado al grupo de pacientes no portadores, por lo que estan implicados en el

incremento del riesgo de padecer cancer en ausencia de mutacion.

Tabla 128. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en los grupos
CMF+ y CMF-, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF- (N/%) OR IC (95%) p
cC 18/81,82% 53/51,96% 1

Codominante | CG 2/9,09% 40/39,22% 6,792 1,489;30,978 0,013
GG 2/9,09% 9/8,82% 1,528 0,302;7,744 0,608
cC 18/81,82% 53 /51,96 1

Dominante
CG+GG 4/18,18% 49/48,04% 4,16 1,316;13,152 0,015
GG 2/9,09% 9/8,82% 1

Recesivo
CC+CG 20/90,91% 93/91,18% 1,033 0,207;5,152 0,968

El analisis de los resultados, en el caso del polimorfismo rs2910164 del gen
miR 146, mostrd que el alelo G estd asociado al grupo de pacientes no portadores de
mutacion y por tanto, a un incremento del riesgo de cancer de mama en ausencia de

mutacion en los genes BRCA1/2.

4.4. Comparacion de la distribucion de genotipos en mujeres portadoras de

mutacion y en no portadoras, en mayores de 40 afios

El analisis de la distribucion de los genotipos de los polimorfismos del gen
BRCA1 en mujeres mayores de 40 afios, no mostro diferencias en la distribucion de
genotipos en mujeres portadoras y no portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2

(Tabla 129).

Tabla 129. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T del
gen BRCAT1 en los grupos CMF+ y CMF- en mayores de 40 afios.
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RESULTADOS

Genotipo  CMF+ (N/%) CMF- (N/%) p-valor

AA 23/59,0% 101/48,1% 0,363
c.3232A>G | AG 13/33,3% 79/37,6%

GG 3/7,7% 30/14,3%

AA 23/59,0% 99/47,1% 0,336
c.3667A>G | AG 13/33,3% 82/39,0%

GG 3/7,7% 29/13,8%

CcC 23/59,0% 88/41,9% 0,105
c.2731C>T cT 13/33,3% 86/41,0%

T 3/7,7% 36/17,1%

En la tabla 130 mostramos la distribucion de los genotipos de los polimorfismos

de los genes MDM?2 y TP53 en mujeres portadoras y no portadoras mayores de 40 afios.

Tabla 130. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.-309T>G del gen MDM?2 y p.Arg72Pro
del gen TP53 en los grupos CMF+ y CMF- en mayores de 40 afios.

Genotipo  CMF+ (N/%) CMF- (N/%) p-valor

T 18/46,2% 96/45,7% 0,530
c.-309T>G TG 14/35,9% 89/42,4%

GG 7/17,9% 25/11,9%

GG 17/43,6% 119/56,7% 0,248
p.Arg72Pro | GC 21/53,8% 83/39,5%

cC 1/2,6% 8/3,8%

Idéntico resultado hemos obtenido al analizar la distribucion de los genotipos de
los polimorfismos 1s2981582 y rs2910164 de los genes FGFR2 y miR146 y el
polimorfismo rs13281615 de la region cromosémica 8q24 (Tabla 131).
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Tabla 131. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de la
region 8q24 y rs2910164 del gen miR146 en los grupos CMF+ y CMF- en mayores de 40 afios.

Genotipo  CMF+ (N/%) CMF- (N/%) p-valor

CcC 7/17,9% 44/21,0% 0,876
rs2981582 CcT 19/48,7% 103/49,0%

T 13/33,3% 63/30,0%

AA 10/25,6% 69/32,9% 0,600
rs13281615 | AG 22/56,4% 101/48,1%

GG 7/17,9% 40/19,0%

CcC 20/51,3% 106/50,5% 0,995
rs2910164 CG 16/41,0% 88/41,9%

GG 3/7,7% 16/7,6%

4.5. Comparacion de la distribucion de genotipos en mujeres portadoras de
mutacion y en no portadoras con tres o mas familiares afectados, en menores de 40

anos

El analisis de la distribucion de los genotipos de los polimorfismos en mujeres
menores de 40 afos, portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2 y no portadoras con
alta carga hereditaria de la enfermedad mostrd que el polimorfismos p.Arg72Pro del
gen TP53 (Tabla 132) presenta una distinta distribucion genotipica entre ambos grupo
de pacientes. Por el contrario, los polimorfismos de los genes BRCA1 (c.3232A>G,
¢.3667A>G y ¢.2731C>T), MDM2 (c.-309T>G), FGFR2 (rs2981582), la region 8q24
(rs13281615) y miR146 (rs2910164) no muestran diferente distribucion de genotipos
(Tablas A202-A204 Anexo).

En la tabla 132 mostramos la distribucion de genotipos del polimorfismo
p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes menores de 40 afios. Observamos que el alelo
Pro (C), especialmente el genotipo Arg/Pro (GC), esta asociado a un incremento del
riesgo de cancer de mama en familias con alta carga hereditaria de la enfermedad no

portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2.
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Tabla 132. Distribucion de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en los grupos CMF+
y CMF->3 en menores de 40 afios, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica multivariante.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF->3 (N/%) OR IC (95%) p
GG 14/63,64% 6/30,00% 1

Codominante | GC 5/22,73% 12/60,00% 5,6 1,36;23,059 0,017
cC 3/13,64% 2/10,00% 1,556 0,205;11,829 0,669
GG 14/63,64% 6 /30,00% 1

Dominante
GC+CC 8/36,36% 14/70,00% 4,083 1,122;14,863 0,033
cC 3/13,64% 2/10,00% 1

Recesivo
GG+GC 19/86,36% 18/90,00% 1,421 0,212;9,518 0,717

4.6. Comparacion de la distribucion de genotipos en mujeres portadoras de
mutacion y en no portadoras con tres o mas familiares afectados, en mayores de 40

anos

El analisis de la distribucion de los genotipos de los polimorfismos en mujeres
mayores de 40 afos, portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2 y no portadoras con
alta carga hereditaria de la enfermedad mostré que solo los polimorfismos ¢.2731C>T
del gen BRCA1 y 152910164 del gen miR146 presentan una distinta distribucion
genotipica entre ambos grupos (Tabla 133-134). Por el contrario, los polimorfismos
c.3232A>G y ¢.3667A>G del gen BRCAI, p.Arg72Pro del gen TP53, c.-309T>G del
gen MDM2, 152981582 del gen FGFR2 y rs13281615 de la region 8q24 no presentan
diferente distribucion de genotipos en los grupos de pacientes estudiados (Tablas A205-

A207 Anexo).

Como mostramos en la tabla 133, al comparar la distribucion del genotipo
c.2731C>T en pacientes mayores de 40 afios observamos que existen diferencias
estadisticamente significativas en la distribucion de genotipos entre portadores y no

portadores. El alelo T es mas frecuente en familias no portadoras con alta carga
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hereditaria de la enfermedad, incrementando el riesgo de padecer cancer de mama en

ausencia de mutacion en los genes BRCA1/2.

Tabla 133. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCAT1 en los grupos
CMF+ y CMF->3 en mayores de 40 afios, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica
multivariante.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF->3 (N/%) OR IC (95%) p
cC 23/58,97% 30/35,71% 1

Codominante | CT 13/33,33% 42/50,00% 2,477 1,085;5,657 0,031
T 3/7,69% 12/14,29% 3,067 0,774;12,151 0,111
CcC 23/58,97% 30/35,71% 1

Dominante
CT+TT 16/41,03% 54/64,29% 2,587 1,188;5,637 0,017
TT 3/7,69% 12/14,29% 1

Recesivo
CC+CT 36/92,31% 72/85,71% 0,5 0,133;1,885 0,306

El analisis de la distribucion de genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen
miR 146 en mayores de 40 afios mostro que el alelo G es mas frecuente en pacientes con

cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 (Tabla 134).

Tabla 134. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en los grupos
CMF+ y CMF->3 en mayores de 40 afios, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica
multivariante.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF->3 (N/%) OR IC (95%) p
cC 15/65,2% 13/33,3% 1

Codominante | CG 7/30,4% 21/53,8% 3,462 1,115;10,746 0,032
GG 1/4,3% 5/12,8% 5,769 0,595;55,947 0,131
cC 15/65,2% 13/33,3% 1

Dominante
CG+GG 8/34,8% 26/66,7% 3,750 1,266;11,110 0,017
GG 1/4,3% 5/12,8% 1

Recesivo
CC+CG 22/95,7% 34/87,2% 0,309 0,034;2,826 0,298
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4.7. Comparacion de la distribucion de genotipos en mujeres portadoras de
mutacion y en no portadoras con menos de tres familiares afectados, en menores

de 40 aios

El analisis de la distribucion de los genotipos de los polimorfismos en mujeres
menores de 40 afos, portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2 y no portadoras con
baja carga hereditaria de la enfermedad mostr6é que el polimorfismo rs2910164 del gen
miR 146 (Tabla 135) presenta una distinta distribucion genotipica entre ambos grupos de
pacientes. Por el contrario, los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T del
gen BRCA1, p.Arg72Pro del gen TP53, ¢.-309T>G del gen MDM2, rs2981582 del gen
FGFR2 y rs13281615 de la region 8924 no presentan distinta distribucion de genotipos
(Tablas A208-A210 Anexo).

En la tabla 135 mostramos que, al comparar la distribucion de genotipos del
polimorfismo 1s2910164 del gen miR146 en pacientes menores de 40 afios, observamos
que el alelo G estd asociado al incremento del riesgo de padecer cancer de mama en
ausencia de mutacion en los genes BRCA1/2 en familias con baja carga hereditaria de la

enfermedad.

Tabla 135. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en los grupos
CMF+ y CMF-<3 en menores de 40 afios, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica
multivariante.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-<3 (N/%) OR IC (95%) p
cC 18/81,82% 44/53,66% 1

Codominante | CG 2/9,09% 32/39,02% 6,545 1,417;30,234 0,016
GG 2/9,09% 6/7,32% 1,227 0,226;6,662 0,812
cC 18/81,82% 44/53,66% 1

Dominante
CG+GG 4/18,18% 38/46,34% 3,886 1,21;12,486 0,023
GG 2/9,09% 6/7,32% 1

Recesivo
CC+CG 20/90,91% 76/92,68% 1,267 0,237,6,758 0,782
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4.8. Comparacion de la distribucion de genotipos en mujeres portadoras de
mutacion y en no portadoras con menos de tres familiares afectados, en mayores

de 40 aiios

No hemos observado diferencias estadisticamente significativas en la
distribucién de los genotipos de los polimorfismos incluidos en el estudio al comparar,
en pacientes mayores de 40 afios, los grupos de pacientes portadores de mutacion en los
genes BRCA1/2 y no portadores con baja carga hereditaria de la enfermedad (Tablas
A211-A213 Anexo).

4.9. Comparacion de la distribucion de genotipos en mujeres no portadoras de

mutacion en funcion del nimero de familiares afectados, en menores de 40 afios

No hemos observado diferencias estadisticamente significativas en la
distribucién de los genotipos de los polimorfismos incluidos en el estudio al comparar,
en pacientes menores de 40 anos, los grupos de pacientes no portadores de mutacion en
los genes BRCA1/2 en funcion del nimero de familiares afectados (Tablas A214-A216

Anexo).

4.10. Comparacion de la distribucion de genotipos en mujeres no portadoras de

mutacion en funcion del nimero de familiares afectados, en mayores de 40 afios

El analisis de la distribucion de los genotipos de los polimorfismos en mujeres
mayores de 40 afios no portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2 con alta y baja
carga hereditaria de la enfermedad mostr6 que el polimorfismo p.Arg72Pro del gen
TP53 presenta una distinta distribucién genotipica entre ambos grupos (Tabla 136). Por
el contrario los polimorfismos de los genes BRCA1, MDM2, FGFR, miR146 y la
region 8q24 no presentan distinta distribuciéon de genotipos entre los grupos de

pacientes incluidos en el estudio (Tablas A217-A219 Anexo).
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El andlisis de la distribucion de genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen
TP53 en mujeres mayores de 40 afios mostrd que existe una diferente distribucion de
genotipos en funcién del numero de familiares afectados (Tabla 136). Sin embargo,
aunque existe significacion estadistica (p valor 0,022), parece que ésta es debida
exclusivamente a la baja incidencia del genotipo CC (menos frecuente) en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacién en los genes BRCA1/2, lo que imposibilita

el calculo estadistico de riesgo.

Tabla 136. Distribucion de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en los grupos CMF-
>3 y CMF-<3 en mayores de 40 afios, indicando la significacion y el OR. Regresion logistica
multivariante.

Genotipo CMF->3 (N/%) CMF-<3 (N/%) OR IC (95%) p
GG 25/64,1% 35/59,3% 1

Codominante | GC 10/25,6% 24/40,7% 1,714 0,698;4,211 0,240
cC 4/10,3% 0/0,0% - - -
GG 25/64,1% 35/59,3% 1

Dominante
GC+CC 14/35,9% 24/40,7% 1,224  0,531;2,823 0,635
cC 4/10,3% 0/0,0% 1

Recesivo
GG+GC 35/89,7% 59/100,0% - - -

A modo de resumen, en la tabla 137 mostramos los resultados significativos del
analisis de las distribuciones de los genotipos de los polimorfismos estudiados en los

distintos grupos de pacientes en funcion de la edad de diagndstico de la enfermedad.

Tabla 137. Tabla resumen de las distribuciones de los genotipos de los polimorfismos estudiados en los
distintos grupos de pacientes en funcion de la edad y su implicacion en el cancer de mama.

Tabla resumen

CMF+ Vs Edad p.Arg72Pro Arg/Pro asociado >40
rs2910164 (miR146) G y CG asociado >40
CMF- Vs Edad c.3232A>G AA asociado >40

AG asociado <40
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CMF->3
CMF-<3

CMF+

CMF->3
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Vs Edad
Vs Edad

Vs CMF- (<40)

Vs CMF- (>40)
Vs CMF->3 (<40)
Vs CMF->3 (>40)

Vs CMF-<3 (<40)

Vs CMF-<3 (>40)

Vs CMF-<3 (<40)
Vs CMF-<3 (>40)

rs2981582 (FGFR2)
c.3232A>G
c.3667A>G

€.2731C>T
rs2981582 (FGFR2)
rs2981582 (FGFR2)

rs2910164 (miR146)
p.Arg72Pro
c.2731C>T
rs2910164 (miR146)
rs2910164 (miR146)

p.Arg72Pro

TT asociado >40

AG asociado <40

GG asociado >40

AG asociado <40

CT asociado <40

T asociado >40

TT asociado CM portadores

C asociado CM no portadores

G asociado CM en no portadores
Pro asociado CM no portadores
T asociado CM en no portadores
G asociado CM no portadores

G asociado CM no portadores

CC asociado alto riesgo

G asociado bajo riesgo



DISCUSION
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El cancer de mama hereditario representa el 5-10 % de todos los casos de cancer
de mama (Ford et al., 1995) y la herencia de una mutacion germinal en uno de los dos
genes de susceptibilidad al cancer de mama, BRCA1 y BRCA2, confieren un riesgo
muy alto de padecer cancer de mama y/o ovario hereditario (Miki et al., 1994; Wooster
et al., 1995). Se estima que aproximadamente un 20 % del riesgo de cancer de mama
familiar es debido a la presencia de mutaciones germinales en uno de los dos principales

genes de susceptibilidad, BRCA1 y BRCA2 (Oldenburg et al., 2007; Lallo et al., 2012).

La historia familiar de cancer de mama constituye el principal criterio para la
identificacion de los casos con mutacion germinal en los genes BRCA1 y BRCA2; sin
embargo, la ausencia de familiares afectados no excluye la posible presencia de
mutaciones en ambos genes, siendo hasta del 18 % la prevalencia estimada de
mutaciones en el gen BRCA1 en tumores de mama triple negativos en pacientes sin
historial familiar mayores de 50 anos (Kandel et al., 2006; Eisinger et al., 1998;
Pohlreich et al., 2005; Tau et al., 2004; Foulkes et al., 2003).

Sin embargo, el andlisis de los genes BRCA1/2 no permite explicar todos los
casos de cancer de mama familiar (Ford et al., 1998). La mayoria de las alteraciones
identificadas en los genes BRCA1 y BRCA2 son mutaciones puntuales y pequefias
inserciones o deleciones, detectadas mediante técnicas basadas en la PCR (polimerase
chain reaction) y, sin embargo, en los ultimos afios se estdn identificando un gran
numero de grandes reordenamientos genéticos (LGRs, large genomic rearrangements)
en ambos genes (Mazoyer et al., 2005; Agata et al., 2005; Woodward et al., 2005;

Casilli et al., 2006), que no es posible identificar mediante técnicas basadas en la PCR.

El primero de los grandes reordenamientos genéticos identificados en BRCA1
(delecion de 1 Kb, que eliminaba el exdn 17) fue detectado en 1997 mediante la técnica
de Southern Blot (Puget et al., 1997). En la actualidad la técnica de MLPA (multiplex
ligation-dependent probe amplification) es la mas frecuentemente usada para la

deteccion de este tipo de mutaciones.

La incidencia de grandes reordenamientos gendmicos es variable entre las
distintas poblaciones (Figura 47). La contribucion de los LGRs al conjunto de
mutaciones en BRCA1 en una poblacion varia desde el 0 % en poblacién franco-
canadiense, irani y sudafricana hasta el 27 % en poblacion alemana (Hogervorst et al.,

2003; Moisan et al., 2006; Pietschmann et al., 2005; Sluiter et al., 2011).
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Los reordenamientos genéticos en BRCA?2 tienen una incidencia minima en la
susceptibilidad al cancer de mama y ovario hereditario, con la excepcion de la
poblaciéon portuguesa, donde se ha identificado una mutacion fundadora,
c.156 157insAlu en el exdn 3, que representa mas del 25 % de las mutaciones
patogénicas identificadas en los genes BRCA1/2 (Machado et al., 2007; Peixoto et al.,
2009).

La diferencia en la incidencia de LGRs entre BRCA1 y BRCA2 es debida a las
diferencias en la estructura gendémica de ambos genes. El mayor nimero de LGRs
encontrados en el gen BRCAT1 puede ser debido a la existencia de un pseudogen de
BRCAT1 30 Kb aguas arriba o al alto porcentaje (41,5 %) de elementos repetitivos
(secuencias Alu) en el gen (Agata et al., 2005; Bunyan et al., 2004; Casilli et al., 2006;
Machado et al., 2007; Nordling et al., 1998; Tournier et al., 2004; Walsh et al., 2006;
Welcsh et al., 2001; Wang et al., 2001; Woodward et al., 2005).

En poblacion espafiola, la incidencia de grandes reordenamientos gendmicos en
el gen BRCA1 se sittia alrededor del 1,4-1,6% en pacientes sin historial familiar de
cancer de mama, con una prevalencia del 2 % en pacientes con historia familiar no
portadores de mutaciones puntuales en BRCA1 o BRCA2. La prevalencia de estos LGR
en el gen BRCA?2 varia desde el 0 % en casos sin historial familiar de cancer de mama
hasta el 1,5 % en pacientes con cancer de mama hereditario no portadores de
mutaciones puntuales en los genes BRCA1 o BRCA2 (Miramar et al., 2008; de la Hoya
et al., 2006; Palanca Suela et al., 2008; Gutierrez-Enriquez et al., 2007; del Valle et al.,
2010; Garcia-Casado et al., 2011; Garibay et al., 2012). Estos LGR representan
aproximadamente un 14,5 % del total de mutaciones patogénicas identificadas en los

genes BRCA1 y BRCA2 (del Valle et al., 2010).
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En nuestro trabajo hemos empleado unos criterios estrictos para la seleccion de
pacientes con cancer de mama hereditario, considerando como familia de alto riesgo a
aquella que presenta al menos tres familiares en primer grado afectados por cancer de
mama. Tras descartar la presencia de mutaciones puntuales en los genes BRCA1 y
BRCA2, procedimos al andlisis de grandes reordenamientos gendémicos, no
identificando este tipo de alteraciones en ninguna de las 31 familias de alto riesgo
seleccionadas. Dos de los principales y mas recientes trabajos en poblacion espaiiola
(del Valle et al., 2010; Garibay et al., 2012) muestran un porcentaje de reordenamientos
en los genes BRCA1 y BRCA2, proximo al 2 % en el gen BRCAI1 y al 1 % en el gen
BRCA2, en familias de alto riesgo, bajo riesgo e incluso casos de cancer de mama
esporadico; estos valores disminuyen hasta el 0,65 % en el caso del gen BRCAI y el
0,25 % en el caso del gen BRCAZ2 si aplicamos criterios estrictos para la seleccion de
familias de alto riesgo y consideramos el nimero de mutaciones identificadas en ambos

genes en esos pacientes de alto riesgo.

En resumen, todas los pacientes incluidos en nuestro trabajo a pesar de la alta
penetrancia familiar de cancer de mama carecen de alteraciones en los genes BRCA1 y

BRCA2.

1. ESTUDIO DE GENES QUE PREDISPONEN AL CANCER DE MAMA
FAMILIAR. MODELO MONOGENICO.

Ademas de los genes BRCA1 y BRCA2, los genes TP53, PTEN, STK11, CDHI
suelen ser considerados como genes de alta penetrancia en el cancer de mama. Las
mutaciones altamente penetrantes de los genes BRCA1 y BRCA2 son muy poco
frecuentes en la poblacion y suponen menos del 20 % del riesgo genético de cancer de
mama, mientras que las mutaciones de los genes TP53, PTEN, STK11 y CDHI,
suponen menos del 5 % del riesgo (Easton, 1999). Se ha estimado que el conjunto de
todos los genes de alta penetrancia conocidos, Unicamente podrian explicar una pequeia
parte del cancer de mama hereditario, no mas del 25 %, lo que sugiere que en la
mayoria de los casos las causas contintian sin explicaciéon (Thompson et al., 2004;

Oldenburg et al., 2007; Turnbull et al., 2008; Lallo et al., 2012), y los factores
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ambientales son incapaces de explicar todos los casos de cancer de mama familiar

restantes.

