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Introduccion

1.- INCIDENCIA Y FACTORES DE RIESGO DEL CANCER DE MAMA:

El cancer de mama es el cancer mas frecuente en la poblacion femenina. En la union
Europea se estima que la posibilidad de desarrollar un cancer de mama antes de los 75 afios
es de un 8%. En Espaiia, la incidencia de cdncer de mama es una de las mas bajas de Europa,
oscila segin comunidades entre 40 y 75 casos nuevos por cada 100.000 mujeres (Pollan et
al., 2007). Se calcula que cada afo se diagnostican en Espaia unos 16.000 nuevos casos de
cancer de mama y que, por esta causa, fallecen unas 6.000 mujeres al afio. En Castilla y Ledn
la tasa de incidencia estimada es de 60 casos por cada 100.000 mujeres y la tasa de
mortalidad es de 32,8 fallecimientos por cada 100.000 mujeres, segun los datos disponibles
en el registro de Tumores de Mama y Cervix de la comunidad. Por otro lado, en la ultima
década hemos asistido a un aumento de la supervivencia, con un 78% de supervivencia a los

cinco afios del diagnostico (‘“Avances en cancer de mama”, 2005).

La etiologia del cancer de mama es desconocida, y s6lo un 30% de los tumores de
mama pueden ser atribuidos a factores de riesgo conocidos. Los mas comunes se describen a

continuacion.

La incidencia es muy baja en menores de 25 afios y aumenta hasta 100 veces a partir
de los 45 (Hulka B. et al. 2001). Ademas, la incidencia de la enfermedad en mujeres es
mucho mas alta que en varones (Hill et al., 2005), lo que sugiere que hay implicacion de la
edad y de las hormonas sexuales en la etiologia (Pike 1993), dado que ellas son las que
determinan el desarrollo y diferenciacion de las mamas.

De acuerdo con esto, se ha relacionado una mayor exposiciéon a hormonas sexuales
enddgenas a lo largo de la vida con un aumento en el riesgo: una menarquia temprana (antes
de los 12 afios) esta asociada con un incremento del 10-20% en el riesgo de desarrollar la
enfermedad (Berkey et al. 1999; Kelsey et al. 1993; Titus-Ernstoff et al. 1998; Brinton et al.
1988). Este efecto se debe probablemente a la exposicion prolongada del epitelio mamario a
los estrogenos y la progesterona durante un mayor numero de ciclos ovulatorios o a los
niveles altos de estradiol durante la adolescencia de estas mujeres (Bernstein 2002). De igual

forma, una edad tardia de menopausia (después de los 54 anos) maximiza el nimero de ciclos



Introduccion

ovulatorios y conduce a un aumento del riesgo. Por el contrario, las mujeres con menopausia
inducida quirdrgicamente (por ovariectomia o histerectomia) antes de los 35 afios presentan
un descenso en el riesgo (McPherson K. et al. 2000). Asimismo, una edad temprana para el
primer embarazo y un mayor numero de gestaciones proporcionan un efecto protector. De
forma opuesta, las mujeres nuliparas o de mas de 35 afios en su primer embarazo presentan
un aumento en el riesgo (Pathak D. R., et al. 2000), probablemente por una menor
sensibilidad a los carcindgenos en la mama diferenciada que tiene una tasa de proliferacion
menor (Sivaraman L. et al, 2002). Por ultimo, la lactancia prolongada también ha demostrado
tener un efecto protector (Lipworth L. et al. 2000; Beral V. 2002), quizas debido al menor
nimero de ciclos ovulatorios y, consecuentemente, a la menor exposicion a hormonas

(Bernstein L. 2002).

Ademas de los metabolitos endogenos, se ha estudiado ampliamente la correlacion
entre la exposicion a hormonas exdgenas y el aumento del riesgo. En este sentido, la terapia
hormonal sustitutoria (HRT) administrada frente a las molestias de la menopausia, ha sido el
objeto de multiples trabajos. Un metaanalisis del “Collaborative group on hormonal factors in
breast cancer” (1997) estimaba el aumento del riesgo de cancer de mama en un 2,3% por afio
de uso de HRT. Al cesar el tratamiento, el riesgo se normalizaba en los siguientes 5 a 10
afios. Otros trabajos posteriores obtuvieron resultados similares (Beral V. et al., 2005; Gertig
D. M. et al., 2006; Chen W. Y. Et al., 2006).

El estudio WHI (2004) incluy6 a 16608 mujeres sanas, a las que se les administrd
terapia combinada estrogenos/progesterona o un placebo. Este estudio se finaliz6 antes de la
fecha prevista a causa del aumento en el riesgo de infarto, trombosis venosa y céncer de
mama en las participantes. En las mujeres que tomaron inicamente estrégenos el riesgo de
cancer era muy leve, pero el de infarto aument6 (Anderson et al., 2004).

El estudio WISDOM (2002), que incluy6 22000 mujeres, también tuvo que terminar
bruscamente debido al aumento del riesgo de cancer de mama en el grupo que tomaba HRT.

El estudio NHS (2006) incluye 121700 mujeres y lleva en curso 30 afios. En este no
parece haber aumento del riesgo, salvo a partir de los 20 afios de uso.

El aumento de cancer de mama en estos estudios podria deberse no a canceres

directamente provocados por la HRT, sino a tumores preexistentes que crecen mas rapido



Introduccion

gracias a la influencia de las hormonas administradas. Sin embargo, en el estudio NHS,
podrian ser tumores de novo, ya que el riesgo s6lo aumenta a partir de los 20 afios.

Ante la evidencia de un mayor riesgo debido al HRT, se ha establecido un consenso
segun el cual es apropiado este tratamiento en aquellas mujeres con sintomas muy fuertes de
menopausia y que tienen un riesgo normal de enfermedad cardiovascular e infarto (Ettinger et
al., 2006); ademads, se recomienda el intervalo de uso de HRT mas corto y a la dosis minima

posible (North American Menopause Society, 2004; Hormone Therapy, 2004).

El segundo foco de atencion sobre hormonas exogenas corresponde a los
anticonceptivos orales. El aumento de riesgo de cancer de mama debido a su uso ha sido
investigado por numerosos grupos, con resultados negativos en su mayor parte: Gill et al.
concluyen que no existe asociacion entre la aparicion de carcinoma de mama in situ y la toma
de anticonceptivos orales, incluso tras 40 afios de uso de los mismos (Gill et al., 2006). En el
trabajo de Folger et al. se analiz6 el posible aumento del riesgo en mujeres que tomaron
anticonceptivos durante menos de seis meses, y no observaron diferencias significativas
respecto a los controles que nunca han tomado la medicacion (Folger et al., 2007). En otros
estudios se han observado resultados similares (Wingo et al. 1995; Olsson et al., 1989;
Romieu et al. 1990; McPherson et al. 1983; Brinton et al., 1995; Marchbanks et al., 2002). En
los trabajos en que se observaba un aumento del riesgo, este podria ser debido al reducido
niumero de muestras que podrian estar introduciendo un sesgo, u ocultar otros factores de

riesgo (La Vecchia et al. 1995; Lipworth et al. 1995, Chie et al. 1998).

El segundo grupo de factores de riesgo esta relacionado con el estilo de vida.

Se ha observado un predominio de cancer de mama en los paises industrializados,
siendo zonas de “alto riesgo” Norteamérica y el norte de Europa. Las variaciones en la
incidencia entre areas geograficas distintas podrian atribuirse a diferencias genéticas entre las
poblaciones o al estilo de vida. La incidencia de cancer aumenta al trasladarse de una zona de
bajo riesgo a una de alto, remarcando la importancia de los factores socioculturales y

ambientales (Parkin 2004, Parkin et al. 1999, Ziegler et al., 1993).

Numerosos estudios epidemioldgicos han encontrado asociacion entre la ingesta de

alcohol y el riesgo de cancer en mujeres pre- y postmenopdusicas (Singletary et al., 2001;
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Kelsey et al., 1996). Segin Smith-Warner et al., por cada incremento de 10g diarios en la
toma de alcohol, el riesgo aumenta un 9% . Por otro lado, las mujeres posmenopausicas con
alta ingesta de alcohol y baja de folato en la dieta, tienen un mayor riesgo de desarrollar
tumores ER- (Sellers et al., 2002). En contraposicion, el aumento de folato en la dieta podria
prevenir el desarrollo de cancer de mama en aquellas mujeres que consumen alcohol (Zhang,

2004).

La obesidad es otro factor de riesgo moderado para el cancer de mama (riesgo relativo
1,1-2,5). Las mujeres obesas tiene un mayor riesgo de cancer de mama posmenopausico
(Lahmann et al., 2004; Van der Brandt et al. 2000). En un estudio con 495477 mujeres
estadounidenses a lo largo de 16 afios, se observo que en el grupo de las mujeres obesas la
tasa de muertes por cancer de mama era el doble que en el grupo de menor indice de masa
corporal (Calle et al., 2003). Ademas, las pacientes obesas con cancer de mama parecian
tener un riesgo mas alto de desarrollar metéstasis en los nddulos linfaticos, tenian tumores
mas grandes y mayor tasa de muertes que las pacientes no obesas (Berclaz et al., 2004; Calle
et al., 2003).

Existen varias hipdtesis que tratan de explicar este aumento del riesgo debido a la
obesidad: En las personas obesas hay una proporcion de tejido graso de hasta el 60-70%
frente a un 9-18%, que son los valores normales. Las mujeres obesas tienen una mayor
produccion de estrogenos, ya que en el tejido adiposo tiene lugar la conversion de andrégenos
a estrogenos mediante la enzima aromatasa y una mayor exposicion a estrogenos de las
células epiteliales mamarias aumenta el riesgo de cancer de mama (Rose et al., 2004). Por
otro lado, existe un aumento de insulina e IGF circulantes en individuos obesos. Estas
sustancias promueven la mitosis, inhiben la apoptosis y pueden inducir angiogénesis.
Ademas, sus rutas interactiian con la via del receptor de estrégenos aumentando el riesgo de
cancer. Todo ello en conjunto provoca un aumento en el riesgo a padecer cancer de mama

(Del Giudice et al., 1998; Sachdev et al., 2004; Khandwala et al., 2000; Kaaks et al., 1996).

En relacion con la dieta, a pesar de la cantidad ingente de material publicado hasta la
fecha, no existe una asociacion consistente ni estadisticamente significativa para ninguno de
los nutrientes estudiados. En muchos de estos trabajos se relaciona un aumento en la ingesta

de grasas con mayor riesgo; sin embargo, la significacion es muy ajustada, como en el meta-
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analisis de estudios caso-control de Boyd et al. (Boyd et al., 2003). Otros estudios presentan
resultados similares, o no significativos, o los cambios no se mantienen en el tiempo (Dorgan
et al., 2003; Woods et al., 1996; Gann et al., 2003; Cho et al., 2003; Prentice et al., 2006).

Algunos estudios en animales registran una menor tasa de tumores mamarios en
roedores con dietas bajas en grasa (Carroll et al., 1968; Freedman et al., 1990). Asimismo, se
ha relacionado una dieta rica en fibra con una disminucion del riesgo (Key et al., 2003; Dos
Santos Silva et al., 2002). Este efecto podria tener su origen en el tracto digestivo, donde las
grasas promueven la reabsorcion intestinal de los estrégenos, aumentando los niveles de
hormonas circulantes, mientras que la fibra retarda este proceso.

No obstante, la influencia de la dieta en el aumento o disminucién de riesgo de cancer
depende en gran medida del origen étnico del sujeto, su historia reproductiva, el pais donde
vive y otros factores relacionados con el estilo de vida, siendo muy dificil desligar unos
elementos de otros para asignarles su parte de contribucion al riesgo total (Haiman et al.,

2002; Pinheiro et al., 2005).

La densidad mamografica se sitia como un factor de riesgo bien establecido, tanto en
mujeres premenopausicas como posmenopausicas (Brinton et al., 1995; Boyd et al., 1995).
Segun diversos estudios, las mujeres con mamas mas densas presentan un mayor riesgo de
cancer de mama. 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).

Por ultimo, tener una historia familiar de cdncer de mama aumenta el riesgo de
padecerlo. Cuando hay un familiar de primer grado afectado por la enfermedad, el riesgo
relativo es dos veces mayor que el de la poblacién general. En los paises occidentales, el
riesgo de desarrollar cancer de mama a lo largo de la vida para una mujer es del 7,8%,
mientras que para aquellas con un familiar de primer grado afecto es del 13,3% y con dos
familiares aumenta hasta el 21,1% (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast

Cancer, 2001).



Introduccion

2.- EL CANCER DE MAMA HEREDITARIO

Uno de los objetivos principales en la lucha contra el cancer es la identificacion de los
genes implicados en el desarrollo tumoral. Las proteinas codificadas por estos genes
normalmente regulan procesos tales como proliferacion, diferenciacion y muerte celular.
También se relacionan con tumorogénesis las que intervienen en reparacion del DNA.

En general, estd cominmente aceptado que existen dos clases de genes de
susceptibilidad: por un lado, genes con variantes alélicas que confieren un riesgo individual
alto (genes de alta penetrancia) y, por otro, genes cuyas variantes confieren un riesgo bajo o

moderado (genes de baja penetrancia).

La gran mayoria de los canceres de mama son de tipo esporadico. Ciertas células de la
mama acumulan aberraciones genéticas que desembocan en la aparicion del tumor.

Los tumores esporadicos parece que surgen debido a errores combinados de multiples
genes de baja penetrancia junto con la influencia de los factores ambientales y otros factores
de riesgo (Rebbeck 1999, Weber et al. 2000).

Aproximadamente un 5-10% de los canceres de mama tienen una predisposicion
genética hereditaria: su origen se encuentra en mutaciones en la linea germinal de genes de
susceptibilidad, de forma que el aumento del riesgo sobre la poblacion general se transmite a
las siguientes generaciones.

Los genes de predisposicion suelen ser 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 mutaciéon para

inactivarlo completamente y que se inicie la transformacion neoplasica.

Los genes de susceptibilidad al cancer de mama pueden dividirse entre los que
confieren “alto riesgo” y los que provocan “riesgo bajo a moderado”. Entre los primeros
encontramos a BRCAl y BRCA2, que son responsables de la mayoria de los casos
hereditarios, y PTEN, TP53, LKB1/STK11 y CDHI. En el segundo grupo se incluyen
CHEK2, TGFB1, CASP8 y ATM.

10
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La expresion de BRCA1 y BRCA2 en condiciones normales esta relacionada con el
crecimiento y diferenciacion de las células epiteliales mamarias, especialmente durante la
gestacion y la lactancia. Aunque estos genes se expresan de forma ubicua, parece que su
actividad repercute especialmente en las células de la mama.

Las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCAZ2 son responsables del 40-80% de todos
los canceres de mama hereditarios y no suelen aparecer en cancer esporadico (Claus et al.
1991, Schubert et al. 1997, Easton et al. 1995).

Estos genes acttian como supresores de tumores (en su forma germinal evitan la
transformacion neoplésica), y siguen un modelo de herencia autosémico dominante de alta
penetrancia. Los portadores de mutaciones en alguno de estos genes tienen un riesgo alto de
desarrollar cancer de mama y/o ovario a lo largo de su vida. Las mutaciones de BRCAl y 2
dan lugar a la mayoria de los casos de cancer de mama y ovario hereditarios. La deteccion de
estas mutaciones permite la localizacion de individuos asintomaticos portadores que tienen

un riesgo alto de desarrollar un céncer a lo largo de su vida.

3.- ESTRUCTURA DE BRCA1 Y BRCA2

3.1.- ESTRUCTURA DEL GEN Y LA PROTEINA BRCA1

Este gen fue descubierto por Mary-Claire King y colaboradores en 1991 mediante
analisis de ligamiento. Tres afios més tarde, Mark Skolnick y colaboradores lo clonaron y

caracterizaron (Hall et al. 1991, Miki et al. 1994).

El gen BRCAL se localiza en el brazo largo del cromosoma 17, mas concretamente en
la posicion 17g21.31. Se extiende desde la base numero 38.449.840 del cromosoma 17 hasta
la 38.530.994 en la cadena menos , lo que suma 81.155 pares de bases. Consta de 24 exones,
de los cuales el primero no es codificante.

Al transcribirse da lugar a una molécula de RNA mensajero de 7191 pares de bases. A
partir de este transcrito primario se han descrito distintas isoformas de la proteina BRCA1
que surgen por maduracion alternativa. La mayoritaria o forma completa (BRCAla) tiene
1863 aminoacidos y un peso molecular de 207,72 kDa. A partir del transcrito primario surgen

isoformas mas cortas que han perdido uno o varios exones como BRCA1A2-10, BRCA1A9-

11
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11, BRCA1A14-17, BRCA1A14-18, BRCA1A9-10, BRCA1A11, BRCA1Allb, BRCA1A9-
10-11b. También existen isoformas completas que tienen un origen de transcripcion distinto:
BRCAI1b y BRCAla’ (NCBI genelD 672, NM 007294 y NP _009225; GENECARD
referencia GC17M038450).

BRCAI1 consta de distintos dominios funcionales que le permiten interaccionar con

otras proteinas y con el DNA.

NES
(81-99) NLS Zov}a d_e’
(501-615) achv?cu.)n
l transcripcional
ini Union a DNA
-| | Dominio SCD BRCTs  |_
NH,- | TG Ql (432-1079) e 1646 1850 |~ COOH
I
Unién o Unién a RAD50, p53, T UIién a l Unién a BRCA2, HDAC1/2,
BARDI, RB, importinaa, c-myc Unidn a 5002 Uniona  RHA, CHIP, RNA helicasas,
BAP1, (175-303,433-511), RADSL P oy ATM, P00, p53, RB, BACKI,
E2F1, SWI/SNF (260-553), BASC, CHK2 RNApolII, ACC1,E2F6,
BRCA1 ZBRKI, 6ADD45 RAD50 Coks  RAPBOABRALATRIP,FHL2
(dimeros),
RNApolIT

Figura 1: Esquema de los dominios estructurales de BRCA1 y proteinas que se unen a los mismos.

3.2.- ESTRUCTURA DEL GEN Y LA PROTEINA BRCA2

La busqueda de un segundo gen que explicara la ausencia de mutaciones en BRCA1
en familias de alto riesgo y con casos de cancer de mama en varones, permitid clonar y
caracterizar el gen BRCA2 en 1995. Al principio no se observaron dominios funcionales
obvios similares a los de otras proteinas. Pero, poco a poco, se han ido dilucidando su funcion

¢ interacciones con otros factores (Stratton et al., 1994, Wooster et al., 1995).

El gen BRCA2 se localiza en el brazo largo del cromosoma 13, en concreto en la
posicion 13q12.3. Se extiende desde la base 31.787.617 del cromosoma 13 hasta la
31.871.809 lo que suma 84193 pares de bases de region gendomica.

Consta de 28 exones de los cuales el primero no es codificante. El transcrito de RNA
mensajero tiene 11386 pares de bases, y al traducirse da lugar a una proteina de 3418

aminodcidos y 384,22 kDa de peso molecular. Hasta la fecha no existen datos sobre
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isoformas de BRCA2 mas cortas surgidas de la maduracion alternativa de su mRNA (NCBI

GenelD:675, NM_000059, y NP_000050; GENECARD GC13P031787).

. Unién a
Zona de activacién Union a RAD51 NLS

71““"‘”“’“" (23-105) Repeticiones BRC BUBRI (TR2) (3266_-3 3
NH,- -COOH
Unién a P/CAF Unién a RAD."l ACCIPx
(290-453),RPA, (927-1596) ;’.;‘13;‘3; Unién DSS]ﬁNA
PIk1, EMSY non ss
(23-46) Unién a BRCA1 Zona DDB: DNA/DSS1
(1314-1756) binding domain

(2718-3418)

Figura 2: Esquema de los dominios funcionales de BRCA2 y proteinas que se unen a los mismos.

4.- FUNCIONES DE BRCA1 Y BRCA2

4.1.- FUNCIONES DE BRCA1

4.1.1.- ACTIVIDAD UBIQUITINA-LIGASA

La ubiquitinacién es el proceso por el cual una proteina es modificada por union
covalente de cadenas de mono o poliubiquitina (Weissmann et al., 2001). En la reaccion
intervienen tres enzimas: una activadora (E1), una conjugadora (E2), y una ubiquitina ligasa
(E3). El proceso requiere ATP y empieza con la formacién de un puente tiol-éster entre una
cisteina de la enzima activadora (E1) y la glicina C-terminal de la ubiquitina, de modo que la
ubiquitina se une a la EIl; después, se transfiere la ubiquitina de la E1 a la enzima
conjugadora E2. Finalmente, una ubiquitina-ligasa E3 traspasa la ubiquitina de la E2 a una
lisina de la proteina diana. Parece que la E3 primero se autoubiquitina y luego pasa la
ubiquitina directamente al sustrato.

La ubiquitinacion tradicionalmente se relaciona con marcaje de proteinas para su
degradacion por el proteasoma, pero recientemente se ha descrito la ubiquitinaciéon como

forma de activar o reprimir distintos factores de transcripcion.
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Las proteinas con dominios funcionales de tipo “RING-finger” suelen presentar
actividad ubiquitina-ligasa E3. La proteina BRCA1 presenta en su extremo amino terminal un
dominio “RING-finger”, y se comprobd que funcionaba como ubiquitina-ligasa en presencia
de enzimas activadora (E1), conjugadora (E2) y ATP. Esta actividad desaparece cuando se
introduce una mutacion (C61G) en una cisteina conservada del dominio RING (Lorick et al.,
1999). Posteriormente se observo que la actividad ubiquitina-ligasa de BRCA1 aumentaba en
gran medida al unirse a BARD1. BARDI es una proteina de conformacion similar a BRCA1
y que también posee un dominio RING-finger en su extremo amino. A través de este se une
al dominio RING de BRCAL. El heterodimero BRCA1-BARDI cataliza las reacciones de

ubiquitinaciéon “in Vitro” en presencia

) BRCA1
de El1, E2 y ATP (Hashizume et al,, = —
Dominio - | UBIONGT DY SCD BRCTs
2001, Brzovic et al., 2003). BRCAI se¢ LA P BT [oeisd sl
autoubiquitina cuando estd unido a I:Z]
BARDI, y esto estabiliza a BRCAI y — Il -
aumenta su actividad E3 (Hashizume et BARDI

al., 2001; Nishikawa et al., 2004;

Figura 3: Heterodimero BRCA1-BARD1
Mallery et al., 2002; Baer et al., 2002).

Las consecuencias bioldgicas de la ubiquitinacidbn no estdn totalmente claras.
Dependiendo del tipo de cadena de ubiquitina que se afiada, la modificaciéon promueve
distintos procesos (Pickart 2004; Mukhopadhyay et al., 2007; Ohta et al., 2004).
Habitualmente, las cadenas de ubiquitina se unen a sus sustratos a través de la lisina 48 de la
ubiquitina y, de esta forma, los marcan para su degradacion por el proteasoma (Chau et al.,
1989). También se ha visto “in vivo” que se produce ubiquitinacion en las zonas de dafio al
DNA, como cuando se forman roturas de doble cadena (DSBs) en las horquillas de
replicacion (Morris J.R., et al. 2004). Se ha visto que la ubiquitinacién mediada por BRCA1-
BARDI esta relacionada con reparacion de DNA (Kleiman et al., 2005; Poole et al., 2006).
El dominio BRCT de BRCAL1 se une a ciertas proteinas fosforiladas como CtIP, BACHI1, y
ABRAI (Manke et al., 2003, Yu et al., 2003). Se ha propuesto que la unién de estas proteinas
podria servir para dirigir la actividad ubiquitina-ligasa de BRCA1-BARDI1 hacia sustratos
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especificos (Wang et al.,, 2007, Yu et al., 2006). Para que el dimero BRCA1-BARDI
reconozca los sustratos a ubiquitinar, dichas proteinas deben unirse a la zona amino terminal
de BRCA1 y, a veces, también al dominio BRCT. Algunas necesitan unirse, ademds, a
BARDI (Yu et al., 2006; Chen et al., 2002; Kleiman et al., 2005; Starita et al., 2004 y 2005;
Sato et al., 2004; Wu et al., 2007; Eakin et al., 2007; Poole et al., 2006; Horwitz et al., 2007).

Ademas, existen varias enzimas E2 capaces de interaccionar con el dominio RING de
BRCAI. Dependiendo de la E2 que se una a BRCAL, el tipo de ubiquitinacion y el sustrato

ubiquitinado seran diferentes (Christensen et al., 2007).

Varios de los sustratos ubiquitinados por BRCA1 han sido identificados: BRCALI
promueve la poliubiquitinacion de algunas proteinas como CtIP, TFIIE, RPBS, y NPMI.
Estas actian como mediadores en la reparacion del DNA: La ubiquitinacion de CtIP podria
ser importante para la formacion de focos de CtIP en los sitios del dafio al DNA, ya que CtIP
ubiquitinado se asocia con la cromatina tras exposicion a radiacion y (Yu et al., 2006). La
ubiquitinacion de TFIIE provoca su disociacion del complejo de pre-iniciacion de la
transcripcion y bloquea el comienzo de la sintesis de mRNA, probablemente para permitir la
reparacion del DNA antes de que se transcriba (Horwitz et al., 2007). La ubiquitinacion de
RPB8 tras exposicion a radiacion UV podria ser importante para la supervivencia celular
asociada a BRCAI tras el dafio al DNA (Wu et al., 2007). El significado biolégico de la

ubiquitinacion de NPM1 se desconoce.

Los sustratos citados en el parrafo anterior son modificados con cadenas de
poliubiquitina, pero, ademas, BRCAI cataliza la monoubiquitinacion de otros sustratos: las
histonas H2A, H2B, H3, H4, YyH2AX, y el receptor de estrogenos o (ERa) son
monoubiquitinadas por BRCA1 “in Vitro”. La y-tubulina también es monoubiquitinada por
BRCAT1 “in Vitro” y esto podria regular el numero de centrosomas y la adecuada segregacion

nuclear ( Chen et al., 2002; Starita et al., 2004; Mallery et al., 2002).

Por tanto, parece que los sustratos a ubiquitinar por BRCA1 son reclutados hacia los
sitios de dafio al DNA e intervienen en su reparacion a través de los puntos de control del

ciclo celular o de la remodelacidon de cromatina.
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Una de las funciones mas importantes de BRCA1 es su papel en la reparacion de
roturas de doble cadena (DSBs) en el DNA. La capacidad como ubiquitina-ligasa de BRCA1

podria participar en el proceso. El modelo propuesto seria como sigue:

En la zona de la rotura, la histona YH2AX fosforilada aparece para sefializar la zona
del dafio. La proteina MDCI1 es fosforilada por la quinasa ATM y se une a dicha histona
YH2AX, la cual es monoubiquitinada por enzimas que se desconocen. Después, al complejo
YH2AX-MDCI1 se une RNF8, que es una ubiquitina ligasa E3. RNFS, junto a la E2 Ubc13-
Mms2, une moléculas de ubiquitina a las en lisina 6 y 63 a los monémeros ya existentes
unidos a YH2AX o H2A (Mailand et al., 2007; Zhao et al., 2007). Tras haber cumplido su
funcion, MDC1 y RNF8 se retiran. Luego, el dimero RAP80-ABRA1 se une a las cadenas de
ubiquitina de YH2AX y recluta a BRCA1-BARDI a la zona del DSB. BRCA1-BARDI, junto
a la E2 UbcHS5c, poliubiquitina en lisina 6 sustratos adicionales cerca de la rotura (Wang et
al., 2007;Sobhian et al., 2007). Las cadenas creadas por BRCA1-BARDI1 a su vez reclutan a
mas complejos BRCA1-BARDI amplificando la senal.

Por ultimo, las cadenas de ubiquitina en lisina 6 reclutan a BRCA2-RADS]1 hacia los
sitios del dafio y se procede a la reparacidon por recombinacion homologa. En la figura 4 se

esquematiza este proceso.

De esta manera, una sucesion de eventos dependientes de ubiquitinacién promoverian

la reparacion de la rotura en el DNA.
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UbcH5¢

Sustratos
adicionales?

BRCA2/
FANCD1
UbcH5¢
° Fosforilacion
Uniones en
w lisina 63
Uniones en
lisina 6

Figura 4: Esquema de la participacion de BRCA1 en la sefializacién y reparaciéon de DSBs mediante
ubiquitinacion (modificado de Wu et al., 2008).
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4.1.2.- REGULADOR TRANSCRIPCIONAL

No todos nuestros genes se expresan a la vez, existe una regulacion seglin la

necesidad de determinadas proteinas en cada o

momento del ciclo. Existen secuencias

RNApol II

consenso (que a menudo estan en los

promotores de los genes) a las que se unen las

. Factores de transcripcion basal

. Coactivadores: integran sefiales de los activadores y represores

RNA pOhmerasas y otros factores reglﬂadores de la transcripcion e interaccionan con los factores de transcripcion

basal.
que promueven o inhiben la expresion de O Activadores de la transcripcion
@ Represores de la transcripcion

dichos genes. )
Figura 5: Esquema de los factores que

participan en la transcripcion de un gen.

BRCAI1 es un componente del nticleo de la maquinaria de transcripcion, ya que se
asocia a la RNA polimerasa II en un gran complejo llamado “RNA polimerasa II
holoenzima” (Scully et al., 1997). BRCA1 puede bloquear el inicio de la transcripcion
ubiquitinando el complejo transcripcional de pre-iniciacion, impidiendo la unién estable de
factores como TFIIH y TFIIB (Horwitz et al., 2007). Esto podria permitir, en caso de dafio al

DNA, que este se repare antes de transcribirse.

Ademas, BRCALT actiia como factor de transcripcion regulando la expresion de genes

en la célula (Chapman et al., 1996; Monteiro et al., 1996).

La region carboxilo terminal de BRCAI contiene dos dominios BRCT que
interaccionan con multiples factores de transcripcion promoviendo la activacion o represion
de diversos genes (Callebaut et al., 1997):

- El segundo dominio BRCT de BRCA1 interacciona con p53 y esta unién promueve la
transcripcion de los genes p21 y GADD45 (Harkin et al., 1999;Somasundaram et al.,
1997;0uchi et al., 1998, Chai et al., 1999). Existe otro dominio de interaccién con
p53 a través de los residuos 772-1292 de BRCA. Esta interaccion esta implicada en
apoptosis y también induce la expresion de p21 (Buck, 2008). La activacion de p53

mediada por BRCA1 estimula la parada del ciclo celular, la unién al DNA y su
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reparacion, e inhibe determinados genes relacionados con apoptosis que son
dependientes de p53 (MacLachlan et al., 2002; Buck, 2008).

- BRCALI también interacciona con el oncogén c-MYC “in Vitro” e “in vivo” a través
de los residuos 175-303 y 433-511.Wang et al. observaron que BRCAI inhibe la
transcripcion de genes dependientes de c-MYC (como ODC y CDC25A) y lo hace de
forma dosis-dependiente. Por otro lado, la sobreexpresion de BRCA1 inhibe la
capacidad transformadora de c-MYC y otros oncogenes como H-RAS, quizés también
reprimiendo la transcripcion de genes aguas abajo de estos (Wang et al., 1998).

- BRCALI también inhibe la transcripcion del receptor de estrégenos a (ERa) y los
genes de respuesta al mismo. No obstante, la mayoria de portadores de mutaciéon en
BRCAI1 expresan de por si niveles bajos del receptor de estrogenos y de las proteinas
aguas abajo en la ruta, por lo que esta inhibicidon no seria demasiado importante (Fan

etal., 1999).

La capacidad de BRCAIl de unirse a enzimas que modifican la cromatina
(desacetilasas de histonas HDACs, proteinas asociadas a RB, factores remodeladores como
SWI/SNF, BRGI), plantea un mecanismo alternativo por el que BRCA1 podria regular la
transcripcion a través de modificaciones de la cromatina. La acetilacion de histonas se
relaciona con activacion transcripcional de genes. BRCA1 podria reclutar complejos de
desacetilasas “HDACs” hacia promotores especificos reprimiendo la expresion de
determinados genes o, a la inversa, BRCA1 podria activar la transcripcion desplazando los
complejos “HDACs” permitiendo la acetilacion y activacion (Yarden et al., 1999;Bochar et

al., 2000;Neish et al., 1998;Ye et al., 2001).

En individuos homocigotos XX se suele inactivar una de las copias del cromosoma X.
Se ha visto que las mutaciones o pérdida de funcion de BRCAL alteran este proceso. XIST es
una molécula de RNA que recubre el cromosoma X inactivo. En ausencia de BRCA1, XIST
no se localiza en el cromosoma X inactivo y deja de silenciarlo. Otros marcadores de zonas
de cromatina silenciadas como la histona H2A1 y H3 metilada en lisina 9, también
desaparecen del cromosoma X inactivo si BRCA1 no es funcional (Ganesan et al., 2002).

COMPLETARLO O QUITARLO
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4.1.3.- REGULADOR DEL CICLO CELULAR

El ciclo vital de la célula esta formado por cuatro
etapas: G1, S, G2, M (figura 6). En la fase M es cuando se
produce la division celular. Cuando una célula se divide, la
informacion genética contenida en su DNA debe duplicarse
de manera precisa para posteriormente transmitir una copia
a cada célula hija. Este proceso esta estrechamente regulado
por diversos factores como las ciclinas y las quinasas

dependientes de ciclinas (CDKs) (Sherr et al., 1999)..

Figura 6: Esquema del ciclo
celular

Los puntos de control del ciclo celular (“checkpoints™) son mecanismos de vigilancia
que responden al dafio en el DNA y detienen el ciclo para que la célula tenga tiempo de
repararlo. Estos puntos de control se sitian entre una fase y otra, y se ponen en marcha

cuando hay un dafio al DNA activando la transcripcion de determinados genes.

BRCA1 es fosforilada en multiples residuos de serina por las quinasas que detectan el
dafio al DNA, como ATM, ATR y CHEK?2, durante las fases G1 tardia y S del ciclo celular.
(Venkitaraman et al., 2002; Chen et al., 2000; Cortez et al., 1999; Tibbetts et al., 2000; Lee et
al., 2000). Parece que segun el sitio fosforilado se dirige la funcion de BRCAI1: Se ha
comprobado que la fosforilacion en serina 1387 es esencial para detener el ciclo en respuesta
a radiacion ionizante, mediante la activacion del punto de control de la fase S; y la
fosforilacion en las serinas 1423 y 1524 activa la ruta de apoptosis en respuesta a radiacion
UV (Chiba et al., 2001;Xu et al., 2001 y 2002). Ademés, BRCA1 regula la expresion y
localizacion de otras proteinas que funcionan en la ruta:

Ante una sefial de dafio al DNA, el punto de control de la transicion G1-S se pone en
marcha para que el ciclo se detenga y el DNA sea reparado. El dominio BRCT de BRCA1
cuando no estd fosforilado estd unido a CtIP/CtBP, impidiendo su unién a otros factores (Li
et al.,, 1999). En respuesta al dafio en el DNA, BRCA1 se hiperfosforila y se libera de
CtIP/CtBP, lo que le permite activar la expresion del gen p21 (Somasundaram et al., 1997).

P21 inhibe al complejo CDK2-ciclina A/E (que promueve el avance del ciclo), impidiendo
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asi el paso de G1 a S. Por otro lado, BRCAI es necesario para la fosforilacion y activacion,
via ATM/ATR, de proteinas como p53, que son necesarias para la mencionada activacion de
p21 y la parada del ciclo (Foray et al., 2003; Fabbro et al., 2004).

BRCA1 también se ha relacionado con el punto de control de G2-M. En condiciones
normales, cuando las células se aproximan a la fase M se activa Cdc25, la cual a su vez activa
al complejo Cdc2-ciclinaB para que continue el ciclo. En respuesta al dafio en el DNA,
BRCAI1 activa genes que inhiben esta transicion: 14-3-3c se une a Cdc25c¢ y lo secuestra
sacandolo del nucleo, GADD45 secuestra a Cdc2 y lo separa de la ciclina B, y la actividad
quinasa de Cdc2-ciclinaB puede ser reprimida directamente por BRCA1 o a través de 14-3-
30y p2l. (Zhan et al., 1999; Mullan et al., 2001; Fan et al., 2002).

BRCA1 también participa en el punto de control de la mitosis (fase M). Ante el dafio
en el DNA, en la fase M del ciclo BRCA1 y Octl transactivan a MAD2, componente clave
en el ensamblaje del huso mitético. MAD2 a su vez inhibe a APC, lo que induce la parada del
ciclo celular antes de que finalice la mitosis evitando que las células hijas hereden una copia
dafiada del DNA (Wang et al., 2004).

Cuando las células carecen de BRCA1 funcional, los puntos de control del ciclo no
funcionan correctamente; el ciclo progresa y hay division celular aunque se produzca dafio al
DNA, de forma que se transmite la lesion a las células hijas, lo que, la larga, da lugar a

inestabilidad gendmica y puede desembocar en la aparicion del cancer.

4.1.4.- REPARACION DE DNA

La reparacion eficiente del dafio al DNA radica en la existencia de una compleja red
de senalizacion celular que integra tres procesos generales: deteccion del dafio, parada del
ciclo celular y reparacion propiamente dicha. Si el dafio es demasiado extenso como para
arreglarlo, la célula activa la ruta de apoptosis o senescencia.

Si alguno de los componentes del sistema falla y el DNA no se repara correctamente,
esto puede dar lugar a inestabilidad gendmica y puede provocar la aparicion de céncer.

Se ha observado que las células deficientes en BRCA1 son més sensibles a radiacion
ionizante y muestran inestabilidad cromosomica y aberraciones génicas, probablemente como
consecuencia de su incapacidad para reparar el DNA correctamente (Shen et al., 1998; Xu et

al., 1999).
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Existen seis rutas principales de reparacion de DNA (figura 7). Se ha comprobado que
BRCAL1 participa en tres de las mismas: escision de nucledtidos (NER), unién de extremos no

homologos (NHEJ) y recombinacion homoéloga (HR).

UNION DE EXTREMOS
NO HOMOLOGOS

RECOMBINACION

Figura 7: Rutas de reparacién de DNA

A) REPARACION POR ESCISION DE NUCLEOTIDOS (NER):

Mediante esta ruta se reparan los dafos causados por radiacion UV, mutagenos
quimicos, humo de tabaco o drogas quimioterapéuticas (Leibeling et al., 2006). Los errores
mas tipicos que se corrigen via NER son los dimeros de pirimidinas, la 8,5-ciclo-2-
desoxiadenosina y la 8-oxoguanina. Existen dos subrutas de NER: la global (GG-NER), que
detecta y elimina las lesiones de todo el genoma, y la acoplada a la transcripcion (TC-NER),
que funciona so6lo con los genes transcripcionalmente activos. En ambas, primero se reconoce
el dafio y se ensambla un complejo de proteinas en la zona, después se realizan dos cortes en

la hebra dafiada que flanquean el error y, finalmente, se elimina el oligonucle6tido que
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contiene la lesion. El hueco se rellena por una DNA polimerasa con un oligonucledtido

complementario a la hebra preexistente y el nuevo fragmento se sella con una ligasa.