Dos son las principales estrategias que se han sugerido para identificar posibles
genes de susceptibilidad: los estudios de ligamiento genético en familias con multiples
casos de cancer de mama no portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2, en los que
se analiza la posible asociacion con una region concreta del genoma, que no han logrado
detectar nuevas regiones, y los estudios de asociacion caso-control, enfocados al estudio
de genes candidatos que analizan directamente la frecuencia de los genotipos de genes

implicados en susceptibilidad.

En nuestro trabajo hemos realizado una busqueda de mutaciones en genes de alta
(TP53) y moderada penetrancia (PALB2, BRIP1, RAD51C, BARD1 y CHEK2) en
familias con cancer de mama hereditario no portadoras de mutacion en los genes

BRCA1 y BRCA2 con alta carga hereditaria de la enfermedad.

El andlisis del gen TP53 no permitid identificar mutaciones germinales
patogénicas en los pacientes con cancer de mama hereditario y fuerte componente
familiar, confirmando que la incidencia de mutaciones germinales patogénicas en
familias con cancer de mama sin sindrome de Li-Fraumeni es extremadamente baja
(Garber et al., 1991; Strong et al., 1992; Borresen et al., 1992; Varley et al., 1997,
Rapakko et al., 2001; de Jong et al., 2002; Evans et al., 2002; Bradbury et al., 2007;
Campeau et al., 2008).

Los genes PALB2, BRIP1 y BARDI han sido implicados en la susceptibilidad
al cancer de mama en numerosos estudios (Ghimenti et al., 2002; Ishitobi et al., 2003;
Karppinen et al., 2004; Seal et al., 2006; Walsh et al., 2007; Rahman et al., 2007;
Foulkes et al., 2007; Erkko et al., 2007; Tischkowitz et al., 2007; De Nicolo et al., 2008;
De Brakeleer et al., 2010; Ratajska et al., 2010); sin embargo, en nuestro trabajo no
hemos identificado mutaciones patogénicas en ninguno de los casos de cancer de mama
familiar. La mayoria de los estudios realizados hasta el momento de estos genes en
cancer de mama familiar muestran unos criterios de seleccion de pacientes muy poco

estrictos, lo que quizas pueda explicar las discrepancias.
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El gen RADSIC ha sido identificado como implicado en la susceptibilidad al
cancer de mama y ovario hereditario tras el andlisis de familias con al menos un caso de
cancer de mama y un caso de cancer de ovario, resultados que no lograron reproducir en
pacientes con cancer de mama familiar, sin antecedentes de cancer de ovario (Meindl et
al., 2010). Multiples estudios han analizado el gen RADS51C validando los resultados
obtenidos por Meindl y colaboradores (Wong et al., 2011; Thompson et al., 2011;
Romero et al., 2011; Vuorela et al., 2011; Clague et al., 2011).

En nuestro trabajo, el andlisis del gen RADS51C en pacientes pertenecientes a
familias de alto riesgo con historial familiar de cancer de mama y sin historial familiar
de cancer de ovario no ha permitido identificar mutaciones patogénicas, lo que confirma
que RADSIC debe estudiarse solo en familias con casos de cancer de mama y de

ovario.

La variante ¢.1100delC del gen CHEK?2 ha sido identificada como responsable
de un incremento del riesgo de hasta dos veces en mujeres y diez veces en varones de
desarrollar cancer de mama hereditario (Meijers-Heijboer et al., 2002; Vahteristo et al.,
2002; Oldenburg et al., 2003; Cybulski et al., 2004). Ademas, una segunda variante ha
sido identificada como responsable de una parte de la susceptibilidad al cancer de
mama; se trata de la variante p.1157T, asociada con un incremento moderado del riesgo
(Kilpivaara et al., 2004; Cybulski et al., 2004; Bogdanova et al., 2005). Sin embargo,
estudios en poblacion espanola no han encontrado estas mutaciones en casos de cancer
de mama familiar de alto riesgo, moderado riesgo e incluso en cancer de mama
esporadico (Osorio et al., 2004; Bellosillo et al., 2005), no debiendo considerar al gen
CHEK2 como uno de los genes implicados en la susceptibilidad al cancer de mama en

poblacién espaiola. Nuestros resultados confirman esta observacion.

Sin embargo, un reciente estudio en poblacion espafiola ha identificado la
mutacion ¢.1100delC en un paciente perteneciente a una familia con diez miembros
afectados de cancer de mama. Se han estudiado ademas, dos familiares con cancer de
mama, uno de los cuales no era portador de la mutacion ¢.1100delC, siendo necesario
completar el estudio de segregacion para determinar el grado de implicaciéon de la

mutacion en la familia (Gracia-Aznarez et al., 2013).
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Los resultados de nuestro estudio sugieren que los genes PALB2, BRIPI,
RADSI1C, TP53, BARD1 y CHEK2 no deben ser considerados como genes de
predisposicion al cancer de mama en familias con alta penetrancia sin mutacioén en los
genes BRCA1/2 y cuestiona la utilidad de incluirlas de rutina en los test genéticos de
cancer de mama y ovario hereditario. Por otra parte, pone de manifiesto la necesidad de
continuar la busqueda de genes de predisposicion al sindrome de cancer de mama y

ovario hereditario.

1.1. Estudio del gen ABRAXAS

El gen supresor tumoral ABRAXAS (FAM175A, ABRA1 o CCDC98) codifica
una proteina que actia como organizador de un complejo enzimdatico que tiene como
nlcleo central BRCAI1, permitiendo el reconocimiento de las cadenas de ADN
marcadas con ubiquitina, la localizacion de BRCAT1 en el foco de ADN dafado, la
reparacion de DSBs y el control del ciclo celular mediante la activacion del punto de
control G2/M inducido por dafio (Wang et al., 2007; Sobhian et al., 2007; Wang et al.,
2009; Shao et al., 2009; Kim et al., 2007; Feng et al., 2009).

Varios estudios han analizado el gen ABRAXAS en busca de mutaciones
asociadas con el riesgo al desarrollo de cancer de mama, aunque los resultados son
contradictorios (Novak et al., 2008; Solyom et al., 2012). Los antecedentes en poblacion
espaiola han identificado la mutacion patogénica p.Met299Ile en una de las 168
familias de alto riesgo que incluye el estudio de Osorio y colaboradores (Osorio et al.,

2009).

En nuestra serie, los criterios de seleccion de pacientes han sido estrictos,
incluyendo solo familias con al menos tres casos de cancer de mama en familiares de
primer grado. El andlisis del gen ABRAXAS en estas familias ha permitido la
identificacion de dos mutaciones germinales, la variante missense c.1117G>A

(p.Asp373Asn) y la delecion in frame c.826 828delGAG (p.276delGlu).

La variante p.Asp373Asn (c.1117G>A) ha sido descrita previamente como
polimorfismo no patogénico tras la realizacion de estudios poblacionales y observacion
de frecuencias alélicas y genotipicas en pacientes y poblacion control (Clark et al.,

2003; Osorio et al., 2009; Novak et al., 2009; bases de datos UniProt y SNPdb). En
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nuestro trabajo hemos realizado un andlisis bioinformatico de la alteracion
p.-Asp373Asn. Los programas de prediccion de patogenicidad muestran resultados
contradictorios y el analisis de conservacion de aminoacidos, muestra que la posicion
373 no estd conservada en las diferentes especies analizadas, por lo que podria
modificar la funcidén de la proteina pero no lo suficiente para favorecer el desarrollo

tumoral.

La mutacién ¢.826 828delGAG (p.276delGlu) descrita por primera vez en este
trabajo, localizada en el exon 9 del gen ABRAXAS, supone la pérdida del aminoacido
glutamico de la posicién 276, ubicado en una region muy conservada de la proteina y
proximo al dominio coiled-coil, una region estructuralmente importante. El andlisis
bioinformatico de la estructura secundaria de la proteina no predice alteraciones; sin
embargo, al ser un aminoacido muy conservado en diferentes especies y encontrarse
muy proximo a una region de la proteina estructuralmente importante, sugiere que la
mutacion p.276delGlu podria ser considerada como patogénica. Sin embargo, son
necesarios estudios a nivel de expresion y actividad de la proteina para confirmar la

posible patogenicidad de esta mutacion.

Nuestro trabajo ha permitido identificar una nueva mutacion patogénica en el
gen ABRAXAS siendo necesarios mas estudios para confirmar su asociacion como
factor de riesgo para desarrollar cancer de mama; sin embargo, la escasa frecuencia de
mutaciones patogénicas asociadas con el riesgo de céncer de mama identificadas,
permite sugerir que el gen ABRAXAS no debe ser considerado como uno de los genes

de susceptibilidad al cancer de mama.

1.2. Estudio del gen ERCC4

El gen ERCC4 (excision repair cross-complementation group 4) codifica la
proteina ERCC4, enzima clave en la ruta de reparacion NER, que forma complejos con
ERCCI1 para actuar como una endonucleasa durante la reparacién del ADN por escision
de nucleodtidos (NER), en la eliminacion de los entrecruzamientos de hebras (ICL), las
roturas de doble hebra (DSB) y el proceso class switch recombination (CSR) de las
inmunoglobulinas (Fan et al., 1999; Wood et al., 2001; Tripsianes et al., 2005; Tsodikov
et al., 2005; Niedernhofer et al., 2004; Ahmad et al., 2008; Tian et al., 2004; Brookman
et al, 1996).
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Hasta la fecha han sido identificados un total de 580 SNPs en el gen ERCC4 y
multiples estudios han tratado de evaluar la posible asociacion entre estos SNPs y el
riesgo de cancer de mama familiar y cancer de mama esporadico, con resultados
contradictorios (Winsey et al., 2000; Mohrenweiser et al., 2002; Smith et al., 2003; Lee
et al., 2005; Milne et al., 2006; Garcia-Closas et al., 2006; Huang et al., 2006; Crew et
al., 2007; Rajaraman et al., 2008; Hung et al., 2008; Shao et al., 2008; McWilliams et
al., 2008; Abbasi et al., 2009; Han et al., 2009; Osorio et al., 2009; Roberts et al., 2011;
Doherty et al., 2011).

Estos resultados previos refuerzan la hipotesis del modelo poligénico de
susceptibilidad genética, segun el cual, la mayor parte de la susceptibilidad al cancer de
mama resulta del efecto combinado de multiples variantes genéticas, cada una de las
cuales desarrolla un efecto individual modesto sobre el riesgo de cancer (Antoniou et

al., 2002; Pharoah et al., 2007).

En nuestro trabajo, el analisis del gen ERCC4 en pacientes pertenecientes a
familias de alto riesgo con historial familiar de cdncer de mama no ha permitido
identificar mutaciones germinales patogénicas que permitan asociar el gen con la
susceptibilidad al céncer de mama familiar. No obstante, hemos identificado la
mutacion p.Arg576Thr, presente en el 2 % de las pacientes y en ninguna de las mujeres
control. Los programas predictivos indican que se trata de una mutacidon patogénica y el
analisis filogenético muestra que se trata de un aminoacido muy conservado, lo que nos
permite sugerir que se trata de una mutacion patogénica. Sin embargo, son necesarios

estudios a nivel de proteina para determinar la patogenicidad de la alteracion.

El andlisis en controles sanos, ha permitido la identificacion de dos mutaciones

de nueva descripcion.

La variante ¢.2291delG (p.Ser764Thr fsX51) modifica el marco de lectura y
trunca la proteina en el codon 815. Es una mutacion muy proxima al extremo C-
terminal de la proteina, que resulta en la pérdida del dominio responsable de la
heterodimerizacion con ERCCI. Esta mutacion ha sido identificada en una mujer de 47
afos sin antecedentes familiares de cancer, diagnosticada de cancer de cérvix
secundario a infeccion por el virus del papiloma humano. La edad de la paciente no
permite descartar la posibilidad de que desarrolle un cancer de mama en un futuro. Son
necesarios estudios funcionales y de segregacion familiar para confirmar la

patogenicidad.
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Por otro lado, hemos caracterizado la variante ¢.974-6T>C, ubicada en el intron
5 del gen ERCCA4. El estudio predictivo preliminar mediante el programa ESEfinder
mostro la aparicion de un nuevo sitio ESE, por lo que esta mutacion podria afectar al
procesamiento del ARNm; sin embargo, serdn necesarios estudios en el ARN asi como

estudios poblacionales para verificar estos resultados preliminares.

El andlisis del gen ERCC4 forma parte de un proyecto colaborativo a nivel
nacional, dirigido desde el Centro Nacional de Investigaciones Oncologicas (CNIO) en
el que se analizaron 1573 pacientes procedentes de familias espafiolas de alto riesgo sin
mutacion en los genes BRCAI1/2 y 854 controles sin antecedentes personales y
familiares de cancer. El resultado del estudio, en el que se incluyen las mutaciones
identificadas en nuestro trabajo, concluye que todas las mutaciones identificadas en
pacientes con cancer de mama aparecen en una frecuencia comparable en la poblacion
control, mientras que aquellas mutaciones identificadas exclusivamente en poblacion
control no aparecen en ningln caso en pacientes con cancer de mama, de forma que no
es posible considerarlas mutaciones patogénicas relacionadas con el riesgo de padecer

cancer de mama (articulo sometido a revision).

A la vista de estos resultados, parece que el gen ERCC4 no debe ser considerado

como uno de los genes de susceptibilidad al cancer de mama.

2. ESTUDIO DE VARIANTES GENETICAS ASOCIADAS CON RIESGO DE
CANCER DE MAMA FAMILIAR. MODELO POLIGENICO.

2.1. Analisis de caracteristicas biologicas y subtipos clinicos de tumor en pacientes

con cancer de mama familiar

Es conocido que los pacientes portadores de mutaciéon en el gen BRCAI
desarrollan, en la mayoria de los casos, tumores sin expresion del receptor de
estrogenos (RE-) (Armes et al., 1999). Recientemente se ha observado en poblaciones
de judios Ashkenazi, con mutaciones fundadoras tanto en el gen BRCA1 como en el

gen BRCA2, que los canceres de mama desarrollados mayoritariamente no expresan los
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receptores de estrégenos, progesterona ni Her2 (tumores triple negativos) (Comen et al.,

2011).

Estos datos ponen de manifiesto la existencia de una asociacion entre los
distintos subtipos moleculares de cancer de mama y la presencia de mutaciones en las

proteinas BRCA1 o BRCA2.

El analisis de los datos moleculares y clinicos de los tumores de los pacientes
con cancer de mama familiar incluidos en nuestro estudio confirma que los pacientes
portadores de mutacion en los genes BRCA1 o BRCA2 presentan con mas frecuencia
tumores sin expresion de receptor de estrégenos y progesterona (41,67 %), al contrario
que los pacientes no portadores de mutacion (19,25 %). La expresion de Her2 es similar
en ambos grupos, aunque es un 18 % mas frecuente en el grupo de pacientes no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 (p>0,05). No obstante, al analizar la
distribucién de tumores triple negativos, estos eran mdas frecuentes en mujeres con
tumores portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 (30,6 %) que en mujeres con

tumores no portadores (8,7 %; p<0,05).

Por otra parte, los pacientes portadores de mutaciones en los genes BRCA1/2
presentan con mas frecuencia tumores de tipo Basal Like, mientras que entre los
pacientes no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 son mas frecuentes los

tumores de tipo Luminal.

Estos resultados confirman que las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2
asociadas a pérdida de funcion de los mismos, se asocian con el desarrollo de tumores
mas agresivos que no expresan receptores. Esta observacion implica que la estrategia

terapéutica en este grupo de pacientes debe de ser diferente.

No existe ningun estudio previo en el que se analicen las caracteristicas
bioldgicas de los tumores en funcion del historial familiar de los pacientes. En nuestro
trabajo, el estudio comparativo del grupo de pacientes portadores de mutaciones en los
genes BRCA1/2 y el grupo de pacientes no portadores de mutaciones subdivido en
funcion del historial familiar, tres o0 mas familiares afectados (CMF->3) y menos de tres
familiares afectados (CMF-<3), mostrdé que las diferencias anteriormente observadas
entre los pacientes portadores (CMF+) y no portadores de mutacion en los genes
BRCA1/2 (CMF-) son debidas exclusivamente al subgrupo de pacientes con menor

carga hereditaria de la enfermedad (CMF-<3). Los pacientes no portadores de mutacion
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en los genes BRCA1/2 y tres o mas familiares afectados (CMF->3) presentan con mas
frecuencia tumores sin expresion de receptor de estrogenos y progesterona (22,5 %
frente a 17,9 % en CMF-<3) y tumores sin sobreexpresion de Her2 (59,8 % frente a
42,9 % en CMF-<3) de forma que, la incidencia de tumores triple negativos en familias
con tres 0 mas miembros afectados (14,3 %) difiere mucho de la incidencia en familias
con menos de tres miembros afectados (6,3 %). La incidencia de tumores triple
negativos en familias con tres o mas miembros afectados (14,3 %) se asemeja a la
incidencia en familias portadoras de mutaciones en los genes BRCA1/2 (30,6 %,
p>0,05) indicando que probablemente, las mutaciones en los genes BRCA1/2 no estan
relacionadas con la ausencia de expresion de los receptores de estrogenos y

progesterona y de la ausencia de expresion de la proteina Her2.

Por primera vez, nuestro trabajo ha permitido identificar dos subgrupos
claramente diferenciados dentro del conjunto de pacientes con cancer de mama familiar
no portadores de mutacion en los genes BRCA1 o BRCA2, con diferencias en cuanto a

las caracteristicas biologicas y el subtipo clinico de tumor desarrollado.

También tratamos de determinar si existe relacion entre la edad de diagndstico
del paciente y las caracteristicas bioldgicas del tumor, por lo que repetimos los analisis
realizados anteriormente subdividiendo cada grupo de pacientes en mayores y menores
de 40 afios. Observamos que si existen diferencias entre los grupos de pacientes
analizados en funcion de la edad de diagnostico; sin embargo, estds diferencias son
menores a las observadas independientemente de la variable edad, disminuyendo la
capacidad de discriminar entre grupos de pacientes, y carecen de significacion
estadistica, de forma que no podemos considerar que exista relacién entre la edad de

diagnostico y las caracteristicas bioldgicas del tumor.

2.2. Analisis de la distribucion de genotipos en pacientes con cincer de mama

familiar

La mayor parte de la susceptibilidad genética resulta de los efectos combinados
de muchas variantes genéticas, cada una de las cuales tiene un efecto individual
modesto (Antoniou et al., 2002). El modelo poligénico de susceptibilidad al cancer

sugiere que multiples alelos contribuyen a un incremento del riesgo familiar en la
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mayoria de los canceres. Los estudios de asociacion de genes candidatos son,
normalmente, el principal enfoque usado en la busqueda de estos alelos de
susceptibilidad y los resultados de estos estudios sugieren que una proporcion de los
SNPs en estos genes candidatos estan asociados con el riesgo de cancer de mama, pero
que el efecto individual de estos SNPs es probable que sea pequeiio (Pharoah et al.,

2007).

En nuestro trabajo hemos analizado la distribucién de los genotipos de los
polimorfismos ¢.3232A>G (rs16941), c.3667A>G (1s16942) y c.2731C>T (rs799917)
del gen BRCAL, los polimorfismos c.-309T>G (rs2279744) y p.Arg72Pro (rs1042522)
de los genes MDM?2 y TP53 y los polimorfismos rs2981582, rs13281615 y rs2910164
del gen FGFR2, region cromosomica 8q24 y del gen miR146, en 116 mujeres sanas
mayores de 40 afios, sin antecedentes personales ni familiares de cancer y en 373
probandos con cancer de mama: 61 portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 y
312 probandos pertenecientes a diferentes familias con cancer de mama no portadores

de mutacion en los genes BRCA1 6 BRCA2.

* Polimorfismos del gen BRCA1

El estudio bioinformatico de los polimorfismos ¢.3667A>G (r16942) y
c.2731C>T (rs799917) del ex6n 11 del gen BRCA1 mostré que no tienen ningtn efecto
sobre la estructura o funcion de la proteina, mientras que el polimorfismo ¢.3232A>G
(rs16941) es considerado como patogénico por los programas predictivos y se encuentra

en una region muy conservada en las diferentes especies analizadas.

En el estudio de prediccion de patogenicidad (Tabla 138), los programas pMUT
y SIFT consideran el cambio ¢.3232A>G (rs16941) como patogénico. Sin embargo,
ninguno de los tres programa predictivos permiten analizar las tres mutaciones

conjuntamente, por lo que no podemos analizar el efecto del haplotipo.

Tabla 138. Predicciones sobre las consecuencias de los polimorfismos en estudio obtenidas con los
programas Polyphen, SIFT y pMUT.
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€.3232A>G (rs16941) ¢.3667A>G (rs16942) ¢.2731C>T (rs799917)

Polyphen (Puntuacidn) Beningno (1,160) Beningno (0,303) Beningno (0,700)
SIFT (Puntuacién) Patogénica (0,04) Neutral (1,00) Neutral (1,00)
pMUT (Puntuacion) Patogénica (0,789) Neutral (0,095) Neutral (0,166)

En un amplio estudio de variantes de significado desconocido realizado en 2008
se ha sugerido que el analisis con el programa Polyphen de estos polimorfismos muestra
que ninguno de los tres cambios tienen significado patoldgico (Lee et al., 2008). Sin
embargo, estudios realizados en pacientes italianos (Tommasi et al., 2008) e indios
(Rajasekaran et al., 2007) han encontrado que el analisis con el programa SIFT muestra
que los polimorfismos ¢.2731C>T y ¢.3232A>G presentan un indice de tolerancia
inferior a 0,5 lo que sugiere que puede tener significado funcional, mientras que el
estudio con el programa Polyphen no encuentra patogenicidad en estos polimorfismos
pero si en el polimorfismo ¢.3667A>G con un PSIC (position-specific independent
count) de 1,658, considerandose patogénico cuando este indice es mayor de 1.1
(Tommasi et al., 2008).

Estas diferencias entre los diferentes estudios pone de manifiesto que los
estudios in silico deben ser contemplados con precaucion pues los resultados difieren

entre grupos dependiendo de la secuencia incluida en el analisis.

El analisis de conservacion de aminoicidos en una secuencia es un dato
importante, ya que nos permite conocer los residuos de una secuencia de ADN que son
importantes para la funcidon o cuales pueden variar sin afectar a la misma. Ademas,
también nos permite determinar cual es el grado de tolerabilidad de una proteina hacia
ese cambio, ya que si el cambio se produce entre aminodcidos con propiedades

fisicoquimicas diferentes, podria ser considerado como patogénico.

En este trabajo hemos empleado la base de datos UniProt para analizar el grado
de conservacion de los aminoacidos. Como se observa en la figura 48 la comparacion
de la posicion 1038 (¢.3232A>G; p.E1038G; rs16941) en diferentes especies pone de
manifiesto que el aminodcido Glu (E) estd muy conservado entre las especies
analizadas, de forma que un cambio de aminoécido de Glu (E) a Gly (G) podria suponer

una importante modificacion de la estructura o la funcion de la proteina.
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Figura 48. Alineamiento multiple alrededor de la posiciéon 1038 (cambio ¢.3232A>G; p.E1038G;

rs16941)

En el caso de la posicion 1183 (¢c.3667A>G; p.K1183R; rs16942), se observa

que los dos aminoacido estan presentes en diferentes especies y que, en esta posicion,

aparecen otros aminoacidos como Lisina (K), lo que sugiere que es una posicion que no

desempefia un papel relevante para el mantenimiento de la estructura y funcion de la

proteina (Figura 49).
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Figura 49. Alineamiento multiple alrededor de la posicion 1183 (cambio ¢.3667A>G; p.K1183R;

rs16942).

Finalmente, el analisis del codon 871 (c.2731C>T; p.P871L; rs799917) muestra

que el aminoacido conservado en la mayoria de las especies es la Leu (L), un

aminoacido apolar, de forma que en la especie humana, tnica especie en la que aparece

el aminoacido Pro (P), un cambio de éste, también apolar, hacia Leu no debe ser

considerado patogénico, por lo que podemos afirmar que la variante no modifica la

funcion ni la estructura de la proteina (Figura 50).
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Figura 50. Alineamiento multiple alrededor de la posicion 871 (cambio ¢.2731C>T; p.P871L; rs799917).

Ademas de programas para la prediccion de patogenicidad y la conservacion de
aminoacidos, es muy util la prediccion de la estructura secundaria de la proteina, que
nos indica en qué forma varia esta estructura proteica al introducir nuevas variantes en
su secuencia.

Para la prediccion de la estructura secundaria de la proteina empleamos el
programa PSIPRED, analizando las tres regiones en las que se localizan los
polimorfismos al introducir cada una de las mutaciones de manera aislada y en
combinacion (Figuras 51-53).

El anélisis predictivo de la estructura secundaria de la proteina en la region que
flanquea el codon 871 (posicion de la variante ¢.2731C>T; p.P871L; rs799917) mostrd
que, la proteina no sufre ningin tipo de modificaciéon cuando introducimos los

polimorfismos en la secuencia, tanto de manera individual como agrupados (Figura 51).
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Figura 51. Prediccion de la estructura secundaria para la proteina BRCAT1 en la region que comprende la
mutacion ¢.2731C>T (p.P871L; rs799917). Solo se muestra la proteina wild type y la proteina con las tres
mutaciones.

En el caso de la region que flanquea el codon 1038 (posicion de la variante

c.3232A>G; p.E1038G; rs16941) al introducir la variante rs16941 (p.E1038G) en la

secuencia observamos la perdida de una pequena a-hélice adyacente a la variante que

engloba dos aminoacidos Phe (F) y Lys (K) de las posiciones 1036 y 1037

respectivamente. La introduccion en la secuencia del aminoacido Gly (G) provoca la

pérdida de esta a-hélice, mientras que el aminoacido Glu (E) mantiene la estructura de

la proteina sin cambios, tanto al introducir la variante de forma individual como

combinada con los otros polimorfismos del exon 11 del gen BRCA1 (Figura 52).

200



DISCUSION

cont : JannnniENNNsaoonNNEEEEanonnElEnNanao0anil
) —

HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHACCE

Pred:

Pred:

AR: ENFEEHSMSPEREMGNENIPSTVSTISRNNIRENVEKEAS
1010

1020

1030

o=t

J i o

Pred:

CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHCCCCCCCCCCE
SSNINEVGSSTNEVGSSINEIGSSDENIQAELGRNRGFKL

1050 1060 1070

IR .
AR

conf : JannnnnllNaozoanBNNERNEREo0000 g0000at

Pred:

CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEL
NAMLRLGVLOPEVYKQSLPGSNCKHPE IKKQEYEEVVQTV
i ' '

1090 1100 1110

Pred:

IR .
ARl

Proteina BRCA1 wt

cont : JonznmBlNNEEanoRnNEEnEnsnnnnElNEnannnlt

Pred: )
|

Pred: HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCO
AR: ENFEEHSMSPEREMGNENIPSTVSTISRNNIRENVEFKGAS
' ' ' '

1010 1020 1030 1040

(CPPOVRp |3 2 ] i et e

Pred: {D
Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHCCCCCCOCCCT
AA: SSNINEVGSSTNEVGSSINEIGSSDENIQAELGRNRGPKL
1050 1060 1070 1080
Conf : JonnamD ooonill JijaEETa

Pred:

CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEELD
NAMLRLGVLOPEVYKQSLPGSNCKHPE IKKQEYEEVVQTV

1090 1100 1110 1120

Pred:

R e
ARA:

Proteina BRCA1 con mutacion c.
3232A>G y c.3667A>G

conf : JannnniEINzaonRNNEnEEnonnnilNnEnasonant
Pred: )}
L 4

Pred: HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHCCC
AR: ENFEEHSMSPEREMGNENIPSTVSTISRNNIRENVEFKEAS
' ' ' '

1010 1020 1030 1040

cont : JIIInERNNEnnERNEa0=000lNna0000n 0 NNN st
Pred:

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHCCCCCCCCCCC
AR: SSNINEVGSSTNEVGSSINEIGSSDENIQAELGRNRGPKL
' ' ' '

1050 1060 1070 1080

cont : JonnnnnEENzaoonnBNNRNERENNEoo0000n0000nt

Pred:

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEC
AR: NAMLRLGVLOPEVYKQSLPGSNCKHPE IKKQEYEEVVQTV

AR
1090 1100 1110 1120

Proteina BRCA1 con mutacion c.
3667A>G y c.2731C>T

104cC

108c

112cC

cont : JonnnnliINEnooREENNnEEnnonnnEEnnnnonnnlt

Pred: 7
=

Pred: HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCe
AR: ENFEEHSMSPEREMGNENIPSTVSTISRNNIRENVEFKGAS
' ' ' '

1010 1020 1030 1040

cont : JININDnEENNEERERNERonaa0llna000onRNNERNaxa(
Pred: @

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHCCCCCCCCCCC
ARh: SSNINEVGSSTNEVGSSINEIGSSDENIQAELGRNRGFKL
' ' ' '

AR
1050 1060 1070 1080

cont : J000na0NEENaa0ooANNNNNEERNESo00000 00000l

Pred:

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEC
AR: NAMLRLGVLOPEVYKQSLPGSNCKHPE IKKQEYEEVVQTV
V ' ' '

1090 1100 1110 1120
Proteina BRCA1 con mutacion c.
3232A>G (rs16941)
conf : JanannEIIEEaooNENNEnENoonnnnlNEnnnzannnl

Pred: )
—

Pred: HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC
AR: ENFEEHSMSPEREMGNENIPSTVSTISRNNIRENVEKGAS

1010 1020 1030 1040

cont : JININnEnRENEnnENERoonanliNnnoonanNNERNat
1

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHCCCCCCCCCCC
AR: SSNINEVGSSTNEVGSSINEIGSSDENIQARELGRNRGPKL

AR
1050 1060 1070 1080

Pred:

cont : JanannEllNanoznIRENERNENERooo00EEa00ax]

Pred:

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEC
ARA: NAMLRLGVLOPEVYKQSLPGSNCKHPE IKKQEYEEVVQTV
g ' ' '

1090 1100 1110 1120

Proteina BRCA1 con mutacion c.
3232A>G vy ¢.2731C>T

conf : JonnonBllIEEanoERNEnEnonnnElNEnnnnannnlt
1
—_—
Pred: HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC

AR: ENFEEHSMSPEREMGNENIPSTVSTISRANNIRENVEKGAS

1010 1020 1030 1040

Pred:

cont : JINIEnEnNENERnEEERona00llEa00000niNNNEaxt

Pred:

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHCCCCCCCCCCC
AR: SSNINEVGSSTNEVGSSINEIGSSDENIQARELGRNRGPKL

1050 1060 1070 1080

cont : JonnnnllNanozonlNENNNEEEEDSo000000000xt

Pred:

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEC
AR: NAMLRLGVLOPEVYKQSLPGSNCKHPE IKKQEYEEVVQTV

1090 1100 1110 1120

Proteina BRCA1 con las tres mutaciones

Figura 52. Prediccion de la estructura secundaria para la proteina BRCAT1 en la region que comprende la
mutacion ¢.3232A>G (p.E1038G; rs16941). Solo se muestra la proteina wild type y las combinaciones de

dos y tres polimorfismos.
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Finalmente, el andlisis de la region que flanquea el codon 1183 (posicion de la
variante ¢.3667A>G; p.K1183R; rs16942) mostrd que la proteina BRCAI no sufre
ningln tipo de modificacion cuando introducimos los polimorfismos en la secuencia,

tanto de manera individual como agrupados (Figura 53).
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Figura 53. Prediccion de la estructura secundaria para la proteina BRCAT1 en la region que comprende la
mutacion ¢.3667A>G (p.K1183R; rs16942). Solo se muestra la proteina wild type y la proteina con los
tres polimorfismos.

El estudio bioinformético mostré6 que, a nivel predictivo, la posicion 1038
(c.3232A>G; p.E1038G; rs16941) estda muy conservada en las diferentes especies
analizadas, de forma que un cambio de aminoacido de Glu (E) a Gly (G) podria
modificar la estructura o la funcién de la proteina. Al analizar la estructura secundaria
de la proteina hemos verificado estd hipotesis al observar que, al introducir en la
secuencia proteica el aminoacido Gly en lugar de Glu en las proximidades de la
posicion 1038, se pierde una o-hélice. Sin embargo, serd necesario comprobar la
actividad de la proteina in vivo para determinar si esta modificacion de la estructura es

suficiente para alterar su funcionalidad.

Hemos observado ademads, que la interaccion de los tres polimorfismos no
parece ejercer ningun efecto sobre la estructura de la proteina BRCA1, mas alla del
efecto que puedan ejercer individualmente, como en el caso del polimorfismo

¢.3232A>G (rs16941).
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La relacion entre los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢c.3667A>G y ¢.2731C>T del
gen BRCAL1 vy el riesgo de cancer de mama ha generado mucha controversia. Multiples
estudios han evaluado el riesgo que supone ser portador de estos polimorfismos para el
desarrollo de cancer de mama, encontrando asociacion con el riesgo a desarrollar cancer
de mama en mujeres portadoras de mutacion en BRCA1 (Cox et al., 2011) y en mujeres
con cancer de mama esporadico (Cox et al., 2005; Freedman et al., 2005), mientras que
en otros estudios no se observo relacion con el cancer de mama familiar,
independientemente de la presencia o no de mutaciones en BRCA1 o BRCA2

(Tommasi et al., 2005; Freedman et al., 2005; Soucek et al., 2007; Huo et al., 2009).

En uno de los primeros estudios realizados, Durocher y colaboradores
observaron que el alelo T del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCA1l es mas
frecuente en familias con alto riesgo de padecer cancer de mama que en mujeres sanas
(Durocher et al., 1996). En nuestra serie hemos observado resultados similares ya que,
el genotipo TT del polimorfismo ¢.2731C>T (p.Pro871Leu; 1s799917) aparece asociado
con un aumento del riesgo de desarrollar cdncer de mama en ausencia de mutaciones en
los genes BRCA1/2. Ademas, los tumores de mama portadores del genotipo TT son
mas frecuentemente de tipo Luminal A, mientras que los portadores del alelo C

aparecen con mas frecuencia con fenotipo tipo Luminal B.

Sin embargo, no hemos observado asociacion entre los polimorfismos
¢.3232A>G (p.Glul038Gly; 1s16941) y ¢c.3667A>G (p.Lys1183Arg; rs16942) con el
riesgo de cancer de mama ni con un subtipo tumoral concreto. Aunque, si tenemos en
cuenta la edad de diagnéstico de la enfermedad, observamos que en el grupo de
pacientes no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 el alelo A del polimorfismo
¢.3232A>G esta asociado con un incremento del riesgo de cancer de mama en pacientes
mayores de 40 afios (genotipo AA) y menores de 40 afios (genotipo AG). Ademas, en
funcion de la historia familiar, subdividiendo el grupo de pacientes con cancer de mama
no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 (CMF-) en dos subgrupos, con tres o
mas familiares afectados (CMF->3) y menos de tres familiares afectados (CMF-<3)
observamos que, en el subgrupo con menor carga hereditaria de la enfermedad (CMF-
<3), el genotipo AG del polimorfismo ¢.3232A>G y del polimorfismo ¢.3667A>G se

asocia con un incremento del riesgo en pacientes menores de 40 afios y el genotipo GG
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del polimorfismo ¢.3667A>G esta asociado con el incremento del riesgo en pacientes

mayores de 40 afos.

Estos resultados muestran por tanto que el genotipo TT del polimorfismo
c.2731C>T (p.Pro871Leu; rs799917), los genotipos AA y AG del polimorfismo
c.3232A>G (p.Glul038Gly; rs16941) y los genotipos AG y GG del polimorfismo
c.3667A>G (p.Lys1183Arg; rs16942) del gen BRCAI1 estdn asociados con la
predisposicion al cancer de mama en familias no portadoras de mutacion en los genes
BRCA1/2, lo que podria sugerir un efecto protector frente al desarrollo de mutaciones

en los genes BRCA1/2 pero no frente al desarrollo tumoral.

Los polimorfismos que se encuentran proximos en el mismo cromosoma pueden
estar asociados y encontrarse en desequilibrio de ligamiento. El desequilibrio de
ligamiento tiene su origen en el proceso de recombinacidon meiodtica, donde la
probabilidad de recombinacidn entre locus cercanos es muy baja. Normalmente esos
locus se heredan en bloque y el conjunto de polimorfismos que se transmiten juntos a la

descendencia se denomina haplotipo.

Ninguno de los estudios previos ha analizado el haplotipo de los tres
polimorfismos incluidos en nuestro trabajo, aunque si han sido analizados otros

haplotipos existentes en el gen BRCAI.

El andlisis de cuatro alelos localizados en los intrones 8 y 18 y en los exones 11
y 13 (rs799917, 1rs8176166, rs3737559 y 1rs8176267) por el grupo de Cox (Cox et al.,
2005) les permitié definir cinco haplotipos con una frecuencia superior al 5 %
(haplotipos CAGA, CAGG, TAAA, TAGA y TGGA), observando que el haplotipo
CAGG se asociaba con un ligero, aunque significativo, incremento del riesgo a
desarrollar cancer de mama. También se observo una interaccion significativa entre
dicho haplotipo y los pacientes con antecedentes de céncer de mama familiar.
Unicamente el alelo rs799917 (c.2731C>T) coincide con los polimorfismos analizados
en nuestro trabajo; sin embargo, Cox y colaboradores inciden en la existencia de
diferentes haplotipos en el gen BRCA1 debido al gran desequilibrio de ligamiento
existente en esta zona del genoma y en la necesidad de conocer su implicacion en la

susceptibilidad al cancer de mama (Cox et al., 2005).
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Por otra parte, el grupo de genética humana del CNIO analiz6é tres de los
polimorfismos estudiados por el grupo de Cox localizados en los intrones 8 y 18 y en el
exon 13 (rs8176166, rs3737559 y rs8176267) en poblacion espafiola observando que las
mutaciones en el gen BRCA1 se producian més facilmente en las portadoras de los
haplotipos AAA, AGA y GGA, pero no en el haplotipo AGG, por lo que la relevancia

de estos hallazgos, contraria a las publicaciones previas, es incierta (Osorio et al., 2003).

En nuestro trabajo no hemos empleado polimorfismos intronicos del gen
BRCALI, sino que nos hemos centrado en el estudio de polimorfismos exonicos que
provoquen cambio de aminoacido en la secuencia de la proteina BRCAL. El estudio del
haplotipo constituido por los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T del
exon 11 del gen BRCA1 mostro que se encuentran en desequilibrio de ligamiento y que
existen dos haplotipos mayoritarios, el haplotipo CAA constituido por los alelos
c.2731C, c.3232A y ¢.3667A, y el haplotipo TGG constituido por los alelos ¢.2731T,
c.3232G y ¢.3667G. El resto de haplotipos posibles originados a partir de estos

polimorfismos aparecen en muy baja frecuencia (Tabla 139).

Tabla 139. Frecuencias de los principales haplotipos originados por la segregacion conjunta de los
polimorfismos ¢.2731C>T, ¢.3232A>G y ¢.3667A>G del ex6n 11 del gen BRCA1 en los grupos de
pacientes incluidos en el estudio.

Haplotipo Control CM total CMF+ CMF- CMF->3 CMF-<3
CAA 0.7026 0.6141 0.6787 0.6015 0.5971 0.6106
TGG 0.2888 0.3135 0.2456 0.3268 0.3243 0.3317
TAA 0.0086 0.0386 0.0259 0.041 0.0373 0.0481
CAG - 0.0212 0.0344 0.0186 0.0253 0.0048
Resto <1% <1% <1% <1% <1% <1%

Hemos realizado un andlisis estadistico multivariante para determinar la posible
asociacion entre la segregacion conjunta de los alelos de los polimorfismos del gen

BRCAI y los grupos de pacientes incluidos en el estudio (Figura 54).
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Figura 54. Representacion biplot de los grupos de pacientes y los principales haplotipos originados por la
cosegregacion de los alelos de los tres polimorfismos del gen BRCAL.

Observamos que el grupo de pacientes con cancer de mama no portadores de
mutacion en los genes BRCA1/2 estd altamente relacionado con el haplotipo TGG,
c.2731T (p.871Leu; 1s799917), ¢.3232G (p.1038Gly; 1s16941) y ¢.3667G (p.1183Arg;
rs16942); mientras que el grupo de pacientes portadores de mutacion en los genes

BRCA1/2 esta altamente relacionado con el haplotipo CAA.

Al dividir el grupo de pacientes no portadores de mutacion en los genes
BRCA1/2 en funcion del historial familiar, con tres o mas familiares afectados (CMF-
>3) y con menos de tres familiares afectados (CMF-<3), el andlisis multivariante mostro
que, al igual que en el caso anterior, el haplotipo TGG constituido por los alelos
mutados de los tres polimorfismos, esta altamente relacionado con el grupo de pacientes
no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2, independientemente del historial

familiar (Figura 55).
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Figura 55. Representacion biplot de los grupos de pacientes y los principales haplotipos originados por la
cosegregacion de los alelos de los tres polimorfismos del gen BRCAL.

La observacion de que el haplotipo TGG esta fuertemente relacionado con el
grupo de pacientes no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 podria sugerir un

efecto protector frente al desarrollo de mutaciones en estos genes. Una posible
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explicacion podria ser la existencia de incompatibilidades para la presencia en la misma
proteina del haplotipo (TGQG) y el alelo mutado procedente de una mutacion patogénica;
en este caso, las presencia del haplotipo TGG deberia modificar la funcion de la
proteina, lo que es poco probable porque existen mujeres sanas homocigotas para el
haplotipo. Una segunda posibilidad es que el haplotipo TGG estabilice el ADN vy
dificulte la aparicion de nuevas mutaciones o que favorezca los mecanismos de
reparacion del ADN al favorecer el acceso de factores de transcripcion. Para poder
confirmar esta hipdtesis son necesarios estudios que no hemos incluido en este trabajo.
Finalmente, cabe la posibilidad de que la existencia del haplotipo modifique la
estabilidad del ARN cuando se asocian otras mutaciones y dificulte la supervivencia del
ARN mutado y de la célula portadora de la mutacion, siendo necesarios mas estudios

para comprobar esta hipdtesis.

En resumen, nuestro trabajo pone de manifiesto que el estudio de los
polimorfismos 15799917, rs16941 y rs16942 del gen BRCAI1 podria facilitar los
estudios de analisis de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2.

* Polimorfismos de los genes MDM2 y TPS3

El polimorfismo ¢.-309T>G (1s2279744) del gen MDM2 se encuentra localizado
en la region promotora y se ha descrito asociado con un incremento del riesgo a padecer
cancer de mama (Boersma et al., 2006; Millikan et al., 2006; Wilkening et al., 2006;
van den Broek et al., 2011; Cheng et al., 2012). El estudio de este polimorfismo no
mostré ninguna relacion con el riesgo de cancer de mama en ninguno de los grupos

analizados en nuestro trabajo.

El polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 se encuentra en la region rica de
residuos de prolina, localizada entre el dominio de transactivacion y el dominio de
union al ADN, que participa en la induccion de la apoptosis (Sakamuro et al., 1997). El
alelo Arg presenta una mayor capacidad de inducir apoptosis debido tanto a la
activacion de la transcripcion de genes apoptdticos como a su mayor capacidad de
inducir apoptosis por mecanismos independientes de la activacion transcripcional. Por
el contrario, el alelo Pro presenta menor capacidad apoptotica pero induce de manera

mas eficaz la parada del ciclo celular en fase G1 en respuesta a dafios en el ADN
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(Thomas et al., 1999; Dumont et al., 2003; Pim et al., 2004; Toyama et al., 2007,
Whibley et al., 2009).

Multiples estudios han evaluado el riesgo que supone ser portador de este
polimorfismo para el desarrollo de céncer de mama, aunque los resultados son
contradictorios. Estos trabajos sugieren que el alelo Pro esta asociado a un desarrollo
temprano del cancer de mama en pacientes portadores de mutacion en BRCA1 (Martin
et al., 2003) o que los genotipos portadores del alelo Pro no tienen ningtn efecto sobre
la incidencia del cancer de mama (Cheng et al., 2012). En nuestro trabajo hemos
observado que el alelo Pro no estd asociado al desarrollo temprano del cancer de mama
en portadores de mutacion en el gen BRCA1, siendo el genotipo Arg/Pro mas frecuente
en el grupo de pacientes mayores de 40 afios portadores de mutacion en los genes

BRCA1/2.