Se ha demostrado que las células deficientes en BRCAT1 son incapaces de reparar las
lesiones oxidativas de 8-oxoguanina mediante la ruta NER acoplada a la transcripcion,
recuperandose la capacidad reparadora al expresar la proteina germinal (Le Page et al., 2000).
La eliminacion de la 8-oxoguanina en la hebra transcrita es estrictamente dependiente de un
proceso TC-NER activo. Para llevarlo a cabo, BRCAT1 debe intervenir en sinergia con CSB,
XPG, XPB y XPD pero no se sabe en qué paso en concreto. La interaccion entre BRCA1 y la
RNA polimerasa II, asi como con los factores de transcripcion basal TFIIF, TFIIE, TFIIH
podrian implicar un bloqueo de la RNA polimerasa II que detenga la transcripcion para que la
reparacion tenga lugar.

Por otro lado, tras la exposicion a radiaciéon UV se ha visto que el complejo BRCAI-
BARDI ubiquitina especificamente una subunidad de la RNA polimerasa II provocando su
posterior degradacion, lo que daria tiempo suficiente a la maquinaria de reparacion para
actuar mientras estd totalmente detenida la transcripcion, y permitiria la eliminacion de los
transcritos terminados prematuramente que darian lugar a proteinas truncadas (Kleiman et al.,
2005; Starita et al., 2005).

Ademas, las proteinas implicadas en reparacion de desapareamientos también tienen
un papel en NER. BRCAL interacciona con MSH2 y MSH6. MSH2 y MSH6 se ha visto que
intervienen en la reparacion de errores en la hebra transcrita a través del TC-NER (Wang et
al., 2000).

BRCA1 también podria intervenir en el GG-NER al inducir la expresion de genes
relacionados con la ruta como XPC, DDB2 y GADDA45 (Harkin et al., 1999; Hartman et al.,
2002).

B) REPARACION DE ROTURAS DE DOBLE CADENA (DSBs: “double strand
breaks”):

Las roturas de doble cadena (DSBs) constituyen una seria amenaza para la viabilidad
celular y la estabilidad genomica. Pueden surgir de forma natural cuando las horquillas de
replicacion se encuentran con lesiones que las bloquean (como las producidas por las

especies de oxigeno reactivo), en la recombinacion somadtica y la meiosis, y por estrés fisico
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durante la separacion de los cromosomas en la mitosis. También pueden deberse a agentes
exogenos como la radiacion ionizante, agentes quimicos y radiacion UV, y drogas
quimioterapéuticas.

El fracaso a la hora de reparar los DSBs puede resultar en muerte celular o grandes
reordenamientos cromosomicos que aumentan la inestabilidad gendémica y potencian la

transformacion neoplasica.

Las células eucariotas reparan los DSBs principalmente a través de dos mecanismos:
Reparacion por unién de extremos no homologos (NHEJ) y por recombinacion homologa

(HR). BRCA1 participa en ambos mecanismos.

- UNION DE EXTREMOS NO HOMOLOGOS (NHEJ)

Es el mecanismo mas simple para reparar un DSB y no estd exento de errores. En
general, es preciso para las roturas caracterizadas por extremos romos que pueden surgir
cuando un duplex de DNA se fractura en dos partes. Para reparar este tipo de DSBs, primero,
el heterodimero de proteinas ku70/ku80 se une a los extremos de la rotura formando un
anillo. El complejo DNA/kus recluta y activa a la quinasa DNA-PKcs. Las PKcs yuxtaponen
los extremos, que son ligados mediante la ligasa IV, XRCC4 y XLF. Esta ruta dependiente de
ku70/ku80 permite una reparacion precisa del DSB. Pero también existen roturas que dan
lugar a extremos incompatibles que impiden la reparacion directa. En este caso es necesario
un procesamiento previo de los extremos. El complejo MRN (MRE11,RAD50,NBS1) actua
como nucleasa eliminando las secuencias que flanquean el DSB hasta obtener extremos
compatibles. Este proceso suele introducir pequeias inserciones y pérdidas y da lugar a una

reparacion imprecisa y propensa al error.

Las células deficientes en BRCA1 muestran defectos en NHEJ tras radiacion
ionizante (Scully et al., 1999). No estd muy claro como BRCA1 participa en el NHEJ. Existe
un estudio en que muestran que BRCAL inhibe el procesamiento de los extremos via MRN:
se comprob6 que la uniéon de BRCA1 al DNA inhibe la capacidad de MRN (o MREI11 sola)
de funcionar como nucleasa. Si la ruta de MRN no es funcional, esto llevaria a escoger la ruta

de Ku/PKcs, que es mas precisa. (Paull et al., 2001).
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La fosforilacion de BRCA1 por Chk2 en S988 interviene
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introducidas por la reparacion. Este residuo de serina ——
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y podria estar implicada en la inhibicion de MREI1
(Zhuang et al., 2006; Wang et al., 20006). I ————

ku )
DNA-PKcsz

o BRCA1
En conjunto, estos resultados indican que —_—
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BRCA1  promueve la  estabilidad  gendmica
maximizando la fidelidad de NHEJ. También es posible ——
que BRCALI regule la eleccion de la ruta a seguir, pero Figura 8: Regulacién de NHEJ por

BRCAL
no existen evidencias directas que apoyen esta hipotesis.

- RECOMBINACION HOMOLOGA (HR)

La recombinacion homoéloga es un proceso que tiene lugar en todas las formas de
vida. Sus funciones van mads alld de la reparacion de DNA: evita el estancamiento de las
horquillas de replicacion, orquesta la segregacion de los cromosomas homoélogos en la
meiosis y participa en el mantenimiento de los teldmeros.

La disfuncién en HR o su pérdida total, se asocia con distintas enfermedades de
predisposicion al cancer y es, posiblemente, la causa primigenia de los tumores en pacientes
con BRCA mutado.

La HR es catalizada por una clase de enzimas llamadas recombinasas. Mutaciones en
los genes que las codifican y en los factores relacionados, provocan hipersensibilidad a
agentes genotoxicos, especialmente los que crean DSBs (radiacion ionizante, agentes

entrecruzantes...).

La reparacion de DSBs por HR implica a diversas proteinas: RAD51, XRCC2,
XRCC3, RADS2, RAD54, RPA, WRN, BLM ...etc. De entre ellas es de especial

25



Introduccion

importancia RADS51, recombinasa encargada de la recombinacion mitética para la reparacion

de DSBs y otras lesiones del DNA.

Dentro de HR, se han descrito varias subrutas de reparacion:

- CONVERSION GENICA (GC): utiliza una secuencia homéloga, preferiblemente
en la cromatida hermana, como molde para resintetizar la secuencia que rodea al DSB
y suele desembocar en una reparaciéon muy precisa de la rotura. La GC depende de
RADS1, el complejo MRN, RPA, BRCA2 y otros factores. Este tipo de reparacion
incluye el mecanismo clasico que resuelve los DSBs.

- ANILLAMIENTO DE CADENA SENCILLA (SSA o single-strand annealing):
También requiere secuencias homdlogas, pero es independiente de RADS51 e implica
el anillamiento de las hebras sencillas de DNA que surgen tras el corte a nivel del
DSB. El mecanismo concreto no estd muy claro. Esta ruta tiende a cometer errores, ya
que retiene una de las secuencias homologas y la otra se pierde.

- REPLICACION QUE INDUCE RUPTURA (BIR: break-induced replication):
Sélo un extremo del DSB es capaz de realizar HR: se forma una especie de horquilla
de replicacién en la que se copia el brazo distal entero del cromosoma molde. De esta
forma, el otro brazo no participa y ese fragmento se pierde. Este sistema parece ser

uno de los responsables del alargamiento de los telomeros.

BRCA1 y BRCA?2 participan sobre todo en la conversion génica, que es la ruta mas

precisa dentro de la recombinacion homologa.

Uno de los primeros indicios de que BRCA1 estaba implicada en reparacion fue la
observacion de que BRCAI se une y colocaliza con la recombinasa RADS51 en focos
nucleares junto a BRCA2 y BARDI, formando el llamado complejo BRCC (Scully et al.,
1997;Jin et al., 1997; Dong et al., 2003). Sin embargo, mientras que BRCA2 tiene un papel
directo y muy importante en la HR, la funcion de BRCA1 no estd muy clara. Se ha visto que
células embrionarias de raton deficientes en BRCA1 tienen afectada la reparacion de DSBs
via GC, por lo que debe participar de alguna manera en el proceso (Moynahan et al.,

1999,2001). Ademas, BRCA1 es necesaria para la formacion de focos nucleares de RADS1
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tras el dafio al DNA (Bhattacharyya et al., 2000). Por otro lado, la reparaciéon por
recombinacion homoéloga via SSA también se ve reducida en las células deficientes en
BRCAL, por lo que BRCA1 podria actuar aguas arriba en la decision entre SSA y GC (Stark
et al., 2004).

BRCAT1 colocaliza con el complejo MRN en focos tras dafio al DNA. BRCA1, MRN
y otras proteinas forman un macro-complejo llamado BASC que estd relacionado con la
reparacion de DSBs mediante NHEJ y HR (via GC y SSA) (Zhong et al., 1999; Wang et al.,
2000; Paull et al.,, 2001). NHEJ y HR compiten por la reparaciéon de DSBs, con NHEJ
actuando principalmente en las fases GO, G1 y S temprana del ciclo; y HR en fase S tardia y

G2 (Shrivastav et al., 2008).

4.2.- FUNCIONES DE BRCA2

4.2.1.- REGULADOR TRANSCRIPCIONAL

La region de BRCA2 codificada por el exon 3 es capaz de estimular la transcripcion
en células de mamifero. Este dominio de activacion es bipartito: existe una region primaria
activadora, que comprende los residuos 18 al 60 de la proteina y una region auxiliar que
abarca los residuos 60 al 105. Esta region auxiliar presenta homologia con el factor de
transcripcion C-JUN. Los residuos 18-141 de BRCA2 se fosforilan “in vivo” por alguna
quinasa celular que se une especificamente a esa region (Milner et al., 1997). La quinasa que
fosforila a BRCA2 en su region activadora es EMSY: los residuos 1 al 80 de EMSY se unen
a la zona del aminoacido 18 al 60 de BRCA2. EMSY es exclusivamente nuclear, capaz de
unirse a complejos remodeladores de cromatina y sus residuos 1 al 478 inhiben a BRCAZ2.
Por tanto, EMSY es una proteina represora que se une al dominio de activacion del extremo
amino terminal de BRCA2 e inhibe especificamente la activacion transcripcional debida a

este (Milner et al., 1997, 2000; Hughes-Davies et al., 2003).

La importancia del dominio de transactivacion de BRCA2 se puso de manifiesto al

encontrarse una mutacion patogénica que elimina el exon 3 en una familia de céncer de
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mama y ovario hereditario. Esta mutacion afecta al sitio clasico de procesamiento
provocando la eliminacion completa del exon 3. Otra delecion en el intréon 2 que provoca la
pérdida del exon 3 entero fue encontrada en carcinoma de endometrio (Nordling et al., 1998;
Koul et al., 1999). Por otro lado, la introduccion de una mutacion puntual que aparece en
cancer de mama hereditario (Y42C), en la region activadora, elimina el potencial activador de
BRCA2 (Milner et al., 1997).

Por otro lado, el dominio de transactivacion de BRCA2 podria estar implicado
también en reparacion de DNA puesto que dicho dominio activador de BRCA2 se une a la
proteina de replicacion A (RPA), una proteina de union a DNA de cadena sencilla que
participa en reparacion de DNA. Esta union se ve drasticamente reducida al introducir la

mutacion Y42C (Wong et al., 2003).

El dominio de transactivacion actiia sobre diversos genes diana. BRCA2 reprime la
actividad transcripcional de p53. Esta represion podria servir para limitar la duracion o
severidad de la parada del ciclo debida a p53 por dafio en el DNA (Marmorstein et al., 1998).

Otro gen diana seria el factor de transcripcion SMAD?3, el cual se ha visto que
interacciona directamente con BRCA2 y ambos sinergizan en la activacion transcripcional de

uno y otro (Preobrazhenska et al., 2002).

La acetilacion de histonas es un evento caracteristico de la cromatina
transcripcionalmente activa, una forma de activar la expresion génica. BRCA2 interacciona
directamente a través de su region amino terminal (residuos 290-453) con la acetiltransferasa
de histonas P/CAF. Esta interaccion se ha comprobado “in Vitro” e “in vivo”. Ademas, se ha
visto que BRCA2 posee actividad acetilasa de histonas cuando estd unida a P/CAF, por lo
que actuaria en la activacion transcripcional via acetilacion (Fuks et al., 1998; Siddique et al.,
1998).

Por otro lado, BRCA2 coopera sinergisticamente con P/CAF y BRCAIl para
promover la transactivacion del receptor de andrégenos (AR) dependiente de GRIP1. El
receptor de androgenos estd implicado en inhibicion de la proliferacion celular debida a los
estrogenos y también inhibe la proliferacion de algunas lineas de cdncer de mama. Por ello, la
pérdida de BRCA2 provocaria la pérdida del efecto inhibitorio de AR y podria en ultima

instancia desembocar en tumorigénesis (Shin et al., 2003).
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4.2.2.- REPARACION DE DNA:

A) BRCA2 Y LA RECOMBINACION HOMOLOGA

BRCAZ2 tiene un papel directo y relevante en reparacion de roturas de doble cadena

(DSBs) por recombinacion homologa (HR).

Entre los mecanismos de HR, BRCA2 es muy importante en la conversion génica

(GC), que es el mas preciso de ellos.

La HR se inicia en los extremos del DSB, donde se eliminan los extremos de las
hebras 5’ a 3’ de forma que se obtienen colas de DNA 3’ de cadena sencilla (ssDNA). Las
colas de ssDNA resultantes se recubren por moléculas de proteina RPA. Después, BRCA1
promueve que moléculas de RADS51 reemplacen a RPA cubriendo el ssDNA. RADSI1
polimeriza en el ssDNA hasta formar un filamento de proteina helicoidal alrededor del DNA.
RADSI esta activa en la forma de filamento, pero no como monoémero.

El filamento de nucleoproteina de RADS51 busca una secuencia homologa
(normalmente la cromatida hermana o el cromosoma homédlogo). Una vez encontrada,
RADSI se disocia del ssDNA permitiendo el apareamiento de bases correcto entre la hebra
invasora y la complementaria molde. El extremo 3’ que ha anillado es extendido por la
polimerasa hasta que se recupera la secuencia perdida. Una vez que la sintesis del fragmento
roto se completa, se libera el extremo recién sintetizado. Para finalizar, las resolvasas
(helicasas y topoisomerasas) descruzan y cortan las hebras devolviendo la conformacion

adecuada al DNA (Sung et al., 2006; Li et al., 2008).

El proceso es complejo y esta esquematizado en la figura 9.
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Figura 9: Proceso de la recombinaciéon homodloga a través de RADS1 y BRCA2. En el
paso 5 se observan las “Holliday junctions” (modificado de Thorslund et al., 2007).

La implicacion de BRCA2 en el proceso de HR se insinud a partir de la observacion
de que RADS51 y BRCAZ2 colocalizan en focos nucleares de células somaticas tras tratarlas
con radiacion ionizante. La formacion de estos focos tras el dafio al DNA es dependiente de
la presencia de BRCA2 funcional (Sharan et al., 1997; Yuan et al., 1999; Tarsounas et al.,
2004). Ademas, la interaccion directa se comprob6 por co-inmunoprecipitacion (Chen et al.,
1998; Marmorstein et al., 1998). De acuerdo con esto, las células deficientes en BRCA2 no
forman focos con RADS5I1 y exhiben un fenotipo de inestabilidad gendmica espontidnea
debido a su deficiencia en HR que implica la apariciéon de roturas cromosdmicas y otras
aberraciones (Patel et al., 1998; Yuan et al., 1999; Yu et al., 2000; Moynahan et al., 2001,
Tutt et al., 2001).
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La proteina BRCA2 humana contiene 8 dominios BRC, que son secuencias
repetitivas degeneradas de unos 70 aminoacidos cada uno. RADS51 interacciona directamente
con estos dominios, con distintas afinidades por cada uno. Se descubrié que el dominio
BRC4 de BRCA2 podia deshacer los filamentos de RADS1 (Davies et al., 2007; Esashi et al.,
2007; Galkin et al., 2005). Por otro lado, RADS51 también interacciona con una region en el
carboxilo terminal de BRCA2 llamada TR2 (Mizuta et al., 1997; Sharan et al., 1997). La
region TR2, cuando no esta fosforilada, puede unirse y estabilizar los filamentos de RADS1
ya existentes y activos en la reparacion. En resumen, cuando no es necesaria la
recombinacion, la fosforilacion de BRCA2 en S3291 bloquea la unién de los filamentos a la
zona TR2, dejandolos desprotegidos frente a la desestabilizacion de los BRCs. Los
filamentos se deshacen y los monomeros de RADS1 se unen al dominio BRCs. Cuando
surgen los DSBs, TR2 se desfosforila y promueve la polimerizacion de RADS1.

Por tanto, ambas regiones de BRCA2 promoverian una respuesta coordinada
dependiente de la aparicion de DSBs y la fase del ciclo (Davies et al., 2007; Esashi et al.,
2005 y 2007).
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BRCA2 dirige a RADS1 hacia las colas de ssDNA generadas en los DSBs y facilita
su unién y polimerizacion en torno al DNA. Parece que BRCA2 también se requiere para el
transporte de RADS1 al interior del nucleo, ya que BRCA2 tiene sefiales de localizacion

nuclear (NLS) pero RADS51 no (Spain et al., 1999; Davies et al., 2001).

DSSI es una proteina de 70 aminoacidos altamente conservada que interacciona con
la region DBD (“DNA/DSS1 binding domain”) del carboxilo terminal de BRCA2
(Crackower et al., 1996; Marston et al., 1999). El dominio DBD consta de 5 subdominios, y
DSS1 interacciona con numerosos residuos conservados de tres de ellos: el subdominio
helicoidal, el OB1 y OB2 (Yang et al., 2002). Los mutantes para DSS1 muestran sensibilidad
extrema a radiacion UV e ionizante, y deficiencias en recombinacion mitética y meiotica.
DSSI1 es necesaria para la formacion de focos de RADSI1 y la estabilizacion de BRCA2
(Gudmundsdottir et al., 2004; Li et al., 2006).

B) BRCA2 Y LA RUTA DE LA ANEMIA DE FANCONI (FA)

La anemia de Fanconi (FA) es un desorden genético autondémico recesivo ligado al
cromosoma X. La enfermedad se caracteriza por malformaciones congénitas, deterioro
progresivo de la médula 6sea y mayor susceptibilidad al cancer. Las células de los pacientes
con FA muestran inestabilidad cromosdmica y mayor sensibilidad a los mutdgenos (Joenje et
al., 2001).

La FA es una enfermedad genéticamente heterogénea, ya que se han descrito 13
grupos de complementacion. Los més frecuentes son el A (60% de los pacientes), B (15%) y
C (10%). Las 13 proteinas de FA pueden dividirse funcionalmente en tres grupos: El primero
consta de 10 proteinas, que conforman el complejo central y se activan en respuesta al dafio
en el DNA. Este complejo central interacciona con el DNA para anclarse a los sitios del dafio
y proceder a la reparacion. En el segundo grupo estan FANCD2 y FANCI, que interaccionan
la una con la otra formando el complejo “ID”. Estas dos proteinas son monoubiquitinadas por
el complejo central (Ciccia et al., 2007; Ling et al., 2007) y reclutadas hacia la cromatina
formando focos nucleares (Timmers et al., 2001; Smogorzewska et al., 2007). La formacion
de estos focos depende del complejo central, BRCA1, ATR y la histona yYH2AX (Garcia-
Higuera et al., 2001; Bogliolo et al., 2007). FANCD2 también participa en la ruta de
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reparacion de DSBs via ATM (Niedzwiedz et al., 2004; Taniguchi et al., 2002). El tercer
grupo lo forman BRCA2 (FANCDI1), FANCN (PALB2) y FANCJ (BRIP1 o BACH1). El
complejo BRCA2 (FANCDI1)-FANCN (PALB2) se asocia a RADS51 y participa en la
recombinacion homologa (Howlett et al., 2002; Xia et al., 2006). FANCJ podria promover el

salto del error por translesion (Peng et al., 2007).
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Figura 11: Esquema de la ruta de la anemia de Fanconi, proteinas que
participan en la misma y respuestas que provocan (modificado de Wang et
al., 2007)

Por otro lado, las proteinas FA interaccionan con otros miembros de la reparacion que
activan la red FA/BRCA facilitando la fosforilacion, estabilizando las horquillas de
replicacion o reclutando otros factores a las zonas del dano (Pichierri et al., 2004; Taniguchi

et al., 2002; Thompson et al., 2005).

Quedan pendientes muchos interrogantes sobre la ruta FA-BRCA, pero no es sino una
aproximacion diferente a los mecanismos de reparacion en los que interviene BRCA2 (Wang

et al., 2007).
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4.2.3.- BRCA2 Y REGULACION DEL CICLO CELULAR

BRCA2 media en el punto de control G2/M del ciclo celular a través de su interaccion
con diversos factores como la proteina de uniéon a DNA BRAF35 (“BRCA2-associated factor
35”). Se une a ella a través de los dominios BRCs 6, 7 y 8. BRAF35 y BRCA2 colocalizan en
cromosomas mitoticos y cuando se bloquea cualquiera de las dos se impide la entrada en
mitosis (Marmorstein et al., 2001). BRCA2 también interacciona con el factor BUBR1, que
es importante para la union correcta de los cromosomas al huso acromético (Futamura et al.,
2000). En células deficientes en BRCA2, la inactivacion de BUBR1 o BUBI provoca la
invalidacion del punto de control de mitosis e induce la transformacion neoplésica en dichas
células (Lee et al., 1999).

BRCAZ2 es hiperfosforilada en su region amino terminal especificamente en la fase M
del ciclo y se desfosforila cuando acaba la mitosis y la célula entra en interfase. La quinasa
mitdtica Plk1 interacciona y fosforila a BRCA2 “in vivo”. Esta fosforilacion se correlaciona
con la disociacion de BRCA2 y P/CAF, y podria servir para evitar la entrada prematura de la
célula en mitosis y asegurar la correcta segregacion de los cromosomas. No obstante, la
funcién precisa del complejo BRCA2-P/CAF en mitosis ain no se ha descubierto (Lin et al.,

2003; Lee et al., 2004).

La importancia de BRCA2 en el punto de control de la mitosis se confirmé al
comprobar que su ausencia se relaciona con amplificacion de centrosomas y formacion de
micronucleos, ambas estructuras anormales que contienen DNA (Tutt et al., 1999). Estas
anormalidades podrian ser la causa de la aneuploidia e inestabilidad cromosdmica vistas en

células deficientes en BRCA?2.

5.- OTROS GENES DE PREDISPOSICION AL CANCER DE MAMA

A pesar de que las mutaciones en BRCAs son la causa principal del cancer de mama y
ovario hereditario, no explican el 100% de las familias con alto riesgo de cancer de mama,
por lo que las agregaciones familiares sin mutacion en BRCA1/2 podrian deberse a
mutaciones en otros genes. Esto podria suceder a través del efecto combinado de varios genes

de baja penetrancia o a un alelo recesivo o dominante de otros genes de alta penetrancia que

34



Introduccion

confieren un alto riesgo. Los genes de alto riesgo son la causa principal de las agregaciones

familiares de cancer de mama y a menudo aumentan el riesgo de otros tipos de cancer.

5.1.- GENES DE ALTA PENETRANCIA

5.1.1.- p53

El gen p53 es un conocido supresor de tumores que codifica una proteina implicada
en la regulacion de proliferacion, ciclo celular, apoptosis y reparacion de DNA (Pluquet et
al., 2001; Malkin et al., 1990).

El sindrome Li-Fraumeni se caracteriza por multiples tumores primarios en nifios y
adultos jovenes, con predominancia de cancer de mama entre otros. Las mutaciones que
inactivan p53 aparecen en el 70% de las familias que cumplen los criterios de inclusion en el
sindrome Li-Fraumeni. La susceptibilidad al cancer en estas familias sigue un patrén de
herencia autosomico dominante, y aquellas con mutacion germinal en p53 tienen una
probabilidad de desarrollar un cancer invasivo del 50% a los 30 afios. Se estima que mas del
90% de los portadores de mutacion en p53 desarrollardn un céancer hacia los 70 afios
(Frebourg et al., 1995; Birch et al., 1994; Varley et al., 1997; Strong et al., 1992). Se calcula
que el cancer de mama en los pacientes de Li-Fraumeni tiene una penetrancia estimada para
los portadores del 28-56% hacia los 45 afios (Chompret et al., 2000; Garber et al., 1991).

No suelen encontrarse mutaciones germinales en p53 en familias seleccionadas
solamente con cancer de mama y/o ovario, y muy raramente en los casos en mujeres jovenes

con cancer de mama (<0,5%) (De Jong et al., 2002; Borresen et al., 1992).

5.1.2.- PTEN

El sindrome de Cowden es un desorden autosémico dominante poco frecuente, que se
caracteriza por un alto riesgo de cancer de piel, mama, utero y tiroides entre otros. Esta
enfermedad tiene una frecuencia de 1:300.000 (Mallory 1995).

PTEN es un gen supresor de tumores que aparece mutado en el 80% de las familias

con sindrome de Cowden (Nelen et al., 1996; Liaw et al., 1997). Las mujeres portadoras de
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mutacién en PTEN tienen un riesgo del 25-50% de céncer de mama a lo largo de la vida
(Schweitzer et al., 1999).

No se han encontrado sin embargo mutaciones en PTEN en familias de cancer de
mama hereditario sin el resto de caracteristicas de sindrome de Cowden (Chen et al., 1998;

Carroll et al., 1999).

5.1.3.- LKB1/STK11

Las mutaciones en el gen LKB1/STKI11 dan lugar al sindrome de Peutz-Jegher
(Westerman et al., 1999). La prevalencia de este sindrome no estd muy clara, oscilando desde
1:8.900 a 1:280.000 segun los autores. Es un desorden autosomico dominante caracterizado
por polipos en el tracto intestinal y manchas de pigmentacion en labios, mucosa bucal y
dedos. Los pacientes también presentan un alto riesgo de tumores gastrointestinales, cancer
de mama, pancreas, ovario, utero, pulmoén y testiculos (Giardello et al., 1987; Spigelman et
al., 1989; Boardman et al., 1998).

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con Peutz-Jegher varian entre familias y
dentro de ellas; en conjunto la probabilidad de desarrollar un cancer a la edad de 65 afios se

estima entre el 29 y 54% (Lim et al., 2003; Giardello et al., 2000).

5.1.4.- CDH1/E-cadherina

La E-cadherina (CDHI1) es una proteina implicada en la adhesion célula-célula y
juega un papel fundamental en el mantenimiento de la diferenciacion celular y la arquitectura
normal de los epitelios.

Las mutaciones germinales truncantes en el gen CDHI se asocian con el sindrome de
cancer gastrico difuso hereditario (HDGC). El patron de herencia es autosdémico dominante
con penetrancia incompleta. El gen CDHI es un supresor de tumores, y las mutaciones
germinales en un alelo suelen ir acompafiadas de pérdida de heterocigosidad del alelo restante
en el tumor (Berx et al., 2001).

En las familias con HDGC, las mujeres portadoras de mutaciéon en CDHI1 tiene un

riesgo acumulado del 83% de desarrollar un cancer gastrico difuso a la edad de 80 afios.
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Asimismo, el riesgo de cancer de mama en estas mujeres se estima en el 20-40% a lo largo de
la vida (Pharoah et al., 2001; Chan et al., 2001; Graziano et al., 2003).

La mayoria de tumores de mama que aparecen en las familias con HDGC son del tipo
lobular, por lo que se recomienda la busqueda de mutaciones en CDHI1 o bien cuando existe
un individuo con céncer géstrico difuso y menos de 35 afos, o bien para familias con
multiples casos de cancer de mama lobular, con historia familiar de cancer gastrico u otras
neoplasias gastrointestinales (Suriano et al., 2005; Keller et al., 1999). Sin embargo, en otros
estudios no se han detectado mutaciones germinales en CDH1 en familias de cancer de mama

hereditario (Jonsson et al., 2002; Salahsor et al., 2001).

5.2.- GENES DE BAJA PENETRANCIA

5.2.1- ATM

La proteina ATM tiene un papel importante en detectar y sefalizar las roturas de
doble cadena del DNA (DSBs). Su actividad quinasa tiene multiples dianas: p53, BRCAL, y
CHEK?2 entre otros.

Los portadores de mutaciones homocigotas o heterocigotas dobles en ATM padecen
un desorden recesivo llamado ataxia-telangiectasia (AT), cuya incidencia se estima entre
1:40.000 a 1:100.000. Esta enfermedad se caracteriza entre otros sintomas por inestabilidad
cromosOmica, mayor sensibilidad a radiacion ionizante y mayor susceptibilidad a cancer, en
especial leucemias y linfomas (Hall et al., 2005; Pippard et al., 1988; Thompson et al., 2005;
Renwick et al., 2006).

Hasta la fecha hay mucha controversia sobre el papel exacto de las mutaciones
germinales en ATM vy el riesgo de cancer de mama. Los diversos estudios realizados no han
podido demostrar fehacientemente un aumento del riesgo de cancer de mama en los
portadores de mutacion en ATM (Vorechovsky et al., 1996; Fitzgerald et al., 1997;
Thompson et al., 2005; Tamimi et al., 2004).
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5.2.2.- TGFB1

La proteina TGF@1 en la mayoria de tipos celulares normales actiia inhibiendo la
proliferacion y migracion y promoviendo apoptosis (Rosfjord et al., 1999; Janda et al., 2002).
Sin embargo, cuando la ruta est4 alterada, TGF@1 puede inducir malignizacidn, invasion y
angiogénesis (Lehman et al., 2000; Derynck et al., 2001).

Se han descrito varias mutaciones somadticas que interrumpen la ruta de TGFf en
tumores de mama (Lucke et al., 2001; Chen et al., 1998; Xie et al., 2002). Por ello, se plante6
que las variantes que afectan a la funcion de los genes de esta ruta estuvieran implicadas en
cancer de mama. Un amplio estudio caso-control mostr6 que las variantes C509T y LeulOPro
del gen TGFB se asocian de forma recesiva con un aumento de la incidencia de cancer de

mama invasivo (Dunning et al., 2003).

5.2.3.- CASP8

CASPS pertenece a la familia de las caspasas, que son mediadores importantes del
proceso apoptotico. Se ha visto que una variante homocigética de cambio de aminoéacido
(R248W) en el gen CASPS da lugar al sindrome autoinmune linfoproliferativo tipo IIB (Chun
et al., 2002).

Por su implicaciéon en la iniciacion de la apoptosis se hipotetizd que CASPS8 y
CASPI10 podrian actuar como genes de baja penetrancia de susceptibilidad al cancer de
mama. Sin embargo, el estudio de MacPherson et al. mostrd6 que la variante D302H de
CASPS se asociaba con un menor riesgo de cancer de mama de una forma dosis-dependiente
(MacPherson et al., 2004). El estudio de Frank et al. mostr6 que la variante V410l también se
asociaba de forma estadisticamente significativa con un menor riesgo de cancer de mama
familiar (p=0.0076). En los individuos portadores los dos alelos protectores de CASP10
(I1410) y CASP8 (H302) el riesgo de cancer de mama se reducia aun mas (Frank et al., 2006).

5.2.4.- CHEK2

CHEK2 es una quinasa del punto de control G2 que juega un papel importante en la

reparacion de DNA. Su implicaciéon en predisposicion al cancer de mama se sugirid al
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encontrarse la mutacion truncante 1100delC, que elimina la actividad quinasa, en un
individuo con Li-Fraumeni y sin mutaciones en p53.

La frecuencia de la mutacion 1100delC en pacientes de cancer de mama es de 1,5 a 3
veces mas alta que en controles (1% aproximadamente). Para los casos de cancer de mama
familiares sin mutaciéon en BRCA1 y BRCA2 la frecuencia ascendia al 4,9-11,4% (Meijers-
Heijboer et al., 2002; Vahteristo et al., 2002; Oldenburg et al., 2003). Los analisis de
segregacion estimaron que 1100delC aumentaba por dos el riesgo en los individuos no
portadores de mutacion en BRCA1/2 (Meijers-Heijboer et al., 2003; The CHEK?2 breast
cancer case-control consortium, 2004). También se ha visto que los pacientes portadores de
1100delC desarrollan cancer de mama antes que los no portadores, y tienen un riesgo 8 veces
mayor de cancer contralateral comparado con los controles (Oldenburg et al., 2003; de Bock
et al., 2004; Johnson et al., 2005).

Estos resultados sugieren que 1100delC no es una mutacion de alta penetrancia, mas
bien una variante relativamente comun que confiere un riesgo moderado y puede contribuir a
las agregaciones familiares de cdncer de mama. Otras variantes de CHEK?2 también se han
estudiado y podrian aumentar ligeramente el riesgo: 1157T podria estar asociada con cancer
de mama, pero el riesgo seria probablemente menor que para 1100delC (Bogdanova et al.,

2005; Kilpivaara et al., 2004).

5.3.- EXISTE BRCAXx?

Es improbable que si aparecen otros genes tipo BRCA3.,4...etc. sean capaces de
explicar todas las familias en las que no aparece mutacion de BRCA1/2, ya que las
frecuencias alélicas de sus mutaciones serian muy bajas. Varios alelos comunes combinados
con efectos moderados si podrian explicarlo. En los ultimos afios ha surgido la hipotesis de
que el conjunto de varios genes modificadores del riesgo pudieran sumar sus efectos y
conferir un genotipo de alto riesgo. Es lo que se conoce como “modelo poligénico”. Segin
este modelo poligénico, la mayor parte de la predisposicion heredada al cancer de mama
podria ser debida a muchos genes de riesgo bajo o moderado en combinacién con otros
factores ambientales y del estilo de vida (Lichtenstein et al., 2000; Antoniou et al., 2003). Las

variantes de estos genes son comunes en la poblacion general y, por tanto, el riesgo atribuible
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a estos genes podria ser mucho mayor que la proporcion de la que dan cuenta BRCA1/2 . Se
estima que si pudiéramos caracterizar todos los factores de riesgo relevantes en todas las
mujeres de una poblacion dada, el 50% de los canceres de mama surgirian en el 12% de las
mujeres con el perfil de riesgo mas alto (Pharoah et al., 2002; Balmain et al., 2003).
Actualmente, la identificacion de tales genes de baja susceptibilidad es uno de los
objetivos de muchos grupos de investigacion. Muchos de los genes de baja penetrancia

indicados anteriormente son candidatos a este modelo de herencia.

6.- ESPECTRO MUTACIONAL DE BRCA1 Y BRCA2

A pesar de la existencia de otros genes de predisposicion, las mutaciones en los genes
BRCA1 y BRCA2 son la causa del 40-80% de todos los cénceres de mama y ovario
hereditarios. (Claus et al. 1991, Easton et al. 1995 Schubert et al. 1997, Antoniou et al., 2003;
Stratton et al., 2008). Los portadores de mutaciones en alguno de estos genes tienen un riesgo
alto de desarrollar cancer de mama y/o ovario a lo largo de su vida. La deteccion de estas
mutaciones permite la localizacién de individuos asintomaticos portadores que tienen un
riesgo alto de desarrollar un cancer a lo largo de su vida. Se ha demostrado que la penetrancia
de las mutaciones patogénicas de estos genes en Espafia es menor que en el resto de Europa,
el riesgo de cancer de mama hacia los 70 anos para los portadores de mutacion en BRCA1 es
del 52% (C.1.:26-69%) y para BRCA2 es del 47% (C.1.:29-60%). Para el cancer de ovario el
riesgo es del 22% (C.1.:0-40%) y 18% (C.1.:0-35%) respectivamente (Milne et al., 2008).
Estas tasas de penetrancia son mucho menores que en otros estudios (Ford et al., 1998;
Hopper et al., 1999; King et al., 2003; Marroni et al., 2004) y constituyen una de las razones

por las que en Espaia la incidencia de cdncer de mama es menor que en otros paises.

La base de datos sobre mutaciones en BRCA1 y BRCA2 mas extensa, completa y
utilizada como referente a nivel mundial es el “Breast Cancer Information Core” o “BIC”
(http://research.nhgri.nih.gov/bic/). En ella se recogen todas las variantes de ambos genes,
tanto las causantes de enfermedad como los cambios neutrales y aquellos de significado
desconocido (Szabo et al., 2000). En total hay registradas en el BIC, a julio de 2008, 1643
mutaciones de BRCA1 y 1856 de BRCA2.
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Las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 se distribuyen uniformemente a lo
largo de todos los exones de ambos genes. La mayor concentraciéon de mutaciones se da en

los exones 11 de ambos debido principalmente a su gran tamao.

6.1.- TIPOS DE MUTACIONES SEGUN SU EFECTO FISIOPATOLOGICO

Las técnicas empleadas para el rastreo de mutaciones en BRCA1 y BRCA2 son
inespecificas, ya que detectan cualquier cambio en la secuencia. Para saber si ese cambio
tiene efecto patogénico, tras su deteccion por técnicas generales de rastreo se procede
generalmente a la secuenciacion e interpretacion del resultado obtenido. Segin su efecto
sobre la proteina y su funcion podemos dividir las mutaciones de BRCA1/2 en tres grupos:

patogénicas, neutrales o polimorfismos, y variantes de significado desconocido.

6.1.1.- MUTACIONES PATOGENICAS

Estas mutaciones son aquellas que se pueden considerar como causa principal de la
alta susceptibilidad al cancer de mama. La mayoria son alteraciones que dan lugar a una
parada prematura en la traduccién, lo que genera una proteina mds corta (o truncada) y no

funcional. Dentro de este tipo de mutaciones encontramos:

- MUTACIONES DE CAMBIO EN EL. MARCO DE LECTURA (“Frameshift”):
Se trata generalmente de pequenas inserciones o pérdidas de nucledtidos que
provocan un desplazamiento del marco de lectura. Al agruparse los tripletes de una
forma distinta suele aparecer un codén de parada prematuro que da lugar a la
terminacion anticipada de la traduccion y con ello a una proteina truncada. Esta
proteina carece de algunos de los dominios funcionales importantes y su efecto se

presupone patoldgico.