Ademas, hemos observado que el genotipo Pro/Pro tiene un efecto protector
frente el desarrollo de cancer de mama, puesto que aparece mas frecuentemente en el
grupo de mujeres sanas, mientras que el alelo Arg es mas frecuente en pacientes no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2, coincidiendo con otros estudios
realizados (van den Broek et al., 2011). Estos resultados concuerdan con la mayor
capacidad del alelo Arg en la induccién de apoptosis, protegiendo del desarrollo
tumoral a las células portadoras de mutaciones en BRCA1/2 cuyos procesos de
reparacion del ADN estan comprometidos, y con la mayor eficacia del alelo Pro en la
induccion de parada del ciclo celular en respuesta al dafio en el ADN (Thomas et al.,

1999; Dumont et al., 2003; Pim et al., 2004; Toyama et al., 2007; Whibley et al., 2009).

La proteina p53 regula positivamente la expresion del gen MDM2, mientras que
el gen MDM2 regula la respuesta de TP53, controla sus niveles y actividad inhibiendo
su expresion y mediando en su degradacion via ubiquitinacidn, credndose por tanto un
circuito de retroalimentacion negativo (Bond et al., 2005; Michael et al., 2003), de
forma que cualquier alteracion en estos genes puede afectar a la ruta de respuesta del
gen TP53 de control del dafio y reparacion del ADN. A este respecto, estudios recientes
han observado que el efecto de ambos polimorfismos sobre el riesgo de cancer de mama
puede ser mucho mayor en combinacion con alteraciones somaticas en el gen TP53 en

el tumor (Boersma et al., 2006; van den Broek et al., 2011).
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Recientemente, varios trabajos han estudiado la posible interaccion entre los
polimorfismos ¢.-309T>G (rs2279744) del gen MDM2 y p.Arg72Pro (rs1042522) del
gen TP53 y su efecto sobre el riesgo de cancer de mama vy, al igual que en nuestro
trabajo, no han observado efecto combinado sobre la incidencia del cancer de mama

(van den Broek et al., 2011; Cheng et al., 2012).

e Polimorfismos identificados mediante GWAS

Diversos estudios GWAS permitieron la identificacion de los polimorfismos
rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615 de la region cromosomica 8q24 y rs2910164
del gen miR146 como asociados con el riesgo a desarrollar cancer de mama (Easton et
al., 2007; Hunter et al., 2007; Witte et al., 2007; Tomlinson et al., 2007). Nosotros
hemos analizado si estos polimorfismos se asocian con la incidencia de cancer de mama

en nuestra serie de pacientes.

El polimorfismo rs2981582 (cambio C>T) est4 ubicado en el cromosoma 10, en
el intron 2 del gen FGFR2 (Fibroblast growth factor receptor 2), que codifica una
proteina implicada en el crecimiento de las c€lulas tumorales, la capacidad invasiva, la
motilidad y la angiogénesis (Houssaint et al., 1990; Dionne et al., 1990; Fu et al., 2012).
Estudios iniciales evaluaron el riesgo de ser portador de este polimorfismo,
identificando una leve asociacion de los alelos C y T con el riesgo de desarrollar cancer
de mama (Easton et al.,, 2007; Hunter et al., 2007), mientas que recientemente se
determino la existencia de una fuerte asociacion del alelo T y el genotipo TT con el
cancer de mama en portadores de mutacion en BRCA2 (Antoniou et al., 2008a;
Antoniou et al., 2010; Milne et al., 2011). En nuestro trabajo hemos observado
asociacion con el riesgo de cancer de mama; sin embargo, esta asociacion se produce
independientemente de la presencia de mutacion en los genes BRCA1/2 ya que, en
pacientes mayores de 40 afios, el alelo T y el genotipo TT estan asociados con pacientes
no portadores, mientras que en menores de 40 afos el alelo C es més frecuente en el
grupo de pacientes no portadores de mutacion y el genotipo TT estd asociado con

pacientes portadores de mutacion en los genes BRCA1/2.
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Tras la identificacion del polimorfismo rs13281615 (cambio A>G) de la region
cromosomica 8q24 como implicado en la predisposicion al cancer de mama (Witte,
2007; Easton et al., 2007; Tomlinson et al., 2007), multiples estudios han evaluado el
riesgo que puede suponer ser portador de este polimorfismo para el desarrollo de cancer
de mama, con resultados contradictorios. Solo uno de los estudios ha validado la
asociacion con la susceptibilidad al cancer de mama, estableciendo un riesgo relativo
para la poblacioén no portadora de mutacion en los genes BRCA1/2 de 1,21 (Teraoka et
al., 2011), mientras que otros estudios han descartado esta variante como modificadora
del riesgo de padecer cancer de mama tanto en portadores de mutacion en BRCAI
como en BRCAZ2, sin hacer referencia al riesgo en poblacion no portadora de mutacion
en estos genes (Antoniou et al., 2009; Mulligan et al., 2011; Butt et al., 2012). Los
resultados de nuestro trabajo muestran que no existe ningun tipo de relacion entre el
polimorfismo rs13281615 de la regién cromosémica 8q24 y la susceptibilidad al cancer
de mama en nuestra serie de pacientes, por lo que no debe incluirse como parametro de

estudio en nuestra poblacion.

El polimorfismo rs2910164 (cambio G>C) se localiza en el gen miR146, que
interacciona con el extremo 3'UTR del gen BRCA1 (Landi et al., 2008; Shen et al.,
2008) regulando negativamente su expresion (Garcia et al., 2011). Este polimorfismo ha
sido asociado recientemente con el riesgo de cancer de mama, tanto en individuos
portadores como en no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2, identificando el
alelo C como responsable del desarrollo de la enfermedad en mujeres joventes (Shen et
al., 2008); resultados que no pudieron ser validados posteriormente (Pastrello et al.,
2010; Catucci et al., 2010; Garcia et al., 2011). En nuestra serie, el polimorfismo del
gen miR146 esta asociado con un incremento en la susceptibilidad al cdncer de mama

independientemente de la presencia de mutaciones en los genes BRCA1/2.

Nuestros andlisis confirman el incremento del riesgo de cancer de mama
asociado al polimorfismo, sin embargo, muestran que el alelo G es mas frecuente en
pacientes portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 mayores de 40 afos y en
pacientes no portadores de mutacion en estos genes menores de 40 anos. Este resultado
concuerda con la funcion reguladora de los miRNAs (MicroRNAs) ya que,

independientemente de la presencia de mutaciones en los genes BRCA1/2, el
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polimorfismo 152910164 es posible que afecte a su funcidén reguladora de la expresion

de la proteina BRCAI.

Al realizar el analisis en funcion de la historia familiar y subdividir el grupo de
pacientes no portadores de mutacion segun el numero de familiares afectados
observamos que en el subgrupo de pacientes con menos de tres familiares afectados
(CMF-<3) el alelo G est4 asociado a un incremento del riesgo en pacientes menores de
40 afios, como observamos previamente en el conjunto de pacientes no portadores de
mutacion en los genes BRCA1/2. Por otro lado, en el subgrupo de pacientes con tres o
mas familiares afectados (CMF->3) observamos que el alelo G estd asociado con un
incremento del riesgo, pero en pacientes mayores de 40 afios, como previamente
habiamos observado en el grupo de pacientes portadores de mutacion. Parece por tanto
que el grupo de pacientes mayores de 40 afios, no portadores de mutacion en los genes
BRCAI1/2 y con tres o mas familiares afectados (CMF->3) tiene un componente
genético que los asemeja a las familias con mutacion en los genes BRCA1/2 y los aleja
del grupo de pacientes menores de 40 afios no portadores de mutacion y con menos de

tres familiares afectados (CMF-<3).

De nuevo, obtenemos evidencias de la existencia de dos subgrupos diferenciados
dentro del conjunto de pacientes con cdncer de mama no portadores de mutacion en los
genes BRCA1/2 y la distribucion de genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen

miR 146 nos permitiria discriminar entre ambos.

Por ultimo, examinamos la segregacion alélica de estos polimorfismos junto con
el haplotipo del ex6n 11 del gen BRCA1 identificado previamente. Observamos que no
existe segregacion alélica entre los polimorfismos de la regiéon cromosémica 8q24 y del
gen miR146 y dicho haplotipo; sin embargo, el alelo C del polimorfismo rs2981582 del
gen FGFR2 segrega junto con el haplotipo TGG constituyendo el genotipo conjunto
TGGC, que se asocia con el grupo de pacientes no portadores de mutacion en los genes

BRCA1/2 (Figura 56).

211



T
2320 = ¢52981582-C
52
06 - Beer
04 |- - -

Control e
02 - —

0gl CMP 3668 e |
04 - it o =

06 - S s _
rs2981582-T1 e

1 | | | | | ,l | =
-25 -2 -15 -1 -05 0 05 1 15 2

Figura 56. Representacion biplot de los grupos de pacientes y la cosegregacion del polimorfismo
rs2981582 del gen FGFR2 junto con los haplotipos originados por los tres polimorfismos de BRCA.

En resumen, en este trabajo ponemos de manifiesto que los polimorfismos
c.3232A>G, ¢c.3677TA>G y ¢.2731C>T del gen BRCAI, el polimorfismo p.Arg72Pro
del gen TP53, el polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 y el polimorfismo rs2910164
del gen miR146, actian como modificadores del riesgo a padecer cancer de mama.
Ademas, los tres polimorfismos del gen BRCA1 y el polimorfismo rs2981582 del gen
FGFR2 segregan juntos formando el haplotipo TGGC mas frecuente en el grupo de
mujeres con cancer de mama no portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2, de
forma que ser portador de este haplotipo predispone a un incremento del riesgo de
padecer cancer de mama pero parece proteger frente al desarrollo de mutaciones en los

genes BRCA1/2 que puedan transmitirse a la descendencia.

A lo largo del proceso de diagnostico genético, las Unidades de Consejo
Genético deberian considerar la existencia de estos haplotipos puesto que, los resultados
muestran que aquellos pacientes con el haplotipo TGGC originado por la segregacion
conjunta de los tres polimorfismos del gen BRCA1 (c.3232A>G, c.3667A>G y
c.2731C>T) y el polimorfismo del gen FGFR2 (rs2981582), con una alta probabilidad,

no van a desarrollar mutacion en los genes BRCA1 o BRCA2.

212



2.3. Historia familiar y cancer de mama

La historia familiar de cancer de mama es considerado uno de los principales
factores de riesgo en la incidencia de esta enfermedad. Asi, un historial familiar de
cancer de mama duplica el riesgo de padecer la enfermedad, en relacion con la
poblaciéon sin antecedentes familiares (Collaborative Group on Hormonal Factors in

Breast Cancer, 2001).

Nuestro trabajo ha tratado de determinar si la distribucion de genotipos de los
polimorfismos incluidos en el estudio es diferente en funcion de la historia familiar del
paciente. Los resultados obtenidos indican que, los tres polimorfismos del gen BRCAT,
c.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T, el polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53, el
polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 y el polimorfismo rs2910164 del gen miR146
previamente asociados con el grupo de pacientes no portadores de mutacion en los
genes BRCA1/2, estan implicados en el incremento del riesgo a desarrollar cancer de

mama en el subgrupo de pacientes con menor carga hereditaria de la enfermedad.

Ademas, hemos observado que en funciéon de la edad de diagndstico de la
enfermedad, el polimorfismo rs2910164 del gen miR146, identificado como
modificador del riesgo de cancer de mama, esta asociado al subgrupo de pacientes con

mayor carga hereditaria de la enfermedad.

El hecho de que exista una distinta distribucién de genotipos en grupos de
pacientes con distinto grado de historia familiar, sugiere que dentro del grupo de
pacientes con cancer de mama familiar no portadores de mutacion en los genes
BRCA1/2 existen dos grupos bien diferenciados que presentan una distinta distribucion
de genotipos de los polimorfismos estudiados y una distinta distribucién de las

caracteristicas bioldgicas y subtipos clinicos de tumor.

La historia familiar es, por tanto, ademas de uno de los principales factores de
riesgo en la incidencia del cancer de mama, un aspecto diferencial en un grupo de
pacientes que hasta ahora se creia homogéneo. Este trabajo pone de manifiesto la
existencia de tres grupos diferenciados de pacientes dentro del conjunto de pacientes
con cancer de mama familiar, con una serie de caracteristicas biologicas y genéticas que
nos permiten discriminarlos entre si: aquellos pacientes con cancer de mama familiar

portadores de mutacién en los genes BRCA1/2, que se asocian con tumores triple
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negativos y con el haplotipo CAAT, aquellos con cancer de mama familiar no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menor nimero de familiares
afectados, que se asocian con tumores que expresan receptores y con el haplotipo
TGGC, y aquellos con cancer de mama familiar no portadores de mutacion en los genes
BRCA1/2 con mayor nimero de familiares afectados, asociados con una mayor

frecuencia en el desarrollo de tumores triple negativos y con el haplotipo TGGC.
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I. Nuestro trabajo muestra que el gen de alta penetrancia TP53 y los genes de
penetrancia moderada PALB2, BRIP1, CHEK2, RADS5IC, BARDI, ERCC4 vy
ABRAXAS no aparecen mutados en familias castellanoleonesas con cancer de mama
no portadoras de mutacion en los genes BRCA1/BRCA2 con tres o mas familiares
afectados, por lo que no esté justificado su estudio en programas de Consejo Genético

en cancer hereditario.

2. Los alelos ¢.2731T, ¢.3232G y ¢.3677G del gen BRCAL y el alelo rs2981582-C
del gen FGFR2 cosegregan juntos constituyendo el haplotipo TGGC que permite
discriminar familias con cancer de mama de alta penetrancia en las que no sera

necesario el andlisis de los genes BRCA1 y BRCA2.

3. Nuestros resultados permiten dividir, de acuerdo con las caracteristicas

inmunohistoquimicas y genéticas, las familias con cancer de mama en tres grupos:

a. familias portadoras de mutacion en los genes BRCA1/2, caracterizadas
por desarrollo de tumores triple negativos y la asociacion con el

haplotipo CAAT.

b. familias con tres o mas miembros afectados de cancer de mama,
caracterizadas por una mayor incidencia de tumores triple negativos y la

asociacion con el haplotipo TGGC.

c. familias con menos de tres miembros con cancer de mama,
caracterizadas por el desarrollo de tumores que expresan receptores y la

asociacion con el haplotipo TGGC.
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Tabla Al. Expresion de Her2 en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2.

Her2+ (N/%) Her2- (N/%) p
CMF+ 13/36,1% 23/63,9% 0,081
CMEF- 84/52,2% 77/47,8%

Tabla A2. Expresion de Her2 en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en menores de 40 afios.

Her2+ (N/%) Her2- (N/%) p
CMF+ 4/30,8% 9/69,2% 0,156
CMEF- 33/52,4% 30/47,6%

Tabla A3. Expresion de Her2 en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en mayores de 40 afios.

Her2+ (N/%) Her2- (N/%) p
CMF+ 9/39,1% 14/60,9% 0,265
CMEF- 51/52,0% 47/48,0%

Tabla A4. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en
Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Luminal (N/%) Resto (N/%)
CMF+ 15/58,3% 8/41,7%
CMF- 84/85,8% 14/14,2%
Her2 (N/%) Resto (N/%)
CMF+ 3/13,0% 20/87,0%
CMEF- 7/7,1% 91/92,9%
Basal Like (N/%) Resto (N/%)
CMF+ 5/21,7% 18/78,3%
CMEF- 7/7,1% 91/92,9%
p valor global: 0,057

Tabla AS5. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en
Luminal A y Luminal B.
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Subtipos biolégicos de tumor

CMF+
CMF-

CMF+
CMF-

Luminal A (N/%)
9/39,1%
40/40,8%
Luminal B (N/%)
6/26,1%
44/44,9%

Resto (N/%)
14/60,9%
58/59,2%

Resto (N/%)
17/73,9%
54/55,1%

p valor global: 0,094

Tabla A6. Expresion del receptor de estrogenos en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar
no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcidon del nimero de familiares afectados.

RE+ (N/%) RE- (N/%) p
CMEF->3 38/77,6% 11/22,4% 0,487
CMF-<3 81/72,3% 31/27,7%

Tabla A7. Expresion del receptor de estrogenos en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar
no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcidon del nimero de familiares afectados en
menores de 40 afios.

RE+ (N/%) RE- (N/%) p
CMEF->3 6/60,0% 4/40,0% 0,892
CMF-<3 33/62,3% 20/37,7%

Tabla A8. Expresion del receptor de estrogenos en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar
no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcidon del nimero de familiares afectados en
mayores de 40 afios.

RE+ (N/%) RE- (N/%) p
CMEF->3 32/82,1% 7/17,9% 0,931
CMF-<3 48/81,4% 11/18,6%

Tabla A9. Expresion del receptor de progesterona en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del nimero de familiares afectados.

RP+ (N/%) RP- (N/%) p
CMEF->3 36/73,5% 13/26,5% 0,705
CMF-<3 79/70,5% 33/29,5%
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Tabla A10. Expresion del receptor de progesterona en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del nimero de familiares afectados
en menores de 40 afios.

RP+ (N/%) RP- (N/%) p
CMEF->3 6/60,0% 4/40,0% 0,982
CMF-<3 32/60,4% 21/39,6%

Tabla All. Expresion del receptor de progesterona en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del nimero de familiares afectados
en mayores de 40 afios.

RP+ (N/%) RP- (N/%) p
CMEF->3 30/76,9% 9/23,1% 0,746
CMF-<3 47/79,7% 12/20,3%

Tabla A12. Expresion de Her2 en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar no portadores de
mutacion en los genes BRCA1/2 en funcioén del nimero de familiares afectados.

Her2+ (N/%) Her2- (N/%) p
CMEF->3 20/40,8% 29/59,2% 0,056
CMF-<3 64/57,1% 48/42,9%

Tabla A13. Expresion de Her2 en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar no portadores de
mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del nimero de familiares afectados en menores de 40 afios.

Her2+ (N/%) Her2- (N/%) p
CMF->3 4/40,0% 6/60,0% 0,393
CMF-<3 29/54,7% 24/45,3%

Tabla A14. Expresion de Her2 en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar no portadores de
mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del nimero de familiares afectados en mayores de 40 afios.

Her2+ (N/%) Her2- (N/%) p
CMEF->3 16/41,0% 23/59,0% 0,076
CMF-<3 35/59,3% 24/40,7%

Tabla A15. Incidencia de tumores de tipo triple negativo en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del nimero de familiares afectados.

Triple - (N/%) No Triple - (N/%) p
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CMF->3 | 7/14,3% 42/85,7% 0,096 |
CMF-<3 | 7/6,3% 105/93,8% |

Tabla A16. Incidencia de tumores de tipo triple negativo en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del numero de familiares afectados
en menores de 40 afios.

Triple - (N/%) No Triple - (N/%) p
CMEF->3 2/20,0% 8/80,0% 0,329
CMF-<3 5/9,4% 48/90,6%

Tabla A17. Incidencia de tumores de tipo triple negativo en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del numero de familiares afectados
en mayores de 40 afios.

Triple - (N/%) No Triple - (N/%) p
CMEF->3 5/12,8% 34/87,2% 0,076
CMF-<3 2/3,4% 57/96,6%

Tabla A18. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar no portadores de
mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del niimero de familiares afectados. Subtipo Luminal no
subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Luminal (N/%) Resto (N/%)

CMEF->3 38/77,6% 11/22,4%

CMF-<3 92/82,1% 20/17,9%
Her2 (N/%) Resto (N/%)

CMF->3 4/8,2% 45/91,8%

CMF-<3 13/11,6% 99/88,4%
Basal Like (N/%) Resto (N/%)

CMEF->3 7/14,3% 42/85,7%
CMF-<3 7/6,3% 105/93,7%

p valor global: 0,223

Tabla A19. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar no portadores de
mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del numero de familiares afectados en menores de 40 afios.
Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Luminal (N/%) Resto (N/%)
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CMF->3 6/60,0% 4/40,0%

CMF-<3 40/75,5% 13/24,5%
Her2 (N/%) Resto (N/%)

CMF->3 2/20,0% 8/80,0%

CMF-<3 8/15,1% 45/84,9%
Basal Like (N/%) Resto (N/%)

CMF->3 2/20,0% 8/80,0%

CMF-<3 5/9,4% 48/90,6%

p valor global: 0,536

Tabla A20. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar no portadores de
mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del numero de familiares afectados en mayores de 40 afios.
Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Luminal (N/%) Resto (N/%)
CMEF->3 32/82,1% 7/17,9%
CMF-<3 52/75,5% 7/24,5%
Her2 (N/%) Resto (N/%)
CMF->3 2/5,1% 37/94,9%
CMF-<3 5/8,5% 54/91,5%
Basal Like (N/%) Resto (N/%)
CMEF->3 5/12,8% 34/87,2%
CMF-<3 2/3,4% 57/96,6%
p valor global: 0,183

Tabla A21. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar no portadores de
mutacion en los genes BRCAI1/2 en funcién del numero de familiares afectados. Subtipo Luminal
subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Luminal A (N/%) Resto (N/%)
CMEF->3 22/44,9% 27/55,1%
CMF-<3 41/36,6% 71/63,4%
Luminal B (N/%) Resto (N/%)
CMF->3 16/32,7% 33/67,3%
CMF-<3 51/45,5% 61/54,5%
p valor global: 0,181
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Tabla A22. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar no portadores de
mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del numero de familiares afectados en menores de 40 afios.
Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Luminal A (N/%) Resto (N/%)
CMF->3 4/40,0% 6/60,0%
CMF-<3 19/35,8% 34/64,2%
Luminal B (N/%) Resto (N/%)
CMF->3 2/20,0% 8/80,0%
CMF-<3 21/39,6% 32/60,4%
p valor global: 0,593

Tabla A23. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar no portadores de
mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del numero de familiares afectados en mayores de 40 afios.

Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Luminal A (N/%) Resto (N/%)
CMEF->3 18/46,2% 21/53,8%
CMF-<3 22/37,3% 37/62,7%
Luminal B (N/%) Resto (N/%)
CMF->3 14/35,9% 25/64,1%
CMF-<3 30/50,8% 29/49,2%
p valor global: 0,178

Tabla A24. Expresion del receptor de estrogenos en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar
portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares afectados en
menores de 40 afios.

RE+ (N/%) RE- (N/%) p
CMF+ 5/38,5% 8/61,5% 0,305
CMEF->3 6/60,0% 4/40,0%

Tabla A25. Expresion del receptor de estrogenos en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar
portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares afectados en
mayores de 40 afios.

RE+ (N/%) RE- (N/%) p
CMF+ 14/60,9% 9/39,1% 0,066
CMEF->3 32/82,1% 7/17,9%
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Tabla A26. Expresion del receptor de progesterona en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares
afectados.

RP+ (N/%) RP- (N/%) p
CMF+ 19/52,8% 17/47,2% 0,051
CMEF->3 36/73,5% 13/26,5%

Tabla A27. Expresion del receptor de progesterona en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares
afectados en menores de 40 afios.

RP+ (N/%) RP- (N/%) p
CMF+ 6/46,2% 7/53,8% 0,510
CMEF->3 6/60,0% 4/40,0%

Tabla A28. Expresion del receptor de progesterona en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares
afectados en mayores de 40 afios.

RP+ (N/%) RP- (N/%) p
CMF+ 13/56,5% 10/43,5% 0,092
CMEF->3 30/76,9% 9/23,1%

Tabla A29. Expresion de Her2 en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares afectados.

Her2+ (N/%) Her2- (N/%) p
CMF+ 13/36,1% 23/63,9% 0,660
CMEF->3 20/40,8% 29/59,2%

Tabla A30. Expresion de Her2 en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacioén en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares afectados en menores de 40
afios.

Her2+ (N/%) Her2- (N/%) p
CMF+ 4/30,8% 9/69,2% 0,645
CMEF->3 4/40,0% 6/60,0%

Tabla A31. Expresion de Her2 en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacioén en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares afectados en mayores de 40
afios.
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Her2+ (N/%) Her2- (N/%) p
CMF+ 9/39,1% 14/60,9% 0,883
CMEF->3 16/41,0% 23/59,0%

Tabla A32. Incidencia de tumores de tipo triple negativo en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares
afectados en menores de 40 afios.

Triple - (N/%) No Triple - (N/%) p
CMF+ 6/46,2% 7/53,8% 0,192
CMEF->3 2/20,0% 8/80,0%

Tabla A33. Incidencia de tumores de tipo triple negativo en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares
afectados en mayores de 40 afios.

Triple - (N/%) No Triple - (N/%) p
CMF+ 5/21,7% 18/78,3% 0,356
CMEF->3 5/12,8% 34/87,2%

Tabla A34. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacioén en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares afectados en menores de 40
afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Luminal (N/%) Resto (N/%)
CMF+ 6/46,2% 7/53,8%
CMF->3 6/60,0% 4/40,0%
Her2 (N/%) Resto (N/%)
CMF+ 1/7,7% 12/92,3%
CMEF->3 2/20,0% 8/80,0%
Basal Like (N/%) Resto (N/%)
CMF+ 6/46,2% 7/53,8%
CMF->3 2/20,0% 8/80,0%
p valor global: 0,372

Tabla A35. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacioén en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares afectados en mayores de 40
aflos. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.
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Subtipos biolégicos de tumor

Luminal (N/%) Resto (N/%)
CMF+ 15/65,2% 8/34,8%
CMF->3 32/82,1% 7/17,9%
Her2 (N/%) Resto (N/%)
CMF+ 3/13,0% 20/87,0%
CMEF->3 2/5,1% 37/94,9%
Basal Like (N/%) Resto (N/%)
CMF+ 5/21,7% 18/78,3%
CMF->3 5/12,8% 34/87,2%
p valor global: 0,304

Tabla A36. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacioén en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares afectados en menores de 40
aflos. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Luminal A (N/%) Resto (N/%)
CMF+ 3/23,1% 10/76,9%
CMF->3 4/40,0% 6/60,0%
Luminal B (N/%) Resto (N/%)
CMF+ 3/23,1% 10/76,9%
CMEF->3 2/20,0% 8/80,0%
p valor global: 0,593

Tabla A37. Subtipos de cancer de mama en pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacioén en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares afectados en mayores de 40
aflos. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Luminal A (N/%) Resto (N/%)
CMF+ 9/39,1% 14/60,9%
CMF->3 18/46,2% 21/53,8%
Luminal B (N/%) Resto (N/%)
CMF+ 6/26,1% 17/73,9%
CMEF->3 14/35,9% 25/64,1%
p valor global: 0,488

Tabla A38. Expresion del receptor de estrogenos en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar
portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados en
menores de 40 afios.
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RE+ (N/%) RE- (N/%) p
CMF+ 5/38,5% 8/61,5% 0,120
CMF-<3 33/62,3% 20/37,7%

Tabla A39. Expresion del receptor de estrogenos en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar
portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados en
mayores de 40 afios.

RE+ (N/%) RE- (N/%) p
CMF+ 14/60,9% 9/39,1% 0,052
CMF-<3 48/81,4% 11/18,6%

Tabla A40. Expresion del receptor de progesterona en los grupos de pacientes con cancer de mama
familiar portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares
afectados.

RP+ (N/%) RP- (N/%) p
CMF+ 19/73,5% 17/26,5% 0,053
CMF-<3 79/70,5% 33/29,5%

Tabla A41. Expresion de Her2 en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar portador y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados en menores de 40
afios.

Her2+ (N/%) Her2- (N/%) p
CMF+ 4/30,8% 9/69,2% 0,122
CMF-<3 29/54,7% 24/45,3%

Tabla A42. Expresion de Her2 en los grupos de pacientes con cancer de mama familiar portadores y no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados en mayores de 40
afios.

Her2+ (N/%) Her2- (N/%) p
CMF+ 9/39,1% 14/60,9% 0,100
CMF-<3 35/59,3% 24/40,7%
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Tabla A43. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama en funcién del subtipo de tumor. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal
B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 63/41,7% 22/47,8% 0,764
LUMINAL AG 70/46,4% 19/41,3%
GG 18/11,9% 5/10,9%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 10/47,6% 75/42,6% 0,891
Her2 AG 9/42,9% 80/45,5%
GG 2/9,5% 21/11,9%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 12/48,0% 73/42,4% 0,848
BASAL LIKE | AG 10/40,0% 79/45,9%
GG 3/12,0% 20/11,6%

Tabla A44. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 27/36,0% 58/47,5% 0,166
LUMINALA | AG 36/48,0% 53/43,4%
GG 12/16,0% 11/9,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 36/47,4% 49/40,5% 0,362
LUMINALB | AG 34/44,7% 55/45,5%
GG 6/7,9% 17/14,0%
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Tabla A45. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama en funcién del subtipo de tumor. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal
B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 68/45,0% 24/52,2% 0,680
LUMINAL AG 66/43,7% 17/37,0%
GG 17/11,3% 5/10,9%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 9/42,9% 83/47,2% 0,861
Her2 AG 10/47,6% 73/41,5%
GG 2/9,5% 20/11,4%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 15/60,0% 77/44,8% 0,292
BASAL LIKE | AG 7/28,0% 76/44,2%
GG 3/12,0% 19/11,0%

Tabla A46. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 32/42,7% 60/49,2% 0,226
LUMINALA | AG 31/41,3% 52/42,6%
GG 12/16,0% 10/8,2%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 36/47,4% 56/46,3% 0,247
LUMINALB | AG 35/46,1% 48/39,7%
GG 5/6,6% 17/14,0%
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Tabla A47. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama en funcién del subtipo de tumor. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal
B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

cc 59/39,1% 24/52,2% 0,283
LUMINAL CcT 69/45,7% 16/34,8%
T 23/15,2% 6/13,0%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

ccC 10/47,6% 73/41,5% 0,856
Her2 CcT 8/38,1% 77/43,8%
T 3/14,3% 26/14,8%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

ccC 14/56,0% 69/40,1% 0,321
BASAL LIKE | CT 8/32,0% 77/44,8%
T 3/12,0% 26/15,1%

Tabla A48. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B
(Subtipo Luminal A incluido en el apartado Resultados, Tabla 61).

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

ccC 34/44,7% 49/40,5% 0,099
LUMINALB | CT 36/47,4% 49/40,5%
T 6/7,9% 23/19,0%
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Tabla A49. Distribucioén de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama en funcién del subtipo de tumor. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal
B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

GG 85/56,3% 24/52,2% 0,819
LUMINAL GC 58/38,4% 20/43,5%
ccC 8/5,3% 2/4,3%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

GG 11/52,4% 98/55,7% 0,949
Her2 GC 9/42,9% 69/39,2%
ccC 1/4,8% 9/5,1%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

GG 13/52,0% 96/55,8% 0,877
BASAL LIKE | GC 11/44,0% 67/39,0%
ccC 1/4,0% 9/5,2%

Tabla A50. Distribucién de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

GG 44/58,7% 65/53,3% 0,452
LUMINALA | GC 26/34,7% 52/42,64%
ccC 5/6,7% 5/4,1%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

GG 41/53,9% 68/56,2% 0,759
LUMINALB | GC 32/42,1% 46/38,0%
ccC 3/3,9% 7/5,2%
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Tabla A51. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama en funcién del subtipo de tumor. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal
B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

T 64/42,4% 20/43,5% 0,341
LUMINAL TG 61/40,4% 22/47,8%
GG 26/17,2% 4/8,7%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

T 11/52,4% 73/41,5% 0,572
Her2 TG 8/38,19% 75/42,6%
GG 2/9,5% 28/15,9%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

T 9/36,0% 75/43,6% 0,275
BASAL LIKE | TG 14/56,0% 69/40,1%
GG 2/8,0% 28/16,3%

Tabla A52. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

T 31/41,3% 53/43,4% 0,811
LUMINALA | TG 31/41,3% 52/42,6%
GG 13/17,3% 17/13,9%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

T 33/43,4% 51/42,1% 0,774
LUMINALB | TG 30/39,5% 53/43,8%
GG 13/17,1% 17/14,0%
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Tabla A53. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama en funcién del subtipo de tumor. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal
B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

cc 38/25,2% 11/23,9% 0,780
LUMINAL CcT 67/44,4% 23/50,0%
T 46/30,5% 12/26,1%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

ccC 6/28,6% 43/24,4% 0,818
Her2 CcT 10/47,6% 80/45,5%
T 5/23,8% 53/30,1%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

ccC 5/20,0% 44/25,6% 0,762
BASAL LIKE | CT 13/52,0% 77/44,8%
T 77/28,0% 51/29,7%

Tabla A54. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

cc 14/18,7% 35/28,7% 0,267
LUMINALA | CT 36/48,0% 54/44,3%
T 25/33,3% 33/27,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

ccC 24/31,6% 25/20,7% 0,220
LUMINALB | CT 31/40,8% 59/48,8%
T 21/27,6% 37/30,6%
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Tabla AS55. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la region cromosémica 8q24
en pacientes con cancer de mama en funcion del subtipo de tumor. Subtipo Luminal no subdivido en
Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 49/32,5% 12/26,1% 0,392
LUMINAL AG 68/45,0% 26/56,5%
GG 34/22,5% 8/17,4%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 5/23,8% 56/31,8% 0,382
Her2 AG 13/61,9% 81/46,0%
GG 3/14,3% 39/22,2%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 7/28,0% 54/31,4% 0,898
BASAL LIKE | AG 13/52,0% 81/47,1%
GG 5/20,0% 37/21,5%

Tabla A56. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la regiéon cromosémica 8q24
en pacientes con cancer de mama en funciéon del subtipo de tumor. Subtipo Luminal subdivido en
Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 24/32,0% 37/30,3% 0,966
LUMINALA | AG 35/46,7% 59/48,4%
GG 16/21,3% 26/21,3%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 25/32,9% 36/29,8% 0,621
LUMINALB | AG 33/43,4% 61/50,4%
GG 18/23,7% 24/19,8%
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Tabla A57. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama en funcién del subtipo de tumor. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal
B (Subtipo Luminal incluido en el apartado Resultados, Tabla 62).

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

cc 14/66,7% 93/52,8% 0,484
Her2 CcG 6/28,6% 70/39,8%
GG 1/4,8% 13/7,4%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

cc 18/72,0% 89/51,7% 0,105
BASAL LIKE | CG 7/28,0% 69/40,1%
GG 0/0,0% 14/8,1%

Tabla A58. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

cc 37/49,3% 70/57,4% 0,283
LUMINALA | CG 34/45,3% 42/34,4%
GG 4/5,3% 10/8,2%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

ccC 38/50,0% 69/57,0% 0,121
LUMINALB | CG 29/38,2% 47/38,8%
GG 9/11,8% 5/4,1%
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Tabla A59. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor en menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido
en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 15/28,8% 10/41,7% 0,462
LUMINAL AG 29/55,8% 12/50,0%
GG 8/15,4% 2/8,3%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 6/54,5% 19/29,2% 0,157
Her2 AG 5/45,5% 36/55,4%
GG 0/9,5% 10/15,4%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 4/30,8% 21/33,3% 0,960
BASAL LIKE | AG 7/53,8% 34/54,0%
GG 2/15,4% 8/12,7%

Tabla A60. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama en funcién del subtipo de tumor en menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en
Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 7/26,9% 18/36,0% 0,174
LUMINALA | AG 13/50,0% 28/56,0%
GG 6/23,1% 4/8,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 8/30,8% 17/34,0% 0,503
LUMINALB | AG 16/61,5% 25/50,0%
GG 2/7,7% 8/16,0%
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Tabla A61. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCAL1 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido

en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 48/48,5% 12/54,5% 0,684
LUMINAL AG 41/41,4% 7/31,8%

GG 10/10,1% 3/13,6%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 4/40,0% 56/50,5% 0,585
Her2 AG 4/40,0% 44/39,6%

GG 2/20,0% 11/9,9%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 8/66,7% 52/47,7% 0,454
BASAL LIKE | AG 3/25,0% 45/41,3%

GG 1/8,3% 12/11,0%

Tabla A62. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCAL1 en pacientes con
cancer de mama en funcién del subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en

Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 20/40,8% 40/55,6% 0,280
LUMINALA | AG 26/46,9% 25/34,7%

GG 6/12,2% 7/9,7%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 28/56,0% 32/45,1% 0,451
LUMINAL B | AG 18/36,0% 30/42,3%

GG 4/8,0% 9/12,7%
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Tabla A63. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor en menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido
en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 21/40,4% 13/54,2% 0,474
LUMINAL AG 23/44,2% 9/37,5%
GG 8/15,4% 2/8,3%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 6/54,5% 28/43,1% 0,367
Her2 AG 5/45,5% 27/41,5%
GG 0/0,0% 10/15,4%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 7/53,8% 27/42,9% 0,661
BASAL LIKE | AG 4/30,8% 28/44,4%
GG 2/15,4% 8/12,7%

Tabla A64. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama en funcién del subtipo de tumor en menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en
Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 12/46,2% 22/44,0% 0,124
LUMINALA | AG 8/30,8% 24/48,0%
GG 6/23,1% 4/8,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 9/34,6% 25/50,0% 0,130
LUMINALB | AG 15/57,7% 17/34,0%
GG 2/7,7% 8/16,0%
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Tabla A65. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCAT1 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido

en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 47/47,5% 11/50,0% 0,736
LUMINAL AG 43/43,4% 8/36,4%

GG 9/9,1% 3/13,6%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 3/30,0% 55/49,5% 0,366
Her2 AG 5/50,0% 46/41,4%

GG 2/20,0% 10/9,0%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 8/66,7% 50/45,9% 0,379
BASAL LIKE | AG 3/25,0% 48/44,0%

GG 1/8,3% 11/10,1%

Tabla A66. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama en funcién del subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en

Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 20/40,8% 38/52,8% 0,413
LUMINALA | AG 23/46,9% 28/38,9%

GG 6/12,2% 6/8,3%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 27/54,0% 31/43,7% 0,356
LUMINAL B | AG 20/40,0% 31/43,7%

GG 3/6,0% 9/12,6%
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Tabla A67. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor en menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido

en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

cc 17/32,7% 13/54,2% 0,196
LUMINAL CcT 27/51,9% 9/37,5%

T 8/15,4% 2/8,3%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

cC 7/63,6% 23/35,4% 0,141
Her2 CcT 4/36,4% 32/49,2%

T 0/0,0% 10/15,4%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

cC 6/46,2% 24/38,1% 0,779
BASAL LIKE | CT 5/38,5% 31/49,2%

T 2/15,4% 8/12,7%

Tabla A68. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama en funcién del subtipo de tumor en menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en

Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

cC 8/30,8% 22/44,0% 0,166
LUMINALA | CT 12/46,2% 24/48,0%

T 6/23,1% 4/8,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

cC 9/34,6% 21/42,0% 0,364
LUMINALB | CT 15/57,7% 21/42,0%

T 2/7,7% 8/16,0%
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Tabla A69. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido
en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

cc 42/42,4% 11/50,0% 0,764
LUMINAL CcT 42/42,4% 7/31,8%
T 15/15,2% 4/18,2%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

ccC 3/30,0% 50/45,0% 0,388
Her2 CcT 4/40,0% 45/40,5%
T 3/30,0% 16/14,4%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

ccC 8/66,7% 45/41,3% 0,242
BASAL LIKE | CT 3/25,0% 46/42,2%
T 1/8,3% 18/16,5%

Tabla A70. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en
Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

ccC 17/34,7% 36/50,0% 0,131
LUMINALA | CT 21/42,9% 28/38,9%
T 11/22,4% 8/11,1%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

ccC 25/50,0% 28/39,4% 0,134
LUMINALB | CT 21/42,0% 28/39,4%
T 4/8,0% 15/21,1%
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Tabla A71. Distribucioén de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama en funcién del subtipo de tumor en menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido
en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

GG 27/51,9% 12/50,0% 0,915
LUMINAL GC 22/42,3% 10/41,7%
ccC 3/5,8% 2/8,3%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

GG 4/36,4% 35/53,8% 0,561
Her2 GC 6/54,5% 26/40,0%
cc 1/9,1% 4/6,2%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

GG 8/61,5% 31/49,2% 0,661
BASAL LIKE | GC 4/30,8% 28/44,4%
ccC 1/7,7% 4/6,3%

Tabla A72. Distribucién de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama en funcién del subtipo de tumor en menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en
Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

GG 16/61,5% 23/46,0% 0,352
LUMINALA | GC 8/30,8% 24/48,0%
ccC 2/7,7% 3/6,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

GG 11/42,3% 28/56,0% 0,306
LUMINALB | GC 14/53,8% 18/36,0%
ccC 1/3,8% 4/8,0%

245



Tesis Doctoral 2013

Tabla A73. Distribucién de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido
en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

GG 58/58,6% 12/54,5% 0,460
LUMINAL GC 36/36,4% 10/45,5%
ccC 5/5,1% 0/0,0%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

GG 7/70,0% 63/56,8% 0,634
Her2 GC 3/30,0% 43/38,7%
ccC 0/0,0% 5/4,5%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

GG 5/41,7% 65/59,6% 0,273
BASAL LIKE | GC 7/58,3% 39/35,8%
ccC 0/0,0% 5/4,6%

Tabla A74. Distribucién de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama en funcién del subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en
Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

GG 28/57,1% 42/58,3% 0,660
LUMINALA | GC 18/36,7% 28/38,9%
ccC 3/6,1% 2/2,8%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

GG 30/60,0% 40/56,3% 0,992
LUMINALB | GC 18/36,0% 28/39,4%
ccC 2/4,0% 3/4,2%
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Tabla A75. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor en menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido
en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

T 23/44,2% 12/50,0% 0,115
LUMINAL TG 17/32,7% 11/45,8%
GG 12/23,1% 1/4,2%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

T 5/45,5% 30/46,2% 0,690
Her2 TG 5/45,5% 23/35,4%
GG 1/9,0% 12/18,5%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

T 7/53,8% 28/44,4% 0,196
BASAL LIKE | TG 6/46,2% 22/34,9%
GG 0/0,0% 13/20,6%

Tabla A76. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama en funcién del subtipo de tumor en menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en
Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

T 11/42,3% 24/48,0% 0,607
LUMINALA | TG 9/34,6% 19/38,0%
GG 6/23,1% 7/14,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

T 12/46,2% 23/46,0% 0,543
LUMINALB | TG 8/30,8% 20/40,0%
GG 6/23,1% 7/14,0%

247



Tesis Doctoral 2013

Tabla A77. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido
en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

T 41/41,4% 8/36,4% 0,887
LUMINAL TG 44/44,4% 11/50,0%
GG 14/14,1% 3/13,6%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

T 6/60,0% 43/38,7% 0,422
Her2 TG 3/30,0% 52/46,8%
GG 1/10,0% 16/14,4%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

T 2/16,7% 47/43,1% 0,197
BASAL LIKE | TG 8/66,7% 47/43,1%
GG 2/16,7% 15/13,8%

Tabla A78. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en
Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

T 20/40,8% 29/40,3% 0,995
LUMINALA | TG 22/44,9% 33/45,8%
GG 7/14,3% 10/13,9%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

T 21/42,0% 28/39,4% 0,957
LUMINALB | TG 22/44,0% 33/46,5%
GG 7/14,0% 10/14,1%
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Tabla A79. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor en menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido
en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

LUMINAL

Her2

BASAL LIKE

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p
cC 16/30,8% 7/29,2% 0,980
CcT 24/46,2% 11/45,8%

T 12/23,1% 6/25,0%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p
cC 4/36,4% 19/29,2% 0,469
CcT 6/54,5% 29/44,6%

T 1/9,1% 17/26,2%
Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p
cc 3/23,1% 20/31,7% 0,385
CcT 5/38,5% 30/47,6%

T 5/38,5% 13/20,6%

Tabla A80. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama en funcién del subtipo de tumor en menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en

Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

LUMINAL A

LUMINAL B

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p
cc 7/26,9% 16/32,0% 0,576
CcT 11/42,3% 24/48,0%