- MUTACIONES SIN SENTIDO (“Nonsense”): Se produce un cambio de uno o mas
nucleotidos que en lugar de codificar para el aminoacido correcto codifican para un

codon de parada prematuro y esto da lugar a una proteina truncada.
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MUTACIONES QUE AFECTAN A LA MADURACION DEL mRNA (o
mutaciones de “splicing”): Son cambios, inserciones o pérdidas de nucleotidos que a
menudo conllevan pérdida o amplificacion de algiin exén y por tanto dan lugar a un
transcrito y una proteina andmalos y de efecto patogénico. Este tipo de mutaciones
suelen afectar a los sitios cripticos de procesamiento situados en las zonas de union
intron-exon-introén: existen secuencias nucleotidicas concretas que marcan doénde
estan las fronteras intron-exon y exon-introén a la maquinaria de maduracion de forma
que los intrones son eliminados correctamente. Ademas de las secuencias en las
fronteras exon-intron existe una zona rica en pirimidinas hacia el centro del intrén
también importante para el proceso. Los cambios en estas tres secuencias consenso
pueden afectar al mecanismo de maduracion produciendo un transcrito distinto del
esperado. Ademas, una mutacidon exodnica puede crear un nuevo sitio criptico mas
fuerte que el sitio clasico produciendo una maduracién alternativa. Por otro lado,
existen secuencias del interior de los exones e intrones que actuan estimulando o
reprimiendo la maduracion y cambios en las mismas pueden también afectar al
“splicing”. En los genes BRCA se han descrito casos de mutaciones exonicas que

afectan por esta via a la maduracion (Liu et al.,, 2001; Fackenthal et al., 2002).

MUTACIONES PATOGENICAS DE CAMBIO DE AMINOACIDO
(“missense”): Son aquellas que con un simple cambio de aminoécido tienen un efecto
patogénico. Su caracterizacion requiere ensayos que determinen que la funcionalidad
o estructura de la proteina se ve gravemente afectada por la mutacion, asi como
estudios poblacionales y de segregacion. Este tipo de ensayos son costosos y largos,
por lo que no hay muchas mutaciones “missense” claramente clasificadas como

patogénicas.

GRANDES REORDENAMIENTOS: Se trata de la pérdida o amplificacion de
partes grandes de un gen, o incluso de la totalidad del mismo. En los genes BRCA se
han descrito algunas de estas reestructuraciones. Los reordenamientos mas comunes
son aquellos en los cuales desaparecen exones enteros o fragmentos de los mismos, y
las que amplifican el gen entero. En caso de que desaparezca un exon completo suele

cambiar el marco de lectura y se genera una proteina truncada. En el caso de las
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amplificaciones de exones aunque la proteina mantenga su longitud la fase de lectura
suele cambiar y aparece una proteina completamente distinta de la germinal. En
cualquier caso son proteinas que han perdido su funcionalidad. En la base de datos

“Human gene mutation database” 0 “HGMD”

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) , se recogen 48 grandes pérdidas en BRCA1
y 10 en BRCA2 (algunas de exones enteros) y 10 grandes inserciones en BRCA1 y 4
en BRCA2 (HGMD, octubre 2008).

En algunas poblaciones, un numero reducido de variantes patogénicas explica un alto
porcentaje de las familias con mutacion en los genes BRCA. Cuando estas mutaciones
recurrentes proceden de un ancestro comun y se concentran en grupos poblacionales con
caracteristicas étnicas comunes o con relacion historico-socioldgica hablamos de “mutaciones
fundadoras”. Poblaciones caracteristicas con mutaciones fundadoras son la islandesa y los
judios ashkenazi. En Espafia se han descrito dos mutaciones fundadoras: ¢.330A>G (p.C64X)
en BRCAI1 originaria de Galicia, y ¢.9254 9258delATCAT en BRCA2 originaria de
Cataluna. La frecuencia de ambas mutaciones sin embargo no es muy alta y da cuenta de un

bajo porcentaje de las familias con mutacion (Campos et al., 2003).

6.1.2.- MUTACIONES NEUTRALES O POLIMORFISMOS

Las variantes presentes en la poblacién general con una frecuencia mayor del 1%, asi
como aquellas que en estudios familiares no cosegregan con la enfermedad o se cree que no
son la causa fundamental de la aparicion del cancer se definen como variantes neutrales,
benignas o polimorfismos. Dentro de este grupo se incluyen tradicionalmente los cambios de
nucleoétido que no dan lugar a cambio de aminoacido (“mutaciones silenciosas’), mutaciones
que aparecen en los intrones, en las zonas 3’ y 5’ no transcritas (zonas UTRs), y alguna
mutacién de cambio de aminodcido que no repercute en la funcionalidad ni estructura de la

proteina.
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6.1.3.- MUTACIONES DE SIGNIFICADO DESCONOCIDO (“unclassified variants o
UVs”)

Las mutaciones UV son aquellas variantes donde el efecto del cambio de la secuencia
sobre la funcion de la proteina se desconoce. Esta variantes en las regiones codificantes de
BRCA1 y BRCA2 pueden estar asociadas 0 no con un mayor riesgo de cancer de mama y/o
ovario.

Este tipo de mutaciones suelen ser puntuales, de cambio de nucleotido que dan lugar
al cambio de un aminoacido de la proteina. En este grupo también encontramos pérdidas e
inserciones que no cambian el marco de lectura y mutaciones en los intrones.

El significado funcional de la mayoria de los miles de mutaciones puntuales
identificadas hasta la fecha en BRCA1/2 esta por determinar. La mayoria de las mutaciones
UV son polimorfismos benignos, pero demostrar el significado funcional y clinico de una
mutacion en particular con certeza es muy dificil. Las consecuencias funcionales de estas
variantes se ignoran, lo cual impide en muchas ocasiones obtener un resultado informativo en
el test genético.

Las mutaciones UV son un problema comun en el diagnostico genético en general,
pero son especialmente problematicas en BRCA1/2 dado el gran tamafio de estos genes.
Entre un 10 y un 15% de los individuos en que se realiza el test genético tendran una
mutacion UV en caso de caucasianos, y son ain mds frecuentes en las poblaciones de
afroamericanos (hasta un 46%) e hispanos (22%) (Frank et al., 2002; Nanda et al., 2005;
Weitzel et al., 2005).

Afortunadamente, existen ciertos factores que nos aproximan al significado clinico de
una mutacién UV. La conjuncion de estos factores puede ser de ayuda a la hora de aconsejar
a los individuos portadores de estas variantes (Wu et al., 2005; Chenevix-Trench et al., 2006;
Karchin et al., 2007).

Entre los factores a estudiar encontramos:

- Determinar si la variante segrega con la enfermedad (con el cancer de mama y/o
ovario) en la familia en estudio y en otras familias portadoras de la misma mutacion.

Esto requiere la disponibilidad y el consentimiento de varios miembros de la familia

para hacerse el test genético, lo cual no siempre es posible. En caso de no poder

estudiar a los miembros de la familia hay aproximaciones estadisticas que pueden dar
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una idea sobre la segregacion (Thompson et al., 2003; Lovelock et al., 2006;
Chenevix-Trench et al., 2006).

Examinar el fenotipo de la familia y de los tumores. Cuando se encuentran casos en
edades tempranas en la familia, bilaterales y afectando mama y ovario en el mismo
individuo, apunta a que puedan tener una mutacion en BRCA1 (Armes et al., 1998;
Johansson et al., 1997; Lakhani et al., 1998). Los tumores con mutaciones en BRCAI
suelen ser de tipo medular, con infiltracion linfocitica y “triple negativos” (negativos
para receptor de estrogenos, de progesterona y ERBB2). Asimismo, los tumores con
mutacion en BRCA2 suelen aparecer en familias con varones afectos, y suelen ser de
tipo ductal invasivo, alto grado, recuento mitdtico alto, y receptor de estrogenos
positivo (Marcus et al., 1997; Bane et al., 2007).

Examinar la frecuencia de la variante en poblacion control sana: si la proporcion en
controles es igual o superior a la de pacientes, la variante probablemente sea un
polimorfismo.

Segun diversos estudios, heredar dos copias funcionalmente inactivas de BRCA1/2 da
lugar a letalidad embrionaria, por lo que es incompatible con la vida. Por ello, cuando
una mutacién UV aparece en un alelo de BRCA y una mutacioén patogénica en el otro
(en “trans”), la variante UV probablemente sea un polimorfismo neutral. Asimismo,
dos mutaciones patogénicas en el mismo alelo (en “cis”) son muy poco frecuentes.

La conservacion evolutiva entre distintas especies también puede ayudar a dilucidar la
cuestion: Los cambios en regiones y residuos altamente conservados entre especies
diversas tienen mayor probabilidad de ser patogénicos. De igual forma, cuando el
alelo menos frecuente aparece en otras especies probablemente se trate de un
polimorfismo.

Tipo de cambio de aminodcido: si las propiedades quimicas de uno y otro son muy
diferentes podria afectar a la estructura de la proteina o a su funcion si reside en el
sitio activo de la misma.

La pérdida de heterocigosidad en tumores de los portadores de una UV, con pérdida
del alelo germinal y reteniendo el de la variante, también es un dato a favor de la
patogenicidad de la mutacion.

El paso final consiste en realizar ensayos funcionales de pérdida de funcion de la

proteina, en el caso de BRCA1/2, comprobar que retienen la capacidad de mantener la
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estabilidad genomica, de modular la reparacion de DNA, de controlar el ciclo
celular...etc. Estos ensayos son largos y costosos, y aunque den resultados positivos,
podrian no reflejar las complicadas funciones de las proteinas “in vivo” y son dificiles
de reproducir. Por todo ello, la evidencia funcional no suele estar disponible a la hora
de clasificar una mutacién UV.

- Recientemente se han desarrollado una serie de aproximaciones matematicas para
determinar el impacto de una mutacién UV sobre la estructura y funcionalidad de la
proteina. Hay diversos algoritmos de prediccion disponibles en la red: POLYPHEN,
SIFT, PMUT, SNPS3D...etc. Estos programas se basan en la conservacion evolutiva
y el tipo de cambio de aminoacido segun sus propiedades quimicas. También existen
algoritmos que predicen si la mutacion podria afectar a la maduracion del RNA
mensajero (ESEfinder...etc.).

Estas aproximaciones dan una idea general, pero nunca pueden sustituir a los ensayos

funcionales, epidemiologicos y de segregacion.

En resumen, la caracterizacién de una mutacion UV es complicada, ya que en muchos
casos la variante aparece en una unica familia y los andlisis anteriormente descritos no se
pueden llevar a cabo. En la practica clinica, las familias con pocos miembros y los individuos
afectos que han fallecido limitan la posibilidad de analizar la cosegregacion, y los ensayos de
pérdida de heterocigosidad y estudios funcionales no suelen estar disponibles. En este estado
de cosas, los modelos que consideran la conservacion evolutiva, la frecuencia en controles, la

aparicion junto a una mutacion patogénica...etc., son mas facilmente aplicables.

A pesar de las dificultades, la clasificacion de estas variantes UV tiene un gran

significado clinico para las familias portadoras de las mismas.

7.- IMPORTANCIA DEL DIAGNOSTICO GENETICO

El rastreo de mutaciones en los genes de alta susceptibilidad al cancer tiene como
objetivo la identificacion de individuos con alto riesgo de desarrollar la enfermedad, para
poder aplicar unos protocolos clinicos especificos. Se justifican los tests genéticos en

aquellos casos donde la probabilidad de encontrar una mutacion en el individuo es superior al
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10% y cuando los resultados de la prueba puedan influir sobre el manejo clinico del paciente
o de su familia.

Los individuos con alta probabilidad de ser portadores de mutacion en BRCA1 y/o
BRCA2 detectados por los criterios de seleccion deben ser informados en una unidad de
consejo genético sobre la prueba, sus implicaciones, los posibles resultados y las
consecuencias. Posteriormente, deben tomar la decision sobre la realizacion o no del test
genético de forma personal y autonoma. Cuando el paciente opta por la realizacion de la
prueba genética debe conocer las posibilidades del resultado.

- RESULTADO POSITIVO: Implica la identificacién de una mutacion patogénica
germinal en BRCA1/2. Los individuos con este resultado seran informados sobre las medidas
clinicas a las que pueden optar. Ademas, los familiares pueden ser informados y alentados a
realizarse la prueba genética que confirme o descarte la mutacion en su DNA ya que los hijos
y hermanos tienen un 50% de posibilidades de ser portadores del gen mutado. Cuando el test
genético se realiza en los familiares de los probandos portadores de mutacion, los resultados
pueden dar un “verdadero positivo”, en caso de que el individuo sea portador de la misma
mutacién patogénica, o “verdadero negativo”, cuando el individuo no ha heredado la

mutacion y, por tanto, presenta el mismo riesgo de cancer que la poblacioén general.

- RESULTADO NEGATIVO: Cuando no se detecta ninguna mutacion patogénica
en los genes estudiados. Esto no da una respuesta definitiva sobre si el cancer es o no
hereditario. En familias de alto riesgo otros miembros de la familia podrian tener un mayor
riesgo que el de la poblacion general, por lo que se estableceran unas pautas de seguimiento.
En este caso no se puede ofrecer el diagnostico a otros familiares. Se asume que el riesgo que
presentan es el mismo que el de la poblacion general, pero podrian estar afectados otros

genes diferentes a los estudiados.

- RESULTADO NO INFORMATIVO: En este caso no aparecen mutaciones
patogénicas en el individuo, pero se encuentran variantes de significado desconocido (UVs).
Este tipo de mutaciones no se sabe en qué medida afectan a la expresion y/o funcionalidad de
la proteina, por lo que el resultado del analisis no es concluyente. De ahi la importancia de
caracterizar estas variantes para proporcionar un consejo genético mas preciso y veraz a los

pacientes.
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Cuando un paciente recibe un resultado positivo del andlisis genético, existen
diferentes opciones clinicas que se pueden seguir: vigilancia periddica, protocolos de
quimioprevencion y cirugia profilactica. Es necesario discutir con el paciente todas las
alternativas existentes, con sus beneficios e inconvenientes para que tome una decision sobre

el protocolo a seguir.
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Hipotesis de trabajo y objetivos

El cancer de mama es el cancer mas frecuente en la poblacion femenina. En Espaiia,
la incidencia de céncer de mama es una de las mas bajas de Europa, oscila segin
comunidades entre 40 y 75 casos nuevos por cada 100.000 mujeres (Pollan et al., 2007). En
Castilla y Ledn la tasa de incidencia estimada es de 60 casos por cada 100.000 mujeres y
representa la segunda causa de mortalidad en nuestra comunidad, con una tasa de 32,8
fallecimientos por cada 100.000 mujeres, segin los datos disponibles en el registro de
Tumores de Mama y Cervix de la comunidad (“Avances en cancer de mama”, 2005). La
Estrategia regional contra el cancer en Castilla y Le6n propone, en una de sus lineas
estratégicas, el desarrollo de unidades de consejo genético en cancer y la derivacion a éstas
de los casos que retnan los criterios establecidos en el Programa de Consejo genético en
Céncer Hereditario.

Las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 son la causa del 40-80% de todos los
canceres de mama y ovario hereditarios. (Claus et al. 1991, Easton et al. 1995 Schubert et al.
1997, Antoniou et al., 2003; Stratton et al., 2008). Los portadores de mutaciones en alguno de
estos genes tienen un riesgo alto de desarrollar cancer de mama y/o ovario a lo largo de su
vida (Milne et al., 2008). El diagndstico definitivo de cancer de mama y ovario hereditario, se
establece cuando se detectan mutaciones patogénicas en alguno de estos dos genes.

En base a los datos referidos, y dentro del marco del Programa de Consejo genético
en Cancer Hereditario, nos propusimos la bisqueda de mutaciones en los genes BRCA1 y
BRCAZ2, en aquellos pacientes y familias de alto riesgo referidas a la unidad de consejo
genético del Hospital Universitario de Salamanca durante los afios 2003 a 2007. Tras el
analisis genético catalogamos las mutaciones encontradas para poder proporcionar
informacion adecuada a las familias que tuvieran una predisposicion hereditaria a padecer
estos tipos de cancer, ofreciéndoles la posibilidad de conocer si son o no portadoras de la
alteracion genética determinante de esa mayor predisposicion y valorando las mejores
opciones preventivas en cada caso.

Las mutaciones UV son aquellas variantes donde el efecto del cambio de la secuencia
sobre la funcion de la proteina se desconoce. Esta variantes en las regiones codificantes de
BRCA1 y BRCA2 pueden estar asociadas o no con un mayor riesgo de cancer de mama y/o
ovario. Entre un 10 y un 15% de los individuos en que se realiza el test genético tendran una
mutacion UV en caso de caucasianos (Frank et al., 2002; Nanda et al., 2005; Weitzel et al.,

2005), y, dado que las consecuencias funcionales de estas variantes se ignoran, en muchas
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ocasiones no es posible obtener un resultado informativo en el test genético. Por ello, la
segunda parte de nuestro estudio consistié en intentar clasificar algunas variantes de este tipo

localizadas en el gen BRCA2 sirviéndonos de diversos parametros analizados.

Por lo tanto, los objetivos de nuestro trabajo fueron los siguientes:

1.- Rastreo mutacional de BRCA1 y BRCA2 en pacientes de Castilla y Ledn que
cumplan los criterios de seleccion para familias con cdncer de mama y/o ovario hereditarios,
referidas a la unidad de consejo genético del Hospital Universitario de Salamanca durante los
afios 2003 a 2007.

2.- Clasificacion de las mutaciones encontradas en BRCA1 y BRCA2 de acuerdo a su
tipo e implicaciones fisiopatologicas segun el efecto que provocan.

3.- Estudio pormenorizado de algunas variantes de significado desconocido de

BRCAZ2 y clasificacion de las mismas.
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Material y métodos

1.- PACIENTES EN ESTUDIO

Desde diciembre de 2003 hasta diciembre de 2007, se recogieron muestras de sangre
periférica a los probandos pertenecientes a 343 familias con alto riesgo de padecer cancer de
mama y/o ovario hereditario.

La seleccion de las familias de alto riesgo se realizo segun los datos de su historia
personal y familiar de cancer en la consulta de consejo genético del servicio de oncologia del
Hospital Universitario de Salamanca. Los requisitos minimos que debe reunir un individuo
para poder hacerse el estudio de los genes BRCA1 y BRCA2 se resumen en los criterios de
seleccion para el programa de consejo genético en el sindrome de cancer de mama y ovario

hereditario. Estos criterios se exponen a continuacion:

a) CASO UNICO DE CANCER DE MAMA:

- Existencia de un cancer de mama bilateral, dos primarios ipsilaterales,
0 mama y ovario en la misma persona.

- Existencia de un tnico caso de cancer de mama u ovario antes de los
40 afios.

- Existencia de cancer de mama en un varon.

a) DOS CASOS DE CANCER DE MAMA Y/U OVARIO:

- Existencia de dos casos de cancer de mama en familiares de primer
grado, uno de ellos diagnosticado antes de los 50 afios.

- Existencia de un caso de cancer de mama diagnosticado antes de los 50
afios y de ovario en la misma familia (en familiares de primer o segundo grado).

- Existencia de dos casos de cancer de ovario diagnosticados a cualquier

edad en familiares de primer o segundo grado.

b) TRES O MAS CASOS DE CANCER DE MAMA Y/U OVARIO
- Existencia de tres o mas casos de céncer de mama y/u ovario a

cualquier edad, siendo al menos dos de ellos familiares de primer grado.

¢) OTROS CASOS
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- Seglin valoracion de la unidad de consejo genético, en funcion de la
agregacion familiar de cancer de mama/ovario o de otros tipos de cancer presentes en

la familia.

Se entiende por familiares de primer grado al padre, la madre, hermanos/as e hijos/as.
Familiares de segundo grado serian los abuelos, tios, sobrinos y primos en la misma linea
paterna o materna. La historia familiar debe incluir la linea paterna porque nos da
informacion de las mujeres de esa parte de la familia y porque los varones de la familia
pueden ser transmisores de las mutaciones y también padecer la enfermedad.

Las muestras de sangre procedente de los pacientes fueron seleccionadas y remitidas

por diferentes especialistas desde los hospitales que se indican en la tabla siguiente:

Tabla 1: Hospitales desde donde se recibieron las muestras de pacientes y provincias donde se

encuentran.
PROVINCIA | HOSPITAL O CENTRO SERVICIO
DE SALUD
SALAMANCA | Hospital Universitario de | Servicio de Oncologia Médica,
Salamanca Unidad de consejo genético
LEON Hospital Virgen Blanca Servicio de Oncologia Médica
PONFERRADA | Hospital del Bierzo Servicio de Oncologia Médica
ZAMORA Hospital Virgen de la Servicio de Oncologia Médica
Concha
AVILA Hospital N* S* de Sonsoles | Servicio de Oncologia Médica

Los pacientes que cumplian alguno de los criterios de seleccion anteriormente
indicados, fueron debidamente informados de la naturaleza y objetivo del estudio y todos
firmaron el consentimiento informado para la extracciéon de una muestra de sangre para
realizar el estudio genético.

El estudio de las familias que cumplian los criterios de seleccion se empezd con el
probando que, en todos los casos posibles, habia sido diagnosticado de cancer, y en caso de
varios individuos afectos en la misma familia se escogi6 la paciente diagnosticada de cancer
de ovario, la diagnosticada a edad més precoz, la diagnosticada de cancer de mama bilateral o
el varon diagnosticado de cancer de mama. Como excepcion, se considero la realizacion del
estudio genético en individuos sanos si todos los familiares afectos habian fallecido, no se

podia contactar con ellos o rehusaban hacerse el estudio genético.
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2.- CONTROLES

Se analizaron 100 muestras de sangre periférica obtenida de individuos que no habian
padecido ningtn tipo de cancer a lo largo de su vida. Las muestras fueron obtenidas previo
consentimiento, siguiendo las normas legales para Estudios Clinicos en Espafa y las del
Comité de Etica del Hospital Universitario de Salamanca. Los individuos control presentaban

un rango amplio de edades y habia 50% de hombres y 50% de mujeres.

3.- EXTRACCION DE DNA

El DNA gendmico de alto peso molecular se extrajo a partir de sangre periférica de
los pacientes.

Tras centrifugar la muestra de sangre periférica se aislo la interfase de células
leucocitarias, que se resuspendieron en tampén Fornace (0.25M sacarosa; S0mM Tris-HCI
pH 7.5; 25 mMKCI; 5SmM MgCl,); EDTA 0.5M pH 8, que es un quelante de iones divalentes
que posibilita la inactivacion de las nucleasas; proteinasa K 20 mg/L, que degrada las
proteinas; y SDS (dodecil sulfato sédico) al 10%, que rompe las membranas celulares. Esta
mezcla se incubd a 55° C durante unas 16 horas, tras lo cual se purificé el DNA tratandolo
con una mezcla de fenol tamponado y CIAA (cloroformo:alcohol isoamilico 24:1) y
centrifugando posteriormente para aislar las fases. Con este tratamiento el DNA queda en la
fase acuosa, que se limpid de otros residuos mezclandola, de nuevo, con CIAA y
centrifugando para separar las dos fases, una que contiene el DNA y otra que contiene los
detritos celulares. Tras este paso se afiadio etanol absoluto frio a la fase acuosa, precipitando
el DNA, que se recupero, se lavd con etanol al 70% vy, finalmente, se resuspendié en agua
desionizada. La muestra de DNA se almacen6 en tubos eppendorff a —20° C, con el fin de
evitar tanto la degradacion progresiva del DNA como la posible contaminacion.

La concentracion y el grado de contenido proteico de DNA se calcula tras medir su
absorbancia a 260 y 280 nm, respectivamente, en un espectrofotometro automatico de
DNA/RNA (GeneQuant, Pharmacia), siguiendo la féormula:

ug de DNA /ml = (DO 260) x (factor de dilucion) x 50
(Nota: 50 es un factor de correccion introducido, ya que la unidad de densidad optica

con una luz incidente de 260 nm es un valor de absorbancia que tiene 50 ug de DNA / ml).
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El cociente DOssp / DOygo se utiliza para determinar el grado de contaminacion
proteica, considerandose como valores adecuados un cociente entre 1.65 y 2. Valores
inferiores a los sefalados indican contaminacion por proteinas o solventes organicos; en estos
casos, se procedioé a realizar una nueva purificaciéon del DNA. Valores superiores indican un
exceso de RNA, que se elimina tratando la solucion de DNA con RNAsa y purificando de

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

4.- AMPLIFICACION DEL DNA

Las muestras de DNA fueron amplificadas por PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa). Se amplificaron todos los exones codificantes de BRCA1 y BRCA2 asi como
las fronteras intron-exon y exon-intrén mediante cebadores especificos que anillaban en la
zona intronica. El exén 11 de cada gen y los exones 10 y 27 de BRCA2, debido a su gran
tamano, fueron amplificados en varios fragmentos ordenados alfabéticamente de 5’ a 3°.Al
contrario, los exones 5,6,7 y 23,24 de BRCA2 se amplificaron en el mismo fragmento por ser
de pequefio tamafio tanto exones como intrones. Los exones 1 de ambos genes y el 4 de

BRCAT1 no se analizaron por no ser codificantes.

La amplificacion se llevo a cabo mediante PCR multiplex amplificando en cada caso
varios exones de cada gen (que se agrupaban en funcion de las temperaturas de anillamiento).
En las tablas siguientes se recogen los diferentes grupos de exones amplificados por PCR
para cada gen. En caso de aquellos exones amplificados aisladamente presentan las mismas

condiciones de PCRs que los grupos a que corresponden.

Las secuencias de los oligonucleotidos cebadores y el tamafio del fragmento

amplificado para BRCAL se detallan a continuacion:
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Tabla 2: Secuencia de cebadores para la amplificacién de cada exén de BRCA1 y tamafio del
fragmento que generan.

BRCA1
CEBADOR SENTIDO CEBADOR ANTISENTIDO Tamaiio del
fragmento
amplificado
2 5’-GACGTTGTCATTAGTTCTTTGG-3" 5’-GGTCAATTCTGTTCATTTGC-3’ 315 pb
3 5’-AACGAACTTGAGGCCTTATG-3’ 5’-TTGGATTTTCGTTCTCACTT-3" 308 pb
5 5’-CTCTTAAGGGCAGTTGTGAG-3’ 5’-ATGGTTTTATAGGAACGCTATG-3’ 278 pb
6 5’-CTTATTTTAGTGTCCTTAAAAGG-3’ 5’-GGTCTTATCACCACGTCATAG-3’ 251 pb
7 5’-CACAACAAAGAGCATACATAGGG-3’ 5’-AGGAGGACTGCTTCTAGCCTG-3’ 350 pb
8 5’-GGTGTCAAGTTTCTCTTCAGG-3’ 5’-AATCCAGCAATTATTATTAAATAC-3’ 230 pb
9 5’-GAATATCTGTTTTTCAACAAGTACA-3’ 5’-TAGGAAAATACCAGCTTCATAGA-3’ 179 pb
10 5’-GATCTTGGTCATTTGACAGTTC-3’ 5’-CCCAAATGGTCTTCAGAATA-3’ 240 pb
11A 5’-AGTTGGTTGATTTCCACCTC-3’ 5’-AGCCTCATGAGGATCACTGG-3’ 739 pb
11B 5’-ATTTGCTCCGTTTTCAAATC-3’ 5’-CGGCTAATTGTGCTCACTGT-3’ 480 pb
11C 5’-CTGAAGTTAACAAATGCACCTGG-5’ 5’-TTCTTTAAGGACCCAGAGTGG-3’ 584 pb
11D 5’-TCCAAGTACAGTGAGCACAATTA-3’ 5’-AACAAGTGTTGGAAGCAGGG-3’ 633 pb
11E 5’-TTTGGCAGTTCAAAAGACTCC-3’ 5’-CTCTTGGAAGGCTAGGATTGA-3’ 620 pb
11F 5’-GCCAAAGTAGCTGATGTATTGG-3’ 5’-ATTCATCACTTGACCATTCTGC-3” 423 pb
11G 5’-AGGGGCCAAGAAATTAGAGT-3’ 5’-GTGCTCCCAAAAGCATAAA-3’ 564 pb
12 5’-GCGTTTATAGTCTGCTTTTACA-3’ 5’-TGTCAGCAAACCTAAGAATGT-3’ 227 pb
13 5’-AATGGAAAGCTTCTCAAAGTA-3’ 5’-TGTTGGAGCTAGGTCCTTAC-3’ 319 pb
14 5’-TTTGTGTATCATAGATTGATGC-3’ 5’-AACAAAAGAAGTATCCTAGAGC-3’ 387 pb
15 5’-CAGACTTCTAGGCTGTCTTGC-3’ 5’-GTGTTTGTTCCAATACAGCAG-3’ 378 pb
16 5’-AATTCTTAACAGAGACCAGAAC-3’ 5’-AAAACTCTTTCCAGAATGTTGT-3’ 450 pb
17 5’-AGCTGTGTGCTAGAGGTAACTC-3’ 5’-GTGGTTTTATGCAGCAGATG-3’ 190 pb
18 5’-ATCCAGATTGATCTTGGGAG-3’ 5’-CTCAGACTCAGCATCAGC-3’ 312 pb
19 5’-ATCTCCGTGAAAAAGAGC-3’ 5’-CATTGTTAAGGAAAGTGGAGCA-3’ 208 pb
20 5’-ATATGACGTGTCTGCTCCAC-3’ 5’-TGCAAAGGGGAGTGGAATAC-3’ 229 pb
21 5’-AAGCTCTTCCTTTTTGAAAGTC-3” 5’-GTAGAGAAATAGAATAGCCTCT-3’ 298 pb
22 5’-AGTGTAGGGTAGAGGGCCTG-3’ 5’-AGTCTTGCTCACAGGAGAGA-3’ 207 pb
23 5’-CAGAGCAAGACCCTGTCTC-3’ 5’-ACTGTGCTACTCAAGCACCA-3’ 255 pb
24 5’-ATGAATTGACACTAATCTCTGC-3’ 5’-GTAGCCAGGACAGTAGAAGGA-3’ 280 pb

La amplificacién por PCR se llevo a cabo agrupando los exones de forma que en cada
reaccion obtenemos varios fragmentos correspondientes a varios exones (“PCR multiplex”).
En la tabla 3 se detallan los grupos de exones, la concentracion de cebadores y los reactivos

utilizados.
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Tabla 3: Grupos de exones amplificados por PCR, temperatura de anillamiento,
concentracion de cebadores y reactivos utilizados.

GRUPO TEMPERATURA | EXONES | Concentracion | REACTIVO DE
ANILLAMIENTO de cebadores PCR
A 56 2 0,32 uM MasterMix
20 0,32 uM Eppendorf*
11A 0,32 uM
11G 0,32 uM
B 56 11B 0,16 uM MasterMix
11C 0,32 uM Eppendorf*
C 57 11E 0,24 uM MasterMix
11F 0,16 uM Eppendorf*
D 54 16 0,32 uM MasterMix
12 0,32 uM Eppendorf*
5 0,64 uM
E 54 10 0,16 uM MasterMix
21 0,16 uM Eppendorf*
22 0,16 uM
F 54 17 0,16 uM MasterMix
18 0,32 uM Eppendorf*
G 54 13 0,16 uM MasterMix
15 0,16 uM Eppendorf*
19 0,16 uM
H 54 3 0,16 uM MasterMix
6 0,16 uM Eppendorf*
14 0,16 uM
I 54 8 0,16 uM MasterMix
9 0,16 uM Eppendorf*
J 56 23 0,64 uM MasterMix
24 0,32 uM Eppendorf*
Exones de 57 11D 0,32 uM MasterMix
BRCAL1 Eppendorf*
que se 62 7 0,8 uM MasterMix
amplifican Eppendorf*
por
separado
* Con el reactivo mastermix de Eppendorf se prepara un volumen de reaccion total de 25 ul, donde tendremos una
concentracion final de mastermix de 1x, de magnesio 1,5mM, dNTPs 200 uM, 1,25 unidades de Taq polimerasa, unos
100-200 ng de DNA gendmico y la concentracion que corresponda de cada pareja de cebadores.

En la tabla 4 se describen los programas de amplificacion utilizados para BRCAL.
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Tabla 4: Programas de amplificacion para BRCA1

Material y métodos

Temperatura | Tiempo | Ciclos | Temperatura | Tiempo | Ciclos | Temperatura | Tiempo | Ciclos
95°C 10 95°C 10’ 95°C 10’
94°C 1’ 94°C 1’ 94°C 1’
56°C 1 X40 57°C 1 X40 54°C | X40
72°C 2’ ciclos 72°C 2’ ciclos 72°C 2’ ciclos
72°C 10 72°C 10’ 72°C 10’

Programa para los grupos A, B, J Programa para los grupos C y Programa para los grupos

exon 11D D,E,F,G,H,I

El ex6n 7 de BRCAL1 tiene la particularidad de presentar en su extremo 3’ en la region

intronica adyacente al exén una secuencia corta repetitiva (STR), que imposibilita su analisis

por las técnicas habituales (CSGE,dHPLC...), por lo que se procede directamente a su

secuenciacion en todos los casos. Tiene un programa de PCR distinto al resto:

Tabla 5: Programa de amplificacion

del exon 7 de BRCA1

Temperatura Tiempo | Ciclos
94° C 2’
94° C 45>
62° C 45> X 35
72°C 1’ ciclos
72° C 5

La secuencia de los oligonucle6tidos cebadores y los tamafios de los fragmentos

amplificados para BRCA2 se detalla en la tabla 6:
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Tabla 6: Secuencia de oligonucleétidos cebadores para la amplificacion de cada exén de BRCA2 y

tamaifio del fragmento que generan.

CEBADOR SENTIDO CEBADOR ANTISENTIDO Tamaiio del
fragmento
amplificado
2 5’-CTCAGTCACATAATAAGGAAT-3’ 5’-ACACTCTGACGTACTGGGTTTT-3’ 256 pb
3 5’-TCTGGGTCACAAATTTGTCTGTCA-3’ 5’-TTCCTAGTTTGTAGTTCTCCCCAGTC-3’ 356 pb
4 5’-AGAATGCAAATTTATAATCCAGAGTA-3" | 5-AATCAGATTCATCTTTATAGAACAAA-3’ 249 pb
5,6,7 5’-AACAATTTATATGAATGAGAATC-3’ 5’-AACAGAAGTATTAGAGATGAC-3’ 686 pb
8 5’-AATAGTAGATGTGCTTTTTGA-3’ 5’-ACATATAGGACCAGGTTTAGAGAC-3’ 285 pb
9 5’-CTAGTGATTTTAAACTATAATTTTTG-3’ 5’-GTTCAACTAAACAGAGGACT-3’ 164 pb
10A 5’-TATAAAATATTAATGTGCTTCTGTT-3’ 5’-AAAGGGCTTCTGATTTGCTAC-3’ 374 pb
10BD 5’-ATCTGAAGTGGAACCAAATGATAC-3’ 5’-GTGGATATTAAACCTGCATTCTTCAA-3’ 681 pb
10E 5’-TATGTCCAAATTTAATTGATAAT-3’ 5’-AAACACAGAAGGAATCGTCATC-3’ 320 pb
11AB 5’-GATGGTACTTTAATTTTGTCACTTTG-3’ 5S’-TTTCATGATCATATAAAAGAC-3’ 425 pb
11C 5’-CAAAAGTGGAATACAGTGATAC-3’ 5’-ATAATTTTCATTTAAAGCACATACAT-3’ 254 pb
11D 5’-TCTAGAGGCAAAGAATCATA-3’ 5’-TCATTGTCTGAGAAAAGTTC-3’ 305 pb
11EF 5’-TTCAAAAATAACTGTCAATCC-3’ 5’-CTGAAGCTACCTCCAAAACTGTG-3’ 430 pb
11GH 5’-ACAAATGGGCAGGACTCTTAGG-3’ 5’-GCTGCTGTCTACCTGACCAA-3’ 566 pb
11IL 5’-GATGCTGATCTTCATGTCATAA-3’ 5’-AAAAAGTTAAATCTGACAAATCT-3’ 688 pb
11MO 5’-TTTATGAAGGAGGGAAACACTCA-3’ 5’-CATTGATGGCTAAAACTGGTG-3’ 575 pb
11PQ 5’-TCATACAGCTAGCGGGAAAAA-3’ 5’-AATGACTGAATAAGGGGACTGAT-3’ 421 pb
11R 5’-GTCCTGCAACTTGTTACAC-3’ 5’-GATTTTTGTCATTTTCAGC-3’ 243 pb
11ST 5’-AACCAGAAAGAATAAATACT-3’ S-ATTTTTGATTTATTCTCGTTGTT-3’ 550 pb
11UV 5’-AAGACATATTTACAGACAGT-3’ 5’-TTGGGATATTAAATGTTCTGGAGTA-3’ 539 pb
11WX 5’-AAAGTAACGAACATTCAGACCA-3’ 5’-GTGAGACTTTGGTTCCTAAT-3’ 468 pb
11YZ 5’-TTCAACAAGACAAACAACAGT-3’ 5’-AGCATACCAAGTCTACTGAATAAAC-3’ 443 pb
12 5’-AGGTCACTATTTGTTGTAAG-3’ 5’-AGTGGCTCATGTCTGTAAT-3’ 358 pb
13 5’-TAAAGCCTATAATTGTCTCA-3’ 5’-CTTCTTAACGTTAGTGTCATT-3’ 271 pb
14 5’-ATGTAGCAAATGAGGGTCTG-3’ 5’-CAAAGGGGGAAAACCATCAG-3’ 609 pb
15 5’-GGCCAGGGGTTGTGCTTTTT-3" 5’-AGGATACTAGTTAATGAAATA-3’ 314 pb
16 5-TTTGGTAAATTCAGTTTTGGTTT-3’ 5’-AACACACAATCTTTTTGCATAGA-3’ 330 pb
17 5’-CAGAGAATAGTTGTAGTTGTTGAA-3’ 5’-AGAAACCTTAACCCATACTGC-3’ 306 pb
18 5’-ATTCAGTTTTTATTCTCAGTTATTC-3’ 5’-TTTAACTGAATCAATGACTG-3’ 500pb
19 5’-AAGTGAATATTTTTAAGGCAGTT-3’ 5’-TATATGGTAAGTTTCAAGAAT-3’ 249 pb
20 5’-CACTGTGCCTGGCCTGATAC-3’ 5’-ATGTTAAATTCAAAGTCTCTA-3’ 296 pb
21 5’-GGGTGTTTTATGCTTGGTTCT-3’ 5’-CATTTCAACATATTCCTTCCTG-3’ 304 pb
22 S-TTTTGTTCTGATTGCTTTTTATTC-3’ 5’-AATCATTTTGTTAGTAAGGTCAT-3’ 314 pb
23-24 5’-ACTTCTTCCATTGCATCTTTCTCA-3’ 5’-AGCTCCAACTAATCATAAGA-3’ 520 pb
25 5’-TAAAATTCATCTAACACATCTAT-3’ 5’-ATTTCCCCATTCCCCCATCT-3’ 450 pb
26 5’-AAGGAAATACTTTTGGAAACATAA-3’ 5’-TTTACTAGGTATACAACAGAA-3’ 299 pb
27A 5’-TAGGAGTTAGGGGAGGGAGACTGTGT-3" | 5-TTTTTAAATGGAGTCATCTGAGGAGA-3’ 462 pb
27B 5’-AAGGCATTTCAGCCACCAAGGAGT-3’ 5’-GTGGTTTGAAATTATATTCCAGTCTT-3’ 450 pb

La amplificacién por PCR también se llevo a cabo agrupando los exones de forma

que en cada reaccion obtenemos varios fragmentos correspondientes a varios exones (“PCR

multiplex”). En la tabla 7 se detallan los grupos de exones, la concentracion de cebadores y

los reactivos utilizados.
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Tabla 7: Grupos de exones amplificados por PCR, temperatura de anillamiento, concentracion de
cebadores y reactivos utilizados.