T 8/30,8% 10/20,0%
Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p
cC 9/34,6% 14/28,0% 0,465
CcT 13/50,0% 22/44,0%

T 4/15,4% 12/28,0%
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Tabla A81. Distribucion de los genotipos del polimorfismo 152981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido
en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

cc 22/22,2% 4/18,2% 0,638
LUMINAL CcT 43/43,4% 12/54,5%
T 34/34,3% 6/27,3%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

cc 2/20,0% 24/21,6% 0,886
Her2 CcT 4/40,0% 51/45,9%
T 4/40,0% 36/32,4%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

cc 2/16,7% 24/22,0% 0,280
BASAL LIKE | CT 8/66,7% 47/43,1%
T 2/16,7% 38/34,9%

Tabla A82. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en
Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

ccC 7/14,3% 19/26,4% 0,270
LUMINALA | CT 25/51,0% 30/41,7%
T 17/34,7% 23/31,9%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

ccC 15/30,0% 11/15,5% 0,102
LUMINALB | CT 18/36,0% 37/52,1%
T 17/34,0% 23/32,4%
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Tabla A83. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la region cromosémica 8q24
en pacientes con cancer de mama en funcidén del subtipo de tumor en menores de 40 afios. Subtipo
Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 17/32,7% 7/29,2% 0,951
LUMINAL AG 21/40,4% 10/41,7%
GG 14/26,9% 7/29,2%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 2/18,2% 22/33,8% 0,515
Her2 AG 6/54,5% 25/38,5%
GG 3/27,3% 18/27,7%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 5/38,5% 19/30,2% 0,713
BASAL LIKE | AG 4/30,8% 27/42,9%
GG 4/30,8% 17/27,0%

Tabla A84. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la regiéon cromoséomica 8q24
en pacientes con cancer de mama en funcidén del subtipo de tumor en menores de 40 afios. Subtipo
Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 9/34,6% 15/30,0% 0,805
LUMINALA | AG 11/42,3% 20/40,0%
GG 6/23,1% 15/30,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 8/30,8% 16/32,0% 0,904
LUMINALB | AG 10/38,5% 21/42,0%
GG 8/30,8% 13/26,0%
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Tabla A85. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la region cromosémica 8q24
en pacientes con cancer de mama en funcién del subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo
Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 32/32,3% 5/22,7% 0,071
LUMINAL AG 47/47,5% 16/72,7%
GG 20/20,2% 1/4,5%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 3/30,0% 34/30,6% 0,277
Her2 AG 7/70,0% 56/50,5%
GG 0/0,0% 21/18,9%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 2/16,7% 35/32,1% 0,245
BASAL LIKE | AG 9/75,0% 54/49,5%
GG 1/8,3% 20/18,3%

Tabla A86. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la region cromosémica 8q24
en pacientes con cancer de mama en funcidén del subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo
Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 15/30,6% 22/30,6% 0,743
LUMINALA | AG 24/49,0% 39/54,2%
GG 10/20,4% 11/15,3%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 17/34,0% 20/28,2% 0,529
LUMINALB | AG 23/46,0% 40/56,3%
GG 10/20,0% 11/15,5%
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Tabla A87. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor en menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido
en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

cc 30/57,7% 15/62,5% 0,909
LUMINAL CcG 19/36,5% 8/33,3%
GG 3/5,8% 1/4,2%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

ccC 6/54,5% 39/60,0% 0,816
Her2 CcG 4/36,4% 23/35,4%
GG 1/9,1% 3/4,6%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

ccC 9/69,2% 36/57,1% 0,551
BASAL LIKE | CG 4/30,8% 23/36,5%
GG 0/0,0% 4/6,3%

Tabla A88. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama en funcién del subtipo de tumor en menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en
Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

ccC 17/65,4% 28/56,0% 0,310
LUMINALA | CG 9/34,6% 18/36,0%
GG 0/0,0% 4/8,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

ccC 13/50,0% 32/64,0% 0,164
LUMINALB | CG 10/38,5% 17/34,0%
GG 3/11,5% 1/2,0%
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Tabla A89. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido
en Luminal A y Luminal B (Subtipo Luminal incluido en el apartado Resultados, Tabla 63).

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

CcC 8/80,0% 54/48,6% 0,150
Her2 CG 2/20,0% 47/42,3%

GG 0/0,0% 10/9,0%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

cC 9/75,0% 53/48,6% 0,187
BASAL LIKE | CG 3/25,0% 46/42,2%

GG 0/0,0% 10/9,2%

Tabla A90. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en
Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

cC 20/40,8% 42/58,3% 0,135
LUMINALA | CG 25/51,0% 24/33,3%

GG 4/8,2% 6/8,3%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

cC 25/50,0% 37/52,1% 0,450
LUMINALB | CG 19/38,0% 30/42,3%

GG 6/12,0% 4/5,6%
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Tabla A91. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor. Subtipo
Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 8/38,1% 9/60,0% 0,430
LUMINAL AG 11/52,4% 5/33,3%
GG 2/9,5% 1/6,7%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 3/75,0% 14/43,8% 0,474
Her2 AG 1/25,0% 15/46,9%
GG 0/0,0% 3/9,49%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 6/54,5% 11/44,0% 0,809
BASAL LIKE | AG 4/36,4% 12/48,0%
GG 1/9,1% 2/8,0%

Tabla A92. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCAL1 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor. Subtipo
Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 4/33,3% 13/54,2% 0,468
LUMINALA | AG 7/58,3% 9/37,5%
GG 1/8,3% 2/8,3%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 4/44,4% 13/48,1% 0,937
LUMINALB | AG 4/44,4% 12/44,4%
GG 1/11,1% 2/7,4%
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Tabla A93. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor. Subtipo
Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 9/42,9% 10/66,7% 0,365
LUMINAL AG 10/47,6% 4/26,7%
GG 2/9,5% 1/6,7%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 3/75,0% 16/50,0% 0,601
Her2 AG 1/25,0% 13/40,6%
GG 0/0,0% 3/9,4%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 7/63,6% 12/48,0% 0,633
BASAL LIKE | AG 3/27,3% 11/44,0%
GG 1/9,1% 2/8,0%

Tabla A94. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor. Subtipo
Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 5/41,7% 14/58,3% 0,609
LUMINALA | AG 6/50,0% 8/33,3%
GG 1/8,3% 2/8,3%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 4/44,4% 15/55,6% 0,833
LUMINALB | AG 4/44,4% 10/37,0%
GG 1/11,1% 2/7,4%
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Tabla A95. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor. Subtipo
Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

cc 8/38,1% 9/60,0% 0,430
LUMINAL CcT 11/52,4% 5/33,3%
T 2/9,5% 1/6,7%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

ccC 3/75,0% 14/43,8% 0,474
Her2 CcT 1/25,0% 15/46,9%
T 0/0,0% 3/9,4%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

ccC 6/54,5% 11/44,0% 0,809
BASAL LIKE | CT 4/36,4% 12/48,0%
T 1/9,1% 2/8,0%

Tabla A96. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor. Subtipo
Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

ccC 4/33,3% 13/54,2% 0,468
LUMINALA | CT 7/58,3% 9/37,5%
T 1/8,3% 2/8,3%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

ccC 4/44,4% 13/48,1% 0,937
LUMINALB | CT 4/44,4% 12/44,4%
T 1/11,1% 2/7,4%
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Tabla A97. Distribucioén de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor. Subtipo
Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

GG 13/61,9% 7/46,7% 0,663
LUMINAL GC 7/33,3% 7/46,7%
ccC 1/4,8% 1/6,7%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

GG 3/75,0% 17/53,1% 0,677
Her2 GC 1/25,0% 13/40,6%
ccC 0/0,0% 2/6,3%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

GG 4/36,4% 16/64,0% 0,300
BASAL LIKE | GC 6/54,5% 8/32,0%
cc 1/9,1% 1/0%

Tabla A98. Distribucioén de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor. Subtipo
Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

GG 7/58,3% 13/54,2% 0,588
LUMINALA | GC 5/41,7% 9/37,5%
ccC 0/0,0% 2/8,3%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

GG 6/66,7% 14/51,9% 0,409
LUMINALB | GC 2/22,2% 12/44,4%
cc 1/11,1% 1/3,7%
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Tabla A99. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor. Subtipo
Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

T 8/38,1% 7/46,7% 0,258
LUMINAL TG 7/33,3% 7/46,7%
GG 6/28,6% 1/6,7%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

T 3/75,0% 12/37,5% 0,317
Her2 TG 1/25,0% 13/40,6%
GG 0/0,0% 7/21,9%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

T 4/36,4% 11/44,0% 0,372
BASAL LIKE | TG 6/54,5% 8/32,0%
GG 1/9,1% 6/24,0%

Tabla A100. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor. Subtipo
Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

T 5/41,7% 10/41,7% 0,948
LUMINALA | TG 5/41,7% 9/37,5%
GG 2/16,7% 5/20,8%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

T 3/33,3% 12/44,4% 0,086
LUMINALB | TG 2/22,2% 12/44,4%
GG 4/44,4% 3/11,1%
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Tabla A101. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor. Subtipo
Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

cC 2/9,5% 1/6,7% 0,524
LUMINAL CcT 10/47,6% 10/66,7%

T 9/42,9% 4/26,7%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

cc 1/25,0% 2/6,3% 0,432
Her2 CcT 2/50,0% 18/56,3%

T 1/25,0% 12/37,5%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

cC 0/0,0% 3/12,0% 0,286
BASAL LIKE | CT 8/72,7% 12/48,0%

T 3/27,3% 10/40,0%

Tabla A102. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor. Subtipo

Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

cC 1/8,3% 2/8,3% 0,881
LUMINALA | CT 6/50,0% 14/58,3%

T 5/41,7% 8/33,3%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

cc 1/11,1% 2/7,4% 0,783
LUMINALB | CT 4/44,4% 16/59,3%

T 4/44,4% 9/33,3%
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Tabla A103. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la regién cromosdémica 8q24
en pacientes con cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo
de tumor. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 2/9,5% 4/26,7% 0,292
LUMINAL AG 13/61,9% 9/60,0%
GG 6/28,6% 2/13,3%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 1/25,0% 5/15,6% 0,514
Her2 AG 3/75,0% 19/59,4%
GG 0/0,0% 8/25,0%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 3/27,3% 3/12,0% 0,523
BASAL LIKE | AG 6/54,5% 16/64,0%
GG 2/18,2% 6/24,0%

Tabla A104. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la regién cromosdémica 8q24
en pacientes con cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo
de tumor. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 1/8,3% 5/20,8% 0,412
LUMINALA | AG 7/58,3% 15/62,5%
GG 4/33,3% 4/16,7%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 1/11,1% 5/18,5% 0,868
LUMINALB | AG 6/66,7% 16/59,3%
GG 2/22,2% 6/22,2%
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Tabla A105. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor. Subtipo
Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B (Subtipo Luminal incluido en el apartado Resultados,
Tabla 62).

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

cc 14/66,7% 13/86,7% 0,351
LUMINAL CcG 6/28,6% 2/13,3%
GG 1/4,8% 0/0,0%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

cc 3/75,0% 24/75,0% 0,932
Her2 CcG 1/25,0% 7/21,9%
GG 0/0,0% 1/3,1%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

ccC 10/90,9% 17/68,0% 0,332
BASAL LIKE | CG 1/9,1% 7/28,0%
GG 0/0,0% 1/4,0%

Tabla A106. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor. Subtipo
Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

ccC 8/66,7% 19/79,2% 0,435
LUMINALA | CG 4/33,3% 4/16,7%
GG 0/0,0% 1/4,2%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

ccC 6/66,7% 21/77,8% 0,211
LUMINALB | CG 2/22,2% 6/22,2%
GG 1/11,1% 0/0,0%
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Tabla A107. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCA1 en pacientes
con cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 1/16,7% 2/28,6% 0,879
LUMINAL AG 4/66,7% 4/57,1%

GG 1/16,7% 1/143%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 0/0,0% 3/25,0% 0,713
Her2 AG 1/100,0% 7/58,3%

GG 0/0,0% 2/16,7%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 2/33,3% 1/14,3% 0,684
BASAL LIKE | AG 3/50,0% 5/71,4%

GG 1/16,7% 1/14,3%

Tabla A108. Distribucién de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCA1 en pacientes
con cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 0/0,0% 3/30,0% 0,420
LUMINALA | AG 2/66,7% 6/60,0%
GG 1/33,3% 1/10,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 1/33,3% 2/20,0% 0,672
LUMINALB | AG 2/66,7% 6/60,0%
GG 0/0,0% 2/20,0%
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Tabla A109. Distribucioén de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCA1 en pacientes
con cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 7/46,7% 7/87,5% 0,156
LUMINAL AG 7/46,7% 1/12,5%
GG 1/6,7% 0/0,0%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 3/100,0% 11/55,0% 0,330
Her2 AG 0/0,0% 8/40,0%
GG 0/0,0% 1/5,0%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 4/80,0% 10/55,6% 0,588
BASAL LIKE | AG 1/20,0% 7/38,9%
GG 0/0,0% 1/5,6%

Tabla A110. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCA1 en pacientes
con cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 4/44,4% 10/71,4% 0,209
LUMINALA | AG 5/55,6% 3/21,4%
GG 0/0,0% 1/7,1%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 3/50,0% 11/64,7% 0,224
LUMINALB | AG 2/33,3% 6/35,3%
GG 1/16,7% 0/0,0%
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Tabla A111. Distribucién de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCAT1 en pacientes
con cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor en

menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

LUMINAL

Her2

BASAL LIKE

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p
AA 2/33,3% 3/42,9% 0,940
AG 3/50,0% 3/42,9%

GG 1/16,7% 1/14,3%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p
AA 0/0,0% 5/41,7% 0,532
AG 1/100,0% 5/41,7%

GG 0/0,0% 2/16,7%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p
AA 3/50,0% 2/28,6% 0,672
AG 2/33,3% 4/57,1%

GG 1/16,7% 1/14,3%

Tabla A112. Distribucién de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCA1 en pacientes
con cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor en

menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

LUMINAL A

LUMINAL B

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p
AA 1/33,3% 4/40,0% 0,612
AG 1/33,3% 5/50,0%

GG 1/33,3% 1/10,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p
AA 1/33,3% 4/40,0% 0,612
AG 2/66,7% 4/40,0%

GG 0/0,0% 2/20,0%
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Tabla A113. Distribucién de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCA1 en pacientes
con cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 7/46,7% 7/87,5% 0,156
LUMINAL AG 7/46,7% 1/12,5%
GG 1/6,7% 0/0,0%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 3/100,0% 11/55,0% 0,330
Her2 AG 0/0,0% 8/40,0%
GG 0/0,0% 1/5,0%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 4/80,0% 10/55,6% 0,588
BASAL LIKE | AG 1/20,0% 7/38,9%
GG 0/0,0% 1/5,6%

Tabla A114. Distribucién de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCA1 en pacientes
con cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 4/44,4% 10/71,4% 0,209
LUMINALA | AG 5/55,6% 3/21,4%
GG 0/0,0% 1/7,1%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 3/50,0% 11/64,7% 0,224
LUMINALB | AG 2/33,3% 6/35,3%
GG 1/16,7% 0/0,0%
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Tabla A115. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCAL1 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

cc 1/16,7% 2/28,6% 0,879
LUMINAL CcT 4/66,7% 4/57,1%
T 1/16,7% 1/14,3%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

ccC 0/0,0% 3/25,0% 0,713
Her2 CcT 1/100,0% 7/58,3%
T 0/0,0% 2/16,7%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

cc 2/33,3% 1/14,3% 0,684
BASAL LIKE | CT 3/50,0% 5/71,4%
T 1/16,7% 1/14,3%

Tabla A116. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCAL1 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

ccC 0/0,0% 3/30,0% 0,420
LUMINALA | CT 2/66,7% 6/60,0%
T 1/33,3% 1/10,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

ccC 1/33,3% 2/20,0% 0,672
LUMINALB | CT 2/66,7% 6/60,0%
T 0/0,0% 2/20,0%
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Tabla A117. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCAL1 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

cc 7/46,7% 7/87,5% 0,156
LUMINAL CcT 7/46,7% 1/12,5%
T 1/6,7% 0/0,0%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

cc 3/100,0% 11/55,0% 0,330
Her2 CcT 0/0,0% 8/40,0%
T 0/0,0% 1/5,0%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

ccC 4/80,0% 10/55,6% 0,588
BASAL LIKE | CT 1/20,0% 7/38,9%
T 0/0,0% 1/5,6%

Tabla A118. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCAL1 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

ccC 4/44,4% 10/71,4% 0,209
LUMINALA | CT 5/55,6% 3/21,4%
T 0/0,0% 1/7,1%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

ccC 3/50,0% 11/64,7% 0,224
LUMINALB | CT 2/33,3% 6/35,3%
T 1/16,7% 0/0,0%
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Tabla A119. Distribucion de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en

menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

GG 5/83,3% 5/71,4% 0,629
LUMINAL GC 1/16,7% 1/14,3%

cC 0/0,0% 1/14,3%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

GG 1/100,0% 9/75,0% 0,850
Her2 GC 0/0,0% 2/16,7%

cC 0/0,0% 1/8,3%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

GG 4/66,7% 6/85,7% 0,514
BASAL LIKE | GC 1/16,7% 1/14,3%

cc 1/16,7% 0/0,0%

Tabla A120. Distribucion de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

GG 2/66,7% 8/80,0% 0,557
LUMINALA | GC 1/33,3% 1/10,0%
ccC 0/0,0% 1/10,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

GG 3/100,0% 7/70,0% 0,557
LUMINALB | GC 0/0,0% 2/20,0%
ccC 0/0,0% 1/10,0%
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Tabla A121. Distribucion de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

GG 8/53,3% 2/25,0% 0,256
LUMINAL GC 6/40,0% 6/75,0%
ccC 1/6,7% 0/0,0%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

GG 2/66,7% 8/40,0% 0,667
Her2 GC 1/33,3% 11/55,0%
ccC 0/0,0% 1/5,0%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

GG 0/0,0% 10/55,6% 0,053
BASAL LIKE | GC 5/100,0% 7/38,9%
ccC 0/0,0% 1/5,6%

Tabla A122. Distribucion de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

GG 5/55,6% 5/35,7% 0,520
LUMINALA | GC 4/44,4% 8/57,1%
ccC 0/0,0% 1/7,1%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

GG 3/50,0% 7/41,2% 0,177
LUMINALB | GC 2/33,3% 10/58,8%
cc 1/16,7% 0/0,0%
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Tabla A123. Distribucién de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

T 2/33,3% 4/57,1% 0,246
LUMINAL TG 2/33,3% 3/42,9%
GG 2/33,3% 0/0,0%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

T 1/100,0% 5/41,7% 0,532
Her2 TG 0/0,0% 5/41,7%
GG 0/0,0% 2/16,7%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

T 3/50,0% 3/42,9% 0,344
BASAL LIKE | TG 3/50,0% 2/28,6%
GG 0/0,0% 2/28,6%

Tabla A124. Distribucién de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

T 1/33,3% 5/50,0% 0,612
LUMINALA | TG 1/33,3% 4/40,0%
GG 1/33,3% 1/10,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

T 1/33,3% 5/50,0% 0,612
LUMINALB | TG 1/33,3% 4/40,0%
GG 1/33,3% 1/10,0%
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Tabla A125. Distribucién de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

T 6/40,0% 3/37,5% 0,650
LUMINAL TG 5/33,3% 4/50,0%
GG 4/26,7% 1/12,5%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

T 2/66,7% 7/35,0% 0,485
Her2 TG 1/33,3% 8/40,0%
GG 0/0,0% 5/25,0%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

T 1/20,0% 8/44,4% 0,517
BASAL LIKE | TG 3/60,0% 6/33,3%
GG 1/20,0% 4/22,2%

Tabla A126. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

T 4/44,4% 5/35,7% 0,612
LUMINALA | TG 4/44,4% 5/35,7%
GG 1/11,1% 4/28,6%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

T 2/33,3% 7/41,2% 0,129
LUMINALB | TG 1/16,7% 8/47,1%
GG 3/50,0% 2/11,8%
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Tabla A127. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B (la significacion
estadistica se debe al bajo nimero de individuos identificados con subtipo tumoral Her2).