GRUPO TEMPERATURA | EXONES | Concentracién REACTIVO PCR
ANILLAMIENTO de cebadores
A 60-50 3 0,16uM Taq Roche*
23-24 0,16 uM
C 60-50 12 0,32 uM Taq Roche*
14 0,64 uM
278 0,48 uM
D 52 9 0,32 uM Taq Roche*
13 0,32 uM
19 0,32 uM
E 60-50 21 0,32 uM Taq Roche*
11MO 0,32 uM
F 52 5-6-7 0,32 uM Taq Roche*
16 0,24 uM
G 60-50 2 0,16 uM Taq Roche*
17 0,32 uM
H 60-50 4 0,32 uM Taq Roche*
22 0,32 uM
25 0,32 uM
I 52 11AB 0,48 uM Mastermix
11D 0,16 uM Eppendorf***
J 60-50 11C 0,32 uM Taq Roche*
IIGH | 024 uM
11IL 0,64 uM
K 60-50 10A 0,24 uM Taq Roche*
10E 0,16 uM
L 60-50 10BD 0,32 uM 0,32 Taq Roche*
11UV uM
11YZ 0,32 uM
LL 60-50 11PQ 0,32 uM 0,32 Taq Roche*
11R uM 0,32 uM
11TWX
60-50 8 0,16 uM TaqGold Applied **
EXONES DE 50 11ST 0,64 uM Taq Roche*
BRCA2 QUE 50 15 0,8 uM Mastermix
SE Eppendorf***
AMPLIFICAN | 60-50 18 0,8 uM Mastermix
POR Eppendorf***
SEPARADO 50 20 0,48 uM Mastermix
Eppendorf***
52 26 0,16 uM Mastermix
Eppendorf***
60-50 27A 0,16 uM Taq Roche*
* Con el reactivo de PCR de Roche preparamos siempre un volumen de reaccion de 25 ul, donde tendremos 2,5 unidades de Taq
polimerasa, 2,5 mM de dNTPs, la concentracion del tampén con magnesio (tampén 10X con 15 mM de MgCl,) varia para cada
grupo: al 0,8X (grupo LL), al 1X (grupos A,H,JLF y ex6n 27a), al 1,2X (grupo K,L, exén 11ST), al 1,4X (grupo G), al 1,5X
(C,D,E) y la concentracion necesaria de cada cebador.
** Con el reactivo TaqGold de Appliedbiosystems utilizamos un volumen de reaccion de 25 ul donde tendremos 2,5 unidades de
TaqGold, 2,5 mM de dNTPs, tampo6n al 0,88X, 2,4 mM de MgCl,, y 0,16 uM de cebadores del exon 8.
**%* Utilizamos el reactivo mastermix de eppendorf con las mismas condiciones que para BRCAL.
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Para BRCA2 se utilizaron también tres programas de amplificacion distintos, que se detallan

en la tabla &.

Tabla 8: Programas de amplificacion para BRCA2.

Temperatura | Tiempo | Ciclos | Temperatura | Tiempo | Ciclos | Temperatura | Tiempo | Ciclos
95°C 2’ 95°C 2’ 94°C 5
94°C 45" 94°C 45’ 94°C 307
60°C* 1’ X30 52°C 1’ X35 50°C 307 X30
72°C I ciclos 72°C 1’ ciclos 72°C 1’ ciclos
72°C 3 72°C 5 72°C 7

Programa para los grupos Programa para los grupos D, F, I Programa para los exones 118, 15

A,C,E.G,H,J,K,L.LL y los exones | y los exones 18y 26 y 20

8y27A

* la temperatura de anillamiento desciende 0,3° C por ciclo hasta los 50° C.

Un alicuota de los fragmentos amplificados mediante PCR se separaron por su
tamafio mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa al 2% (Gibco-BRL)
preparados con tampon TBE (Tris 0.044 M, écido boérico 0.044 M, EDTA 1.0 mM pH=8.3).
Para monitorizar la migracion del DNA en el gel se utilizaron dos colorantes que se
incluyeron en el tampon de carga afiadido a la muestra: el xylenocianol, que migra
aproximadamente con los fragmentos de 5 Kb en un gel de agarosa al 0.8%, y el azul de
bromofenol, que migra aproximadamente con los fragmentos de 0.5 Kb. Nos servimos de un
marcador de peso molecular comercial que corria en paralelo a las muestras para inferir el
tamano de los fragmentos: el DNA del fago ®X-174 cortado con la endonucleasa Haelll

(Promega) fue el marcador utilizado rutinariamente.

Tras la electroforesis, los fragmentos amplificados se visualizaron en el gel de agarosa
utilizando bromuro de etidio (0.1pg/ml), que actua intercalandose entre las bases
nitrogenadas del DNA y emitiendo fluorescencia al ser expuesto a la luz UV (254nm). Los

resultados obtenidos se conservaron mediante un sistema de fotografia digital (BioRad).
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5.- PCR “EXTENDED”.

Para amplificar los fragmentos de DNA gendmico de un tamaifio superior a 3 Kb se
llevdo a cabo una PCR “extended”. Se empled el reactivo “Expand High Fidelity PCR
System” (Roche). Contiene una mezcla de enzimas polimerasas: la Taq polimerasa y una
Tgo polimerasa “proofreading”, es decir, con actividad 3°’—5’ exonucleasa, que le confiere
una tasa de fidelidad en la sintesis de DNA tres veces mayor que una Taq polimerasa
convencional. Para llevar a cabo la reaccion de PCR se prepararon 2 mezclas iniciales. El
“mix 1” contiene 18ul de ddH,0, 1 ul de la mezcla de ANTPs(200 uM cada dNTP), 2ul de
cada cebador sentido y antisentido y 2 ul de DNA de la muestra a estudiar, para un volumen
final de 25 ul. La concentracion de DNA debe tener unos valores entre 10 y 250 ng. El “mix
2” contiene 19,25ul de ddH»0, 5 ul de Expandhighfidelity buffer 10x (con 1.5 ml de MgCl,)
y 0.75 ul del mix de enzima proporcionado por el reactivo, para un volumen final de 25 ul.
Ambas mezclas se realizan en hielo. Se colocaron en el mismo tubo de PCR y se
homogeneizaron mediante vortex y centrifugacion posterior. La mezcla final de reaccion se
somete al programa de PCR que corresponda.

Esta técnica se utilizd para confirmar en DNA genémico la pérdida del exén 14
detectada mediante MLPA (“PCR multiplex dependiente de ligacién™) en el paciente 5290.
Para ello se utilizaron un par de cebadores situados uno en el intrén 12 (sentido) y otro en el
intron 15 (antisentido). La secuencia de los cebadores y el programa de amplificacion

utilizado se detallan a continuacion:

Tabla 9: Condiciones de PCR “extended” para la confirmacion de la pérdida del exén 14 de

BRCA1
94° C 2’ 1
94° C 15 Cebador sentido 13F (localizado en intron 12):
54°C 30 X 10 5’-AATGGAAAGCTTCTCAAAGTA-3’
68° C 4 ciclos
94° C 15>
54°C 30 | X20 Cebador antisentido 15R (localizado en intrén 15):
72°C 8 * ciclos 5’-GTGTTTGTTCCAATACAGCAG-3’
72°C T 1

*con un incremento de 5°” por ciclo
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El fragmento de amplificacion se visualizo en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio. La secuenciacion del mismo se llevé a cabo con los cebadores con los que se realizo la
PCR, pero dado el gran tamafio del fragmento se hizo necesario el disefio de nuevos
oligonucleétidos para completar la secuenciacion del mismo. En la tabla 10 se recoge la

secuencia de estos nuevos cebadores.

Tabla 10: Cebadores utilizados para secuenciar el producto de PCR “extended” del exén 13 al

15.

Nombre Localizacion Secuencia
Int13F(cebador sentido) Intrén 13 5’-GAACAACACAGAAAGCCTAA-3’
Int13F2 (cebador sentido) Intrén 13 5’-TATCTGTGTAAATCTACTAT-3’
Int14R (cebador antisentido) | Intrén 14 5’-CAGAGCAAGACTCTGTCAAG-3’
Int14R4 (cebador antisentido) | Intrén 14 5-ATGTTTTCTGGCTTTGGGAG-3’

6.- EXTRACCION DE RNA Y RT-PCR

Para la extraccion del RNA partimos de 1,5 ml de sangre periférica. Y utilizamos el
reactivo “QIAamp RNA blood Mini Kit” de Qiagen siguiendo las especificaciones del
fabricante. Este reactivo permite eliminar los hematies y recuperar los leucocitos por
centrifugacion, lisarlos utilizando condiciones altamente desnaturalizantes que inactivan las
RNAasas y recoger el RNA mediante su unién a una membrana de silica, tras lo cual, se
separa de la membrana y eluye en agua DEPC para su uso posterior.

En concreto, se mezclé un volumen de sangre con 5 volumenes de tampon EL. Esta
mezcla se incub6 10-15 minutos en hielo y se mezclé dos veces con “vortex” durante la
incubacion. Con este tratamiento se lisan los eritrocitos. Después, se centrifugd 10 minutos a
4° C y 400g, se descartd el sobrenadante y se recogi6 el precipitado que es donde estan los
leucocitos. Mezclamos el precipitado con dos volimenes del tampoén hipotéonico “EL”
(“erythrocyte lysis buffer”) por cada volumen de sangre del que habiamos partido y
resuspendimos con “vortex”. De esta forma lisamos los eritrocitos. Centrifugamos 10
minutos a 4° C y 400g y eliminamos el sobrenadante.

Afadimos 600 ul de tampon de lisis (que consta de P-mercaptoetanol y tampdn
“RLT” o “lysis buffer” en relacion 1:100) al sedimento de leucocitos y lo resuspendimos.

Este tampén lisa los leucocitos. Pipeteamos el lisado en una columna de centrifugacion
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“QIAshredder” sobre un tubo de recoleccion de 2 ml y centrifugamos 2 minutos a méxima
velocidad para homogeneizarlo. Tras esto, descartamos la columna y nos quedamos con el
lisado homogeneizado. Le afiadimos un volumen de etanol al 70%, mezclamos pipeteando y
lo pasamos a una nueva columna de centrifugacion “QIAamp” sobre un tubo recolector.
Centrifugamos 15 segundos a 10.000 rpm. Tras esto, transferimos la columna a un nuevo
tubo recolector y afiadimos 700 ul de tampon “RW1”. Centrifugamos 15 segundos a 10.000
rpm. Pasamos la columna a un nuevo tubo recolector y afiadimos 500 ul de tampoén “RPE”.
Centrifugamos 15 segundos a 10.000 rpm. Afiadimos 500 ul de tampdén “RPE” y
centrifugamos a 14000 rpm durante 3 minutos. Transferimos la columna a un nuevo tubo
recolector y centrifugamos durante 1 minuto para eliminar los restos de tampon “RPE”. Por
ultimo, pasamos la columna a un tubo de 1,5ml limpio y afadimos de 30-50 ul de agua libre
de RNasas. Centrifugamos un minuto a 10.000 rpm para eluir el RNA. Guardamos el RNA

obtenido a -20° C para su conservacion.

Para la transcripcion inversa del RNA (RT-PCR) se utilizé el reactivo “ImProm II
Reverse TrancriptionSystem” (Promega) siguiendo las especificaciones del fabricante.
Para ello primero, se desnaturalizéo mediante calor una mezcla de 1 ug de RNA total y
0,5 ug de oligo(dT)15 minutos a 70° C durante 5 minutos. Después, la mezcla fue enfriada en
hielo durante 5 minutos. A la mezcla anterior se afadieron 15 ul de otra mezcla que
contenia: 1 ul de transcriptasa inversa ImProm-II, 4 ul de tampén ImPromlI 5X, 1,2-6,4 ul de
MgCl, (obteniendo una concentraciéon final de 1,5-8 mM), 1 ul de la mezcla de dNTPs
10mM (concentracion final 0,5 mM), 20 unidades de inhibidor de ribonucleasas RNAsin y
agua libre de RNasas hasta 15 ul. La mezcla final de reaccion se sometié a un programa de
amplificacion con las fases siguientes:
- 25° C durante 5 minutos, lo que permite el anillamiento del cebador con el RNA
molde.
- 42 ° C durante 1 hora, temperatura a la cual se produce la elongacion que permite la
sintesis del DNA complementario (cDNA) mediante la transcriptasa inversa.
- 70° C durante 15 minutos, temperatura de desactivacion de la enzima, ya que debe

estar inactivada antes de proceder a la posterior amplificacion por PCR del cDNA.
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Para comprobar que la sintesis de cDNA se ha realizado con éxito, se amplific6 mediante
PCR parte del cDNA correspondiente al gen de la GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa), que se expresa constitutivamente en todos los tejidos del organismo, cuya
amplificacion debe dar lugar a un fragmento de 538 pb visible en una electroforesis en gel de
agarosa. Para esta PCR se utiliz6 el reactivo mastermix de Promega. Con este reactivo
preparamos un volumen de reacciéon de 25 ul donde tendremos mastermix 1X (0,625
unidades de Taq polimerasa, 200 uM de cada ANTP, 5 mM de MgCl,, los cebadores sentido
y antisentido al 20 uM cada uno, unos 100 ng de cDNA y 8,5 ul de agua desionizada libre de
nucleasas. La secuencia de los cebadores utilizados y el programa de amplificacion se

detallan a continuacion:

Tabla 11: Condiciones de amplificacion del gen GAPDH en ¢cDNA

Temperatura | Tiempo | Ciclos Cebadores utilizados
94° C 5 Cebador sentido (localizado en exo6n 4)
94° C 30” 5’-CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA-3’
55°C 30 | X35 Cebador antisentido (localizado en ex6n 8)
72°C 30" | ciclos 5’-TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC-3’
72°C 10°

Esta técnica fue la utilizada para obtener el cDNA del paciente 5290 y confirmar la
pérdida del exon 14 de BRCA1 detectada mediante MLPA (ver seccion “Resultados™). Se
obtuvo el cDNA del paciente con la mutacion a partir de su RNA mediante la técnica
anteriormente descrita y se procedio a la amplificacion mediante PCR del fragmento que
comprende los exones 13,14 y 15 de BRCAL. Para ello nos servimos de cebadores situados
en los exones 13 y 15 del gen. Para la reaccion de PCR se utiliz6 el reactivo mastermix de
Promega en un volumen final de 25 ul: 12.5ul de mastermix 2X (0,625 unidades de Taq
polimerasa, y una concentracion final de 200 uM de cada ANTP y 5 mM de MgCl,), 20 mM
de cada cebador, 7,5 ul de agua desionizada libre de nucleasas y 2 ul de la diluciéon de cDNA
(aproximadamente 100 ng). Se realiz6 en paralelo la amplificacion de una muestra control y
de la muestra del paciente con la pérdida del exdn 14 para comparar la diferencia de tamafio
de los fragmentos obtenidos. Los fragmentos se visualizaron en un gel de agarosa al 2%
tefiido con bromuro de etidio, se aislaron del gel y fueron purificados con el reactivo “High

Pure Product Purification Kit” (Roche) segtn las especificaciones del fabricante. El resultado
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se confirm6 mediante secuenciacion automatica empleando los cebadores utilizados para la

reaccion de PCR.

La secuencia de los cebadores y el programa de amplificaciéon se detallan a

continuacion;

Tabla 12: Condiciones de amplificacion de cDNA para confirmar la pérdida del ex6n 14 de

BRCA1

Temperatura Tiempo Ciclos Cebadores utilizados
95°C 10° Cebador sentido (localizado en exo6n 13):
94°C I 5’-CAGGAAATGGCTGAACTAGA-3’
56°C I’ X 35 Cebador antisentido (localizado en exén 15):
72°C 2’ ciclos 5’-AAGTAAGATGTTTCCGTCAA-3’
72°C 10°

Esta técnica también se utiliz6 para comprobar una mutacidon patogénica de nueva
descripcion que afecta al procesamiento del RNA: IVS23+3A>C de BRCAI1. Amplificamos
el cDNA mediante cebadores situados en el exon 22 y 24 de BRCAL. Se hizo en paralelo la
amplificacion de una muestra control y de la muestra del paciente con la mutaciéon para
comparar la posible diferencia de tamafio de los fragmentos obtenidos. Para la amplificacion
mediante PCR se utiliz6 el reactivo mastermix de promega en un volumen final de 25 uL:
12,5 uL de Master Mix(0,625 unidades de Taq polimerasa, y una concentracion final de 200
uM de cada ANTP, y 5 mM de MgCly); 8,5 uL de agua libre de nucleasas; 1uL de cada
oligonuclétido cebador (20 mM) y 2 uL de cDNA (100-200ng). La secuencia de los

cebadores y el programa de amplificacion se detallan en la tabla 13.

Tabla 13: Condiciones de amplificacion de cDNA para confirmar la mutacién IVS23+3A>C de

BRCA1

Temperatura | Tiempo | Ciclos Cebadores utilizados
95°C 5’ Cebador sentido (localizado en el exon 20)
95°C 30” CI19F: 5> GTGACCCAGTCTATTAAAGA 3’
55°C 30 | X30 Cebador antisentido (localizado en el exon 24)
72°C 30" | ciclos R4: 5> CAGTAGTGGCTGTGGGGGAT 3’
72°C 10°
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Los fragmentos se visualizaron en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de
etidio, se aislaron y purificaron del gel empleando el reactivo “High Pure Product

Purification Kit” (Roche) y el resultado se confirmé mediante secuenciacion automatica.

También mediante RT-PCR se comprob6 la maduracion del RNA en dos pacientes
que portaban dos variantes sin clasificar: HISOR y 12840V respectivamente.

La variante H150R se localiza en el exon 5 de BRCA2, por lo que se disefiaron
cebadores en el exon 3 y 7 para amplificar esa region en el cDNA sintetizado a partir del
RNA del paciente. La variante 12840V se localiza en el exdn 20 de BRCA2, por lo que en
este caso utilizamos para la amplificacion cebadores localizados en el exén 17 yenel 21. La
amplificacion en ambos casos se llevdo a cabo mediante PCR y se utilizd el reactivo
mastermix de promega en un volumen final de 25 uL: 12,5 uL de Master Mix(0,625 unidades
de Taq polimerasa, y una concentracion final de 200 uM de cada ANTP, y 5 mM de MgCl,);
8,5 uL de agua libre de nucleasas; 1uL de cada oligonuclétido cebador (20 mM) y 2 uL de
cDNA (100-200ng).

La secuencia de los cebadores y el programa de amplificacién para cada variante se

resumen en la tabla 14.

Tabla 14: Condiciones de amplificacion de cDNA para comprobar la maduracion del RNA cuando
estan presentes las variantes H1IS0R o 12840V. El programa de amplificacion fue el mismo en
ambos casos.

Cebadores utilizados para la amplificacion de
los exones 3 al 7 de BRCA2 en cDNA

Programa de amplificacion Cebador sentido (localizado en el ex6n 3)

F5S: 5 AATCTGAACATAAAAACAACAA Y

Temperatura | Tiempo | Ciclos
95°C 5’ Cebador antisentido (localizado en el exén 7)
95°C r X40 R5S: 5 GCACAGTAGAACTAAGGGTGG 3’
55°C I’ ciclos
72°C r Cebadores utilizados para la amplificacion de
72°C T los exones 17 al 21 de BRCA2 en cDNA

Cebador sentido (localizado en el ex6n 17)
17F: 5> ACTCCAGGTGTGGATCCAAA 3’
Cebador antisentido (localizado en el exén 21)
R20S1: 5 CTCTGCACCATCTTGCAAA 3’
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7.- ANALISIS DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS POR PCR MEDIANTE
CSGE (ELECTROFORESIS EN GEL SENSIBLE A LA CONFORMACION).

Los fragmentos de DNA amplificados fueron sometidos a andlisis por CSGE
siguiendo la técnica descrita por Orita, con algunas modificaciones (Orita et al., 1989). El gel
fue tefiido con nitrato de plata.

El paso inicial del analisis por CSGE consiste en desnaturalizar el producto de PCR a
95° C y volver a renaturalizarlo, para permitir la formacion de heteroduiplex (apareamiento
entre cadenas que difieren en su secuencia) en el caso de individuos heterocigotos.

Heteroduplex y homoduplex migran de manera diferencial en geles de acrilamida.

Germinal Mutado Heterodiplex Homoduplex
= -— = — -~
| — — (= == | — P
= + = —> =1 =
- — —
—y — — | —
— —| — — —

Figura 12: Reanillamiento de las hebras de DNA tras la desnaturalizacién lenta y
formacién de heterodtplex.

Los geles para electroforesis fueron hechos con MDE ™ 2X (AT Biochem, Inc.
USA), que es un polimero de acrilamida modificado derivado del vinilo. Se utilizaron las
siguientes cantidades para preparar cada gel: agua desionizada 7.705 mL, formamida 99%
5.98 mL, etilenglicol 99% 4.025 mL, TBE 10X 2.415 mL, MDE ™ 2X 20.125 mL, TEMED
(N, N, N, N’ Tetrametilendiamina) 36.8 uL, APS (persulfato de amonio) 25% 138 uL para
un volumen final de 40.25 mL. La electroforesis se llevd a cabo a 180 voltios durante
aproximadamente 21 horas (el tiempo varié dependiendo del tamafio del fragmento de PCR a
analizar). En paralelo se realizd, en todos los casos, la electroforesis de un fragmento de PCR
sin mutacion.

Para la tincion de plata se utilizo el reactivo comercial DNA Silver Staining Reactivo
de (G.E. healthcare), siguiendo las instrucciones del comerciante.

Los fragmentos de PCR de un mismo exén de distintos pacientes, con distintos

patrones de migracion en el gel de acrilamida, fueron posteriormente secuenciados.
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Esta técnica fue la utilizada rutinariamente para rastreo de mutaciones en BRCA1 y

BRCA2.

8.- DISCRIMINACION ALELICA MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTO RENDIMIENTO DESNATURALIZANTE (dHPLC).

Se utilizo el sistema WAVE® (Transgenomic, Gran Bretafa), basado en la
cromatografia liquida de intercambio i6nico en fase de reversa (Xiao and Oefner, 2001).
Consiste en una columna llena de una matriz no porosa de bolas de polimeros de poliestireno-
divinilbenceno (fase estacionaria). Estas bolas estdn unidas a cadenas de 18 carbonos (C-18)
que forman puentes C-C. Por su naturaleza, las bolas de la columna son electrostaticamente
neutras e hidrofobicas, por lo que no reaccionan con los acidos nucleicos. Para facilitar esta
union, se afiade acetato de trietilamonio (TEAA), que actua como molécula puente que ayuda
a la adsorcion de los 4cidos nucleicos a las bolas, ya que es hidrofébica (por lo que se une a la
matriz) y tiene carga positiva (por lo que se une a los 4cidos nucleicos). Para poder realizar el
analisis, debe permitirse la formacion de los homodlplex 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 desnaturalizacion especifica para cada
fragmento, que depende de la longitud y de la secuencia de bases del fragmento que se quiere
amplificar.

Alelo A dlelo B Heteroddplex =fomediplex

desnaturalizar

renaturalizar

Figura 13 : Reanillamiento tras la desnaturalizacion progresiva
de los productos de PCR

La fase moévil del sistema consiste en una combinacién de soluciones que extraen el
DNA de la columna: TEAA 0.1M y acetonitrilo al 25%. A concentraciones mayores de
acetonitrilo, la interaccion hidrofobica entre la matriz y el DNA/TEAA se va debilitando y

los fragmentos comienzan a eluirse de la columna, en primer lugar los heteroduplex (que
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presentan una unién mas débil) y posteriormente los homoduplex (que quedan retenidos con

mas fuerza y, por tanto, son los ultimos en salir de la columna).

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

saliendo de la columna, y el software de analisis (Navigator, Sistema WAVE, Transgenomic)

lo representa en forma de picos, correspondientes al tiempo que tarda cada fragmento en

eluirse de la columna, llamado también tiempo de retencion.

Esta técnica fue utilizada para la deteccion del polimorfismo A10204T (K3326X) del

exon 27B de BRCAZ2, para lo cual se utiliz6 una temperatura de desnaturalizacion de 55,5° C,

y un 57,9% de tampon B. También la utilizamos para confirmar mutaciones detectadas por

CSGE en el exon 11E de BRCAI, para lo cual utilizamos una temperatura de

desnaturalizacion de 54,4° C y un 59,8% de tampén B (figura 14).

mV

0
0

_J

1 2 3 4 S 6 7 mir

Figura 14: La linea azul corresponde a una muestra heterocigota para la mutacion A10204T, y la
linea roja un homocigoto germinal 10204AA. En el eje X aparece el tiempo de retencion en la
columna.

9.- DISCRIMINACION ALELICA MEDIANTE ENZIMAS DE RESTRICCION:

Detectamos las mutaciones C6328T y G8377T de BRCA2 mediante nucleasas de

restriccion.

Para detectar la mutacion C6328T en primer lugar amplificamos mediante PCR el

exon 11WX, que contiene el nucledtido 6328. El fragmento resultante tiene una longitud de
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468 pb. Utilizamos la enzima Ecol051 (Fermentas), la cual es un isoesquizomero de SnaBl,

que reconoce la secuencia:
TAC| GTA
ATG? CAT

Mezclamos 3 ul del producto de PCR correspondiente a cada individuo con 0,6
unidades de enzima (1 ul), 2 ul de tampoén Tango 10X y 4 ul de agua desionizada. Incubamos
esta mezcla en un bafio a 37° C durante 3-4 horas. Posteriormente, los productos de digestion
se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 2%, tincidon con bromuro de etidio y
visualizacién en una lampara de luz ultravioleta. Seguin el genotipo de los individuos,

obtuvimos tres patrones distintos:

- Genotipo 6328CC: La enzima reconoce la secuencia en ambos alelos, generando
fragmentos de 417 pb y 51 pb.

- Genotipo 6328CT: La enzima reconoce el alelo C y corta, pero no el T, por lo que se
generan fragmentos de 468 pb, 417 pb y 51 pb. El fragmento de 51 pb no es visible en
geles al 2%, pero los otros dos si, lo que permite distinguir los genotipos.

- Genotipo 6328TT: En el homocigoto TT la enzima no reconoce la secuencia y no

corta. Obtenemos un fragmento unico de 468 pb.

a) b) c)
- - ' CORTE CON Eco105I (SnaBl)
1 LAAS L 468 pb 468 pb
468 bp Dl el T -
417 pb 51 pb 468 pb
ALELOT

Figura 15: a) Fragmentos de PCR del exén 11w, b) Patrén de corte de Eco105I, ¢) Fragmentos obtenidos en la
digestion: todos los carriles son homocigotos CC salvo el segundo que es heterocigoto CT

Para detectar la mutacion G8377T, amplificamos mediante PCR el exén 18 de

BRCAZ2, que contiene el nucle6tido 8377.
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El fragmento amplificado tenia una longitud de 500 pb. Utilizamos la enzima Cftl

(Fermentas), isoesquizomero de Eael, que reconoce la secuencia:

5’-pyr | GGCC pu-3’
3’-pu CCGG"pyr-5’

Mezclamos 5Sul del producto de PCR correspondiente a cada individuo con 0,5
unidades (0,5 wl) de enzima, lul de tampén Tango 10X y 8ul de agua desionizada.
Incubamos la mezcla anterior en un bafio a 37° C durante 3-4 horas. Posteriormente, los
productos de digestion se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 2%, tinciéon con
bromuro de etidio y visualizacion en una lampara de luz ultravioleta. Segun el genotipo de

los individuos, obtuvimos tres patrones distintos:

- Genotipo 8377GG: La enzima reconoce ambos alelos y genera fragmentos de 267
pby 233 pb.

- Genotipo 8377GT: La enzima reconoce el alelo G y no el T, generando fragmentos
de 500 pb, 267 pb, y 233 pb.

- Genotipo 8377TT: La enzima no reconoce ninguno de los dos alelos y obtenemos un

fragmento unico de 500 pb.

. B) \
A CORTE CON Cfr| el
(Eae )
ALELO G ALELO T
500 pb 500 pb
500 pb
267 pb
233 pb
267pp 1233 pb 500 pb P

Figura 16: a)Productos de PCR del exén 18 de BRCA2, b) Patréon de corte de Cfrl, ¢) Fragmentos
obtenidos de la digestién. Todos los individuos son homocigotos GG. El primer carril en a) y b) es el
marcador de peso molecular.

Las muestras de los individuos que mostraban el patron correspondiente a los alelos

menos frecuentes fueron confirmadas mediante secuenciacion automatica.
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10.- SECUENCIACION AUTOMATICA.

La reaccion de secuenciacion se llevd a cabo en un secuenciador ABI 377
(AppliedBiosystems) en el Servicio de Secuenciacion del Centro de Investigacion del Cancer

(CIC).

Para la preparacion de las muestras, éstas se separaron en geles de agarosa y se
purifico el fragmento mediante el reactivo comercial “High Pure Product Purification Kit”
(Roche). Este reactivo se basa en la capacidad del DNA de unirse a membranas de silice en
presencia de sales caotrdpicas: en primer lugar el producto de PCR o el fragmento de agarosa
que lo contiene se disuelven en una solucién tampdn con isotiocianato de guanidina. El DNA
queda retenido en la superficie de silice de la matriz mientras el resto de los compuestos son
eluidos a través de la columna al centrifugar. Después el DNA se lava con un tampon que

contiene etanol y finalmente se eluye con una solucion tampon de baja concentracion salina.

Se prepar6 una muestra con el cebador sentido y otra con el cebador antisentido a una
concentracion de 3 pmol cada uno en un volumen de 2 uL. El DNA se prepard a una

concentracion de 40 — 60 ng para un volumen final de 8 uL.

11.- ANALISIS DE GRANDES ALTERACIONES GENOMICAS MEDIANTE MLPA.

Para el estudio de grandes pérdidas/amplificaciones gendémicas de los genes BRCA1 y
BRCA2 se empleo 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 DNA en una unica reaccion. Fue descrito por Schouten en 2002 (Schouten et

al., 2002) y consta de cuatro etapas: desnaturalizacion, hibridacion, ligacion y amplificacion.

El reactivo de MLPA consta de dos sondas diferentes para cada exdn totalmente
especificas. Cada una de las sondas lleva incorporado uno de los oligonucledtidos 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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Oligonucledtido 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

Figura 17: Esquema de las sondas de MLPA

En un primer paso, la mezcla de las sondas de MLPA se afiade al DNA gendmico

desnaturalizado. Las dos partes de la sonda hibridan con secuencias diana adyacentes.

¥ Diana A S 3 Diana B 5

Figura 18: Etapa de hibridacion de sondas para MLPA

Las sondas se ligan mediante una enzima ligasa termoestable.

3 Diana A 5 3 Diana B S

Figura 19: Etapa de ligacion de las sondas para MLPA.

Para amplificar las sondas ligadas se emplea una pareja de oligonucleotidos
universales, dando lugar a tantos productos de amplificaciéon como sondas empleadas. Estos
productos se someten a cromatografia capilar y el resultado se visualiza en forma de
electroferograma.

Se utiliz6 para BRCAI1 el reactivo comercial “SALSA MLPA KIT P002B
BRCA1”(MRC-Holland, Amsterdam, Holanda). El reactivo contiene sondas para todos los
exones de BRCA1 salvo el exén 4. 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 seran mas evidentes si la cantidad de DNA de nuestras
muestras es muy baja. Estos fragmentos no requieren una reaccion 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 proposito es avisarnos de que el DNA 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 estos son mucho menores que los de 92 y 127-454 pb, entonces la
desnaturalizacion del DNA de nuestras muestras puede haber sido incompleta y nuestros

resultados poco fiables.

En la tabla 15 se recogen las sondas utilizadas para la deteccion de grandes

reordenamientos en el gen BRCAI.

Tabla 15: Sondas de MLPA para el gen BRCA1

Longitud | Posicién en | Zona donde liga la Posicion
Nombre de la sonda en pares el gen de las sonda (segun cromosémica
de bases sondas NM_007294.2 de | de las sondas
internas genebank) externas

BRCALI probe 0763-1L.0268 148 Exoén 1A 160-159 antisentido

BRCAL1 probe 0765-L0270 166 Exo6n 2 216-217

BRCALI probe 0826-L0341 175 Ex6n 3 303-304

BRCALI probe 0767-L0272 184 Exo6n 5 361-362

BRCALI probe 0827-L0342 208 Ex6n 6 441-442

BRCALI probe 0769-L0274 217 Exoén 7 605-606

BRCAL1 probe 1004-L0569 226 Exo6n 8 686-687

BRCAL1 probe 1005-L0581 235 Exo6n 9 781-782

BRCALI probe 0772-L0277 244 Ex6n 10 821-822

BRCAL1 probe 0830-L0345 268 Exo6n 11 962-963

BRCAL1 probe 0774-L0279 277 Exo6n 11 3778-3779

BRCALI probe 0775-L0280 286 Exo6n 12 4345-4346

BRCALI probe 2603-L2074 295 Ex6n 13 4441-4442

BRCAL1 probe 0833-L0349 304 Exon 14 4616-4617

BRCALI probe 0778-L0347 328 Exon 15 4750-4751

BRCAL1 probe 0779-L0003 337 Exo6n 16 4906-4907

BRCAL1 probe 0780-L0283 346 Exé6n 17 5214-5215

BRCALI probe 0781-L0284 355 Exon 18 5294-5295

BRCALI probe 0782-L0285 364 Ex6n 19 5369-5370

BRCAL1 probe 0783-L0356 388 Ex6n 20 5430-5431

BRCAL1 probe 0784-1L.0287 397 Exo6n 21 5504-5505

BRCAL1 probe 0785-L0288 406 Exo6n 22 5578-5579
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BRCAL1 probe 0786-1.0289 415 Ex6n 23 5622-5623
BRCAL1 probe 2831-1.2260 424 Exon 24 6242-6243
BRCAL1 probe 0764-1.0269 157 Exon 1B 3672-3673 (segun

la secuencia de

genbank [.78833)
Control probe 0797-L0093 127 5q31
Control probe 0662-L0158 136 6p21
Control probe 2946-1.3265 198 7q
Control probe 0518-L0098 256 2ql4
Control probe 0495-L0303 316 12p12
Control probe 0655-L0304 376 4926
Control probe 0596-L0083 436 11p13
Control probe 0678-L0124 445 12p13
Control probe 0673-L0117 454 3p21
Fragmentos control “DQ” 64,70,76,82
Fragmentos control “DD” 88,92,96

Para BRCA2, se utilizd el reactivo comercial “SALSA MLPA KIT P045
BRCA2/CHEK?2”. Este reactivo contiene sondas para 25 de los 27 exones codificantes de
BRCAZ2. Hay dos sondas para el exén 1 y el 11, y no hay sondas para los exones 5 y 23 ya
que estan muy proximos a los exones vecinos y/o son zonas muy ricas en adenina/timina.
Como control, se anaden 13 sondas para otros genes localizados en distintos cromosomas,
dos de ellas aguas arriba y abajo de BRCA2.

Ademas, 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
amplificacion de 64, 70, 76, y 82 pb (igual que para BRCA1). Ademas, también contiene un

producto de amplificacion de 92 pb como control de la ligacion.