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

cC 0/0,0% 1/14,3% 0,629
LUMINAL CcT 4/66,7% 4/57,1%

T 2/33,3% 2/28,6%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

cc 1/100,0% 0/0,0% 0,002
Her2 CcT 0/0,0% 8/66,7%

T 0/0,0% 4/33,3%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

cC 0/0,0% 1/14,3% 0,629
BASAL LIKE | CT 4/66,7% 4/57,1%

T 2/33,3% 2/28,6%

Tabla A128. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

ccC 0/0,0% 1/10,0% 0,850
LUMINALA | CT 2/66,7% 6/60,0%
T 1/33,3% 3/30,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

ccC 0/0,0% 1/10,0% 0,850
LUMINALB | CT 2/66,7% 6/60,0%
T 1/33,3% 3/30,0%
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Tabla A129. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

cc 2/13,3% 0/0,0% 0,233
LUMINAL CcT 6/40,0% 6/75,0%

T 7/46,7% 2/25,0%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

cC 0/0,0% 2/10,0% 0,791
Her2 CcT 2/66,7% 10/50,0%

T 1/33,3% 8/40,0%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

cC 0/0,0% 2/11,1% 0,350
BASAL LIKE | CT 4/80,0% 8/44,4%

T 1/20,0% 8/44,4%

Tabla A130. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

cc 1/11,1% 1/7,1% 0,829
LUMINALA | CT 4/44,4% 8/57,1%

T 4/44,4% 5/35,7%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

cc 1/16,7% 1/5,9% 0,499
LUMINALB | CT 2/33,3% 10/58,8%

T 3/50,0% 6/35,3%
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Tabla A131. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la regiéon cromosémica 8q24
en pacientes con cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo
de tumor en menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 0/0,0% 2/28,6% 0,354
LUMINAL AG 4/66,7% 3/42,9%
GG 2/33,3% 2/28,6%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 0/0,0% 2/16,7% 0,629
Her2 AG 1/100,0% 6/50,0%
GG 0/0,0% 4/33,3%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 2/33,3% 0/0,0% 0,199
BASAL LIKE | AG 2/33,3% 5/71,4%
GG 2/33,3% 2/28,6%

Tabla A132. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la regién cromosdémica 8q24
en pacientes con cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo
de tumor en menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 0/0,0% 2/20,0% 0,695
LUMINALA | AG 2/66,7% 5/50,0%
GG 1/33,3% 3/30,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 0/0,0% 2/20,0% 0,695
LUMINALB | AG 2/66,7% 5/50,0%
GG 1/33,3% 3/30,0%
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Tabla A133. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la regiéon cromosémica 8q24
en pacientes con cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo
de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 2/13,3% 2/25,0% 0,256
LUMINAL AG 9/60,0% 6/75,0%
GG 4/26,7% 0/0,0%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 1/33,3% 3/15,0% 0,575
Her2 AG 2/66,7% 13/65,0%
GG 0/0,0% 4/20,0%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 1/20,0% 3/16,7% 0,509
BASAL LIKE | AG 4/80,0% 11/61,1%
GG 0/0,0% 4/22,2%

Tabla A134. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la regién cromosdémica 8q24
en pacientes con cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo
de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 1/11,1% 3/21,4% 0,258
LUMINALA | AG 5/55,6% 10/71,4%
GG 3/33,3% 1/7,1%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 1/16,7% 3/17,6% 0,996
LUMINALB | AG 4/66,7% 11/64,7%
GG 1/16,7% 3/17,6%
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Tabla A135. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

ccC 6/100,0% 6/85,7% 0,335
LUMINAL CcG 0/0,0% 1/14,3%
GG 0/0,0% 0/0,0%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

cc 1/100,0% 11/91,7% 0,764
Her2 CcG 0/0,0% 1/8,3%
GG 0/0,0% 0/0,0%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

ccC 5/83,3% 7/100,0% 0,261
BASAL LIKE | CG 1/16,7% 0/0,0%
GG 0/0,0% 0/0,0%

Tabla A136. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

ccC 3/100,0% 9/90,0% 0,569
LUMINALA | CG 0/0,0% 1/10,0%
GG 0/0,0% 0/0,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

ccC 3/100,0% 9/90,0% 0,569
LUMINALB | CG 0/0,0% 1/10,0%
GG 0/0,0% 0/0,0%
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Tabla A137. Distribucion de los genotipos del polimorfismo 152910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

ccC 8/53,3% 7/87,5% 0,251
LUMINAL CcG 6/40,0% 1/12,5%
GG 1/6,7% 0/0,0%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

ccC 2/66,7% 13/65,0% 0,923
Her2 CcG 1/33,3% 6/30,0%
GG 0/0,0% 1/5,0%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

ccC 5/100,0% 10/55,6% 0,182
BASAL LIKE | CG 0/0,0% 7/38,9%
GG 0/0,0% 1/5,6%

Tabla A138. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

ccC 5/55,6% 10/71,4% 0,4,5
LUMINALA | CG 4/44,4% 3/21,4%
GG 0/0,0% 1/7,1%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

ccC 3/50,0% 12/70,6% 0,208
LUMINALB | CG 2/33,3% 5/29,4%
GG 1/16,7% 0/0,0%
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Tabla A139. Distribucién de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCA1 en pacientes
con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor.
Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 55/42,3% 13/41,9% 0,996
LUMINAL AG 59/45,4% 14/45,2%
GG 16/12,3% 4/12,9%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 7/41,2% 61/42,4% 0,988
Her2 AG 8/47,1% 65/45,1%
GG 2/11,8% 18/12,5%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 6/42,9% 62/42,2% 0,968
BASAL LIKE | AG 6/42,9% 67/45,6%
GG 2/14,3% 18/12,2%

Tabla A140. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCA1 en pacientes
con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor.
Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 23/36,5% 45/45,9% 0,231
LUMINALA | AG 29/46,0% 44/44,9%
GG 11/17,5% 9/9,2%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 32/47,8% 36/38,3% 0,211
LUMINALB | AG 30/44,8% 43/45,7%
GG 5/7,5% 15/16,0%
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Tabla Al141. Distribucioén de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCAT1 en pacientes
con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor.
Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 59/45,4% 14/45,2% 0,977
LUMINAL AG 56/43,1% 13/41,9%
GG 15/11,5% 4/12,9%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 6/35,3% 67/46,5% 0,646
Her2 AG 9/52,9% 60/41,7%
GG 2/11,8% 17/11,8%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 8/57,1% 65/44,2% 0,527
BASAL LIKE | AG 4/28,6% 65/44,2%
GG 2/14,3% 17/11,6%

Tabla A142. Distribucioén de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCA1 en pacientes
con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de tumor.
Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 27/42,9% 46/46,9% 0,203
LUMINALA | AG 25/39,7% 44/44,9%
GG 11/17,5% 8/8,2%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 32/47,8% 41/43,6% 0,152
LUMINALB | AG 31/46,3% 38/40,4%
GG 4/6,0% 15/16,0%
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Tabla A143. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCAL1 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor.
Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

cc 51/39,2% 15/48,4% 0,607
LUMINAL CcT 58/44,6% 11/35,5%
T 21/16,2% 5/16,1%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

cc 7/41,2% 59/41,0% 0,981
Her2 CcT 7/41,2% 62/43,1%
T 3/17,6% 23/16,0%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

ccC 8/57,1% 58/39,5% 0,419
BASAL LIKE | CT 4/28,6% 65/44,2%
T 2/14,3% 24/16,3%

Tabla A144. Distribucion de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor.
Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

GG 72/55,4% 17/54,8% 0,868
LUMINAL GC 51/39,2% 13/41,9%
cc 7/5,4% 1/3,2%
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Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

GG 8/47,1% 81/56,3% 0,771
Her2 GC 8/47,1% 56/38,9%

cC 1/5,9% 7/4,9%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

GG 9/64,3% 80/54,4% 0,592
BASAL LIKE | GC 5/35,7% 59/40,1%

cC 0/0,0% 8/5,4%

Tabla A145. Distribucion de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor.
Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

GG 37/58,7% 52/53,1% 0,209
LUMINALA | GC 21/33,3% 43/43,9%

cC 5/7,9% 3/3,1%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

GG 35/52,2% 54/57,4% 0,401
LUMINALB | GC 30/44,8% 35/36,2%

cC 2/3,0% 6/6,4%

Tabla A146. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor.
Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

T 56/43,1% 13/41,9% 0,653
LUMINAL TG 54/41,5% 15/48,4%

GG 20/15,4% 3/9,7%
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Her2

BASAL LIKE

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p
T 8/47,1% 61/42,4% 0,916
TG 7/41,2% 62/43,1%

GG 2/11,8% 21/14,6%
Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p
T 5/35,7% 64/43,5% 0,482
TG 8/57,1% 61/41,5%

GG 1/7,1% 22/15,0%

Tabla A147. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor.
Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

LUMINAL A

LUMINAL B

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p
T 26/41,3% 43/43,9% 0,653
TG 26/41,3% 43/43,9%

GG 11/17,5% 12/12,2%
Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p
T 30/44,8% 39/41,5% 0,911
TG 28/41,8% 41/43,6%

GG 9/13,4% 14/14,9%

Tabla A148. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor.
Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

LUMINAL

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p
cC 36/27,7% 10/32,3% 0,875
CcT 57/43,8% 13/41,9%

T 37/28,5% 8/25,8%
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Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

cc 5/29,4% 41/28,5% 0,908
Her2 CcT 8/47,1% 62/43,1%
T 4/23,5% 41/28,5%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

cc 5/35,7% 41/27,9% 0,783
BASAL LIKE | CT 5/35,7% 65/44,2%
T 4/28,6% 41/27,9%

Tabla A149. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor.
Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

cc 13/20,6% 33/33,7% 0,200
LUMINALA | CT 30/47,6% 40/40,8%
T 20/31,7% 25/25,5%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

ccC 23/34,3% 23/24,5% 0,392
LUMINALB | CT 27/40,3% 43/45,7%
T 17/25,4% 28/29,8%

Tabla A150. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la region cromosémica 8q24
en pacientes con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcidon del
subtipo de tumor. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 47/36,2% 8/25,8% 0,423
LUMINAL AG 55/42,3% 17/54,8%
GG 28/21,5% 6/19,4%
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Her2

BASAL LIKE

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p
AA 4/23,5% 51/35,4% 0,453
AG 10/58,8% 62/43,1%

GG 3/17,6% 31/21,5%
Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p
AA 4/28,6% 51/34,7% 0,888
AG 7/50,0% 65/44,2%

GG 3/21,4% 31/21,1%

Tabla A151. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la regién cromosdémica 8q24
en pacientes con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del

subtipo de tumor. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

LUMINAL A

LUMINAL B

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p
AA 23/36,5% 32/32,7% 0,828
AG 28/44,4% 44/44,9%

GG 12/19,0% 22/22,4%
Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p
AA 24/35,8% 31/33,0% 0,604
AG 27/40,3% 45/47,9%

GG 16/23,9% 18/19,1%

Tabla A152. Distribucion de los genotipos del polimorfismo 152910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor.
Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

LUMINAL

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p
cC 61/46,9% 19/61,3% 0,276
CG 57/43,8% 11/35,5%

GG 12/9,2% 1/3,2%
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Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

cc 11/64,7% 69/47,9% 0,424
Her2 CG 5/29,4% 63/43,8%

GG 1/5,9% 12/8,3%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

cC 8/57,1% 72/49,0% 0,494
BASAL LIKE | CG 6/42,9% 62/42,2%

GG 0/0,0% 13/8,8%

Tabla A153. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor.
Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

cc 29/46,0% 51/52,0% 0,504
LUMINALA | CG 30/47,6% 38/38,8%

GG 4/6,3% 9/9,2%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

cC 32/47,8% 48/51,5% 0,315
LUMINALB | CG 27/40,3% 41/43,6%

GG 8/11,9% 5/5,3%

Tabla A154. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCAL1 en pacientes
con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor
en menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 14/30,4% 8/47,1% 0,375
LUMINAL AG 25/54,3% 8/47,1%

GG 7/15,2% 1/5,9%
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Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 6/60,0% 16/30,2% 0,135
Her2 AG 4/40,0% 29/54,7%

GG 0/0,0% 8/15,1%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 2/28,6% 20/35,7% 0,932
BASAL LIKE | AG 4/57,1% 29/51,8%

GG 1/14,3% 7/12,5%

Tabla A155. Distribucién de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCAT1 en pacientes
con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor

en menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 7/30,4% 15/37,5% 0,261
LUMINALA | AG 11/47,8% 22/55,0%

GG 5/21,7% 3/7,5%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 7/30,4% 15/37,5% 0,559
LUMINAL B | AG 14/60,9% 19/47,5%

GG 2/8,7% 6/15,0%

Tabla A156. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCA1 en pacientes

con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor
en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 41/48,8% 5/35,7% 0,454
LUMINAL AG 34/40,5% 6/42,9%

GG 9/10,7% 3/21,4%
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Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 1/14,3% 45/49,5% 0,146
Her2 AG 4/57,1% 36/39,6%

GG 2/28,6% 10/11,0%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 4/57,1% 42/46,2% 0,791
BASAL LIKE | AG 2/28,6% 38/41,8%

GG 1/14,3% 11/12,1%

Tabla A157. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCA1 en pacientes
con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor
en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 16/40,0% 30/51,7% 0,496
LUMINALA | AG 18/45,0% 22/37,9%

GG 6/15,0% 6/10,3%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 25/56,8% 21/38,9% 0,137
LUMINAL B | AG 16/36,4% 24/44,4%

GG 3/6,8% 9/16,7%

Tabla A158. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCAL1 en pacientes
con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor
en menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 19/41,3% 10/58,8% 0,390
LUMINAL AG 20/43,5% 6/35,3%

GG 7/15,2% 1/5,9%
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Her2

BASAL LIKE

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p
AA 6/60,0% 23/43,4% 0,365
AG 4/40,0% 22/41,5%

GG 0/0,0% 8/15,1%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p
AA 4/57,1% 25/44,6% 0,765
AG 2/28,6% 4/42,9%

GG 1/14,3% 7/12,5%

Tabla A159. Distribucién de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCA1 en pacientes
con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor

en menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

LUMINAL A

LUMINAL B

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p
AA 11/47,8% 18/45,0% 0,184
AG 7/30,4% 19/47,5%

GG 5/21,7% 3/7,5%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p
AA 8/34,8% 21/52,5% 0,174
AG 13/56,5% 13/32,5%

GG 2/8,7% 6/15,0%

Tabla A160. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCA1 en pacientes
con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor
en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B (Subtipo Her2 incluido
en el apartado Resultados, Tabla 66).

Subtipos biolégicos de tumor

LUMINAL

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p
AA 40/47,6% 4/28,6% 0,269
AG 36/42,9% 7/50,0%
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GG 8/9,5% 3/21,4%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 4/57,1% 40/44,0% 0,699
BASAL LIKE | AG 2/28,6% 41/45,1%

GG 1/14,3% 10/11,0%

Tabla A161. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCA1 en pacientes
con cancer de mama no portadores de mutacioén en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor
en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 16/40,0% 28/48,3% 0,538
LUMINALA | AG 18/45,0% 25/43,1%

GG 6/15,0% 5/8,6%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 24/54,5% 20/37,0% 0,083
LUMINAL B | AG 18/40,9% 25/46,3%

GG 2/4,5% 9/16,7%

Tabla A162. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCAL1 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcidon del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

cc 16/34,8% 11/64,7% 0,099
LUMINAL

CcT 23/50,0% 5/2,9%

290




ANEXO

T 7/15,2% 1/5,9%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

ccC 7/70,0% 20/37,7% 0,128
Her2 CcT 3/30,0% 25/47,2%
T 0/0,0% 8/15,1%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

cc 4/57,1% 23/41,1% 0,658
BASAL LIKE | CT 2/28,6% 26/46,4%
T 1/14,3% 7/12,5%

Tabla A163. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCAL1 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

cc 8/34,8% 19/47,5% 0,236
LUMINALA | CT 10/43,5% 18/45,0%
T 5/21,7% 3/7,5%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

ccC 8/34,8% 19/47,5% 0,333
LUMINALB | CT 13/56,5% 15/37,5%
T 2/8,7% 6/15,0%

Tabla A164. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCAL1 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcidon del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

ccC 35/41,7% 4/28,6% 0,485
LUMINAL
CcT 35/41,7% 6/42,9%
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T 14/16,7% 4/28,6%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

cC 0/0,0% 39/42,9% 0,053
Her2 CcT 4/57,1% 37/40,7%

T 3/42,9% 15/16,5%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

cC 4/57,1% 35/38,5% 0,620
BASAL LIKE | CT 2/28,6% 39/42,9%

T 1/14,3% 17/18,7%

Tabla A165. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B (Subtipo Luminal B incluido
en el apartado Resultados, Tabla 65).

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

cc 13/32,5% 26/44,8% 0,133
LUMINALA | CT 16/40,0% 25/43,1%

T 11/27,5% 7/12,1%

Tabla A166. Distribucion de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

GG 22/47,8% 7/41,2% 0,876
LUMINAL

GC 21/45,7% 9/52,9%
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cc 3/6,5% 1/5,9%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

GG 3/30,0% 26/49,1% 0,523
Her2 GC 6/60,0% 24/45,3%
cc 1/10,0% 3/5,7%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

GG 4/57,1% 25/44,6% 0,688
BASAL LIKE | GC 3/42,9% 27/48,2%
ccC 0/0,0% 4/7,1%

Tabla A167. Distribucion de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcidon del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

GG 14/60,9% 15/37,5% 0,117
LUMINALA | GC 7/30,4% 23/57,5%
cc 2/8,7% 2/5,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

GG 8/34,8% 21/52,5% 0,278
LUMINALB | GC 14/60,9% 16/40,0%
cc 1/4,3% 4/7,5%

Tabla A168. Distribucion de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcidon del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

GG 50/59,5% 10/71,4% 0,571
LUMINAL
GC 30/35,7% 4/28,6%
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cc 4/4,8% 0/0,0%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

GG 5/71,4% 55/60,4% 0,772
Her2 GC 2/28,6% 32/35,2%
cc 0/0,0% 4/4,4%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

GG 5/71,4% 55/60,4% 0,772
BASAL LIKE | GC 2/28,6% 32/35,2%
ccC 0/0,0% 4/4,4%

Tabla A169. Distribucion de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

GG 23/57,5% 37/63,8% 0,352
LUMINALA | GC 14/35,0% 20/34,5%
cc 3/7,5% 1/1,7%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

GG 27/61,4% 33/61,1% 0,703
LUMINALB | GC 16/36,4% 18/33,3%
cc 1/3% 3/5,6%

Tabla A170. Distribucién de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcidon del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

T 21/45,7% 8/47,1% 0,286
LUMINAL
TG 15/32,6% 8/47,1%
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GG 10/21,7% 1/5,9%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

T 4/40,0% 25/47,2% 0,587
Her2 TG 5/50,0% 18/34,0%

GG 1/10,0% 10/18,9%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

T 4/57,1% 25/44,6% 0,433
BASAL LIKE | TG 3/42,9% 20/35,7%

GG 0/0,0% 11/19,6%

Tabla A171. Distribucién de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor en

menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

LUMINALA | TG

LUMINALB | TG

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

T 10/43,5% 19/47,5% 0,794
8/34,8% 15/37,5%

GG 5/21,7% 6/15,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

T 11/47,8% 18/45,0% 0,680
7/30,4% 16/40,0%

GG 5/21,7% 6/15,0%

Tabla A172. Distribucién de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcidon del subtipo de tumor en

mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

T 35/41,7% 5/35,7% 0,908
LUMINAL

TG 39/46,4% 7/50,0%
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GG 10/11,9% 2/14,3%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

T 4/57,1% 36/39,6% 0,589
Her2 TG 2/28,6% 44/48,4%

GG 1/14,3% 11/12,1%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

T 1/14,3% 39/42,9% 0,318
BASAL LIKE | TG 5/71,4% 41/45,1%

GG 1/14,3% 11/12,1%

Tabla A173. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcidon del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

T 16/40,0% 24/41,4% 0,785
LUMINALA | TG 18/45,0% 28/48,3%

GG 6/15,0% 6/10,3%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

T 19/43,2% 21/38,9% 0,681
LUMINALB | TG 21/47,7% 25/46,3%

GG 4/9,1% 8/14,8%

Tabla A174. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcidon del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

cc 16/34,8% 6/35,3% 0,983
LUMINAL

CcT 20/43,5% 7/41,2%
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Her2

BASAL LIKE

T 10/21,7% 4/23,5%
Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p
cC 3/30,0% 19/35,8% 0,428
CcT 6/60,0% 21/39,6%

T 1/10,0% 13/24,5%
Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p
cC 3/42,9% 19/33,9% 0,207
CcT 1/14,3% 26/46,4%

T 3/42,9% 11/19,6%

Tabla A175. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor en

menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

LUMINAL A

LUMINAL B

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p
cC 7/30,4% 15/37,5% 0,490
CcT 9/39,1% 18/45,0%

T 7/30,4% 7/17,5%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p
cC 9/39,1% 13/32,5% 0,414
CcT 11/47,8% 16/40,0%

T 3/13,0% 11/27,5%

Tabla A176. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcidon del subtipo de tumor en

mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

LUMINAL

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p
cc 20/23,8% 4/28,6% 0,922
CcT 37/44,0% 6/42,9%
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T 27/32,1% 4/28,6%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

cc 2/28,6% 22/24,2% 0,686
Her2 CcT 2/28,6% 41/45,1%

T 3/42,9% 28/30,8%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

cc 2/28,6% 22/24,2% 0,585
BASAL LIKE | CT 4/57,1% 39/42,9%

T 1/14,3% 30/33,0%

Tabla A177. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

cC 6/15,0% 18/31,0% 0,161
LUMINALA | CT 21/52,5% 22/37,9%

T 13/32,5% 18/31,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

cc 14/31,8% 10/15185% 0,249
LUMINALB | CT 16/36,4% 27/50,0%

T 14/31,8% 17/31,5%

Tabla A178. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la regiéon cromosémica 8q24
en pacientes con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcidon del
subtipo de tumor en menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

AA 17/37,0% 5/29,4% 0,856
LUMINAL

AG 17/37,0% 7/41,2%

298




ANEXO

Her2

BASAL LIKE

GG 12/26,0% 5/29,4%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p
AA 2/20,0% 20/37,7% 0,538
AG 5/50,0% 19/35,8%

GG 3/30,0% 14/26,4%
Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p
AA 3/42,9% 19/33,9% 0,845
AG 2/28,6% 22/39,3%

GG 2/28,6% 15/26,8%

Tabla A179. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la region cromosémica 8q24
en pacientes con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del
subtipo de tumor en menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

LUMINAL A

LUMINAL B

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p
AA 9/39,1% 13/32,5% 0,755
AG 9/39,1% 15/37,5%

GG 5/21,7% 12/30,0%
Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p
AA 8/34,8% 14/35,0% 0,876
AG 8/34,8% 16/40,0%

GG 7/30,4% 10/25,0%

Tabla A180. Distribucién de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la regiéon cromosémica 8q24
en pacientes con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcidon del
subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

LUMINAL

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p
AA 30/35,7% 3/21,4% 0,184
AG 38/45,2% 10/71,4%
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GG 16/19,0% 1/7,1%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

AA 2/28,6% 31/34,1% 0,343
Her2 AG 5/71,4% 43/47,3%

GG 0/0,0% 17/18,7%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

AA 1/14,3% 32/35,2% 0,437
BASAL LIKE | AG 5/71,4% 43/47,3%

GG 1/14,3% 16/17,6%

Tabla A181. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la regiéon cromosémica 8q24
en pacientes con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del
subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

AA 14/35,0% 19/32,8% 0,967
LUMINALA | AG 19/47,5% 29/50,0%

GG 7/17,5% 10/17,2%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

AA 16/36,4% 17/31,5% 0,559
LUMINAL B | AG 19/43,2% 29/53,7%

GG 9/20,5% 8/14,8%

Tabla A182. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcidon del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