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

Tabla 16: Sondas de MLPA para el gen BRCA2

Posicién Posicion
Longitud | enelgen | Zona dondeliga | Secuencia de cromosomica
Nombre de la sonda en pares de las la sonda referencia de las sondas
de bases sondas Genbank externas
internas
BRCAZ2 probe 2283-L.01774 139 Ex6n 1 Region 774739
promotora
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BRCAZ2 probe 2285-L.01776 148 Exoén 1 Region Z74739
promotora
BRCAZ2 probe 2486-L.01985 166 Ex6n 2 271-270 NM_000059.1
antisentido
BRCA2 probe 1599-L1181 175 Exén 3 472-473 NM _000059.1
BRCA2 probe 1600-L1182 193 Exén 4 570-571 NM _000059.1
BRCA2 probe 4585-L.03983 346 Ex6n 6 728-727 reverse | NM_000059.1
BRCA2 probe 1601-L.01183 202 Exén 7 765-766 NM _000059.1
BRCA2 probe 1602-L01184 220 Exén 8 236-237 X95158.1
BRCA2 probe 1603-L01185 229 Ex6n 9 1001-1002 NM _000059.1
BRCA2 probe 1604-L01186 247 Exén 10 1374-1375 NM _000059.1
BRCA2 probe 2279-L01770 256 exon 11 2192-2193 NM _000059.1
BRCA2 probe 1606-L01188 274 exo6n 11 6992-6993 NM _000059.1
BRCA2 probe 1607-L01189 283 Exén 12 297-298 X95162.1
BRCAZ2 probe 2280-L.01771 301 Ex6n 13 7216-7215 NM_000059.1
antisentido
BRCA2 probe 1609-L01191 310 Exén 14 7245-7246 NM _000059.1
BRCA2 probe 1610-L01192 328 Exén 15 7762-7763 NM _000059.1
BRCA2 probe 1611-L.01193 337 Exén 16 7975-7976 NM _000059.1
BRCAZ2 probe 2281-L01772 355 Ex6n 17 8158-8157 NM_000059.1
antisentido
BRCA2 probe 1613-L01195 364 Exén 18 8482-8483 NM _000059.1
BRCA2 probe 1614-L01196 382 Ex6n 19 8602-8603 NM _000059.1
BRCA2 probe 1615-L01197 391 Ex6n 20 8788-8789 NM _000059.1
BRCA2 probe 2069-L01970 409 Exén 21 8909-8910 NM _000059.1
BRCA2 probe 1617-L01199 418 Ex6n 22 9100-9101 NM 000059.1
BRCA2 probe 1618-L01200 436 Exén 24 9408-9409 NM _000059.1
BRCA2 probe 5090-L4508 445 Exén 25 9655-9666 NM _000059.1
BRCA2 probe 4586-L.03984 463 Ex6n 26 9786-9787 NM _000059.1
BRCA2 probe 1621-L1203 472 Exén 27 10094-10095 NM _000059.1
CGO018 probe 2144-1.01619 454 Aguas abajo de
BRCA2
FRY probe 2143-L1618 161 Aguas arriba
de BRCA2
CHEK?2 probe 2578-L.2040 265 Region
promotora de
CHEK2 en 22q
CHEK?2 probe 2579-L2041 400 Ex6n 9 22q
CHEK?2 probe 1772-L1336 490 Exo6n 11 Especifica para 22q
detectar
1100delC
Control probe 0681-L0154 373 4
Control probe 1217-L00694 184 4
Control probe 0797-L0463 130 5931
Control probe 1344-L00555 211 9
Control probe 0517-L00097 238 2
Control probe 0990-L00567 292 11
Control probe 2144-L01619 400 13
Control probe 1240-L0787 427 8
Control probe 1042-1.0791 319 8
Control probe 1060-L00628 481 17
Synthetic control probe 92 2ql4
Fragmentos control “DQ” 64,70,
76,82

Se aplicoé el protocolo recomendado por el fabricante, con una etapa de hibridacion a

60° C durante 16 horas, una de ligacion a 54° C durante 15-20 minutos, y una de
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polimerizacién que es la PCR propiamente dicha. En la tabla 17 se recoge el programa de

PCR empleado. El volumen final de reaccion fueron 40 ml.

Tabla 17: Programa de amplificacion
de MLPA de los genes BRCAIl vy

BRCA2
Temperatura Tiempo | Ciclos
95°C 307
60° C 307 X35
72°C r ciclos
72° C 20°

Para visualizar los resultados se prepard para cada muestra: 12 ul de formamida
desionizada, 0.2 ul del marcador de tamafio marcado con ROX (GeneScanTM-500) y 1 ml
del producto de PCR. 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
analisis 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 exon 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.

12.- PROGRAMAS BIOINFORMATICOS

El andlisis de la conservacion interespecifica de la secuencia proteica en BRCA1 y
BRCA2 se llevo a cabo mediante el programa informatico ClustalW (http://align.genome.jp/),

introduciendo las secuencias a comparar en formato FASTA.

El estudio del comportamiento teérico de determinadas mutaciones “missense UV”
(variantes sin clasificar) se llevo a cabo mediante el empleo de cuatro programas informaticos
(SIFT, PolyPhen, SNPS3D y Pmut). Ademés se empled el programa bioinformatico
ESEfinder para predecir de forma tedrica el efecto de las mutaciones sobre el procesamiento

del mRNA.
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* PolyPhen (Polymorphism Phenotyping)
(http://www.bork.emblheidelberg.de/PolyPhen)

Este programa predice el posible impacto de una sustitucion aminoacidica en la
estructura y funcion de una proteina humana, empleando consideraciones fisicas y
comparativas (Stitziel et al., 2003; Nakken et al., 2007).

La secuencia de la proteina se introduce en el programa en formato FASTA. Se lleva
a cabo un alineamiento de la misma con las secuencias pertenecientes a las proteinas
homologas en las especies que se encuentren descritas en BLAST. El resultado del
alineamiento multiple es empleado por el software PSIC (Position-Specific Independent
Counts) para calcular la matriz del perfil. Los elementos de la matriz (valores del perfil) son
ratios logaritmicos que indican la probabilidad de que en una posicion determinada se
encuentre un aminodcido, frente a que este aminoacido se localice en cualquier posicion
(frecuencia de fondo). El programa PolyPhen analiza los valores absolutos de la diferencia
entre los valores de perfil de las dos variantes alélicas en la posicidon polimorfica. Un valor
muy alto de esta diferencia podria indicar que la sustitucion estudiada aparece poco o nada en
la familia de proteinas. PolyPhen también muestra el nimero de secuencias alineadas en la

posicion de busqueda. Este nimero indica la credibilidad de los calculos del valor del perfil.

Los resultados del estudio pueden determinar que el cambio es:

- Probablemente patogénico: existe una gran probabilidad de que afecte a la estructura
o a la funcidén de la proteina.

- Posiblemente patogénico: se cree que podria afectar a la funcion o estructura de la
proteina.

- Benigno: es muy probable que carezca de efecto fenotipico.

- Desconocido: en algunos casos, la carencia de datos no permite que el programa

pueda hacer una prediccion.

La tabla 18 muestra las bases empleadas por el programa para llevar a cabo la

prediccion del efecto del SNP en la funcion y estructura de la proteina.
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Tabla 18: Bases del programa Polyphen
arbitraria Sitio functional+ arbitraria Anotacmn Sitio funcional
secuencia
o Sitio de formacion de o Anotacion Estructural, formacion
arbitraria K arbitraria . X
uniones++ secuencia de uniones
arbitraria En . . . Anotacion
regiéntransmembrana | Diferencia de la matriz secuencia Sitio funcional
PHAT producida por la ’
L . transmembrana
. En sustitucion negativa Anotacion
arbitraria ., .
regiontransmembrana secuencia
<=0.5 arbitraria arbitraria Al,l n.eamlento
multiple
Atomos a menos de functional, functional
R arbitraria Estructura site, ligand binding
3A del ligando
>1.0 (2.2.3)
Atomos a menos de o Sitio funcional
i - arbitraria Estructura o ?
3A del sitio de unién : indirecto
Cambio tendencia Estructural, sitio
superficie accesible Estructura encriptado, alteracion
>=0.75 hidrofobicidad
Con accesibilidad Cambio volumen cadena Esm}ctural, sitio
<=15% lateral >=60 Estructura encriptado,sobreempaqu
etamiento
. Estructural, sitio
Cambio volumen cadena X .
lateral <=-60 Estructura encriptado, creacion de
En el cavidad
intervalo
(0.5..1.5] Cambio tendencia Estructural, sitio
superficie accesible Estructura encriptado, alteracion
>=1.0 hidrofobicidad
. Estructural, sitio
Cambio volumen Estructura encriptado,sobreempaqu
cadena lateral >=80 P ’ paq
etamiento
. Estructural, sitio
Cambio volumen cadena . L
_ Estructura encriptado, creacion de
o lateral <=-80 .
Con accesibilidad cavidad
<=5% : . "
Cambio tendencia Estructural, sitio
superficie accesible Estructura encriptado, alteracion
>=1.0 hidrofobicidad
. Estructural, sitio
Cambio volumen .
-~ Estructura encriptado,sobreempaqu
Enel cadena lateral >=80 :
. etamiento
intervalo
(1.5..2.0] . Estructural, sitio
Cambio volumen cadena X .
- Estructura encriptado, creacion de
lateral <=-80 .
cavidad
Estructural, sitio
arbitraria arbitraria Estructura encriptado, creacion de
cavidad
>2.0 arbitraria arbitraria Al,l n.eamlento
multiple

¢ SNPS3D (http://www.snps3d.org/)

Este programa basa su prediccion en la hipotesis de que muchos SNPs patogénicos

afectan a la funcion de la proteina disminuyendo la estabilidad proteica. Emplea el software
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SVM (Support Vector Machine) para encontrar el patron de diferenciacion entre los SNPs
asociados a enfermedad y los neutrales. La tasa de falsos positivos y negativos es de 15% y
26%, respectivamente (Yue et al., 2006a).

También emplea un segundo modelo que se basa en el andlisis de la homologia de
secuencia en familias de proteinas relacionadas con proteinas humanas. El nivel de
conservacion de una posicion de SNP y la probabilidad de observar una variaciéon en una
familia hace posible distinguir entre mutaciones patogénicas y neutrales, con una tasa de
falsos positivos y negativos del 10 y 20%, respectivamente (Yue and Moult, 2006b).

Un resultado positivo para el valor de SVM indica que se trata de una variante
clasificada como neutral, mientras que un valor negativo la identifica como un cambio
patogénico. Cuanto mayor es el valor, mas probable es la clasificacion. La precision es
significativamente mayor para los valores mayores de 0.5 o menores de -0.5. Para las
variantes que afectan mas a la funcion de la proteina que a la estabilidad, el modelo de
estabilidad es positivo y el modelo del perfil debe ser negativo. La precision es

significativamente mayor cuando los dos métodos coinciden (Yue and Moult, 2006a).

e  Pmut (http:/ mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/)

Es un programa que predice si una mutacion puede ser patogénica o neutral. Se basa
en las caracteristicas de la secuencia y en un software de una o dos redes neurales NN (neural
network), que emplean bases de datos internas, prediccion de estructura secuandaria y
conservacion de la secuencia. Proporciona una respuesta afirmativa o negativa y un indice de
credibilidad (Ferrer-Costa et al., 2005).

Se introduce la secuencia proteica a estudiar en formato FASTA y se incluye la
localizacion y el cambio aminoacidico que se produce. Proporciona resultados que varian en
un rango de 0 a 1, donde un valor 0 indica que se trata de una mutacion neutral y los valores
mas altos son patogénicos. También se muestra la mutacion en relacion a la estructura
proteica. La tasa de error por falsos positivos es de un 21% y por falsos negativos es de un
17%. Si se incluye la estructura de la proteina, la tasa de falsos positivos se reduce a un 12%

y la de falsos negativos a un 10%.
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e SIFT (“Sorting intolerant from tolerant”)

(http://blocks.fherc.org/sift/SIFT.html)

El programa SIFT es una herramienta que clasifica las sustituciones de aminoacidos
en una proteina dada y predice si estos cambios provocaran un efecto fenotipico en la
proteina.

SIFT se basa en la premisa de que los aminoacidos importantes de una proteina estan
conservados en la evolucién, por lo que cambios en los mismos deben afectar a la
funcionalidad de la proteina. Con una secuencia proteica dada, SIFT escoge proteinas
relacionadas y obtiene un alineamiento multiple de estas con la proteina a analizar, y
basandose en los aminodcidos presentes en cada posicion del alineamiento realiza una
prediccion de las sustituciones que afectaran a la funcion de la proteina. Las sustituciones en
una posicion conservada en el alineamiento seran consideradas como “no tolerables” para la
mayoria de los cambios, mientras que las posiciones que no estan conservadas en el
alineamiento tolerardn mejor los cambios de aminoacido (Ng and Henikoff 2001).

Se introduce la secuencia a analizar en formato FASTA y el programa primero busca
secuencias similares a la introducida por nosotros, después escoge secuencias estrechamente
relacionadas que puedan tener una funcién similar a la nuestra, y luego obtiene el
alineamiento de las secuencias escogidas. Por ultimo, calcula las probabilidades normalizadas
para todas las posibles sustituciones del alineamiento. Las sustituciones con una puntuacion
menor de 0,05 serdn clasificadas como deletéreas, y las de puntuacion mayor o igual a 0,05
“tolerables” o neutrales.

La precision de las predicciones de SIFT es del 60-80%, obteniéndose un 30%
aproximadamente de falsos positivos. No obstante, la precision de las predicciones depende
del alineamiento que se obtenga en cada caso. En algunos trabajos han utilizado esta
herramienta como método para la clasificacion de mutaciones puntuales en BRCAI1 y

BRCA2 (Rajasekaran 2007 y 2008).

e ESEfinder(http://rulai.cshl.edu/cgibin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home)

Para saber si las variantes en la secuencia afectan a los sitios consenso de union de las
proteinas SR (Serine/Arginine-rich proteins) y se altera la unidon de éstas en los sitios ESE

(Exon splicing Enhancers o sitios exdnicos de potenciacion del procesamiento) utilizamos el

83



Material y métodos

programa de prediccion ESEfinder (Smith et al., 2006; Cartegni et al., 2003). Para ello, se
introduce la secuencia normal y la secuencia con el cambio y el programa valora la presencia
de secuencias ESE en la secuencia normal y su posible variacion por la presencia del cambio
nucleotidico. A nivel general, se consideran significativos los cambios exdnicos que hacen
que desaparezca algun sitio ESE.

El programa estudia el cambio en los sitios consenso de unién de las proteinas
SF2/ASF, SF2/ASF (IgM-BRCA1), SC35, SRp40 y SRp55. Considera los siguientes valores

umbral para cada una de ellas:

Tabla 19: Valores umbral para las diferentes proteinas de

procesamiento.
Proteina Valor umbral
SF2/ASF 1.956
SF2/ASF (IgM-BRCA1) 1.867
SC35 2.383
SRp40 2.67
SRp55 2.676

Como valor umbral se considera el valor minimo para que una secuencia determinada
se considere significativa para la unién de alguna de las proteinas de procesamiento.

El programa también permite obtener una representacion grafica de los sitios de union
de las proteinas en la secuencia estudiada. La secuencia analizada se representa en el eje X
del grafico. Solo se representan los valores que superan el umbral. La altura de las barras
corresponde a los valores del motivo, la anchura corresponde a la longitud del motivo de
unién (6, 7 u 8 nucleoétidos) y cada una de las proteinas tiene un cédigo de color. Como
ejemplo se muestra una secuencia de BRCA1, donde se representan los diferentes sitios de

union de las proteinas del procesamiento exon-intron.

SF2IASF

SF2/ASF (IgM-BRCA1)
SC35

SRp40

SRp55

Figura 20: Grafico que muestra los diferentes sitios de reconocimiento de
las proteinas de procesamiento en una secuencia de DNA dada.
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Resultados

1.- MUTACIONES PUNTUALES ENCONTRADAS EN BRCA1 Y BRCA2

Se llevo a cabo el rastreo de mutaciones en BRCA1 y BRCA2 en 343 probandos. En
total detectamos 110 mutaciones puntuales diferentes, 51 en BRCA1 y 59 en BRCA2.

Hemos catalogado las alteraciones encontradas en patogénicas, polimorfismos y
variantes sin clasificar, en funcioén de su descripcion en el BIC, el efecto que tienen sobre la
proteina y las referencias bibliograficas.

Cabe destacar que todas las mutaciones en este trabajo tienen la misma nomenclatura

que en el BIC.

1.1- MUTACIONES PATOGENICAS

Las variantes patogénicas son la causa principal del alto riesgo a cancer de mama y/o
ovario y las responsables de la aparicion de la enfermedad. Antes de enumerar las mutaciones
patogénicas encontradas, debemos hacer algunas aclaraciones: las mutaciones de cambio de
fase de lectura o aparicion de un codon de parada prematuro, al generar una proteina truncada
se consideran como patoldgicas. La excepcion a esta norma la constituye la mutacion en el
exon 27 de BRCA2 A10204T (p.K3326X) que, tras un estudio mas exhaustivo, y teniendo en
cuenta los datos bibliograficos hemos considerado como un polimorfismo. Asimismo, las
mutaciones que afectan a los sitios clasicos de procesamiento de intrones en los extremos 5’ y
3’ de los exones son generalmente consideradas como mutaciones patogénicas de maduracion
aunque sean de nueva descripcion. Sin embargo, se requiere un estudio posterior del RNAm

para confirmar la alteracion en la maduracion del RNA.

1.1.1.- MUTACIONES PATOGENICAS EN BRCA1

De las 51 mutaciones encontradas en BRCA1, 9 fueron consideradas patogénicas.
Siete de ellas ya estaban descritas y caracterizadas en la bibliografia, y dos son de nueva
descripcion. En concreto, de las ya descritas hay tres mutaciones que cambian el marco de
lectura por inserciones o pérdidas, un cambio de nucledtido que da lugar a un codon de
parada prematuro, una mutacion que altera el procesamiento del RNA, y dos cambios de

aminoacido que son considerados patogénicos. Las dos mutaciones nuevas que describimos
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en el presente trabajo son un cambio de fase de lectura y una mutacion intrénica que altera la
maduracion del RNA.

A continuacidn describiremos mas en detalle las mutaciones encontradas.

A) CAMBIOS EN EL MARCO DE LECTURA:

Hemos encontrado cuatro alteraciones que provocan un desfase del marco de lectura y
dan lugar a un codon de parada prematuro (tres pérdidas y una insercion). Por otro lado, todas
las variantes de este grupo inducen la aparicion de una proteina BRCA1 truncada y no
funcional ya que carece de algunos de los dominios importantes para su actividad.

Las caracteristicas de estas mutaciones se detallan en la tabla 20.

Tabla 20: Mutaciones patogénicas que cambian el marco de lectura encontradas en BRCA1ly
caracteristicas de las mismas. Notacion de las mutaciones segin referencia Genbank U14680.

VECES
. . EFECTO EN LA REFERENCIA REFERENCIAS
MUTACION | CODON | EXON | = ppoTEINA ]fll\é HGMD BIBLIOGRAFICAS
1793delA 558 11 Codon de parada 6 No esta Judkins et al., 05 (a)
en 571 Spearman et al., 08.
2031delG 638 11 Codon de parada 1 CDO032726 | Diez et al., 2003.
en 650
3533insA Codon de No estd No publicada
_parada en 1140
4284delAG 1389 12 | Codon de parada 11 CD982496 | Dong et al., 1998.
en 1389

Tabla 21: Criterios para inclusién de familias en el estudio genético de BRCA1 y BRCA2y
notacion utilizada en esta seccion.

CRITERIO SIGNIFICADO

Un caso de cancer de mama bilateral

Un caso de cancer de mama u ovario antes de los 40 afios

Un caso de cancer de mama en el varon

Dos casos de cancer de mama en primer grado, uno de ellos antes de los 50 afios
Un caso de cancer de mama antes de los 50 afios y otro de ovario (en primer o
segundo grado)

Dos casos de cancer de ovario a cualquier edad (en primer o segundo grado)
Tres o mas casos de cancer de mama, dos de ellos al menos en primer grado
Otros casos, segun valoracion de la unidad de consejo genético

M —NoN--Mks

==l i

A continuaciéon se detallan las caracteristicas clinicas de las familias en que

aparecieron las mutaciones patogénicas de cambio en la fase de lectura.
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Tabla 22: Caracteristicas de las familias en que aparecieron las pérdidas en inserciones patogénicas.

OTROS OTROS FAMILIARES | CRITERIOS
CASOS casos | OTROSTIPOS | o iniaDOsS DE
MUTACION | FAMILIA PROBANDO oM co RElC e * INCLUSION
Cancer de mama | 3 1 1 ORL 2 AD.E,G
137 bilateral a los 53
y 58 afios.
1793delAG Céncer de ovario | 2 2 1 aplasia 1 F,G
228 a los 59 afios. medular
1 ORL
1 renal
Cancer de ovario | 4, uno 1 1 de pulmén | 3 AB,D,F.G
259 a los 62 afios. de ellos
bilateral
Cancer de mama | 0 0 1 de 3 H
238 a los 58 afios y estomago
2031delG de ovario a los
62.
Cancer de mama | 2 2 1 de hueso 1 F,G
331 a los 51 afios. 1 de pulmén
2 ORL
Cancer de mama | 1 0 2 de pulmoén | 6 A,B,D
RERRI1ITY:N 368 a los 50 afios. bilateral 1 de tutero
Cancer de mama | 2 0 0 4 A,B,G
4284delAG | 226 bilateral a los 31
y 36 afios.

* Familiares estudiados incluyendo al probando.

Cabe resaltar que la mutacion 2031delG fue descrita por nuestro laboratorio en el

articulo de Diez et al. (2003). Desde su descripcion en el BIC por nuestro grupo ningtn otro

la ha registrado de nuevo hasta la fecha.

Por otro lado, la mutacion 3533insA no aparece registrada en las bases de datos BIC y

HGMD, y no esta descrita en la bibliografia por lo que consideramos que es de nueva

descripcion. Al provocar un cambio en la fase de lectura, un codon de parada prematuro en

posicion 1140 y una proteina presuntamente no funcional, la hemos considerado patogénica.

B) MUTACIONES SIN SENTIDO (“nonsense”):

Estas mutaciones son aquellas en que un cambio de base da lugar a un codon de

parada prematuro. Encontramos una mutacion de este tipo, el cambio de citosina por timina
en posicion 1806 (C1806T), que en la proteina da lugar al cambio de una glutamina por un
codon de parada (Q563X). Esta mutacion se localiza en el exén 11 de BRCAI1 y fue

detectada mediante CSGE. Presenta 88 entradas en el BIC y también aparece registrada en el
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HGMD (CM950144) (Shattuck-Eidens et al., 1995; Wagner et al., 1998; Johannsson et al.,
2003).
Esta mutacion aparecid en tres de las familias estudiadas, cuyas caracteristicas

clinicas se detallan a continuacion:

Tabla 23: Caracteristicas de las familias en que aparecié la mutacion C1806T (Q563X).

OTROS OTROS OTROS FAMILIARES CRITERIOS

MUTACION | FAMILIA PROBANDO CASOS | CASOS | TIPOSDE | ESTUDIADOS DE
CM Cco CANCER 2 INCLUSION
77 Céncer de ovario | 5 0 1 pulmén | 2 E,G
C1806T a los 69 afios.
(Q563X) Ky Cancer de mama | 3 0 0 8 B,D,G
a los 39 afios.
Exitus.
412 Cancer de ovario | 0 1 0 1 B,F

a los 38 afios.
* Familiares estudiados incluyendo al probando.

C) CAMBIOS DE AMINOACIDO PATOGENICOS

Son aquellas mutaciones que con un simple cambio de aminoacido tienen un efecto
patogénico. Su caracterizacion requiere ensayos que determinen que la funcionalidad de la
proteina se ve gravemente afectada por la mutacion, asi como estudios poblacionales y de
segregacion.

Encontramos dos mutaciones de este tipo C5242A (A1708E) y G5236A (G1706E).

- C5242A (A1708E):

Este cambio de citosina por adenina en posicion 5242 da lugar a un cambio de
alanina por glutamico en posicion 1708. Se localiza en el exén 18 de BRCAL, y en
nuestro estudio aparecié en dos familias (132 y 139). Esta mutacién consta de 45
registros en el BIC, de diverso origen étnico y nacionalidad. También aparece
registrada en el HGMD (CM950153). Su localizacién en el dominio BRCT indujo a
pensar que podia presentar importancia clinica. El alelo 1708E aumenta la
susceptibilidad a la accidon de proteasas (Williams et al., 2003). Por otro lado, esta
mutacion bloquea la actividad inhibitoria de BRCA1 (Li et al., 2002) y, en particular,

elimina la represion del receptor de estrogenos dependiente de BRCA1 (Zheng et al.,
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2001). Posteriormente se descubrido que el alelo 1708E provoca la localizacion de
BRCALI en el citoplasma impidiéndole realizar sus funciones nucleares. Ademas, la
presencia del alelo 1708E altera la funcién transactivadora de BRCA2 e induce
amplificacion de los centrosomas (Lovelock et al., 2006, 2007). Por todas estas
alteraciones funcionales que provoca, se ha clasificado este cambio de aminoécido
como patogénico (Futreal et al., 1994; Humphrey et al., 1997; Greenman et al., 1998;
Vallon-Christerson et al., 2001; de la Hoya et al., 2002 (a y b); Kawai et al., 2002;
Figge et al., 2004; Infante et al., 2006; Gough et al., 2007; Torres et al., 2007).

Tabla 24: Caracteristicas de las familias en que aparecié la mutacion C5242A (A1708E).

OTROS | OTROS | OTROS | FAMILIARES | CRITERIOS
MUTACION | FAMILIA | PROBANDO | CASOS | CASOS | TIPOS DE | ESTUDIADOS DE
CM Cco CANCER & INCLUSION
132 Cancerde |2 0 0 2 B,D,G
C5242A mama a los
(A1708E) 32 afos.
139 Cancerde | O 1 1 de 2 B,E
mama a los colon
33 afos. 1 de
pulmén
* Familiares estudiados incluyendo al probando.

G5236A (G1706E):

Este un cambio de guanina por adenina en posicion 5236 da lugar a un cambio
de glicina por glutdmico en la proteina en posicion 1706. Se localiza en el exén 18 de
BRCA1 y aparecid en dos familias en nuestro estudio. Esta alteracion presenta siete
entradas registradas en el BIC, donde la catalogan como “variante sin clasificar”. Sin
embargo, este cambio de aminoacido, en la poblacion espafiola se considera
patogénico. Se ha visto que el cambio de un aminoacido pequeio e hidrofébico por
uno hidrofilico cargado en posicion 1706 altera la estructura tridimensional de la
proteina. Ademads, en ensayos funcionales se ha visto que esta mutacion reduce la
actividad transcripcional de BRCA1 (Osorio et al., 2000; Mirkovic et al., 2004;
Carvalho et al., 2007; Abkevich et al., 2004; Williams et al., 2003; Lovelock et al.,
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2006). También aparece registrada como patogénica en la base de datos HGMD

(CM000502).

Tabla 25: Caracteristicas de las familias en que aparecié la mutacion G5232A (G1706E).

OTROS | OTROS OTROS FAMILIARES | CRITERIOS
MUTACION | FAMILIA | PROBANDO | CASOS | CASOS | TIPOSDE | ESTUDIADOS DE
CM Cco CANCER b INCLUSION
244 Cancer de 0 0 1 ORL 4 B
G5232A mama a los
(G1706E) 37 anos.
391 Cancer de 0 0 1 de 1 B
mama a los pulmoén
29 anos. 1 de
estobmago
* Familiares estudiados incluyendo al probando.

D) MUTACIONES QUE AFECTAN A LA MADURACION DEL mRNA (o de
“splicing”)

Este tipo de mutaciones aparecen tradicionalmente en las fronteras exon-intrén, en el
sitio 5° donador (GT) o 3’ aceptor (AG). En torno a esos nticleotidos se marcan las fronteras
exon-intron e intron-exoén a la maquinaria de maduracion del MRNA para que los intrones
sean eliminados correctamente. Cambios en estas secuencias consenso dan lugar a un
transcrito alterado que a su vez originard una proteina anoémala y no funcional.

Hemos encontrado dos mutaciones de este tipo en BRCA1, una ya descrita y otra

nueva, que explicaremos mas en detalle a continuacion.

- TVS20+1G>A (5396+1G>A):

Esta mutacion se localiza en el extremo 3’ del exéon 20 de BRCA1, donde cambia una
guanina por adenina de la secuencia consenso GT a AT. En nuestro estudio aparecié en una
de las familias (228). De las 42 entradas que posee esta mutacion en el BIC, la mayoria
pertenecen a individuos de origen caucasiano y latino. También aparece registrada en el
HGMD (CS013998).

Esta mutacion provoca la pérdida del exon 20 (¢.5313 5396del) y causa un cambio en
la fase de lectura que crea un codon de parada en posicion 1737. También provoca la

aparicion de otro transcrito alternativo en el que se retienen 85 pb del intrén 20, al utilizar un
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sitio donador alternativo que estd justamente 85 pb aguas abajo en el intrén 20. Este
transcrito también presenta un cambio en la fase de lectura y un codon de parada prematuro

esta vez en posicion 1767 (Shattuck-Eidens et al., 1995; Tesoriero et al., 2005).

Tabla 26: Caracteristicas de la familia en que apareci6 la mutacién IVS20+1G>A.

OTROS | OTROS OTROS FAMILIARES | CRITERIOS
MUTACION FAMILIA | PROBANDO | cAsOs | casos TIPOS DE ESTUDIADOS DE
CM Cco CANCER & INCLUSION
229 Cancer de 5 0 1 leucemia | 8 B,D,G
mama a los 1 de
34 afios. prostata
1 de higado

* Familiares estudiados incluyendo al probando.

- IVS23+3A>C (5586+3A>C):

Esta mutacion no esta registrada en el BIC, HGMD ni en la literatura, por lo que es la
primera vez que se describe. Se localiza aguas abajo del extremo 3’ del exén 23 de BRCAI,
donde cambia una adenina por citosina. Aunque no es uno de los dinucledtidos consenso, al
encontrarse muy cerca de los mismos sospechamos que podria afectar al procesamiento del

ex6n 23 en el MRNA.

DNA genémico — (YR — GFFERGTA.....//...AG

NORMAL
DNA genémico — (IEFED— GEEIRGTC.....//...AG
p17046
Figura 21: Localizacién de la mutacion de nueva descripcion IVS23+3A>C dentro del
gen BRCA2.

Para comprobar si esta mutacion afectaba a la maduracion del exon 23 en primer
lugar se extrajo el RNA del paciente portador de la mutacion y mediante RT-PCR se obtuvo
el cDNA. Después, disenamos cebadores sentido y antisentido en el exéon 17 y 24
respectivamente, para amplificar mediante PCR esa region. Se hizo en paralelo la

amplificacion de la muestra del paciente y de una muestra control.
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El fragmento germinal que comprende los exones 17 al 24 da lugar a un producto de
PCR de 436 pb. El ex6n 23 tiene un tamano de 61 pb, por lo que al perderse en el paciente
por una maduracion alternativa obtuvimos dos transcritos, uno de 436 pb y otro menor de 375

pb (figura 22).

Figura 22: A la izquierda observamos el gel de agarosa con los productos de
PCR. En el primer carril hay un control negativo, en el segundo un
marcador de tamafio, en el tercero una muestra control y en el cuarto la
muestra del paciente portador de la mutacion en que se pierde el exén 23.

La pérdida del exdn 23 provoca un cambio en la fase de lectura y da lugar a la
aparicion de un codon de parada prematuro en el exén 24 (residuo 1813 de la proteina). Por

lo tanto, se produciria una proteina truncada y presuntamente no funcional.

En la tabla siguiente se detallan las caracteristicas de la familia en que apareci6 esta

mutacion patogénica.

Tabla 27: Caracteristicas de la familia en que aparecié la mutacién IVS23+3A>G.

OTROS | OTROS OTROS FAMILIARES | CRITERIOS
MUTACION FAMILIA | PROBANDO cAsos | casos TIPOSDE | ESTUDIADOS DE
CM Cco CANCER & INCLUSION
347 Cancer de 1 0 ldecolon |5 B
mama a los 1de
29 afos. estobmago
* Familiares estudiados incluyendo al probando.

El ex6n 23 codifica para parte del extremo carboxilo-terminal de BRCA1, en concreto

el segundo dominio BRCT. Este dominio es de gran importancia, ya que interacciona con
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multiples proteinas participando en activacion transcripcional, remodelacion de cromatina y
otras funciones importantes de BRCAI1. Por ello, la pérdida del exén 23 dard lugar a una

proteina no funcional que carece en parte de su actividad supresora de tumores.

A modo de resumen de este apartado, en la figura siguiente se esquematiza la

estructura del gen BRCAT1 y las mutaciones patogénicas que hemos encontrado en el mismo.

IVS20+1G>A
1793delA 3533insA G5236A
2031delG
(0P 571)  (gt0p ;50) (stop 1140) (G1706E)
123456 78910 1 12| 13 1415 16 A7 18| 1920212223 24
uininl i li ltiu L
C1806T 4284delAG IVS23+3A>C
C5242A
(Q563X) (stop 1389) (A1708E)

Figura 23: Esquema de las mutaciones patogénicas encontradas en BRCA1 y su localizacién en el gen.

1.1.2.- MUTACIONES PATOGENICAS ENCONTRADAS EN BRCA2

De las 59 mutaciones encontradas en BRCA2, 10 resultaron ser patogénicas. En
concreto, ocho son cambios en la fase de lectura por inserciones o pérdidas y dos son

mutaciones sin sentido en que se genera un codon de parada prematuro.

A) CAMBIOS EN EL MARCO DE LECTURA:
Hemos encontrado ocho mutaciones que cambian la fase de lectura, siete pérdidas y
una insercion. De entre ellas, cuatro ya estaban descritas y otras cuatro son de nueva

descripcion. En todos los casos se genera un codon de parada prematuro que da lugar a una
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secuenciacion automatica.
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Todas estas alteraciones fueron detectadas mediante CSGE vy

En la tabla 28 se detallan las caracteristicas de las mutaciones encontradas en BRCA2

que cambian la fase de lectura.

Tabla 28: Mutaciones patogénicas que cambian el marco de lectura encontradas en BRCA2 y caracteristicas
de las mismas. Notacion segin referencia Genbank U43746.

5319delA

Codon de
parada en
1704

No esta

EFECTO VECES REFERENCIAS
MUTACION CODON | EXON ENLA EN REFERENCIA | BIBLIOGRAFICAS
PROTEINA BIC HGMD
3036delACAA 936 11 Codon de 105 No esta Spitzer et al., 2000
parada en 959 Duran et al., 2003
Salazar et al.,2006

No publicada

8873delACCA

9254delATCAT

3009

23

Codon de

parada en

2889

Codon de 10
parada en 3016

CD961862

6503delTT 2092 11 Codon de 93 CD951627 | Wooster et al.,1995
parada en 2098 Haraldsson et al., 1998
Claes et al., 1999
Khitto et al., 2001
Lubinski et al., 2004
Hartikainen et al., 2007
6678insA 2150 11 Codon de 2 CI1022585 Fries et al., 2002
parada en 2175

No publicada

Tavtigian et al., 1996

A continuaciéon se detallan las caracteristicas clinicas de las familias en que

aparecieron las mutaciones patogénicas de cambio en la fase de lectura.
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Tabla 29: Caracteristicas de las familias en que aparecieron las inserciones y pérdidas patogénicas de BRCA2.

T OTROS OTROS FAMILIARES | CRITERIOS
MUTACION FAMILIA PROBANDO CASOS CM CASOS TI!)OS DE ESTUDIADOS DE
Cco CANCER * INCLUSION
Cancer de 5 0 1 de 1 B,D,G
149 mama a los 55 pancreas
afios. 1 de pulmén
1 de
estdmago
Sano. Elresto | 3 1 0 1 B,D,E,G
162 de los
3036delACAA parientes
afectos habian
fallecido.
Cancer de 13,2 de 0 1 sarcoma 6 A,B,D,G
181 mama a los 70 | ellos
afos. bilaterales
Cancer de 5, uno de 0 1 de 1 A,B,D,E.G
211 mama bilateral | ellos pancreas
alos48y 52 bilateral
afios. Cancer
de ovario a los
49.
Cancer de 1 0 1 de 1 B
258 mama a los 34 pancreas
afios. 2 de prostata
Cancer de 1 0 0 1 D
5319delA 325 mama a los 42
afios.
Sano. 4 0 0 1 B,D,G
5344delAATA 221 Parientes
estudiados en
otro centro.
Cancer de 2 0 1 de prostata | 6 B,D,G
6503delTT 255 mama a los 35
afios.
Cancer de 8 0 1 de higado 1 B,D,G
6678insA 346 mama a los 32
afios.
Sana. El resto 1 0 0 1 H
8370del11 192 de parientes
afectos habian
fallecido.
Cancer de 1 0 1 de pulmén | 2 D
8873delACCA 98 mama a los 49 1 de prostata
afos. 1 de
intestino
1 de colon
1 de higado
Cancer de 3 en linea 0 1 prostata 9 B,D,G
9254delATCAT | 173 mama a los 49 | materna 'y
afios. 7 en linea
paterna

* Familiares estudiados incluyendo al probando.
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Cabe destacar que las mutaciones 5319delA, 5344delAATA, 8370delll vy
8873delACCA no habian sido descritas previamente. Como todas ellas provocan un cambio
en la fase de lectura y dan lugar a un codon de parada prematuro y a una proteina no
funcional las consideramos patogénicas.

La pérdida de 11 nucledtidos a partir del 8370 (8370dell1) aparecio en una familia
cuyo probando era sano y tenia al menos un caso mas de cancer de mama en un pariente de
primer grado. Esta familia no cumple los criterios clasicos de inclusion, sin embargo, tras una
valoracion del caso, la unidad de consejo genético considerd necesario realizar el estudio.

La alteracion 9254delATCAT aparece registrada 10 veces en el BIC, en pacientes de

origen caucasiano y latino, en concreto hay varias entradas espafiolas.

B) MUTACIONES SIN SENTIDO (“nonsense”):

Encontramos dos mutaciones en que un cambio de base da lugar a un codén de parada
prematuro.

En primer lugar, encontramos un cambio de guanina por timina en posicion 373
(G373T), que da lugar al cambio de glutdmico por un codon de parada en posicion 49 de la
proteina (E49X). Esta mutacion se localiza en el exén 3 de BRCA2 y fue detectada mediante

CSGE vy secuenciacion automatica. E49X presenta 17 entradas en el BIC y también aparece

registrada en el HGMD (CMO011914) (Bergthorsson et al., 2001).

En segundo lugar encontramos el cambio de citosina por timina en posicion 8800
(C8800T), que da lugar al cambio de glutamina por un codon de parada prematuro en
posicion 2858 de la proteina (Q2858X). Esta mutacion se localiza en el exon 20 de BRCA2 y
aparece registrada una vez en el BIC y en el HGMD (CM994686) (Santarosa et al., 1999) (b).

Cada una de estas mutaciones aparecid en una familia respectivamente. Las

caracteristicas clinicas de las mismas se recogen en la tabla 30.
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Tabla 30: Caracteristicas de las familias en que aparecieron las mutaciones sin sentido en BRCA2.

OTROS OTROS OTROS FAMILIARES | CRITERIOS
MUTACION | FAMILIA PROBANDO CASOS CASOS TIPOS DE ESTUDIADOS DE
CM Cco CANCER i INCLUSION
415 Cancer de 3 0 0 1 B,C,D,G
mama a los 64
afios.
C8800T 190 Cancer de 2 0 1 cancer 3 D,G
(Q2858X) mama a los 47 ORL
afios.
* Familiares estudiados incluyendo al probando.

A modo de resumen de este apartado, en la figura 24 se esquematiza la estructura del

gen BRCA2 y las mutaciones patogénicas que hemos encontrado en el mismo.

8370del11
(stop 2716)

G373T 3036delACAA 5319‘1’%': 6503delTT 8873delACCA
(E49X) (stop 959) (stop 1704)  (5¢0p 2098) (stop 2889)
12| 3| 4/5/6(7|8 (9 10 1 1212 14 151617 18 192021222324 2526 27
6678insA C8800T
5344delAATA
(stop 1710) _ (stop 2175) (Q2858X)
9254delATCAT
(stop 3016)

Figura 24: Esquema de las mutaciones patogénicas encontradas en BRCA2 y su localizacion en el gen.

1.2.- POLIMORFISMOS NEUTRALES

Son aquellas variantes presentes en la poblacion general con una frecuencia mayor del
1%, asi como aquellas que en estudios familiares no cosegregan con la enfermedad y, en
general, todas aquellas que no son la causa fundamental de la aparicion del cancer. Dentro de
este grupo se incluyen tradicionalmente las mutaciones silenciosas, las mutaciones que
aparecen en los intrones, en las zonas 5’ y 3’ no transcritas (zonas UTRs), y aquellas de

cambio de aminoéacido que no repercuten en la funcionalidad ni estructura de la proteina.
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Ademas de las mutaciones ya descritas, que no tienen consecuencias en la expresion

del gen y la actividad de la proteina, existen otras de nueva descripcion que hemos incluido

en este grupo. La alta frecuencia con que aparecen dichas mutaciones en nuestra poblacion de

pacientes puede indicar que también estdn presentes con frecuencia alta en la poblacion

general, pudiendo por ello ser consideradas como polimorfismos. También hemos tenido en

cuenta para la clasificacion el tipo de cambio de aminoacido, el dominio de la proteina en que

se encuentra, la coincidencia con mutaciones patogénicas y la bibliografia disponible.

1.2.1 POLIMORFISMOS DE BRCA1

Hemos encontrado en total 26 variantes neutrales en el gen BRCAI. En concreto, hay

7 mutaciones silenciosas (cambios de nucledtido que no dan lugar a cambio de aminoacido

en la proteina), 12 en regiones intronicas y 7 de cambio de aminoacido. Entre ellas hay una

variante silenciosa de nueva descripcion.

En la tabla siguiente se detallan las mutaciones silenciosas encontradas en BRCA1.

Tabla 31: Mutaciones silenciosas encontradas en BRCA1

. Mutacién Efecto en la Pacientes | Veces Importancia Referencias
EXON 7 en que en . ——
DNA proteina clinica BIC bibliograficas
aparece BIC
9 C710T C197C 2 31 Neutral Mckean-Cowdin et
al., 05
Diez et al., 03
11 A1100G T327T 5 1 Desconocida | No hay referencias
11 C2201T S694S 98 13 Neutral Frost et al., 05
Konstantopoulou et
al., 00
11 T2430C L771L 73 25 Neutral Baudi et al., 99
No Esteban Cardefiosa
11 A2852G GI11G 1 estd | No registrada | etal., 08
13 T4427C S1436S 120 35 Neutral Konstantopoulou et
al., 00
No Infante et al., 06
19 A5294G E1725E 1 estd | No registrada | Beristain et al., 07

Existen tres mutaciones silenciosas que nos plantearon algunas dudas: A1100G

(T327T), A2852G (G911G) y A5294G (E1725E). Estas mutaciones silenciosas aparecen en

menos publicaciones y la falta de informacion sobre las mismas ain hace dudar de su
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neutralidad. Por ello, para aportar algiin dato mas realizamos el estudio de los potenciadores

de la maduraciéon del RNA con el programa “ESEfinder”. Esta herramienta realiza una

prediccion sobre si la presencia de estas mutaciones puede provocar una maduracion

alternativa.

Encontramos que para A5294G (E1725E) y A2852G (G911G) no habia cambios en

los potenciadores de maduracion (“exonic splicing enhancers” o “ESEs”). Sin embargo, para

A110G (T327T) aparece un nuevo sitio de uniéon a SF2/ASF y aumenta la afinidad de uno ya

existente de union a SRp55. Estos cambios se muestran en la figura 25.

6

GERMINAL

A1100G (T327T) ee—

o rrrrT o
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GERMINAL
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e
Ul B e e SR S e e e e

A2852G (G911G)

IR R R

GERMINAL
SF2/ASF
SF2/ASF (IgM-BRCA1)
SC35
SRp40
SRp55

A5294G (E1725E)

Figura 25: Cambios en los potenciadores de maduracién
de RNA predichos por el programa ESEfinder con la
presencia de las mutaciones silenciosas T327T, G911G,
E1725E. En cada caso se muestra a la izquierda la unién

de proteinas SRP a la secuencia germinal y a la derecha
la unién de dichas proteinas cuando esta presente cada
mutacion.
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podria confirmar el cambio en la maduracién del RNA.

clinica encontrados en BRCAL.

Tabla 32: Polimorfismos de cambio de aminoacido encontrados en BRCA1

Resultados

Estos resultados son solo orientativos. Tan solo la comprobacion mediante RT-PCR

A continuacion en la tabla 32 se recogen los cambios de aminoécido sin importancia

EXON

Mutacién
DNA

Efecto en la
proteina

Pacientes
en que
aparece

Veces
en
BIC

Importancia
clinica BIC

Referencias
bibliograficas

11

A1186G

Q356R

35

82

Desconocida

Durocher et al., 96
Dunning et al., 97
Schoumacher et al., 01
Wenham et al., 03
Auranen et al., 05
Tommasi et al., 08

11

C2731T

P871L

79

26

Neutral

Konstantopoulou et al.,
00

Wenham et al., 03
Menzel et al., 04
Auranen et al., 05
Tommasi et al., 05

11

G2196A

D693N

34

16

Neutral

Durocher et al., 96

11

A3232G

E1038G

81

37

Neutral

Konstantopoulou et al.,
00

Goumenou et al., 03
Jara et al., 04
Tommasi et al., 05

11

A3667G

K1183R

37%

33

Neutral

Konstantopoulou et al.,
00

Tommasi et al., 05
Saxena et al., 06

15

G4654T

S15121

53

Neutral

Deffenbaugh et al., 02
Hadjisavvas et al., 02
Phelan et al., 02 y 05

16

A4956G

S1613G

49%

36

Neutral

Konstantopoulou et al.,
00

Tommasi et al., 05
Saxena et al., 06

101




Resultados

También encontramos diversas variantes intrénicas en zonas alejadas de los sitios

clasicos de procesamiento, por lo que aunque alguna sea de nueva descripcion la hemos

incluido entre los polimorfismos neutrales.

BRCAL.

Tabla 33: Variantes intronicas neutrales encontradas en BRCAI.

En la tabla 33 se detallan las variantes intronicas polimorficas encontradas en

INTRON

Mutacion DNA

Pacientes
en que
aparece

Veces
en
BIC

Importancia

clinica BIC

Referencias
bibliograficas

S'UTR

IVS1-115T>C (101-115T>C)

38%

Desconocida

Velasco-Sampedro
etal., 02

Song et al., 06
Infante et al., 06

IVS2-14C>T (200-14C>T)

52

Desconocida

Claes et al., 03
Judkins et al., 05 (a)
Beristain et al., 07

IVS7-34T>C (561-34T>C)

25%

Neutral

Sinclair et al., 00
Sng et al., 03
Hedau et al., 04
Infante et al., 06

IVS8-58delT (667-58delT)

37%

Neutral

Pyne et al., 99

Sinclair et al., 00
Weitzel et al., 05
Infante et al., 06

IVS9+44A>G (712+44A>G)

Desconocida

No hay
publicaciones

12

IVS13-10C>T (4477-10C>T)

25

Neutral

Judkins et al., 05
Weitzel et al., 05
Infante et al., 06
Konstantopoulou et
al., 07

13

1VS14-63A>G (4604-63A>G)

37%

Desconocida

Infante et al., 06

16

IVS17-53C>T (5194-53C>T)

18

Desconocida

Jara et al., 06
Infante et al., 2006
Konstantopoulou et
al., 2008

18

IVS18+66G>A (5271+66G>A)

35%

Neutral

Tworek et al., 99
Sinclair et al., 00
Hedau et al., 04
Kawabhara et al., 04
Infante et al., 06

20

IVS20+60insGTATTCCACTCC
(5396+60ins12pb)

26

Desconocida

Spitzer et al., 00
Sensi et al., 03
Torres et al., 07

22

IVS22+8T>C (5525+8T>C)

14

Neutral

Panguluri et al., 99
Weber et al., 06

24

IVS24+36C>G (5711+36C>G)

esta

Desconocida

Salazar et al., 06
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1.2.2.- POLIMORFISMOS DE BRCA2

Hemos encontrado en total 34 variantes neutrales en BRCA2. En concreto, 11
mutaciones silenciosas, 9 cambios de aminoécido sin importancia clinica y 14 variantes
intronicas. Entre estas variantes encontramos una mutacion silenciosa y tres intronicas de

nueva descripcion.
En la tabla 34 se detallan las mutaciones silenciosas encontradas en BRCAZ2.

Tabla 34: Mutaciones silenciosas sin importancia clinica encontradas en BRCA2
, MUTACION Efecto en | Pacientes | VECES
EXON la en que EN
DNA g
proteina aparece BIC
AlI392T No No descrita previamente

Importancia Referencias
clinica BIC Bibliograficas

registrada

10 A1593G S455S 22 7 Neutral Diez et al., 03

Hadjisavvas et al.,03
Infante et al., 06

Agalliu et al., 07
Konstantopoulou et al., 08
Toh et al., 08

11 T2457C H743H 4 7 Desconocida | Wagner et al.,99

Diez et al., 03

Edwards et al.,03

Kim et al., 06

Song et al., 06

Agalliu et al., 07
Konstantopoulou et al., 08
Toh et al., 08

11 G3111A Q961Q 3 4 Desconocida | Wagner et al., 99
Intante et al., 06

11 A3624G K1132K 1 8 Neutral Hadjisavvas et al.,03
Hu et al., 03

Kim et al., 06
Infante et al., 06
Han et al., 06
Agalliu et al., 07
Nanda et al., 08

11 T4035C V1269V 10 3 Neutral Hu et al., 04
Hadjisavvas et al.,03
Kim et al., 06
Infante et al., 06
Agalliu et al., 07
Toh et al., 08

Nanda et al., 05

11 G4296A L1356L 3 3 Desconocida | Haffty et al., 06
Infante et al., 06
Beristain et al., 07
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11

C4812T

S1528S

2 Desconocida | Diez et al., 03

11

C4527T

S1733S

Neutral Wagner et al., 99

14

A7470G

S2414S

96

10

Neutral Hadjisavvas et al.,03

Hu et al., 03
Kim et al., 06
Agalliu et al., 07
Akbari et al., 08

Toh et al., 08

Konstantopoulou et al., 08

16

G7854A

T2542T

No No registrada | Salazar et al., 06

esta

Para algunas de estas mutaciones silenciosas, al igual que para algunas de BRCAI, existe

menos informacion, lo que aun hace dudar de su neutralidad. Por ello, para aportar algin dato

mas también realizamos el estudio de los potenciadores de la maduracion del RNA con el
programa “ESEfinder”. Escogimos A1392T (V388V), A3624G (K1132K), T4035C
(V1269V), G4296A (L1356L), C4812T (S1528S), y G7854A (T2542).
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w

GERMINAL GA4296A (L1356L) m—

3 I—I 'J-
1
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Figura 26: Cambios en los potenciadores de maduracién de
SF2/ASF RNA predichos por el programa “ESEfinder” con la
SF2/ASF (IgM-BRCA1) presencia de las mutaciones silenciosas. En cada caso, a la
23320 izquierda aparecen los sitios de unién a las proteinas de
SRSSS maduracién en la secuencia germinal y a la derecha los

corresnondientes cambios al introducir la mutacion.

Estos resultados predichos por el programa “ESEfinder” son solamente orientativos.
Tan solo la comprobacion mediante RT-PCR podria confirmar el cambio en la maduracion

del RNA.
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encontradas en BRCA?2.

Tabla 35: Polimorfismos de cambio de aminoacido encontrados en BRCA2

Resultados

En la tabla 35 se recogen las variantes polimorficas de cambio de aminoacido

EXON

Mutaciéon
DNA

Efecto en
la
proteina

Pacientes
en que
aparece

VECES
EN
BIC

Importancia
clinica BIC

Referencias
Bibliograficas

10

A1093C

N289H

31

13

Neutral

Hadjisavvas et al.,03
Sigurdson et al., 04
Suter et al., 04
Kawabhara et al., 04
Han et al., 06

Kim et al., 06
Agalliu et al., 07
Tommasi et al., 08

10

C1342A

N372H

48

Neutral

Healey et al., 00
Goode et al., 02
Spurdle et al., 02
Huetal., 03
Sigurdson et al., 04
Teare et al., 04
Mengzel et al, 04
Hughes et al., 05
Cox etal., 05

Wu et al., 05
Garcia-closas et al., 06
BCAC 06
Tommasi et al., 08

10

C1379T

S384F

Neutral

Diez et al., 03

Manguoglu et al., 03
Weitzel et al., 05
Wappenschmidt et al., 05
Salazar et al., 06
Chenevix-Trench et al., 06

11

G3031A

D935N

105

Neutral

Wagner et al., 1999
Edwards et al., 2003
Salazar et al., 2006
Infante et al., 2006
Rajasekaran et al., 2008

11

A3199G

N991D

38

Neutral

Hadjisavvas et al., 03
Kim et al., 06
Infante et al., 06
Agalliu et al., 07
Cho et al., 08
Debniak et al., 08

11

G4813A

G1529R

74

Neutral

Chen et al., 99
Xiaetal., 01
Fries et al., 02
Zhou et al., 05
Pal et al., 05
Weitzel et al., 05
Esashi et al., 07

20

T8731C

S2835P

34

Neutral

Malone et al., 00
Pal et al., 05
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Karchin et al., 08

20

A8795C

E2856A

185

Neutral

Malone et al., 00

Meindl A., German
Consortium HBOC, 02
Pal et al., 05
Chenevix-Trench et al., 06
Karchin et al., 08
Kuznetsov et al., 08

22

G9079A

A2951T

40

Neutral

Serova-Sinilnikova et al.,
97

Bergthorsson et al., 01
Deffenbaugh et al., 02
Saxena et al., 06
Rajasekaran et al., 08

En la tabla 36 se describen los polimorfismos intronicos encontrados en BRCA2.

Tabla 36: Mutaciones intréonicas encontradas en BRCA2

Pacientes

(296-60C>T)

(296-7delT)

1VS§2-60C>T

IVS6+14C>T
(744+14C>T)

No esta

No esta

. ‘s VECES | Importancia Referencias
INTRON | Mutacion DNA | enque | oo | LAEEEd o Bibliograficas
aparece
5'UTR IVS1-26G>A 29% No estda | No registrada | Song et al., 06
(190-26G>A)
1 IVS2-7delT 1 4 Desconocida | Koul et al., 99

No registrada

No registrada

Santarosa et al., 99 (a)
Couch et al., 07

Diez et al., 07

No descrita previamente

Torres et al., 07

8 IVS8+56C>T 13% 1 Desconocida | Hadjisavvas et al., 03
(909+56C>T) Seo et al., 04
Kawabhara et al., 04
Saxena et al., 06
Konstantopoulou et al., 08
10 IVS10+12delT 17 2 Desconocida | Hadjisavvas et al., 03
(2137+12delT) Diez et al., 03
10 IVS11-20T>A 1 5 Desconocida | No hay publicaciones
(7070-20T>A)
14 IVS14+53C>T 15 4 Neutral Wagner et al., 99
(7663+53C>T) Scott et al., 02

Hadjisavvas et al., 03
Kanaan et al., 03
Suter et al., 04

Song et al., 06
Tommasi et al., 08

107




Resultados

15 IVS16-14T>C 13% 15 Neutral Yassaee et al., 02
Hadjisavvas et al., 03
(8034-14T>C) SeoJet al., 04
Kawahara et al., 04
23 1VS24-16T>C 8 6 Desconocida | Claes etal., 03
Hadjisavvas et al., 03
(9485-16T>C) Edv&gards etal., 03
24 IVS25-12T>G 1 2 Neutral Vehmanen et al., 97
(9730-12T>G)
25 IVS25+9A>C 1 17 Desconocida | Claes et al., 03
(9729+9A>C) C:funpos etal., 03
Diez et al., 03

1VS25+166G>A No esta No registrada  No descrita previamente

(9729+166G>A)

1.3 VARIANTES SIN CLASIFICAR (UVs)

Tanto en BRCA1 como en BRCA2 hemos encontrado variantes que cambian el

aminodcido y cuyo significado funcional atnse se desconoce.

Se han desarrollado diversas aproximaciones teodricas para su clasificacion, pero
ninguna de ellas resulta fiable al 100%. Solamente estudios funcionales adecuados podrian
juzgar la pérdida o ganancia de funcion debida a estas alteraciones. Se han publicado diversos
trabajos en que comprueban mediante ensayos funcionales las consecuencias de algunas de
estas mutaciones, pero suelen ser estudios largos y costosos, por lo que no hay demasiados.
Recientemente se han publicado un par de trabajos en que desarrollan un ensayo funcional
relativamente sencillo para la comprobacion de variantes en BRCAL1. Estas aproximaciones, a
la larga, pueden ayudar a resolver el problema de los resultados no concluyentes debidos a

variantes sin clasificar en el diagnostico genético.

1.3.1 VARIANTES SIN CLASIFICAR DE BRCA1

En el gen BRCA1 hemos encontrado 16 variantes de significado desconocido. En la

tabla siguiente se detallan sus caracteristicas.
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Tabla 37: Variantes de significado desconocido encontradas en BRCA1

Resultados

Pacientes

Veces

Exén mutacion | Efecto en la en que en Importancia Referencias
DNA proteina 1 clinica BIC bibliograficas
aparece BIC
11 C811T T231M 1 2 Desconocida | Judkins et al., 05 (a)
11 A1767C N550H 1 54 Desconocida | El-Harith et al., 02
Judkins et al., 05 (ay b)
Augello et al., 06
Tavtigian et al., 06
Caligo et al., 08
11 C2121T L668F 2 25 desconocida | Engetal., 01

11

T2431C
C2640T

R841W

No registrada

desconocida

Vega et al., 02
Diez et al., 03
Infante et al., 06

No hay publicaciones

Barker et al., 96
Durocher et al., 96
Petersen et al., 98
Dong et al., 98
Fleming et al., 03
Goldgar et al., 04
Chenevix-Trench et al.,
06

Troudi et al., 07
Distelman-Menachem et
al.,08

11

C2781T

H888Y

desconocida

Meyer et al., 03
Judkins et al., 05 (a)
Miramar et al., 08

11

G3143A

M1008I

138

desconocida

Durocher et al., 96
Frank et al., 02
Abkevich et al., 04
Judkins et al., 05 (ay b)
Tavtigian et al., 06
Distelman-Menachem et
al.,08

11

G3238A

S1040N

45

desconocida

Durocher et al., 96
De la Hoya et al., 99
Yeetal., 01
Bergthorsson et al.,01
Arnold et al., 02
Zuhlke et al., 04
Ward et al., 05
Infante et al., 06
Tavtigian et al., 06
Musolino et al., 07

11

A3474T

T1119S

Desconocida

Judkins et al., 05 (a)

11

A3537G

S1140G

28

desconocida

Panguluri et al., 99
Gao et al., 00

Ellis et al., 00

Infante et al., 06
Tavtigian et al., 06
Konstantopoulou et al.,
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08

11

G3720A

G12018

desconocida

Salazar et al., 03

11

A3942G

11275V

desconocida

Abkevich et al., 04
Judkins et al., 05 (a)

11

A4158G

R1347G

154

Desconocida

Durocher et al., 96
Yeetal., 01
Bergthorsson et al.,01
Deffenbaugh et al., 02
Salazar et al., 03
Zuhlke et al., 04
Simard et al., 07

12

G4251A

V13781

Desconocida

Abkevich et al., 04
Peixoto et al., 06

13

C4380T

H1421Y

Desconocida

Hu et al., 02
Phelan et al., 05

16

G5075A

M16521

39

Desconocida

Schoumacher et al.,01
Deffebaugh et al., 02
Arnold et al., 02
Tommasi et al., 05
Saxena et al., 06
Gough et al., 07

1.3.2 VARIANTES SIN CLASIFICAR DE BRCA2

tabla siguiente se detallan las caracteristicas de las mismas.

Tabla 38: Variantes sin clasificar encontradas en BRCA2

En el gen BRCA2 hemos encontrado 15 variantes de significado desconocido. En la

Exén

mutacion
DNA

Efecto en
la
proteina

Pacientes
en que
aparece

Veces
en BIC

Importancia
clinica BIC

Referencias
Bibliograficas

A353G

Y42C

1

141

Desconocida

Milner et al., 97
Fuks et al., 98
Wong et al., 03
Edwards et al., 03
Goldgar et al., 04
Wu et al., 05
Chenevix-Trench et al., 06
Kim et al., 06
Salazar et al., 06
Simard et al., 07
Kuznetsov et al., 08

3

A407G

N60S

4

Desconocida

Baeyens et al., 04

5

A677G

H150R

No esta

No esta

Salazar et al., 06

10

C1351T

P375S

1
1
3

6

Desconocida

Salazar et al., 06

10 AlI505C K426T 1 No estd No esta No hay publicaciones
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 C16004  P458T
A3226C

AS5957T

11000L

N19101

1
1
1

No esta

No esta

No esta

No esta
No esta
No esta

Resultados

No hay publicaciones
No hay publicaciones
Beristain et al., 07

11

C5972T

T1915M

20

7

Desconocida

Shih et al., 00
Basham et al., 01
Goode et al., 02
Sigurdson et al., 04
Kim et al., 06
Infante et al., 06
Johnson et al., 07
Agalliu et al., 07
Debniak et al., 08

11

C6328T

R2034C

97

Desconocida

Wagner et al., 99
Healey et al., 00
Deffenbaugh et al., 02
Goode et al., 02

Hahn et al., 03
Salazar et al., 06
Infante et al., 06
Simard et al., 07
Johnson et al., 07
Miramar et al., 08

14

C7625T

A2466V

48

Desconocida

Wagner et al., 99
Gao etal., 01

Diez et al., 03
Hadjisavvas et al., 03
Freedman et al., 04
Nanda et al., 05
Infante et al., 06

20

A8746G

12840V

Desconocida

Salazar et al., 06
Peixoto et al., 06

22

G9121C

D2965H

Desconocida

No hay publicaciones

25

T9520C

Y3098H

30

Desconocida

Gayther et al., 99
Edwards et al., 03
Karchin et al., 08
Miramar et al., 08

27

A10462G

13412V

110

Desconocida

Inoue et al., 97
Vehmanen et al., 97
Bergthorsson et al., 01
Malander et al., 04
Seo et al., 04

Hu et al., 04
Freedman et al., 04
Suter et al., 04
Warlam et al., 05
Kim et al., 06
Infante et al., 06
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2.- ESTUDIO PORMENORIZADO DE ALGUNAS VARIANTES SIN CLASIFICAR

2.1.- RASTREO DE LAS VARIANTES EN LA POBLACION GENERAL

Hemos escogido determinadas mutaciones de BRCA2 designadas como “UV”
(“unclassified variant”) en el BIC (“Breast Cancer Information Core”). Algunas de estas
mutaciones aparecieron en nuestra serie de pacientes, mientras que otras habian sido
detectadas previamente en nuestro laboratorio durante el diagndstico genético.

Nuestro primer intento de clasificacion consistié en examinar la presencia de dichas
variantes en 100 individuos control de la poblacion general. Para ello se seleccionaron 100
individuos sanos que nunca han desarrollado ningun tipo de céncer, de todas las edades y
ambos sexos, como grupo control. Previo consentimiento, se procedid a la extraccion de
sangre periférica de cada individuo por venopuncion, a partir de la cual se aislo el DNA

gendmico por procedimientos estandar.

Las muestras de DNA fueron amplificadas mediante PCR a través de cebadores que
flanqueaban la zona de interés (los exones portadores de cada variante). Para la
identificacion de las variantes se emplearon distintas técnicas:

- CSGE (“conformation sensitive gel electrophoresis”). Esta técnica fue la empleada
para las mutaciones G1201S de BRCAIL, y H150R, D244N, P357S, W395G, D935N,
K1057R, A2717S, 12840V de BRCAZ2.

- Nucleasas de restriccion: Esta técnica fue la empleada para las mutaciones R2034C
y A2717S. Los nucledtidos que cambian se encuentran en la zona de reconocimiento de una
nucleasa, en este caso de SnaBly Cftrl.

- dHPLC (“denaturing high peformance liquid cromatography”). Esta técnica se
utiliz6 para las mutaciones E3002K y K3326X.

Tres de las variantes aparecieron en nuestra poblacion control, lo cual indica que
probablemente se trate de polimorfismos benignos (Arnold et al., 2002; Deffenbaugh et al.,
2002).

En la tabla siguiente se resumen las mutaciones estudiadas y su frecuencia en

controles sanos.
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Tabla 39: Resultados del rastreo de mutaciones en la poblacién control.

EXON Mutacién DNA Ef)erc(::)e?:ala del algl(.)elcl:leel:locsi 2;recuent
5 G677A H150R 0/100
9 G958A D244N 0/100
10 C1351T P3758 0/100
10 C1379T S384F 0/100
10 T1411G W395G 0/100
11 G3031A D935N
11 A3398G K1057R 0/100
T CosT Ra03C
18 G8377T A2717S 0/100
20 AB746G 12840V 0/100
23 G9232A E3002K 0/100

27 A10204T K3326X 2/100

La busqueda de la variante D935N de BRCA2 se llevod a cabo mediante CSGE, ya
que esta mutaciéon aparecid por primera vez en dos pacientes de cancer de mama hereditario
(pacientes nimero 6497 y 8879) como una banda doble facilmente reconocible que fue
confirmada por secuenciacién automatica. Ambos individuos resultaron ser heterocigotos
para la alteracion.

Siguiendo el mismo sistema de deteccion, al analizar 100 controles sanos
encontramos la variante en un individuo de la poblacion escrutada (control ntimero 6352), el
cual también resulto ser heterocigoto. Por lo tanto, la variante D935N aparecio en el 1% de la

poblacion control escrutada.

\TATGGAGACACAGGTGATAAACAAGCAACCCHA

e

Figura 27: A la izquierda, en el quinto ﬂ n

carril, patrén de migracion alterado
en CSGE del paciente con la variante
G3031A (D935N); el resto de carriles ‘
son muestras de individuos control. A ! | |
la derecha, cromatograma de Ila ‘ [
secuencia que incluye dicha variante.
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La variante R2034C apareci6 por primera vez en el paciente 4587 (heterocigoto) y su
deteccion por CSGE resultaba ser problematica. Por ello decidimos hacer el escrutinio de los
controles aprovechando que la alteracion se encuentra en la zona de reconocimiento de la
nucleasa de restriccion SnaBl. En nuestro caso utilizamos un isoesquizomero de la misma

(Ecol1050).

Esta enzima reconoce la secuencia TAC/GTA. En este caso, el cambio de nucleétido
es C por T, de forma que la enzima corta el alelo germinal, pero no el mutado. Asi las cosas

obtendriamos segun el genotipo de la muestra distintos patrones de bandas:

- Homocigoto TT: Fragmento tnico de 468 p.b.
- Heterocigoto CT: Tres fragmentos de 468 pb, 417 pb y 51 pb.
- Homocigoto CC: Dos fragmentos de 417 pb y 51 pb.

En caso de obtener un patrén de corte que sugiriera la presencia del alelo T, procedimos a la

secuenciacion automatica para confirmar la presencia de la mutacion.

Eco105! (SnaBl)

484 pb 468 pb

190 0o "t t1
o | _"" 468 pb

ALELOT

Figura 28: Esquema deteccion R2034C. a) PCR fragmento exén 11 que contiene la mutacién. b)
Esquema de corte SnaBl. ¢) En el carril 2 hay una muestra heterocigota, el resto son homocigotos
germinales.

La mutacion R2034C aparecio en 4 de los 100 controles analizados, en todos ellos de
forma heterocigota. Esto representa un 4% de la poblacion estudiada, lo que significa que

esta variante es bastante comun en la poblacion general.
La variante G8377T (A2717S) también fue detectada mediante nucleasas de

restriccion, en este caso con la enzima Cfrl (isosesquizémero de Eael). Esta enzima reconoce

la secuencia pyrGGCCpu/puCCGGpyr. En este caso el cambio de nucledtido es G por T, de
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forma que la enzima corta el alelo germinal pero no el mutado. De este modo obtendriamos

segun el genotipo de la muestra distintos patrones de bandas:

- Homocigoto GG: Fragmentos de 267 pb y 233 pb.

- Heterocigoto GT: La enzima reconoce el alelo G y no el T, generando fragmentos
de 500pb, 267 pby 233 pb.

- Homocigoto TT: La enzima no reconoce ninguno de los dos alelos y se obtiene el

fragmento sin cortar de 500 pb.

\ B)
2 ' CORTE CON Cfr | o
(Eael)
ALELO G ALELO T
500 pb 500 pb
500 pb
267 pb
233 pb
267pp 1 233pb 500 pb P

Figura 29: a)Productos de PCR del ex6n 18 de BRCA2, b) Esquema del patrén de corte de
Cfrl, c¢) Fragmentos obtenidos de la digestion. Todos los individuos son homocigotos GG. El
primer carril en a) y ¢) es el marcador de peso molecular.

Todos los controles analizados resultaron ser homocigotos germinales para G8377T.

La alteracion K3326X es un caso curioso, ya que a pesar de ser una mutacion que
provoca un codon de parada prematuro, al estar en el ultimo exon del gen el fragmento que se
pierde no parece tener relevancia funcional y la proteina puede seguir actuando normalmente.

El rastreo en busca de esta mutacion se efectué mediante dHPLC (cromatografia
liquida de alta resolucion desnaturalizante). Los homocigotos para el alelo germinal daban
lugar a un pico tnico de elucion, mientras que los heterocigotos producian un pico doble.

De esta forma encontramos la alteracion en 2 individuos de los 100 analizados, lo que

supone un 2% de representacion en nuestra poblacion control.

mv

_

J
FO i 2 3 4 <) 6 7 mi

Figura 30: Cromatograma de resultados dHPLC. La linea azul corresponde a un individuo
heterocigoto para la mutacion K3326X, y la roja a un individuo homocigoto germinal. 115
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2.2.- SITUACION DENTRO DE LA PROTEINA Y TIPO DE CAMBIO DE

AMINOACIDO.

A la hora de clasificar una alteracion es importante saber si se encuentra dentro de un

dominio funcional importante de la enzima o por el contrario en una zona que “conecta’” unos

dominios con otros. Las alteraciones en el sitio activo, zonas de unidon a proteinas o

DNA...etc., suelen alterar las funciones de la proteina y su actividad.

De las variantes estudiadas, s6lo algunas se encontraban en dominios importantes de BRCA1

y BRCA2.

Por otra parte, también es importante el tipo de cambio de aminodcido que se

produce, ya que la carga y forma de los mismos pueden alterar la estructura tridimensional de

la proteina. Estos datos se resumen en las tablas siguientes.

Tabla 40: Tipo de cambio de aminoacido para cada variante y dominio funcional en que se
encuentran algunas de ellas.

B TIPO DE CAMBIO DE . DOMINIO
MUTACION AMINOACIDO MUTACION FUNCIONAL
H150R H carga R carga P357S Sitio de unién a
positiva positiva P/CAF
D244N D carga N polar sin S384F Sitio de unién a
negativa carga P/CAF
P357S P hidrofébico S polar sin Sitio de unién a
carga W395G P/CAF
S384F S polar sin F hidrofébico Sitio de unién a
carga D93SN RADS1
W395G W hidrofébico G polar sin K1057R Sitio de unién a
carga RADS1
D935N D carga N polar sin A2717S Sitio de unién a
negativa carga DSS1
K1057R K carga R carga 12840V Sitio de unién a
positiva positiva DSS1
R2034C R carga C polar sin K3326X .Zona DBD
positiva carga junto al NLS
A2717S A hidrofébico S polar sin
carga
12840V I hidrofébico V hidrofébico
E3002K E carga K carga
negativa positiva
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2.3.- CONSERVACION ENTRE ESPECIES

El andlisis de la conservacion evolutiva a través de alineamientos multiples de
proteinas permite comparar las secuencias de los homologos en diversas especies y saber qué
residuos se encuentran mas o menos conservados entre ellas. Las variantes localizadas en
residuos muy conservados son mas a menudo patogénicas que aquellas que suceden en
posiciones menos conservadas. Por tanto, un residuo que es capaz de cambiar a través de la
evolucion y aun asi permite la aparicion de una proteina funcional, serd mas facilmente
adaptable ante una mutacién. Mientras que un residuo que ha permanecido inamovible a
través de las especies tiene mas posibilidades de ser importante para la actividad de la

proteina y si cambia puede dar lugar a una proteina no funcional.

Para comprobar el grado de conservacion de los residuos donde se localizan las
variantes en estudio, realizamos un alineamiento multiple de secuencias mediante el
programa CLUSTALW. Utilizamos para ello los homdlogos de BRCA2 en macaco rhesus,

mono verde, perro, gato, raton, rata y gallo.

Los resultados del alineamiento se resumen en la tabla 41.

Tabla 41: Conservacion entre especies de los residuos donde se localizan las variantes sin clasificar en estudio.
VARIANTES SIN CLASIFICAR EN ESTUDIO

Especie

Humano H D P S \4 D K R A | E
Macaco H D P S w D K H A | E
rhesus *

Mono - - - - - D K H - - -
verde *

Perro H D P S C D K Y G | E
Gato H D P S S D E H G | E
Rata Q D P S W D K H D | E
Ratén Q D P C W D K H D | E
Gallo C D T L W - K E A n E
*Mono verde: Chlorocebus aethiops; macaco rhesus: Macaca mulatta.
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2.4.-- ESTUDIOS “IN SILICO”

Caracterizar experimentalmente todas las variantes de cambio de aminoacido seria un
proceso caro, largo y dificil. Existen métodos informaticos que permiten predecir si un
cambio de aminodcido afecta a la funcion de la proteina. Las sustituciones que afectan a la
funcion de la proteina se asume que son causantes de enfermedad.

Estos algoritmos se basan en que las mutaciones causantes de enfermedad suelen aparecer en
zonas conservadas a través de la evolucion y suelen estar ocultas en la parte interna de la

proteina.

Para hacer una prediccion, estos programas pueden servirse de la secuencia, la
estructura, y de datos extra sobre funcion de la proteina. En el primer caso, se introduce una
secuencia y el programa hace una busqueda de una base de datos para encontrar secuencias
homologas. Un alineamiento multiple revela los residuos conservados a través de la
evolucion, los cuales se presupone son importantes para la funcidon de la proteina y determina
el grado de tolerabilidad del cambio. Si este cambio es por un aminodcido que no aparece en
ninguna de las secuencias del alineamiento y tiene unas propiedades fisicoquimicas distintas

al anterior, sera considerado patogénico.

Los métodos basados en la estructura toman la secuencia y buscan una estructura
proteica con la que coincida en una base de datos. Pueden extrapolar el cambio en la
estructura de una proteina homodloga. Teniendo en cuenta diversos parametros determinan si

el cambio es neutral o patogénico.

Ademas, algunos programas incorporan datos sobre si el aminodcido esta en el sitio
activo de la proteina, o estd implicado en union a un ligando, es parte de un puente disulfuro,

o esta relacionado con interacciones proteina-proteina.

Hemos utilizado cuatro de estos programas de prediccion para ver qué tipo de cambio
originan las mutaciones en estudio, esto es, si se trata de un polimorfismo neutral o de una
variante patogénica. En cualquier caso, siempre se tratard de una aproximacion, la

caracterizacion final debe hacerse siempre mediante andlisis mas exhaustivos.

118



Resultados

En la tabla 42 se detallan las predicciones obtenidas con los distintos programas

informaticos.

Tabla 42: Predicciones sobre las consecuencias de las mutaciones en estudio .Cada programa usa un baremo distinto, esto
es: en polyphen las puntuaciones van de 0 a un nimero positivo, donde 0 es neutral y el niimero cuanto mas alto, mas
patégena. En SIFT van de 0 a 1,donde 0 es patégena y 1 neutral. En SNPS3D una puntuacion menor de 0 es patogena,
mayor neutral. En pMUT van de 0 a 1, donde 0 es neutral y hacia el 1 patégena.

POLYPHEN SIFT SNPs3d pMUT

Puntuacion Prediccion Puntuacion Prediccion Puntuacion | Prediccion Puntuacion Prediccion
H150R 2,133 Patégena 0,23 Neutral 0,3648 Neutral
D244N 1,614 Posiblemente 0,00 Patogena No es capaz de 0,3535 Neutral
patogena realizar una
S384F 1,920 Posiblemente 0,04 Patogena predicciép para 0,8832 Patogena
patogena estas variantes
P375S 2,274 Patégena 0,00 Patogena 0,2426 Neutral
W395G 2,949 Patégena 0,55 Neutral 0,7466 Patogena
DI935N 1,614 Posiblemente 0,00 Patogena -0,17 Patégena 0,3190 Neutral
patdgena
K1057R 1,307 Neutral 0,10 Neutral 2,24 Neutral 0,0314 Neutral
R2034C 0,423 Neutral 0,04 Patogena -0,52 Patégena 0,9215 Patégena
A2717S 0,736 Neutral 0,82 Neutral 1,45 Neutral 0,0596 Neutral
12840V 0,960 Neutral 0,00 Patogena 1,27 Neutral 0,1061 Neutral
E3002K 1,470 Neutral 0,00 Patogena -1 Patégena 0,6100 Patogena

2.5.- ESTUDIO DEL PROCESAMIENTO DE mRNA

Dentro de un gen, ademas de las secuencias canonicas de procesamiento del MRNA
existen secuencias dentro de los exones que potencian el procesamiento mediante su uniéon a
proteinas que controlan el proceso. El programa “online” ESEfinder 2.0 se encarga de buscar
esas secuencias que actian como sitios de unidon para las proteinas potenciadoras de
“splicing” ricas en Ser/Arg (proteinas SR). El programa busca zonas de union para cuatro de
estas proteinas: SF2/ASF, SC35, SRp40, y SRp55. El programa busca secuencias consenso
dentro del gen, y los valores por encima de un umbral marcado por defecto actuarian como

sitios de union a las proteinas SR y por tanto funcionarian como “ESEs”.

Los ESEs que predijo el programa para la forma germinal de BRCA1 y BRCA2

fueron comparados con los valores obtenidos con la forma mutada de los genes. De esta
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forma se podria identificar cualquier pérdida, ganancia o alteracion en los sitios de union
predichos para proteinas SR.
En las figuras siguientes se esquematiza la pérdida o ganancia de sitios ESE, asi como

los cambios de afinidad de los ya existentes por las proteinas SR.