CcC 24/52,2% 9/52,9% 0,995
LUMINAL

CG 19/41,3% 7/41,2%
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GG 3/6,5% 1/5,9%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

ccC 5/50,0% 28/52,8% 0,875
Her2 CcG 4/40,0% 22/41,5%
GG 1/10,0% 3/5,7%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

cc 4/57,1% 29/51,8% 0,764
BASAL LIKE | CG 3/42,9% 23/41,1%
GG 0/0,0% 4/7,1%

Tabla A183. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor en
menores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

cc 14/60,9% 19/47,5% 0,242
LUMINALA | CG 9/39,1% 17/42,5%
GG 0/0,0% 4/10,0%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

ccC 10/43,5% 23/57,5% 0,207
LUMINALB | CG 10/43,5% 16/40,0%
GG 3/13,0% 1/25,0%

Tabla A184. Distribucion de los genotipos del polimorfismo 1s2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama en funcion del subtipo de tumor en mayores de 40 afios. Subtipo Luminal no subdivido
en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo  Luminal (N/%) Resto (N/%) p

ccC 37/44,0 10/71,4% 0,125
LUMINAL
CcG 38/45,2% 4/28,6%
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GG 9/10,7% 0/0,0%

Genotipo Her2 (N/%) Resto (N/%) p

ccC 6/85,7% 41/45,1% 0,113
Her2 CcG 1/14,3% 41/45,1%
GG 0/0,0% 9/9,9%

Genotipo Basal Like (N/%) Resto (N/%) p

cc 4/57,1% 43/47,3% 0,662
BASAL LIKE | CG 3/42,9% 39/42,9%
GG 0/0,0% 9/9,9%

Tabla A185. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del subtipo de tumor en
mayores de 40 afios. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Subtipos biolégicos de tumor

Genotipo Luminal A (N/%) Resto (N/%) p

cc 15/37,5% 32/55,2% 0,217
LUMINALA | CG 21/52,5% 21/36,2%
GG 4/10,0% 5/8,6%

Genotipo Luminal B (N/%) Resto (N/%) p

cc 22/50,0% 25/46,3% 0,665
LUMINALB | CG 17/38,6% 25/46,3%
GG 5/11,4% 4/7,4%

Tabla A186. Distribucién de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCA1 en pacientes
con cancer de mama portadores y no portadores de mutacién en los genes BRCA1/2 en funcion del
subtipo de tumor. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-(N/%) p

AA 8/38,1% 55/42,3% 0,825
LUMINAL AG 11/52,4% 59/45,4%
GG 2/9,5% 16/12,3%
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Her2

BASAL LIKE

AA 3/75,0% 7/41,2% 0,446
AG 1/25,0% 8/47,1%
GG 0/0,0% 2/11,8%
AA 6/54,5% 6/42,9% 0,827
AG 4/36,4% 6/42,9%
GG 1/9,1% 2/14,3%

Tabla A187. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3232A>G del gen BRCA1 en pacientes
con cancer de mama portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del

subtipo de tumor. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-(N/%) p

AA 4/33,3% 23/36,5% 0,647
LUMINALA | AG 7/58,3% 29/46,0%

GG 1/8,3% 11/17,5%

AA 4/44,4% 32/47,8% 0,927
LUMINALB | AG 4/44,4% 30/44,8%

GG 1/11,1% 5/7,5%

Tabla A188. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCAT1 en pacientes
con cancer de mama portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del

subtipo de tumor. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-(N/%) p

AA 9/42,9% 59/45,4% 0,916
LUMINAL AG 10/47,6% 56/43,1%

GG 2/9,5% 15/11,5%

AA 3/75,0% 6/35,3% 0,334
Her2 AG 1/25,0% 9/52,9%

GG 0/0,0% 2/11,8%

303



Tesis Doctoral 2013

AA 7/63,6% 8/57,1% 0,911
BASAL LIKE | AG 3/27,3% 4/28,6%
GG 1/9,1% 2/14,3%

Tabla A189. Distribucién de los genotipos del polimorfismo ¢.3667A>G del gen BRCA1 en pacientes
con cancer de mama portadores y no portadores de mutaciéon en los genes BRCA1/2 en funcién del
subtipo de tumor. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-(N/%) p

AA 5/41,7% 27/42,9% 0,674
LUMINALA | AG 6/50,0% 25/39,7%

GG 1/8,3% 11/17,5%

AA 4/44,4% 32/47,8% 0,842
LUMINALB | AG 4/44,4% 31/46,3%

GG 1/11,1% 4/6,0%

Tabla A190. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCAL1 en pacientes con
cancer de mama portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de
tumor. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-(N/%) p

cc 8/38,1% 51/39,2% 0,682
LUMINAL CcT 11/52,4% 58/44,6%

T 2/9,5% 21/16,2%

ccC 3/75,0% 7/41,2% 0,426
Her2 CcT 1/25,0% 7/41,2%

T 0/0,0% 3/17,6%

cc 6/54,5% 8/57,1% 0,877
BASAL LIKE | CT 4/36,4% 4/28,6%

T 1/9,1% 2/14,3%
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Tabla A191. Distribucion de los genotipos del polimorfismo ¢.2731C>T del gen BRCA1 en pacientes con
cancer de mama portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de
tumor. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-(N/%) p

cc 4/33,3% 21/33,3% 0,375
LUMINALA | CT 7/58,3% 26/41,3%

T 1/8,3% 16/25,4%

cc 4/44,4% 32/47,8% 0,927
LUMINALB | CT 4/44,4% 30/44,8%

T 1/11,1% 5/7,5%

Tabla A192. Distribucion de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de
tumor. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-(N/%) p

GG 13/61,9% 72/55,4% 0,855
LUMINAL GC 7/33,3% 51/39,2%

cc 1/8% 7/5,4%

GG 3/75,0% 8/47,1% 0,581
Her2 GC 1/25,0% 8/47,1%

ccC 0/0,0% 1/5,9%

GG 4/36,4% 9/64,3% 0,260
BASAL LIKE | GC 6/54,5% 5/35,7%

cc 1/9,1% 0/0,0%
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Tabla A193. Distribucion de los genotipos del polimorfismo p.Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con
cancer de mama portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de
tumor. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-(N/%) p

GG 7/58,3% 37/58,7% 0,561
LUMINALA | GC 5/41,7% 21/33,3%

cc 0/0,0% 5/7,9%

GG 6/66,7% 35/52,2% 0,274
LUMINALB | GC 2/22,2% 30/44,8%

cc 1/11,1% 2/3,0%

Tabla A194. Distribucién de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de
tumor. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-(N/%) p

T 8/38,1% 56/43,1% 0,327
LUMINAL TG 7/33,3% 54/41,5%

GG 6/28,6% 20/15,4%

T 3/75,0% 8/47,1% 0,556
Her2 TG 1/25,0% 7/41,2%

GG 0/0,0% 2/11,8%

T 4/36,4% 5/35,7% 0,981
BASAL LIKE | TG 6/54,5% 8/57,1%

GG 1/9,1% 1/7,1%

Tabla A195. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo ¢.-309T>G del gen MDM2 en pacientes con
cancer de mama portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de
tumor. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-(N/%) p

LUMINALA | TT 5/41,7% 26/41,3% 0,998 7
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LUMINAL B

TG 5/41,7% 26/41,3%
GG 2/16,7% 11/17,5%
T 3/33,3% 30/44,8% 0,065
TG 2/22,2% 28/41,8%
GG 4/44,4% 9/13,4%

Tabla A196. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de

tumor. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-(N/%) p

CcC 2/9,5% 36/27,7% 0,160
LUMINAL CcT 10/47,6% 57/43,8%

T 9/42,9% 37/28,5%

cC 1/25,0% 5/29,4% 0,985
Her2 CcT 2/50,0% 8/47,1%

T 1/25,0% 4/23,5%

CcC 0/0,0% 5/35,7% 0,062
BASAL LIKE | CT 8/72,7% 5/35,7%

T 3/27,3% 4/28,6%

Tabla A197. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2981582 del gen FGFR2 en pacientes con
cancer de mama portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de

tumor. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-(N/%) p

CcC 1/8,3% 13/20,6% 0,569
LUMINALA | CT 6/50,0% 30/47,6%

T 5/41,7% 20/31,7%

cC 1/11,1% 23/34,3% 0,296
LUMINALB | CT 4/44,4% 27/40,3%

T 4/44,4% 17/25,4%
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Tabla A198. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la regiéon cromosémica 8q24
en pacientes con cancer de mama portadores y no portadores de mutaciéon en los genes BRCA1/2 en
funcién del subtipo de tumor. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-(N/%) p

AA 2/9,5% 47/36,2% 0,053
LUMINAL AG 13/61,9% 55/42,3%

GG 6/28,6% 28/21,5%

AA 1/25,0% 75/23,5% 0,655
Her2 AG 3/75,0% 80/58,8%

GG 0/0,0% 21/17,6%

AA 3/27,3% 4/28,6% 0,970
BASAL LIKE | AG 6/54,5% 7/50,0%

GG 2/18,2% 3/21,4%

Tabla A199. Distribuciéon de los genotipos del polimorfismo rs13281615 de la regién cromosdémica 8q24
en pacientes con cancer de mama portadores y no portadores de mutaciéon en los genes BRCA1/2 en
funcién del subtipo de tumor. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-(N/%) p

AA 1/8,3% 23/36,5% 0,144
LUMINALA | AG 7/58,3% 28/44,4%

GG 4/33,3% 12/19,0%

AA 1/11,1% 24/35,8% 0,253
LUMINALB | AG 6/66,7% 27/40,3%

GG 2/22,2% 16/23,9%

Tabla A200. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de
tumor. Subtipo Luminal no subdivido en Luminal A y Luminal B.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-(N/%) p

LUMINAL cc 14/66,7% 61/46,9% 0,241 '
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CcG 6/28,6% 57/43,8%

GG 1/4,8% 12/9,2%

cc 3/75,0% 11/64,7% 0,857
Her2 CcG 1/25,0% 5/29,4%

GG 0/0,0% 1/5,9%

cc 10/90,9% 8/57,1% 0,062
BASAL LIKE | CG 1/9,1% 6/42,9%

GG 0/0,0% 0/0,0%

Tabla A201. Distribucion de los genotipos del polimorfismo rs2910164 del gen miR146 en pacientes con
cancer de mama portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcién del subtipo de
tumor. Subtipo Luminal subdivido en Luminal A y Luminal B.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-(N/%) p

cc 8/66,7% 29/46,0% 0,352
LUMINALA | CG 4/33,3% 30/47,6%

GG 0/0,0% 4/6,3%

ccC 6/66,7% 32/47,8% 0,535
LUMINALB | CG 2/22,2% 27/40,3%

GG 1/11,1% 8/11,9%

Tabla A202. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T
del gen BRCA1 en pacientes con cancer de mama portadores y no portadores de mutacioén en los genes
BRCA1/2 con tres o més familiares afectados. Menores de 40 afios.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF->3 (N/%) p

AA 3/23,1% 6/60,0% 0,118
c.3232A>G | AG 8/61,5% 2/20,0%
GG 2/15,4% 2/20,0%
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AA 5/38,5% 6/60,0% 0,421
c.3667A>G | AG 6/46,2% 2/20,0%

GG 2/15,4% 2/20,0%

cc 3/23,1% 5/50,0% 0,298
€.2731C>T | CT 8/61,5% 3/30,0%

T 2/15,4% 2/20,0%

Tabla A203. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos p.Arg72Pro del gen TP53 y ¢.-309T>G
del gen MDM2 en pacientes con cancer de mama portadores y no portadores de mutaciéon en los genes
BRCA1/2 con tres o mas familiares afectados. Menores de 40 afios (p.Arg72Pro del gen TP53 incluido en
el apartado Resultados, Tabla 129).

Genotipo CMF+ (N/%) CMF->3 (N/%) p

T 6/46,2% 3/30,0% 0,734
c.-309T>G | TG 5/38,5% 5/50,0%
GG 2/15,4% 2/20,0%

Tabla A204. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615
de la region cromosémica 8q24 y rs2910164 del gen miR146 en pacientes con cancer de mama
portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares afectados.
Menores de 40 afios.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF->3 (N/%) p

cc 1/7,7% 4/40,0% 0,177
rs2981582 | CT 8/61,5% 4/40,0%

T 4/30,8% 2/20,0%

AA 2/15,4% 1/10,0% 0,642
rs13281615 | AG 7/53,8% 4/40,0%

GG 4/30,8% 5/50,0%

cc 12/92,3% 5/50,0% 0,068
rs2910164 | CG 1/7,7% 4/40,0%

GG 0/0,0% 1/10,0%
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Tabla A205. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T
del gen BRCA1 en pacientes con cancer de mama portadores y no portadores de mutacion en los genes
BRCA1/2 con tres o més familiares afectados. Mayores de 40 afios.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF->3 (N/%) p

AA 14/60,9% 18/46,2% 0,521
c.3232A>G | AG 8/34,8% 18/46,2%

GG 1/4,3% 3/7,7%

AA 14/60,9% 17/43,6% 0,416
c.3667A>G | AG 8/34,8% 20/51,3%

GG 1/4,3% 2/5,1%

cc 14/60,9% 14/35,9% 0,122
€.2731C>T | CT 8/34,8% 19/48,7%

T 1/4,3% 6/15,4%

Tabla A206. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos p.Arg72Pro del gen TP53 y ¢.-309T>G
del gen MDM?2 en pacientes con cancer de mama portadores y no portadores de mutacion en los genes
BRCA1/2 con tres o més familiares afectados. Mayores de 40 afios.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF->3 (N/%) p

GG 10/43,5% 25/64,1% 0,101
p.Arg72Pro | GC 12/52,2% 10/25,6%

cc 1/4,3% 4/10,3%

T 9/39,1% 16/41,0% 0,641
c.-309T>G | TG 9/39,1% 18/46,2%

GG 5/21,7% 5/12,8%

Tabla A207. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615
de la region cromosémica 8q24 y rs2910164 del gen miR146 en pacientes con cancer de mama
portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con tres o mas familiares afectados.
Mayores de 40 afios (rs2910164 del gen miR 146 incluido en el apartado Resultados, Tabla 129).

Genotipo CMF+ (N/%) CMF->3 (N/%) p

rs2981582 | CC 2/8,7% 13/33,3% 0,076 '
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CT 12/52,2% 17/43,6%

T 9/39,1% 9/23,1%

AA 4/17,4% 12/30,8% 0,497
rs13281615 | AG 15/62,5% 22/56,4%

GG 4/17,4% 5/12,8%

Tabla A208. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T
del gen BRCA1 en pacientes con cancer de mama portadores y no portadores de mutacion en los genes
BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados. Menores de 40 afios.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-<3 (N/%) p

AA 3/23,1% 16/30,2% 0,843
c.3232A>G | AG 8/61,5% 31/58,5%

GG 2/15,4% 6/11,3%

AA 5/38,5% 23/43,4% 0,903
¢.3667A>G | AG 6/46,2% 24/45,3%

GG 2/15,4% 6/11,3%

cc 3/23,1% 22/41,5% 0,470
c.2731C>T | CT 8/61,5% 25/47,2%

T 2/15,4% 6/11,3%

Tabla A209. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos p.Arg72Pro del gen TP53 y ¢.-309T>G
del gen MDM?2 en pacientes con cancer de mama portadores y no portadores de mutaciéon en los genes
BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados. Menores de 40 afios.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-<3 (N/%) p

GG 10/76,9% 27/50,9% 0,200
p.Arg72Pro | GC 2/15,4% 22/41,5%

cc 1/7,7% 4/7,5%
c.-309T>G | TT 6/46,2% 26/49,1% 0,954
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‘TG

‘GG

5/38,5%

2/15,4%

18/34,0%

9/17,0%

Tabla A210. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615
de la region cromosémica 8q24 y rs2910164 del gen miR146 en pacientes con cancer de mama
portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados.

Menores de 40 afios (152910164 del gen miR146 incluido en el apartado Resultados, Tabla 129).

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-<3 (N/%) p

CcC 1/7,7% 18/34,0% 0,172
rs2981582 CcT 8/61,5% 23/43,4%

T 4/30,8% 12/22,6%

AA 2/15,4% 21/39,6% 0,258
rs13281615 | AG 7/53,8% 20/37,7%

GG 4/30,8% 12/22,6%

Tabla A211. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T
del gen BRCA1 en pacientes con cancer de mama portadores y no portadores de mutacion en los genes

BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados. Mayores de 40 afios.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-<3 (N/%) p

AA 14/60,9% 28/47,5% 0,329
c.3232A>G | AG 8/34,8% 22/37,3%

GG 1/4,3% 9/15,3%

AA 14/60,9% 27/45,8% 0,294
¢.3667A>G | AG 8/34,8% 23/39,0%

GG 1/4,3% 9/15,3%

cC 14/60,9% 25/42,4% 0,143
c.2731C>T | CT 8/34,8% 22/37,3%

T 1/4,3% 12/20,3%

Tabla A212. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos p.Arg72Pro del gen TP53 y ¢.-309T>G
del gen MDM2 en pacientes con cancer de mama portadores y no portadores de mutacion en los genes

BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados. Mayores de 40 afios.
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Genotipo CMF+ (N/%) CMF-<3 (N/%) p

GG 10/43,5% 35/59,3% 0,148
p.Arg72Pro | GC 12/52,2% 24/40,7%

cc 1/4,3% 0/0,0%

T 9/39,1% 24/40,7% 0,505
c.-309T>G | TG 9/39,1% 28/47,5%

GG 5/21,7% 7/11,9%

Tabla A213. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615
de la region cromosomica 8q24 y rs2910164 del gen miR146 en pacientes con cancer de mama
portadores y no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 con menos de tres familiares afectados.
Mayores de 40 afios.

Genotipo CMF+ (N/%) CMF-<3 (N/%) p

cc 2/8,7% 11/18,6% 0,527
rs2981582 | CT 12/52,2% 26/44,1%

T 9/39,1% 22/37,3%

AA 4/17,4% 21/35,6% 0,187
rs13281615 | AG 15/62,5% 26/44,1%

GG 4/17,4% 12/20,3%

cc 15/65,2% 34/57,6% 0,799
rs2910164 | CG 7/30,4% 21/35,6%

GG 1/4,3% 4/6,8%

314



ANEXO

Tabla A214. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T
del gen BRCAL1 en pacientes con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en
funcién del nimero de familiares afectados. Menores de 40 afios.

Genotipo CMF->3 (N/%) CMF-<3 (N/%) p

AA 6/60,0% 16/30,2% 0,081
c.3232A>G | AG 2/20,0% 31/58,5%

GG 2/20,0% 6/11,3%

AA 6/60,0% 23/43,4% 0,316
¢.3667A>G | AG 2/20,0% 24/45,3%

GG 2/20,0% 6/11,3%

cc 5/50,0% 22/41,5% 0,549
c.2731C>T | CT 3/30,0% 25/47,2%

T 2/20,0% 6/11,3%

Tabla A215. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos p.Arg72Pro del gen TP53 y ¢.-309T>G
del gen MDM2 en pacientes con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en
funcion del numero de familiares afectados. Menores de 40 afios.

Genotipo CMF->3 (N/%) CMF-<3 (N/%) p

GG 2/20,0% 27/50,9% 0,077
p.Arg72Pro | GC 8/80,0% 22/41,5%

cc 0/0,0% 4/7,5%

T 3/30,0% 26/49,1% 0,522
c.-309T>G | TG 5/50,0% 18/34,0%

GG 2/20,0% 9/17,0%

Tabla A216. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615
de la region cromosémica 8q24 y rs2910164 del gen miR146 en pacientes con cancer de mama no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del nimero de familiares afectados. Menores
de 40 afios.

Genotipo CMF->3 (N/%) CMF-<3 (N/%) p

rs2981582 | CC 4/40,0% 18/34,0 0,934 7
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CcT 4/40,0% 23/43,4%

T 2/20,0% 12/22,6%

AA 1/10,0% 21/39,6% 0,108
rs13281615 | AG 4/40,0% 20/37,7%

GG 5/50,0% 12/22,6%

cc 5/50,0% 28/52,8% 0,875
rs2910164 | CG 4/40,0% 22/41,5%

GG 1/10,0% 3/5,7%

Tabla A217. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos ¢.3232A>G, ¢.3667A>G y ¢.2731C>T
del gen BRCAL1 en pacientes con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en
funcién del nimero de familiares afectados. Mayores de 40 afios.

Genotipo CMF->3 (N/%) CMF-<3 (N/%) p

AA 18/46,2% 28/47,5% 0,459
c.3232A>G | AG 18/46,2% 22/37,3%

GG 3/7,7% 9/15,3%

AA 17/43,6% 27/45,8% 0,225
¢.3667A>G | AG 20/51,3% 23/39,0%

GG 2/5,1% 9/15,3%

cc 14/35,9% 25/42,4% 0,524
c.2731C>T | CT 19/48,7% 22/37,3%

T 6/15,4% 12/20,3%

Tabla A218. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos p.Arg72Pro del gen TP53 y ¢.-309T>G
del gen MDM2 en pacientes con cancer de mama no portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en
funcién del nimero de familiares afectados. Mayores de 40 anos (p.Arg72Pro del gen TP53 incluido en el
apartado Resultados, Tabla .

Genotipo CMF->3 (N/%) CMF-<3 (N/%) p

T 16/41,0% 24/40,7% 0,987
c.-309T>G
TG 18/46,2% 28/47,5%
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GG 5/12,8% 7/11,9%

Tabla A219. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos rs2981582 del gen FGFR2, rs13281615
de la region cromosémica 8q24 y rs2910164 del gen miR146 en pacientes con cancer de mama no
portadores de mutacion en los genes BRCA1/2 en funcion del nimero de familiares afectados. Mayores
de 40 afios.

Genotipo CMF->3 (N/%) CMF-<3 (N/%) p

cc 13/33,3% 11/18,6% 0,168
rs2981582 | CT 17/43,6% 26/44,1%

T 9/23,1% 22/37,3%

AA 12/30,8% 21/35,6% 0,437
rs13281615 | AG 22/56,4% 26/44,1%

GG 5/12,8% 12/20,3%

cc 13/33,3% 34/57,6% 0,059
rs2910164 | CG 21/53,8% 21/35,6%

GG 5/12,8% 4/6,8%
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