, M

n. |

ORI FOTTH UG GT G A gt acoecat gt attcy

—— GERMINAL  se— s AG77G (H150R)  ——

GERMINAL

T bibet b Bl U e s

GERMINAL

6 6

5 _5 s

i . _-_— L

3] 3 ~
—

2 [ | 2 | I~

1 1| I~

— GERMINAL s—— w— C1379T (S384F) ——

120



Resultados

6 6

5 s s

4 e [

3] = -

2| 2 | I

1 ] I [
GERMINAL —T1411G (W395G)

GERMINAL

— G 3031A (DI35N) s—

T 3T AL e G T

121



FATICA T AR TR GR G RO T AU AT PR FALIICL )

— GERMINAL  se—

U TS b T AT T T T

— G837TT (A2717S)

. R,

-

— GERMINAL  se——

ABT746G (12840V)

— GERMINAL

— GERMINAL  —

SF2/ASF

SF2/ASF (IgM-BRCA1)
SC35

SRp40

SRp55

GRS " i TORRCTAFRCTR T

Figura 31: Representaciéon de los
resultados de ESEfinder. En cada
esquema vemos a la izquierda la uniéon
de proteinas SRP a la secuencia
germinal, y a la derecha la unién a la
secuencia alterada.
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Todas las variantes salvo D244N y K3326X alteran en mayor o menor medida la
unién de los potenciadores a las proteinas de maduracion. Debido a la posible presencia de
falsos positivos estos resultados han de tomarse con cautela, y lo ideal seria la comprobacion

mediante RT-PCR de la maduracién del RNA en la muestra portadora de la mutacion.

Al carecer de RNA en la mayoria de los casos, s6lo nos ha sido posible llevar a cabo

esta comprobacion en dos de ellos, para la variante HI50R y la 12840V ambas de BRCA2.

El procedimiento fue analogo: A partir del RNA de los pacientes en los cuales se
detectaron las mutaciones se obtuvo el ¢cDNA por RT-PCR. Después, disefiamos unos
cebadores que bordearan el exdn en cuestion y amplificamos esa zona mediante PCR del
cDNA.

Para la mutacién presente en el exon 5 (H150R) disenamos cebadores sentido y
antisentido en el exon 3 y 7 respectivamente y amplificamos el fragmento la region entre
ellos. El producto de PCR con maduracion normal tiene 480 pb y no aparecid ningun
fragmento de menor tamafio (de unos 430 pb) indicativo de una posible maduracion
alternativa con pérdida del exon 5.

Para la mutacion presente en el exdn 20 (I2840V) disenamos cebadores sentido y
antisentido en el exén 17 y 21 respectivamente. Obtuvimos tras la amplificacion un producto
de PCR unico del tamafio esperado para el germinal (891 pb), no observando ningin

fragmento de menor tamafio que correspondiera a una pérdida del exon 20 (746 pb).

Figura 32: a) RT-PCR para a)
comprobar el posible cambio en la
maduraciéon del RNA debido a la
mutacion H150R. El primer carril es el
marcador de peso molecular, seguido
del control negativo y las muestras de
cDNA de los pacientes. No se aprecia
ninguna banda por debajo de la
germinal que coincida con la pérdida
del exomn 5. b) RT-PCR de
comprobacion de la maduracién por la
variante 12840V (control negativo,
muestras de dos pacientes |y
marcador). Las bandas que se
observan por debajo de la germinal
fueron secuenciadas y se trataba de
amplificaciones inespecificas, no se
encontréo maduracion alternativa.
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De estos resultados se concluye que las aproximaciones informaticas no siempre son

precisas y siempre que sea posible deben corroborarse por otros medios.

2.6.- PRESENCIA SIMULTANEA DE MUTACIONES PATOGENICAS CON LAS
VARIANTES “UV”

BRCA1 y 2 son genes supresores de tumores de gran importancia en la reparacion de
errores en el DNA y en el mantenimiento de la estabilidad gendmica. Se ha descrito la
presencia de mutaciones patogénicas heterocigéticas en ambos genes, mas las mutaciones
bialélicas suelen producir letalidad embrionaria o en el caso de que el embarazo llegue a
término la esperanza de vida del portador es muy corta.

Por ello, estd comunmente aceptado que la presencia de una mutacion patogénica en

una de las copias del gen hace que cualquier otra variante presente en la otra copia sea
considerada neutral.
En nuestro caso, tan s6lo una de las mutaciones sin clasificar coincide con una mutacion
patogénica en el mismo paciente: es el caso de 12840V, que aparece simultdneamente junto a
la pérdida patogénica 8873delACCA, que da lugar a un codon de parada prematuro y una
proteina truncada.

Por lo tanto, la mutacién 12840V puede ser considerada un polimorfismo neutral.

2.7.- REVISION BIBLIOGRAFICA

Procedimos a hacer una revision de los articulos publicados en los que aparecieran

nuestras mutaciones en estudio y tener en cuenta los posibles intentos de clasificacion de las

mismas. En la tabla 43 se resume el material encontrado al respecto.

Tabla 43: Resumen sobre las publicaciones donde aparecen las variantes estudiadas.

VARIANTE | REFERENCIA | Frecuencia | Frecuencia | Pais/ Observaciones
pacientes controles origen étnico
Peixoto et al. 1/100 Espana Aparece en una familia
2006 familias (Galicia) con dos casos de cancer de
mama. BRCAPRO=(0.74
W395G Weitzel et al. 1/110 Hispano/ Encuentran un 23% de
2005 pacientes caribefio variantes sin clasificar.
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Chenevix- La clasifican como
Trench et al. NEUTRAL por medios
2006 informaticos.
Peixoto et a. 1/100 Espana Familia con dos casos de
2006 familias (Galicia) cancer de mama.
BRCAPRO=0,14
Wappenschmidt | 3/4 pacientes Alemania La  variante  presenta
et al. 2005 segregacion incompleta, y
aparece junto a
patogénicas en trans. Por
esto y su conservacion y
tipo de cambio Ia
clasifican como
NEUTRAL.
Weitzel et al. 1/100 Ascendencia
2005 pacientes centroeuropea
Manguoglu et al. | 1/83 Turquia 10% de mutaciones de
2003 pacientes BRCA en poblacion turca.
Meindl, German | 1/777 0/200 Alemania Remarcan la necesidad de
Consortium for pacientes controles aumentar el numero de
HBOC, 2002 >60 afios controles por la baja
frecuencia de las
mutaciones.
Beetstra et al. 1/15 familias Australia Aparece en un individuo
2006 afecto y uno sano de la
misma familia.
Velasco et al. 1/187 Espana Desarrollan una nueva
2005 familias (Castilla-leon) | técnica de deteccion.
Edwards et al. 1/263 Reino Unido Estudio cancer de prostata.
2003 pacientes
Wagner el al. 1/71 familias | 0/95 Familias Heterocigosidad
1999 controles austriacas y global=0,006. En la
multiétnicos | controles de familia que la encuentran
etnias diversas | habia dos casos de cancer
de mama a los 48 y 49
afios. Son portadores de
otra mutacion UV y una
intronica.
Weber et al. 1/51 Reino Unido No aparece en pacientes de
2006 pacientes cancer esporadico.
cancer Postulan que la
familiar acumulacion de
inestabilidad gendmica en
el estroma del tumor
promueve el desarrollo del
cancer.
Miramar et al. 1/60 familias Espana Aparece en una familia
2008 (Aragon) con dos casos, uno menor
de 40 afios.
Frosk et al. 2007 | 1/86 Canada Describen distintos
pacientes haplotipos de variantes de
BRCA1y 2.
Beristain et al. 5/236 1/130 Espaia (Pais Esta  variante  podria
2007 pacientes controles Vasco) aumentar ligeramente el
riesgo.
Van der Hout et | 1/431 Holanda 0,5% frecuencia del alelo
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A2717S

12840V

K3326X

Nota: Esta
variante ha
sido
encontrada
en multitud
de estudios.
Soélo hemos
citado
algunos de
ellos.

al. 2006 familias menos habitual. La
consideran  polimorfismo
neutral.

Infante et al.2006 | 1/309 Espafa La consideran

familias (Castilla-leon) | polimorfismo neutral.

Velasco et al. 4/431 Espana La consideran

2005 pacientes (Castilla-leon) | polimorfismo neutral.

Diez et al. 2003 1/410 Espafa Aparece en una familia

familias con 3 casos de cancer de

mama en mayores de 50.

Hahn et al. 2003 | 1/26 familias Alemania Estudio cancer de
pancreas.

Sinclair et al. 1/42 No hacen alusion a esta

2002 pacientes mutacion.

Deffenbaugh et Concluyen que es neutral

al. 2002 basandose en otros
estudios.

Wagner et al. 1/71 familias | 0/95 Familias Aparece en una familia

1999 controles austriacas y con un cancer de mama a

multiétnicos | controles de los 29 afios.
etnias diversas

Karchin et al., Aproximacion matematica.

2008 La clasifican como neutral.

Simard et al., 1/256 Franco- Estudio en un individuo

2007 familias canadienses. afecto.

LubinskKi et al., 1/440 Canada, Familias de etnias muy

2004 familias E.EU.U.y diversas

Polonia.

Edwards et al. 2/263 Reino Unido Estudio cancer de prostata.

2003 pacientes

Meindl, German | 1/777 0/200 Alemania Remarcan la necesidad de

Consortium for pacientes controles aumentar el numero de

HBOC, 2002. controles.

Peixoto et al. 1/100 Espafia Aparece junto a otra UV,

2006 familias (Galicia) 12828V, en una familia con
céncer de mama y ovario.

Beristain et al. 1/236 2/130 Espafia (Pais Aparece en un paciente

2007 pacientes controles Vasco) junto a una pérdida
patogénica.

Martin et al. 8/144 1/135 Estados Estudio cancer de pancreas

2005 Unidos familiar.

Hadjisavas et al. | 1/40 familias | 1/50 Chipre Creen que no es deletérea.

2004

Hadjisavas et al. | 1/26 familias | 1/50 Chipre Aparece en una paciente

2003 de 45 afios con dos
familiares  afectos.Como
también aparece en
controles no  pueden
concluir nada en firme.

Claes et al. 2003 | 8/249 2/100 Siempre esta en

desequilibrio de ligamiento
con IVS24-16T>C. En 3
de 8 familias estaban estas
dos mutaciones y una
patogénica, por lo que
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asumen que k3326x es un

polimorfismo.
Donoho et al. Estudio en ratones.
2003 Encuentran que la region

que se pierde, anque no es
esencial para la viabilidad,
es importante para la
funcion de la proteina.

Durante la realizacion de este trabajo, se profundizé en el estudio de algunas de las
variantes, las cuales pasaron a considerarse polimorfismos en el BIC. Sin embargo, para la
mayoria, aun faltan datos suficientes para hacer una clasificacion veraz, a la espera de que se

desarrollen estudios funcionales para comprobar su neutralidad o patogenicidad.

3.- ESTUDIO DE GRANDES REORDENAMIENTOS EN BRCA1 Y BRCA2

Se analizo la presencia de grandes reestructuraciones génicas en BRCA1 y BRCA2,
utilizando la técnica de MLPA (amplificacion por PCR multiplex dependiente de ligacion).

Se buscaron reordenamientos de BRCA1 en 60 pacientes y de BRCA2 en 20
pacientes. Los pacientes incluidos carecian de mutaciones patogénicas puntuales en el estudio
previo y presentaban antecedentes familiares (tres o mds casos de cancer de mama en la

familia) o personales (cancer de mama con menos de 40 afos) importantes.

Encontramos un reordenamiento de BRCA1 en un paciente de los 60 estudiados. El
andlisis de la region codificante de los genes BRCA 1 y BRCA2 de esta paciente no reveld la
presencia de ninguna mutacion. Se realizd a continuacion el anélisis del DNA genomico de la
muestra mediante MLPA. Este estudio puso de manifiesto una disminucion en el pico de

fluorescencia correspondiente al exon 14.
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Figura 33: Cromatograma resultante del analisis mediante MLPA. a) DNA control; b) DNA de la
paciente.

El analisis mediante RT-PCR del RNA de la paciente con oligonucleoétidos disefiados

en las secuencias codificantes de los exones 13 y 15 (c13F y c15R) nos permitié detectar en

la probando un fragmento de 434 pb y otro de 307 pb. El primero corresponde al producto de

amplificacion que contiene los exones 13, 14 y 15 y el segundo al que incluye los exones 13
y 15. La consecuencia de la eliminacion del exén 14 del cDNA del gen BRCAI1 es la
aparicion de un codon prematuro de parada en el exén 15 y la generacion de una proteina

truncada de 1461 aminoéacidos.

a)
434pb —
307pb —»
b)
CAGGAAATGGC TGAAC TAGAAGCTGTGTTAGAACAGCATGGGAGCCAGCCTTCTAACAGC TACCCTTCC
Q E M A E L E A v L E Q H G S Q P S N S Y P S

ATCATAAGTGACTCTTCTGCCCTTGAGGACCTGCGAAAT CCAGAACAAAGCACATCAG AGGTCATG
I I s p s S A L E D LU R N P E Q S T S E K G

CCCCTTCTARATGCCCATCAT TAGATGATAGGTGG TACAT GCACAGTTGC TCT GGGAG TCTTC AGAATA

AAACTACCCAT CTCAAGAGGAGCTCATTAAGGTT GTTGA TGTGGAGGAG CAACAGCTGGAAGAG TCTGG G

CCACACGATTTGACGGAAACATCTTA

Figura 34: a) fragmentos amplificados con los oligonucledtidos c13F y
c15R. C-, control negativo; S, sano; 5290, probando; 7229, 9840, 9879,
otros miembros de la familia. b) secuencia de cDNA de los exones 13 y
15 de BRCA 1 y su correspondiente traduccion. En morado aparece la
secuencia del exén 13 y en verde la del exén 15. El coddén de parada
aparece marcado en color rojo.
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Esta mutacion también fue confirmada en el DNA gendmico
de la paciente. La amplificacion del DNA genomico con
oligonucleétidos localizados en los intrones 13 y 15 (g13F y gl4R)
respectivamente, generd un fragmento de aproximadamente 3,5Kb
en lugar del de 8,1Kb que corresponderia al fragmento sin reordenar.
La posterior subclonaciéon y secuenciacion de este producto de
amplificacion reveld la localizacion del punto de rotura y los
extremos de la pérdida (nucledtido 47839, intron 13 y nucledtido
52789, intron 14) asi como la insercion de una secuencia de 195
nucleotidos perteneciente a la familia de secuencias Alu Ya5. La
insercion de secuencias pertenecientes a esta familia se ha
encontrado en distintos tipos de enfermedades asi como en otros

reordenamientos que afectan a BRCA1

Resultados

Figura 35: Producto
de amplificacion del
DNA genémico de la
probando empleando
los oligonucledtidos
gl13F y gl4R.

Describimos por tanto, un reordenamiento del gen BRCAL1 en el que esta implicada

una secuencia Alu, lo que refuerza la idea de que estas secuencias desempefian un papel

importante en la generacion de estas alteraciones.
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Las mutaciones en los genes BRCA1l y BRCA2 dan lugar al 40-80% de todos los
canceres de mama y ovario hereditarios (Claus et al. 1991, Easton et al. 1995 Schubert et al.
1997, Antoniou et al., 2003; Stratton et al., 2008). Los portadores de mutaciones en alguno de
estos genes tienen un riesgo alto de desarrollar cancer de mama y/o ovario a lo largo de su
vida.

En este estudio, hemos realizado la busqueda de mutaciones en BRCA1 y BRCA2 en
343 probandos de familias de alto riesgo. La localizacion de probandos portadores mediante
el diagndstico genético permite un control médico de los mismos y la adopcion de medidas

preventivas en aquellos familiares sanos portadores de mutacion.

1.- RESULTADOS DE LA BUSQUEDA DE MUTACIONES PUNTUALES EN
BRCA1 Y BRCA2

Tras el andlisis de los 343 probandos, encontramos en total 110 mutaciones en los
genes BRCA1 y BRCA2. De entre las alteraciones encontradas, un 17,27% resultaron ser
patogénicas, un 54,55% polimorfismos neutrales y un 28,18% variantes sin clasificar. Estos
porcentajes varian un tanto respecto a otros estudios espafioles, probablemente debido a las
distintas técnicas de deteccion empleadas y a la distribucion geografica de las mutaciones

(Beristain et al., 2007; Miramar et al., 2008).

Las 110 mutaciones totales fueron encontradas en el grupo de 343 probandos supone

una tasa de mutacién del 32,07% en nuestra poblacion en estudio.

En la tabla 44 se detallan las frecuencias y porcentajes de mutacion observados en

este trabajo.
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Patogénicas

a la maduraciéon del
RNA

Nimero de Niimero de . Porcentaje
. . Mutaciones
. ‘s mutaciones mutaciones sobre el
Tipo de mutacion encontradas
encontradas en | encontradas en total total de
BRCA1 en BRCA2 mutaciones
Cambios en el marco de 4 8 12 10,9%
lectura (“frameshift”)
Mutaciones sin sentido 1 2 3 2,73%
(“nonsense”)
Cambios de aminoacido 2 0 2 1,82%
patogénicos
Mutaciones que afectan 2 0 2 1,82%

Total de mutaciones patogénicas

Mutaciones silenciosas

17,27%

16,36%

Polimorfismos
neutrales

Cambios de aminoacido 7 9 15 13,64%
neutrales
Variantes intronicas 12 14 26 23,64%

Total de polimorfismos

Variantes sin Cambios de aminoacido
clasificar puntuales

54,55%

Total de variantes sin clasificar

Total de todas las mutaciones

1.1 MUTACIONES PATOGENICAS

Encontramos en total 19 mutaciones patogénicas puntuales distintas, 9 en BRCA1 y

10 en BRCAZ2 en los 343 probandos analizados. Esto representa una frecuencia del 5,5% de

mutaciones patogénicas en la poblacion escrutada. Las mutaciones patogénicas fueron

detectadas en 30 familias, lo que supone un 9% de portadores de mutacion en este estudio. Si

eliminamos los grupos en los que no han aparecido mutaciones patogénicas obtenemos una

subpoblacion de 253 probandos en la cual la frecuencia de mutaciones patogénicas asciende

al 12%. Esta frecuencia de alteraciones patogénicas encontradas es mucho mas bajo que el

referido en algunas publicaciones espafiolas (Osorio et al., 2000; de la Hoya et al., 2002 (b);

Blesa et al., 2000; Campos et al., 2001). Sin embargo, en otros estudios encuentran un

porcentaje similar al nuestro (Diez et al., 1999; Duran et al., 2003; Infante et al., 2006;

Beristain et al., 2007). La razén de estas discrepancias radica en el hecho de que la

proporcion de mutaciones patogénicas varia ampliamente entre las distintas poblaciones. Los
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criterios para la eleccion de las familias en estudio y la distinta distribucion geografica de las

mutaciones podrian estar detrds de esta variabilidad.

El subgrupo en el que hemos encontrado méas mutaciones patogénicas es en aquellas
familias que cumplen simultdneamente tres criterios: un caso de cancer de mama u ovario en
un menor de cuarenta afios, dos casos de cancer mama en familiares de primer grado con uno
menor de 50 afios y tres o mas casos de cancer de mama u ovario en familiares de primer o
segundo grado (criterios B, D, y G). En este grupo de 31 pacientes, 8 de ellos (un 26%)
presentaban una alteracion patogénica.

El segundo grupo con mads representacion son los casos a edades tempranas (criterio
B): en el grupo de pacientes menores de cuarenta afios (88 pacientes), encontramos 4
pacientes (un 4,5%) con mutaciones patogénicas. Se trata de un grupo muy heterogéneo, ya
que pueden aparecer probandos que realmente representen un cancer hereditario aunque no
tengan otros antecedentes familiares, y otros probandos que padecen un céncer esporadico
pero que por factores diversos ha aparecido a una edad tan temprana (factores hormonales,
ambientales...etc.). Se necesitarian datos pormenorizados sobre el estilo de vida y la historia

reproductiva del probando para poder dividir este grupo en subgrupos mejor caracterizados.

La mayoria de las mutaciones patogénicas restantes se agrupan en aquellas familias
que cumplen varios criterios simultineamente y, en especial, en aquellas con uno o mas casos

de cancer de ovario (2,62%).

En la tabla 45 se esquematizan los grupos de familias incluidos en el estudio segtin los
criterios que cumplen, asi como el niimero de familias con mutaciones patogénicas que hay

en cada grupo.
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Tabla 45: Grupos de familias segun los criterios que cumplian para su inclusion en el estudio y niimero de mutaciones patogénicas

_encontradas en cada uno de los grupos.

Numero
de
familias

Un caso
de
cancer
de
mama
bilateral

A

Un caso
de cancer
de mama
u ovario

antes de

los
cuarenta

afios (B)

Un
caso de
cancer

de
mama

en el
varén

©

CRITERIOS DE INCLUSION

Dos casos
de cancer
de mama
en primer
grado,
uno antes
de los 50
afios (D)

Un caso
de cancer
de mama

antes de

los 50
afos otro
de ovario*

(E)

Dos casos
de cancer
de ovario
a
cualquier
edad *

(F)

Tres o mas
casos de
cancer de
mama y/o
ovario, dos
de ellos en
primer
grado (G)

Familias
con
mutaciones
patogénicas
en cada
grupo

* En parientes de primer o segundo grado
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1.1.1 MUTACIONES PATOGENICAS DE BRCAL1

Encontramos 16 familias que portaban 9 alteraciones patogénicas distintas en
BRCALI. Por tanto, un 5% de nuestra poblacion era portadora de alguna mutaciéon patogénica
en BRCA1. La mitad de estas familias presentaban uno o mas casos de cancer de ovario, y la

mayoria tres 0 mas casos de cancer de mama y/o ovario en primer o segundo grado.

Tabla 46: Resumen de las mutaciones patogénicas encontradas en BRCA1 y familias en que aparecen.

TIPO DE EFECTO EN LA MECES FAI\IIVIIE;ZAS
MUTACION RIEEECION e PROTEiNA ]]:Il\é EN QUE
APARECE
1793delA 558 11 Codon de parada en 571 6 3
Clambms g“ 2031delG 638 11 Codon de parada en 650 1 2
¢ :2::::3 ¢  3533insA Codon de parada en 1140  No estd 1
4284delAG 1389 12 Codon de parada en 1389 11 1
Mutaciones C1806T 563 11 Q563X 88 3
sin sentido
“nonsense”
Cambios de G5236A 1706 18 G1706E 7 2
amln({agldo C5242A 1708 18 A1708E 45 2
patogénicos
Mutaciones | TVS20+1G>A - Intrén | Codon de parada en 1737 42 1
que afectan 20 (por pérdida del exon 20)
el [)S23+34>C Intron  Codon de parada en 1181  No estd
m;lglullg\lczm 23 (por pérdida del exon 23)

La mutacién 1793delA es la primera vez que se describe en poblacion espafiola, ya que las
entradas registradas en el BIC y en la literatura proceden de poblaciones latina y caucasiana
americana (Judkins et al., 2005 (a); Spearman et al., 2008). Aparece de forma recurrente en
nuestra poblacion: en tres familias del total de familias estudiadas (n=343), lo que hace un
0,87% y en el 10% de las portadoras de mutaciones patogénicas (n=30). Este dato podria
indicar un efecto fundador en nuestro pais, aunque tres familias es un nimero escaso para que
el estudio sea significativo. Si aparece de nuevo en futuros trabajos se confirmaria nuestra

hipotesis.
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La mutacion 2031delG habia sido descrita por nuestro grupo y otros colaboradores en
varios trabajos espafioles (Diez et al., 2003; Salazar et al., 2006; de Juan et al., 2008). Esta
mutacion estd registrada en el BIC por nuestro grupo y parece ser propia de la poblacion
espanola, pues no aparece en la literatura en otras poblaciones. En nuestro estudio aparece en
dos familias, lo que supone el 6,6% de las familias con mutaciones patogénicas. Ademas,

cabe destacar que en ambas familias portadoras aparecen casos de cancer de ovario.

La mutacioén 3533insA no aparece registrada en el BIC ni en la literatura, por lo que
podemos afirmar que es de nueva descripcion. Esta mutacion provoca un codon de parada en
la posicion 1140 de la proteina y da lugar a una proteina que carece de parte del extremo
carboxilo terminal y se presupone no funcional. En nuestro estudio aparece junto a las
variantes neutrales de BRCA1 D693N y S694S, en una familia con fuertes antecedentes
familiares: un caso de cancer de mama bilateral a los 38 y 48 afios, y un pariente de primer

grado un cancer de mama a los 53 afios.

La mutacion 4284delAG habia sido descrita en poblaciones de origen étnico diverso,
pero no en la espafiola (Dong et al., 1998; Liede et al., 2002; Meindl, German Consortium
2002; Van der Hout et al., 2006). Aparece en una familia cuyo probando fue diagnosticada de
un cancer de mama bilateral muy joven (a los 31 y 36 afios), pero que no tenia familiares de

primer ni segundo grado afectos.

La alteracion C1806T (Q563X) aparece profusamente en la literatura, especialmente
en poblacion sueca, donde es mutacion fundadora (Johansson et al., 1996; Meindl, German
Consortium 2002; Pohlreich et al., 2003; John et al., 2007; Brozek et al., 2008 ). Esta
mutacion provoca la terminacion de la traduccion en el aminoacido 563 de BRCAI, situado
antes de las senales de localizacion nuclear, de los sitios de interaccion con diversas proteinas
y de los dominios BRCT. Esta proteina truncada no ha podido ser detectada por
inmunoprecipitacion ni Western-blott, por lo que se presupone que el RNA que la codifica es
degradado a través del “nonsense-mediated decay”, mecanismo de vigilancia de los
transcritos posterior a la transcripcion, que elimina los RNA mensajeros portadores de un
codon de parada prematuro antes de ser traducidos. De esta forma se previene la aparicion de

proteinas aberrantes y no funcionales (Schell et al., 2002). En nuestra poblacion la mutacién
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Q563X aparece en tres familias, lo que supone un 10% de las familias con alteraciones
patogénicas. Esta mutacion ya habia sido descrita por nuestro grupo previamente (Salazar et
al., 2006).

La mutacion G5236A (G1706E) es un cambio de aminoacido que se ha demostrado
patogénico: El cambio se produce en un aminoacido conservado, entre dos residuos de lisina
cargados positivamente; al intercambiarse por un resido de glutdmico se introduce una carga
negativa que se ha visto que altera la estructura tridimensional de la proteina. Ademas, en
ensayos funcionales se ha visto que reduce la actividad transcripcional de BRCA1 (Mirkovic
et al., 2004; Carvalho et al., 2007; Abkevich et al., 2004; Williams et al., 2003; Lovelock et
al., 2006). Por todo ello, estd demostrado que se trata de una alteracion patogénica. Esta
mutacion ha sido descrita en diversos trabajos espafioles, lo que sugiere un efecto fundador
(Osorio et al., 2000 y 2002; de la Hoya et al., 2002 (a y b); Diez et al., 2003; Infante et al.,
2006). En nuestra poblacion aparece en dos familias (6,6% del total de familias portadoras de
mutaciones patogénicas) cuyos probandos curiosamente presentan un cdncer de mama con
menos de 40 afios. En otros trabajos también aparece en pacientes con aparicion temprana de
cancer de mama (Osorio et al., 2000; de la Hoya et al., 2002 (b)). Un andlisis extenso en un
grupo de casos jovenes bien caracterizados podria determinar si esta mutacion tiene que ver

con la aparicion temprana del cancer de mama.

El caso de C5242A (A1708E) es similar: se localiza en el exon 18, en la misma region
altamente conservada que G5236A (G1706E) (Futreal et al., 1994; Szabo et al., 1996). El
cambio de alanina por glutdmico destruye la actividad transactivadora transcripcional del
domino C-terminal de BRCAL1 vy altera la estructura tridimensional de BRCA1 y su unién a
otros factores como el receptor de estrogenos o (Chapman and Verma, 1996; Monteiro et al.,
1996; Vallon-Christersson et al., 2001; Kawai et al., 2002; Lovelock et al., 2006 y 2007,
Gough et al., 2007). Ademads, no aparece en controles sanos (Greenman et al., 1998). Esta
mutacion aparece en poblaciones diversas y de forma recurrente en la espafola, mostrando un
posible efecto fundador (Diez et al., 2003; de la Hoya et al., 2002; Infante et al., 2006). En
nuestro grupo de pacientes aparece en dos probandos que fueron diagnosticados de cancer de
mama con menos de 40 afios, pero cuyas familias también cumplen otros criterios de

inclusion. Estas dos familias constituyen un 6,6% de las familias portadoras de mutaciones
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patogénicas, porcentaje similar al obtenido en otros estudios espafioles (de la Hoya et al.,

2002 (a 'y b); Infante et al., 2006).

Respecto a las mutaciones que afectan a la maduracion del RNA, hemos encontrado
dos distintas en nuestra serie, una ya conocida y otra de nueva descripcion. La mutacion
IVS20+1G>A provoca la pérdida del exén 20, un cambio en la fase de lectura y la aparicion
de un codon de parada en posicion 1737 de la proteina (Tesoriero et al., 2005). Esta
alteracion apareci6 en una de las familias en estudio. El probando fue diagnosticado de
cancer de mama con 36 afios, y en la familia existian otros 5 casos de cancer de mama,
ademas de otros tipos de tumor. En los familiares estudiados se comprob6 que la mutacion
segregaba con la enfermedad, pues apareci6 en el probando y en otros dos parientes afectos.
Esta mutacion ha sido descrita en diversas poblaciones incluida la espafiola (Verhoog et al.,

2001; de la Hoya et al., 2002 (a y b)j; Osorio et al., 2003).

Por ultimo, la mutacion IVS23+3A>C se describe por primera vez en este trabajo. Se
trata de un cambio de adenina por citosina en la region adyacente al sitio clasico de
procesamiento del intron 23. Se comprob6 mediante RT-PCR que este cambio provocaba la
pérdida del exon 23, lo cual daba lugar a un cambio en la fase de lectura y a la aparicion de
un codon de parada prematuro en el exon 24 (residuo 1813 de la proteina). Este RNAm en
caso de traducirse daria lugar a una proteina truncada y probablemente no funcional. El ex6n
23 codifica para parte del extremo carboxilo-terminal de BRCAI, en concreto el segundo
dominio BRCT. Este dominio es de gran importancia, ya que interacciona con multiples
proteinas participando en activacidon transcripcional, remodelaciéon de cromatina y otras
funciones importantes de BRCAL1. Por ello, la pérdida del exdn 23 dara lugar a una proteina

no funcional que carece en parte de su actividad supresora de tumores (figura 36).

NES
(81-99) NLS
(501-615)

Zona de activacion
transcripcional

Dominio U"lg; ?o[;:A scp Bl iTs
NH;, RING (432.1070) 1280-1524 164 1859 [COOH

Unién a BRCA2, HDAC1/2, RHA,
CtiP, RNA helicasaA, p300, p53, RB,
BACH1, RNApolll, ACC1,E2F6,

RAP80,ABRA1, ATRIP,FHL2 REELE G
se pierde al

eliminarse
el exén 23

Figura 36: Consecuencia en la proteina por la pérdida del ex6n 23 debido a la
mutacién IVS23+3A>C
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Esta mutacion apareci6 en una de las familias analizadas (3,3% de las portadoras de
mutacion), en un probando con un cancer de mama diagnosticado a los 29 afios. Al estudiar
también al padre del probando se comprobd que la herencia de este mutacion provenia de la
linea paterna, en donde encontramos otro caso de cancer de mama, uno de colon y otro de
estomago. El resto de parientes estudiados eran familiares de primer grado sanos que no

portaban la mutacion.

En conjunto, la mayoria de mutaciones patogénicas encontradas en BRCA1 en
nuestro estudio se concentran en los exones 11,12 y 18. Cinco de las nueve mutaciones
encontradas en BRCAI1 son descritas también por otros grupos espafoles, por lo que el

espectro mutacional es similar al del conjunto de Espafia.

1.1.2  MUTACIONES PATOGENICAS DE BRCA2

Tras el rastreo encontramos 10 mutaciones patogénicas en BRCA2, en 14 de las 343
familias estudiadas. Por tanto, el 4% de nuestros pacientes portaban una mutaciéon en
BRCAZ2. El tipo de mutaciones patogénicas encontradas en BRCA2 se restringe a las de
cambio en el marco de lectura y las sin sentido (“nonsense”), no habiendo encontrado
mutaciones que afecten a la maduracion del RNA ni cambios de aminoacido patogénicos. El

40% de estas mutaciones encontradas en BRCA2 son de nueva descripcion.

En la tabla 47 se resumen el total de mutaciones patogénicas encontradas en el gen

BRCAZ2, asi como el numero de familias en que aparecen.
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Tabla 47: Resumen de las mutaciones patogénicas encontradas en BRCA?2 y familias en que aparecen.

TIPO DE B B EFECTO EN LA VECES FSN:IE?AS
ey | MR | EIOIDEON | L02XOIN PROTEINA ]?11:13 EN QUE
APARECE
3036delACAA 936 11 Codon de parada en 959 105 5
5344delAATA 1706 11 Codon de parada en 1710 No estd 1
6503delTT 2092 11 Codon de parada en 93 1
Cambios en " 2098
el marco de | 0078insA 2150 11 Codon de parada en 2 1
lectura 2175
8370dell 1l 2714 18 Codon de parada en 2716 No estda 1
8873delACCA 2882 21 Codon de parada en 2889 No estd 1
9254delATCAT 3009 23 Codon de parada en 10 1
3016
Mutaciones G373T 49 3 E49X 17
sin sentido C8800T 2858 20 Q2858X 1
nonsense

La mutacion 3036delACAA es la tinica de BRCA2 que aparece de forma recurrente,
ya que la encontramos en 5 de las familias analizadas. Esto representa un 1,46% sobre el total
de familias, un 16,6% sobre el total de familias con mutaciones patogénicas, y un 35,71% de
las portadoras de mutacion en BRCA2. Estamos ante una mutacion fundadora en la poblacion
espafiola, ya que en este y otros trabajos publicados explica un alto porcentaje de las familias
portadoras de mutacion (Osorio et al., 1997; Duran et al., 2003; Llort et al., 2002). Aparece
también en otras poblaciones (alemana, holandesa, inglesa, italiana...etc.), pero a menudo
con una frecuencia mucho menor y no se ha podido demostrar que provenga de un ancestro
comun (BIC, Neuhausen et al., 1998; Osorio et al., 1997; Spitzer et al., 2000; Meind],
German Consortium for Hereditary Breast and Ovarian Cancer., 2002; Ozcelik et al., 2003).
En todas las familias de nuestro estudio en que apareci6 esta mutacion habia algin caso de
cancer de mama menor de 40 afios y en la mayoria de ellas tres 0 mas casos en primer o

segundo grado. En dos de las familias aparecian casos de cancer bilateral.

El resto de mutaciones que cambian el marco de lectura aparecieron tan solo en una

familia cada una.
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Cabe destacar que encontramos cuatro cambios en el marco de lectura de nueva
descripcion: 5319delA, 5344delAATA, 8370delll, y 8873delACCA. Todos provocan la
aparicion de un codon de parada prematuro y la generacién de una proteina truncada y
presuntamente no funcional.

Las familias portadoras de 5319delA y 8873delACCA cumplian tan solo el criterio de
dos casos de cancer de mama en primer grado, uno menor de 50 afios (criterio D). Sin
embargo, presentaban varios casos de otros tipos de tumores (colon, prostata...etc.). La
familia portadora de 5344delAATA se encuentra entre las 8 familias que cumplen los
criterios B,D,G y son portadoras de mutaciones patogénicas. La familia portadora de
8370dell1 es un caso particular, ya que no cumple los criterios de inclusion estrictamente: el
probando es una mujer sana, cuya madre tuvo un cancer de mama a los 42 afos. El resto de
antecedentes familiares no se pudieron confirmar, y entre los familiares de primer grado no
habia ningun otro afecto. Esta es una de las familias problematicas, ya que constan de pocos
individuos y los datos sobre los familiares fallecidos no son claros. Sin embargo, hay que
tomarlas con mucha cautela, ya que, como en este caso, pueden ser portadoras de mutacion.
El trabajo de la unidad de consejo genético consiste en valorar cada familia por separado y

determinar si es necesario hacerle el estudio.

Las mutaciones restantes que cambian el marco de lectura habian sido descritas

previamente.

La alteracion 6503delTT estd ampliamente descrita en la literatura en poblaciones
diversas (como fundadora en canadienses de la zona francesa, en Alemania y en Finlandia) y
a menudo aparece en cis junto al polimorfismo K3326X, probablemente procedentes de un
ancestro comun. Ademas, al igual que otras formas truncadas de BRCA2 permanece excluida
en el citosol no pudiendo ejercer sus funciones nucleares (Haraldsson et al., 1998; Spain et
al., 1999; Khitto et al., 2001; Verhoog et al., 2001; Lubinski et al., 2004; Zeegers et al., 2004;
Hartikainen et al., 2007; Simard et al., 2007). En nuestra serie aparece en una familia cuyo
probando fue diagnosticada de un cancer de mama a los 35 afios. La madre de la probando
también tuvo un cancer de mama joven, a los 38 afos, y una prima materna a los 39. Parece
que en esta familia la mutacién, ademés de aumentar la predisposicion al cancer, provoca su

aparicion a edades tempranas. En algunos trabajos se observa también en pacientes jovenes
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(Lalloo et al., 2006; de SanJosé et al., 2003). Esta mutacion aparece en varios trabajos
espafioles, incluido el de Caldes, donde aparece junto al cambio de aminoacido patogénico de
BRCA1 A1708E (Caldes et al., 2002; Llort et al., 2002; de Sanjosé¢ et al., 2003; Diez et al.,
2003).

Sobre la mutacion 6678insA no hay mucha informacion disponible: esta registrada 2
veces en el BIC con muestras del oeste de Europa y aparece tan solo en una publicacion
(Fries et al., 2002). En nuestro estudio aparece en una familia cuyo probando tuvo un cancer
de mama a los 32 afios y en su linea materna hay otros 7 casos, 3 en familiares de primer

grado del probando.

La mutacion 9254del ATCAT esta considerada mutacion fundadora espafola, a pesar
de que en nuestra poblacion aparece tan solo en una familia. En esta familia la mutacion se
heredo por la linea paterna, donde hay siete casos de cancer de mama ademas del probando.
Esta alteracion aparece en diversos trabajos, incluyendo varios espafioles (Osorio et al., 1997,
Neuhausen et al., 1998; Gomendio et al., 1999; Diez et al., 2000; Llort et al., 2002; de
Sanjosé et al., 2003; Martinez-Ferrandis et al., 2003). En el trabajo de Campos et al.
encuentran esta mutacion en 12 familias de origen espafiol y comprueban que aparece en un
haplotipo comun originado hace 92 generaciones, lo que demuestra el efecto fundador

(Campos et al., 2003 (b)).

Las mutacion sin sentido (“nonsense”) E49X aparecié en una familia con cuatro casos
de cancer de mama, uno de ellos en un varéon y otro en una mujer menor de 40 afios. Esta
alteracion ha sido descrita en varias publicaciones, ninguna con pacientes espafioles pero si
con poblacién latinoamericana (Bergthorsson et al., 2001; Pal et al., 2005; Gallardo et al.,
2006; Vogel et al., 2007). La mutaciéon Q2858X también aparecidé en una de las familias
analizadas, en la cual habia tres casos de cancer de mama, dos de ellos en menores de 50
afios. Sobre esta mutacion tampoco hay mucha informacion publicada. Esta registrada una

vez en el BIC y aparece en una familia italiana (Santarosa et al., 1999 (b)).
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En resumen, las mutaciones patogénicas encontradas en BRCA2 se concentran en su
mayoria en el ex6n 11. De las diez mutaciones encontradas, cuatro son de nueva descripcion
(5319delA, 5344delAATA, 8370delll y 8873delACCA), y tres ya habian sido descritas en
poblacion espafiola de forma recurrente (3036delACAA, 6503delTT, 9254delATCAT).

1.2 POLIMORFISMOS NEUTRALES

Encontramos un total de 60 polimorfismos neutrales, 26 en BRCA1 y 34 en BRCA2.
En conjunto representan el 54,55% del total de alteraciones encontradas. Algunos de estos
polimorfismos aparecen con una frecuencia muy alta en nuestro grupo de pacientes en
estudio, por lo que podemos asumir que, por extension, son variantes propias de nuestra

poblacion general.

En este grupo tan amplio de variantes neutrales encontramos que la mayoria son
polimorfismos bien descritos en el BIC y en la bibliografia: en estudios poblacionales a nivel
mundial o que incluyen un gran nimero de individuos, estudios con datos de no
cosegregacion, de aparicion junto a una variante patogénica o de permitir el correcto
procesamiento del RNA. Existe un subgrupo minoritario que no dispone de tantos datos para
confirmar su neutralidad pero que, sin embargo, dispone de indicios para clasificarlos como

polimorfismos a la espera de nuevos estudios que lo corroboren.

1.2.1 POLIMORFISMOS DE BRCA1

En BRCAT1 hemos encontrado 26 polimorfismos neutrales, en concreto, 7 variantes
silenciosas, 7 cambios de aminoécido sin importancia clinica y 12 variantes intronicas (tabla

48).
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N°Y
TIPO DE . ) EFECTOEN VECES PORCENTAJE
e EXON MUTACION CODON LA, EN DE FAMILIAS
PROTEINA BIC EN QUE
APARECE
9 C710T 197 C197C 31 2 (0,58%)
11 A1100G 327 T327T 1 2 (0,58%)
Mutaciones 11 C2201T 694 S694S 13 98 (28,57%)
silenciosas 11 T2430C 771 L771L 25 73 (21,28%)
11 A2852G 911 GI11G No esta 1 (0,29%)
13 T4427C 1436 S1436S 35 120 (34,98%)
19 A5294G 1725 E1725E No esta 1 (0,29%)
11 A1186G 356 Q356R 82 35 (10,20%)
Cambios de 11 C2731T 871 P871L 26 79 (23,03%)
aminoacido 11 G2196A 693 D693N 16 34 (9,91%)
sin 11 A3232G 1038 E1038G 37 81 (23,61%)
importancia 11 A3667G 1183 K1183R 33 127 (37,03%)
clinica 15 G4654T 1512 S15121 53 3 (0,87%)
16 A4956G 1613 S1613G 36 168 (49%)

INTRON

MUTACION

N°Y

VECES PORCENTAJE

EN
BIC

DE FAMILIAS
EN QUE
APARECE

S'UTR IVS1-115T>C (101-115T>C) 1 130 (37,9%)
1 IVS2-14C>T (200-14C>T) 52 5 (1,46%)
6 IVS7-34T>C (561-34T>C) 9 86 (25,07%)
7 1VS8-58delT (667-58delT) 8 127 (37,03%)
9 IVS9+44A>G (712+44A>G) 3 1 (0,29%)
Variantes 12 1VS13-10C>T (4477-10C>T) 25 3 (0,87%)
intrénicas 13 IVS14-63A>G (4604-63A>G) 1 127 (37,03%)
16 IVS17-53C>T (5194-53C>T) 2 18 (5,25%)
18 IVS18+66G>A (5271+66G>A) 9 120 (35%)
20 1VS20+60insGTATTCCACTCC 26 2 (0,58%)
(5396+60ins12pb)
22 IVS22+8T>C (5525+8T>C) 14 1 (0,29%)
24 1VS24+36C>G (5711+36C>G) No esta 2 (0,58%)

La mayoria de estas variantes disponen de argumentos suficientes para ser
clasificadas como neutrales gracias a los datos registrados en el BIC, los trabajos publicados
al respecto, o a los resultados del presente estudio. Entre dichos argumentos encontramos la

alta frecuencia con que aparecen en algunos estudios, su presencia en controles, la aparicion
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conjunta con mutaciones patogénicas en el mismo gen...etc. En la tabla 49 se resumen estas

variantes neutrales bien caracterizadas y las razones de su benignidad.

Tabla 49: Variantes neutrales bien caracterizadas de BRCA1 y razones que confirman su neutralidad.

VARIANTES SILENCIOSAS

Efecto
Exo6n Mutacién en la Confirmacion de su neutralidad
proteina

9 C710T C197C | Ennuestro estudio aparece junto a la patogénica A1708E.

11 A1100G T327T Encontrada en controles (Ostrander, BIC).

11 C2201T S694S En nuestro estudio tiene una alta frecuencia (en casi el 29% de las familias) y
aparece junto a varias patogénicas: junto a Q563X en dos familias, con
2031delG en una familia y con IVS23+3A>C en otra.

11 T2430C L.771L | En Baudi et al., ven que no segrega con la enfermedad y que aparece en 30
de 100 controles (Baudi et al., 1998). En nuestro estudio tiene una frecuencia
alta: 21% aproximadamente.

13 T4427C S1436S | En nuestro estudio aparece junto a varias patogénicas: Q563X y A1708E.

También tiene una frecuencia alta (en el 35% de las familias estudiadas).

CAMBIOS DE AMINOACIDO NEUTRALES

Efecto
Exo6n Mutacion en la Confirmacion de su neutralidad
proteina

11 A1186G Q356R | Aparece en controles en varios trabajos (Wenham et al., 2003; Durocher et
al., 1996; Dunning et al., 1997; Auranen et al., 2005).

11 G2196A D693N | En Durocher et al. aparece con frecuencia similar en pacientes y controles
(Durocher et al.,1996). En nuestro estudio aparece junto a las patogénicas
3533insA y G1706E.

11 C2731T P871L En varios trabajos aparece con frecuencia similar en pacientes y controles
(Mengzel et al., 2004; Auranen et al., 2005). En nuestro estudio aparece en un
alto porcentaje de familias (23%); y junto a las patogénicas IVS23+3A>C y
2031delG,

11 A3232G E1038G | En nuestro estudio aparece junto a las patogénicas Q563X, 2031delG y
IVS23+3A>C. También en general tiene una frecuencia alta (24% de las
familias).

11 A3667G K1183R | En Saxena et al. aparece en mayor proporcién en controles que pacientes
(Saxena et al., 2006). En nuestro estudio aparece con frecuencia alta (37% de
las familias) y en tres familias junto a las patogénicas Q563X, 2031delG y
IVS23+3A>C.

15 G4654T S15121 | No se encuentra en ningin dominio funcional importante. En Phelan et al.
tiene una frecuencia alélicas similar en casos y controles, no cambia la
activacion transcripcional y aparece junto a patogénicas (Phelan et al., 2005).
En Deffenbaugh et al. aparece en el doble de controles que de pacientes, y
también junto a patogénicas (Deffenbaugh et al., 2002).

16 A4956G S1613G | En Saxena et al. aparece en mas del tripe de controles que de casos (Saxena

et al., 2006). En nuestro estudio tiene una frecuencia muy alta (en el 49% de
las familias), y aparece junto a las patogénicas Q563X,2031delG y A1708E.

VARIANTES INTRONICAS

Intrén Mutacién Confirmacién de su neutralidad
5'UTR IVS1-115T>C En nuestro estudio aparece con frecuencia alta (37,9% de las familias estudiadas),
(101-115T>C) ili%%rgés en dos familias aparece junto a patogénicas: Q563X,2031delG y
1 IVS2-14C>T En Judkins et al. aparece en un haplotipo junto a una patogénica (Judkins et al.,
(200-14C>T) 2005 (a)). En Claes et al. a pesar de no encontrarla en 100 controles dicen que al
ser un cambio de una pirimidina por otra probablemente no afecte a la maduracion

del RNA (Claes et al., 2003).

6 IVS7-34T>C En Hedau no la encuentran en controles pero analizan tan solo 56 individuos

(Hedau et al., 2004). En articulos espafioles aparece con frecuencia alta (Diez et al.,
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(561-34T>C) 2003; Infante et al., 2006). En nuestro estudio aparece en un 25% de las familias
analizadas; ademas, en dos familias aparece junto a las patogénicas 1793delA e
IVS20+1G>A respectivamente.

7 IVS8-58delT Aparece con frecuencia alta en diversos trabajos (Sinclair et al., 2000;Reeves et al.,
(667-58delT) 2003; Infante et al., 2006). En Pyne et al. analizan el RNA y ven que el portador de
esta variante tiene un procesamiento del mismo totalmente normal comparandolo
con un control no mutado (Pyne et al., 1999). En nuestro estudio aparece en el 37%
de las familias y en una de ellas junto a una patogénica (A1708E).

12 IVS13-10C>T El estudio Suthers en Australia confirmé un procesamiento normal de los exones
(4477-10C>T) 11 al 15 en un portador de esta variante (BIC). En Judkins et al. aparece junto a
una patogénica y no segrega con la enfermedad (Judkins et al., 2005 (a)). En
Konstantopoulou et al. aparece en homocigosis (Konstantopoulou et al., 2008)

13 1VS14-63A>G En nuestro estudio aparece en el 37% de las familias, y en dos de ellas junto a las
(4604-63A>G) patogénicas Q563X y A1708E respectivamente.

18 IVS18+66G>A Aunque no aparece en controles en la bibliografia, tiene una frecuencia alta
(5271+66G>A) (alrededor del 30%) en los estudios publicados (Diez et al., 1999; Tworek et al.,
1999; BIC). En nuestro estudio aparece en el 35% de las familias, y en cuatro de
cllas junto a patogénicas: 1793delA, Q563X, G1706E, y A1708E respectivamente.

20 IVS20+60ins11 Aparece en 3 de 415 controles (Ostrander) y 4 de 200 (Krzyzosiak) (BIC).
(5396+60ins12pb)

Tradicionalmente las variantes silenciosas se han considerado neutrales ya que no
tienen efectos sobre la proteina, pero se ha demostrado que algunas de ellas afectan a la
estabilidad del RNA mensajero o a su procesamiento (D’Souza et al., 1999; Llewellyn et al.,
1996). Esto no siempre es un efecto negativo, ya que algunas podrian incluso proteger del

efecto de otros cambios patogénicos (Nielsen et al., 2007).

En nuestro estudio, la variante A2852G (G911G) aparece en un Unico paciente. El
andlisis mediante el programa “ESEfinder” revelé que aumenta ligeramente la afinidad de
uno de los sitios ESE ya existentes por las proteinas SR, pero no crea sitios nuevos, por lo
que podemos decir que en principio no afectara al procesamiento correcto del RNA. Esta
variante no esta registrada en el BIC, pero fue detectada en otra familia de alto riesgo en

nuestra region (Esteban Cardefiosa et al., 2008).

La variante A5294G (E1725E) no esta registrada en el BIC; aparece en dos articulos
espafioles, pero no la encuentran en poblacion control (Infante et al., 2006; Beristain et al.,
2007). En nuestro estudio aparece en un unico paciente y el analisis con ESEfinder predice
que no afecta en absoluto a los sitios ESE, por lo que podemos considerarlo un polimorfismo
neutral poco frecuente. Seria necesario un estudio mas amplio en controles y un analisis del
RNA de los pacientes portadores de estas variantes para confirmar fehacientemente su

neutralidad.
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Respecto a las variantes intronicas, estd asumido que aquellas que se encuentran
relativamente alejadas de los sitios clasicos de procesamiento, en principio, no afectaran a la
maduracion. Este es un tema controvertido ya que en los intrones existe otra secuencia
consenso: la region de ramificacion hacia el centro del intrén; ademads, también existen
secuencias que promueven (“intronic splicing enhancers” o “ISEs”) o inhiben (“intronic
splicing silencers” o “ISSs”) el proceso de maduracion. A estas regiones se unen las proteinas
encargadas de llevar a cabo el procesamiento del pre-mRNA. En nuestro estudio, la mayoria
de las variantes intronicas se han detectado en controles o caracterizado en RNA en otros
estudios. Aquellas para las que no hay muchos datos bibliograficos, se encuentran muy
alejadas de los extremos de los exones, por lo que en principio no deberian influir en el
procesamiento, pero podrian afectar al punto de ramificacion o a los potenciadores o

silenciadores intronicos.

En nuestro estudio la variante IVS9+44A>G apareci6 en un Unico paciente. En el BIC

esté registrada tres veces, pero no existen publicaciones en las que aparezca.

La variante IVS17-53C>T aparecio en 18 pacientes (5,25% del total), estd registrada
dos veces en el BIC, y aparece en varios trabajos con frecuencia similar (Jara et al., 2006;
Infante et al., 2006). En el trabajo de Konstantopoulou sélo dan importancia a las variantes
que se encuentran en las 26 pares de bases hacia el 5’ y 3’ de los exones, por lo que esta no la

analizan (Konstantopoulou et al., 2008).

La variante IVS22+8T>C aparecid en un paciente de nuestra serie. Esta alteracion,
segun el BIC, aparecio con una frecuencia del 3% en 180 alelos afroamericanos pero no en
248 caucasianos (Beth Newman, BIC). En otro trabajo en afroamericanos aparece en 2 de 45
familias con céncer hereditario pero no en 92 controles (Panguluri et al., 1999). Seria
interesante respecto a esta alteracion, disponer de datos sobre controles de otro origen étnico.

Por ultimo, la variante IVS24+36C>G aparecid en dos pacientes de nuestro estudio.
Esta variante no esta registrada en el BIC y fue descrita previamente por nuestro grupo

(Salazar et al., 2006).
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1.2.2 POLIMORFISMOS DE BRCA2

En BRCA2 encontramos en total 34 variantes neutrales: 11 mutaciones silenciosas, 9

cambios de aminodcido sin importancia clinica y 14 variantes intronicas.

Tabla 50: Total de polimorfismos encontrados en BRCA?2 en las 343 familias estudiadas.

N°Y

TIPO DE : : EFECTO EN VECES FPORCENTAJE
e EXON MUTACION (6{0)) 10\ LA ) EN BIC DE FAMILIAS
PROTEINA EN QUE
APARECE
10 Al392T 388 V388V No esta 1(0,29%)
10 A1593G 455 S455S 7 22 (6,41%)
11 T2457C 743 H743H 7 4 (1,17%)
11 G3111A 961 Q961Q 4 3 (0,87%)
Mutaciones 11 A3624G 1132 K1132K 8 1 (0,29%)
silenciosas 11 T4035C 1269 V1269V 3 10 (2,91%)
11 G4296A 1356 L1356L 3 3 (0,87%)
11 C4812T 1528 S1528S 2 1 (0,29%)
11 C4527T 1733 S1733S 2 1 (0,29%)
14 A7470G 2414 S2414S 10 96 (28%)
16 G7854A 2542 T2542T No esta 2 (0,58%)
10 A1093C 289 N289H 13 31 (9,04%)
10 C1342A 372 N372H 9 48 (14%)
Cambios de 10 C1379T 384 S384F 141 2 (0,58%)
aminoacido 11 G3031A 935 D935N 105 1 (0,29%)
sin 11 A3199G 991 N991D 6 38 (11,08%)
importancia 11 G4813A 1529 G1529R 74 1 (0,29%)
clinica 20 T8731C 2835 S2835P 34 2 (0,58%)
20 A8795C 2856 E2856A 185 2 (0,58%)
22 G9079A 2951 A2951T 40 5 (1,46%)
N°Y
PORCENTAJE
INTRON MUTACION VECES | PAMILIAS
EN BIC
EN QUE
APARECE
Variantes 5'UTR 1VS1-26G>A (190-26G>A) No esta 99 (28,86%)
intronicas 1 1VS2-7delT (296-7delT) 4 1 (0,29%)
1 1VS2-60C>T (296-60C>T) No esta 15 (4,37%)
6 IVS6+14C>T (744+14C>T) Noestda | 2(0,58%)
6 1IVS6+54T>C (744+54T>C) No esta 1(0,29%)
8 IVS8+56C>T (909+56C>T) 1 45 (13,12%)
10 IVS10+12delT (2137+12delT) 2 17 (5%)
10 IVS11-20T>A (7070-20T>A) 5 1(0,29%)
14 1VS14+53C>T (7663+53C>T) 4 15 (4,37%)
15 IVS16-14T>C (8034-14T>C) 15 45 (13,12)%
23 1VS24-16T>C  (9485-16T>C) 6 8 (2,33%)
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24 IVS25-12T>G (9730-12T>G) 2 1 (0,29%)
25 IVS25+9A>C (9729+9A>C) 17 1 (0,29%)
25 1VS§25+166G>A (9729+166G>A) No esta 1 (0,29%)

Al igual que sucede con los polimorfismos de BRCA1, la mayoria de estas variantes

de BRCA2 pueden ser clasificadas como neutrales gracias a los datos registrados en el BIC,

los trabajos publicados al respecto, o a los resultados del presente estudio. En la tabla 51 se

resumen estas variantes neutrales bien caracterizadas y las razones de su benignidad.

Tabla 51: Variantes neutrales bien caracterizadas de BRCA?2 y razones que confirman su neutralidad.

Exén

Mutacion

Efecto
en la
proteina

Confirmacion de su neutralidad

10

A1593G

S455S

Aparece en 2 de 200 controles (Boyd, BIC) y en 5 de 50 (Hadjisavvas et al.,
2003). En nuestro estudio aparece junto a una patogénica: 3036delACAA en
una familia.

11

T2457C

H743H

En Kim et al. aparece en el 16,8% de controles (Kim et al., 2006), En
Wagner aparece en el 13% de controles de origen étnico global (Wagner et
al., 1999).

11

G3111A

Q961Q

Aparece en un 0,6% de controles de origen étnico global (Wagner et al.,
1999). En Infante aparece en 1 de 309 familias (Infante et al., 2006), y en
nuestro estudio en 3 de 343, por lo que es una variante poco frecuente y por
ello aparece en tan baja frecuencia en el trabajo de Wagner.

11

A3624G

K1132K

En Kim aparece en el 56,9% de los controles (Kim et al., 2006), y en
Hadjisavvas en el 26% (Hadjisavvas et al., 2003). En Agalliu aparece en
homocigosis (Agalliu et al., 2007).

11

T4035C

V1269V

Aparece también en el 56,9% de controles en Kim (Kim et al., 2006, y en el
57% en Hadjisavvas (Hadjisavvas et al., 2003). En Agalliu aparece en
homocigosis (Agalliu et al., 2007).

11

C4527T

S1733S

Aparece en un 3,36% de controles de origen global (Wagner et al., 1999).

14

A7470G

S2414S

Aparece en controles en varios trabajos: 64,7% (Kim et al., 2006), 20%
(Hadjisavvas et al., 2003). También aparece en homocigosis (Agalliu et al.,
2007). En nuestro estudio aparece con una frecuencia alta (28%); y en dos
familias junto a dos patogénicas: 8873delACCA y 9254delATCAT
respectivamente.

Exén

Mutacion

Efecto
en la
proteina

Confirmacion de su neutralidad

10

A1093C

N289H

Frecuencia en controles: 11% (Hadjisavvas et al., 2003), 16% (Kawahara et
al., 2004), 19,8% (Kim et al., 2006). También aparece en homocigosis
(Agalliu et al., 2007). En nuestro estudio aparece junto a dos patogénicas:
3036delACAA y Q2858X.

10

C1342A

N372H

Frecuencia en controles: 22-27% (Healey et al., 2000), 26% (Spurdle et al.,
2002), 25% (Hu et al., 2003), 26-27% en controles de ambos sexos (Menzel
et al., 2004), 29% (Hughes et al., 2005), 27% (Cox et al., 2005), 28%
(Ramus et al.,, 2008). En muchos de estos estudios comparan casos y
controles y, o no sale significativo, o con una significaciéon muy ajustada. En
el trabajo de Wu estudian la conservacion entre especies, la frecuencia en
controles y hacen estudios funcionales. De todo ello concluyen que es neutral
(Wu et al., 2005). En nuestro estudio aparece en un 14% de los pacientes y
en uno de ellos junto a una patogénica (3036delACAA).

11

A3199G

N991D

Frecuencia en controles: 7% (Hadjisavvas et al., 2003); 18% (Kim et al,,
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2006), 5,6% (Debniak et al., 2008).

11 G4813A G1529R | No segrega con la enfermedad y aparece junto a patogénicas (BIC). En Zhou,
mediante métodos matematicos concluyen que no se asocia con la
enfermedad (Zhou et al., 2005). En nuestro estudio aparece junto a la
patogénica Q2858X en una familia.

20 T8731C S2835P | Aparece en 1 de 100 controles afroamericanos y en 6% del FHCRC .
Ademas, no segrega con la enfermedad y aparece junto a patogénicas (BIC).
En el trabajo de Karchin mediante métodos matematicos también determinan
que es neutral (Karchin et al., 2008).

20 A8795C E2856A | En el estudio de Chenevix-Trench de segregacion, aparicion junto a
patogénicas...etc. Concluyen que es neutral (Chenevix-Trench et al., 2006).
En el de Karchin también resulta ser neutral (Karchin et al., 2008). En el
ensayo funcional desarrollado por Kuznetsov et al. también es neutral
(Kuznetsov et al., 2008). En nuestro estudio aparece junto a una patogénica:
8370dell1.

22 G9079A A2951T | En Deffenbaugh ven que tiene una frecuencia parecida en casos y controles,
que aparece junto a patogénicas, que no segrega con la enfermedad en tres
familias y que no esta en un dominio funcional importante, por todo ello es
neutral (Deffenbaugh et al., 2002).

Intrén Mutacion Confirmacion de su neutralidad
5'UTR IVS1-26G>A En nuestro estudio aparece con frecuencia alta: en el 29% de los pacientes, y
(190-26G>A) en dos familias aparece junto a la patogénica 3036delACAA.
1 IVS2-60C>T En nuestro estudio aparece junto a la patogénica E49X en una familia.
(296-60C>T)
8 IVS8+56C>T Aparece en el 34% (Hadjisavvas et al., 2003) y en el 4% (Kawahara et al.,
(909+56C>T) 2004) de controles. En nuestro estudio tiene una frecuencia relativamente
alta: aparece en el 13% de los pacientes. En una familia aparece junto a la
mutacion patogénica 3036delACAA.

10 IVS10+12delT En Hadjisavvas tienen una frecuencia del 100% en controles (Hadjisavvas et

(2137+12delT) al., 2003). En nuestro estudio aparece junto a la patogénica 3036delACAA
en dos familias.

14 IVS14+53C>T Frecuencia en controles: 11% (Hadjisavvas et al., 2003), 1% (Suter et al.,

(7663+53C>T) 2004) y 19% (Kanaan et al., 2003).
15 1VS16-14T>C Frecuencia en controles: 73% (Kawahara et al., 2004) y 51% (Hadjisavvas et
(8034-14T>C) al., 2003). En nuestro estudio aparece en el 13% de los pacientes.
23 1VS24-16T>C Aparece en el 2% de controles en Claes. Ademas aparece junto a una
(9485-16T>C) patogénica en tres familias y en otra no segrega con la enfermedad (Claes et
al., 2003). En nuestro estudio aparece junto a la patogénica 6503delTT en
una familia.
25 IVS25+9A>C En Claes analizan el RNA del portador de la variante y ven que no aparecen
(9729+9A>C) transcritos alternativos. En Campos también estudian el RNA y ven que el

procesamiento es normal (Claes et al., 2003; Campos et al., 2003 (a)).

Por otro lado, hay tres variantes silenciosas del estudio sobre las cuales no hay

demasiados datos: La mutacion A1392T (V388V) es de nueva descripcion ya que no aparece

en el BIC ni en la bibliografia. El analisis preliminar mediante ESEfinder muestra que no se

produce cambio alguno en los potenciadores de la maduracion al introducir esta variante, por

lo que probablemente se trate de un polimorfismo poco frecuente. La variante G4296A

(L1356L) aparecio en tres de nuestros pacientes. La citan en dos articulos espafoles, en el de

Infante estd en 4 de 309 familias; en el de Beristain en 1 de 236 pacientes pero en ningin
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control de 130 (Infante et al., 2006; Beristain et al., 2007). El estudio mediante ESEfinder
muestra que aparece un nuevo sitio ESE de uniéon a SRp40. Podriamos estar ante un
polimorfismo poco frecuente propio de la poblacion espafiola, pero se impone un analisis del
RNA para confirmar su neutralidad. La variante C4812T (S1528S) aparece registrada dos
veces en el BIC, y ambas entradas son espafiolas. En la literatura aparece en el articulo de

Diez en un 4% de las familias estudiadas (Diez et al., 2003).

Entre las variantes intrénicas nos topamos con el mismo problema que con las de
BRCAL, ya que la mayoria estdn en zonas alejadas de los sitios cldsicos de procesamiento y

es dificil inferir sus consecuencias.

La variante IVS2-7delT apareci6 en uno de nuestros pacientes y es un caso
controvertido segun la literatura: en el trabajo de Koul et al. describen que produce la pérdida
del ex6n 3, pero sin que cambie la fase de lectura (Koul et al., 1999), en el de Santarosa
encuentran un transcrito normal y otro alternativo, tanto en controles sanos como en lineas
celulares tumorales. Como no cambia la fase de lectura, en dicho estudio piensan que no es
un cambio patogénico sino que tiene funciones reguladoras (Santarosa et al., 1999 (a)). En
Diez arguyen que esta pérdida no afecta a la zona de union a RADSI ni a las sefales de
localizacion nuclear, pero que son necesarios mas estudios para demostrar fehacientemente si

estamos ante un polimorfismo benigno (Diez et al., 2007).

La variante IVS6+14C>T no aparece registrada en el BIC y solamente es citada en un
articulo, donde la encuentran en una de 44 familias hispanas con cancer hereditario (Torres et

al., 2007).

Las variantes [IVS6+54T>C y IVS25+166G>A no estan registradas en el BIC ni en la
bibliografia. Algo parecido ocurre con IVS11-20T>A, que esta registrada 5 veces en el BIC
pero no hay ningtn trabajo donde la encuentren. Para estas variantes seran necesarios nuevos

estudios para definir sus implicaciones.

La variante [IVS25-12T>G también tiene referencias contradictorias: esta registrada en

el BIC dos veces como polimorfismo neutral. En el trabajo de Vehmanen et al. observan que
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estd en el sitio aceptor del exon 26, en el tracto conservado de pirimidinas, pero no pudieron
confirmar su implicaciéon en el procesamiento al carecer de RNA. Por otro lado, no la
encontraron en 186 cromosomas control (Vehmanen et al., 1997). Esta variante también esta
entre las que de momento se admiten como polimorfismos pero habra que esperar a estudios

posteriores para tener pruebas reales.

Un caso particular entre los polimorfismos que hemos encontrado de BRCA2 lo
constituyen las variantes C1379T (S384F) y G3031A (D935N). Estas alteraciones en un
principio estaban registradas como variantes sin clasificar en el BIC, y entraron en nuestro
estudio pormenorizado de algunas “UVs”. Gracias a los trabajos publicados, en las sucesivas
actualizaciones del BIC se sumaron nuevos datos y estas variantes pasaron a considerarse
polimorfismos neutrales. Por ello han pasado a estar en esta seccion de nuestro estudio, ya
que también han aparecido en los pacientes analizados. A continuacion esta el resumen de los

resultados obtenidos al respecto.

La mutacion S384F no aparecidé en nuestros 100 controles sanos escrutados. Al
cambiar serina por fenilalanina, se sustituye un aminoécido hidréfilo por uno hidrofébico,
pero ninguno de ellos esta cargado y el cambio no parce alterar gravemente la estructura
tridimensional de la proteina. El cambio se localiza en un dominio de BRCA2 donde se
produce la unién a la desacetilasa de histonas P/CAF. En los estudios “in silico” mediante
polyphen, SIFT y pMUT, en los tres resulta posiblemente patogénica. Sin embargo, en el
caso de las variantes de BRCA2, como el alineamiento se hace con pocas secuencias, el
resultado no es tan fiable como en otros casos y resulta solamente orientativo. En el BIC
describen que esta variante no segrega con la enfermedad, que no estd conservada entre
especies y que aparece junto a mutaciones patogénicas. En la literatura hay trabajos donde se
confirman estos datos: En Wappenschmidt et al. observan que presenta segregacion
incompleta con la enfermedad, que aparece junto a patogénicas en 116 de 43029 pacientes y
que no hay pérdida de heterocigosidad en dos de los pacientes (Wappenschmidt et al., 2005).
En el trabajo de Chenevix-Trench realizan una aproximacion similar y también concluyen
que esta variante es benigna (Chenevix-Trench et al., 2006). Por todo ello, queda confirmado

que estamos ante un polimorfismo.
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En el caso de D935N, aparecio en el 1% de nuestros controles sanos, dato que ya
indica su carécter neutral; sin embargo, en el cambio de aspartico por asparagina se
intercambia un aminodcido con carga negativa por uno polar sin carga, lo que podria
repercutir en la estructura de la proteina. El residuo 935 de BRCA2 se encuentra muy
conservado entre especies y se localiza en la zona de union a RADSI, por lo que podria
tratarse de una aminoacido importante. Tres de los programas utilizados predicen que esta
variante es patégena (polyphen, SIFT y SNPs3d), y uno que es neutral (pMUT). El programa
ESEfinder no encuentra ninguna alteracion de los sitios ESE debida a esta variante. En el
BIC describen que D935N en 12 de 20 familias no segrega con la enfermedad y que aparece
en otros casos junto a tres patogénicas. En otros trabajos se confirma esto: aparece en un
0,6% de controles de origen étnico global (Wagner et al., 1999) y no segrega con la
enfermedad (Beetstra et al., 2006). Por lo que valorando los datos disponibles pesan mas los

que reivindican su neutralidad.

1.3 VARIANTES DE SIGNIFICADO DESCONOCIDO

1.3.1 VARIANTES “UV” ENCONTRADAS EN EL ANALISIS DE
PACIENTES

El estudio de 343 familias mostré 31 variantes sin clasificar, en concreto, 16 en
BRCA1 y 15 en BRCA2. Todas las variantes “UV” encontradas son cambios de aminoécido

puntuales. Cabe destacar que cuatro de ellas (L771S en BRCA1, y K426T, P458T y 11000L

en BRCA2) son de nueva descripcion.

La mayoria de las mutaciones UV suelen acabar siendo incluidas en el grupo de
polimorfismos poblacionales, pero demostrar el significado funcional y clinico de una
mutacién con certeza es muy costoso. Las consecuencias funcionales de estas variantes se
ignoran, lo cual impide en muchas ocasiones obtener un resultado informativo en el analisis
genético. En la mayoria de los trabajos publicados estas variantes simplemente se citan como
presentes en la poblacion analizada, pero en pocas ocasiones se someten a un estudio
exhaustivo. En los ultimos cuatro afios, se han publicado varios trabajos donde desarrollan

algoritmos matematicos que agrupan los datos sobre segregacion con la enfermedad,
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aparicion junto a mutaciones patogénicas, presencia en controles, conservacion entre
especies, pérdida de heterocigosidad...etc. para intentar una clasificacion. También hay
estudios en que ademas de los datos mencionados, analizan el impacto en la estructura de la
proteina, el cambio de aminodcido, o ensayos funcionales que determinan si cambia la
localizacion subcelular de la proteina o sus niveles de expresion, o si alguna de sus funciones
se ve comprometida por la presencia de la variante (Abkevich et al., 2004; Mirkovic et al.,
2004; Figge et al., 2004; Wu et al., 2005; Chenevix-Trench et al., 2006; Phelan et al., 2006;
Tavtigian et al., 2006; Carvalho et al., 2007; Karchin et al., 2007; Lee et al., 2008; Farrugia et
al., 2008; Spearman et al., 2008; Plon et al., 2008). El problema con los ensayos funcionales
es su coste econdmico, duracion y laboriosidad. Dos trabajos muy recientes desarrollan un
ensayo funcional relativamente sencillo en el que intentan facilitar la esta clasificacion

funcional de variantes “UV” (Caligo et al., 2008; Kuznetsov et al., 2008).

Podemos resaltar algunas de las variantes encontradas en nuestros pacientes sobre las
cuales existen datos a favor de la neutralidad gracias a los estudios publicados al respecto

(tabla 52).

Tabla 52: Algunas de las variantes UV encontradas en BRCA1 y datos publicados que apoyan
su neutralidad.

Efecto
Mutacién en la Datos a favor de la neutralidad
proteina
C2121T L668F | Aparece junto a una patogénica en un trabajo (Eng et al., 2001)
G3143A MI1008I | Aparece en trans junto a mutaciones patogénicas, tanto en

heterocigosis como en homocigosis (Judkins et al., 2005 (a)) y
en casos ashkenazi aparece de forma recurrente junto a una
misma patogénica (Tavtigian et al., 20006).

G3238A S1040N | No aparece con pérdida de heterocigosidad (de la Hoya et al.,
1999) y no segrega con la enfermedad (Durocher et al., 1996);
ademas aparece en controles (Arnold et al., 2002; Durocher et
al., 1996).

A4158G R1347G | Estad en controles, no segrega con la enfermedad y no es un
residuo conservado (Deffenbaugh et al., 2002).

C4380T HI1421Y | En el estudio funcional de Phelan obtiene los mismos niveles
de activaciéon de la transcripcion que la proteina germinal
(Phelan et al., 2005). En otro estudio funcional ven que la
expresion de BRCAT1 con la mutacion es parecida al germinal,
que mantiene la afinidad por JunB y que es capaz de activar la
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transcripcion (Hu et al., 2002).

G5075A M16521 | Aparece en controles: 4,8% (Arnold et al.,, 2002), 4,08%
(Deffenbaugh et al., 2002), 8,3% (Saxena et al., 2006).
Ademas, en el estudio de Gough ven que cuando BRCA1 porta
esta variante mantiene su estructura cristalina y la capacidad de
unién a BACH1 (Gough et al., 2007).

El resto de variantes de significado desconocido encontradas en BRCA1 no pueden

clasificarse, a la espera de mas datos.

Entre las variantes “UV” encontradas en BRCA2, algunas también han

estudiadas por otros grupos y existen datos a favor de su neutralidad (tabla 53).

Tabla 53: Algunas de las variantes UV encontradas en BRCA2 y datos publicados que apoyan
su neutralidad.

Efecto
Mutacion en la Datos a favor de la neutralidad
proteina
A353G Y42C | Aparece en controles, junto a patogénicas y no segrega con la

enfermedad (Chenevix-Trench et al., 2006). En Simard
también la encuentran junto a una patogénica (Simard et al.,
2007). En el estudio funcional de Wu observan que la proteina
cuando porta la variante sigue siendo nuclear, las células son
viables frente a agentes que dafian el DNA y la recombinacion
homologa es normal (Wu et al., 2005). En otro ensayo
funcional reciente también la clasifican como neutral
(Kuznetsov et al., 2008).

T5972C T1915M | Aparece en controles: 5% (Goode et al., 2002), 6,8% (Johnson
et al., 2007), 6,1% (Debniak et al., 2008). En nuestro estudio
aparece junto a dos patogénicas: 8370delll y Q2858X.

C7625T A2466V | Tiene wuna proporcion similar en casos y controles
afroamericanos (Freedman et al., 2004), y una frecuencia del
1,8% en controles de origen étnico global (Wagner et al.,
1999).

T9520C Y3098H | Analizando la conservacion entre especies y el cambio en la
estructura de la proteina concluyen que es neutral (Karchin et
al., 2008).

A10462G 13412V | Aparece con la misma frecuencia en casos y controles
multiétnicos (Freedman et al., 2004). Aparece junto a una

sido
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patogénica ( Warldm-Rodenhuis et al., 2005) y tiene
segregacion incompleta con la enfermedad (Inoue et al., 1997).

Algunas de las variantes sin clasificar encontradas en BRCA2 han sido estudiadas por

nosotros en mas profundidad.

1.3.2 ANALISIS PORMENORIZADO DE ALGUNAS VARIANTES “UV” DEL GEN
BRCA2

Se han estudiado 12 variantes de significado desconocido localizadas en el gen
BRCAZ2. Tras el estudio de diversos factores, hemos clasificado como claramente neutrales

algunas de ellas, y, como posiblemente patogénicas otras.

A) VARIANTES QUE PUEDEN CONSIDERARSE NEUTRALES:

Durante la realizacion de este trabajo algunas variantes han pasado a considerarse
polimorfismos neutrales en el BIC debido a la aportacion de nuevos datos. Ya hemos
comentado sobre las mutaciones S384F y D935N en la seccion de polimorfismos (pagina ).
También las mutaciones A2717S y K3326X se han reclasificado recientemente como

variantes neutrales:

- La variante G8377T (A2717S) se localiza en el ex6on 18 de BRCA2. En nuestro
estudio algunos datos las sefialan como variante neutral: no estd conservada entre
especies y todos los programas de prediccion utilizados la catalogan como neutral.
Por el contrario, no aparecio en nuestra serie de 100 controles sanos y se encuentra en
el dominio de unién a DSS1, region importante para la funcioén en reparacion de DNA
de BRCA2. Ademads, cambia el tipo de aminoacido, de uno hidrofébico a uno polar
sin carga, lo que podria alterar la estructura de la proteina. En la bibliografia esta
variante no aparece en controles (Meindl, German Consortium for HBOC, 2002),

pero encontramos que aparece con frecuencia baja en pacientes con cancer de mama,
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ovario y prostata (Edwards et al., 2003; Lubinski et al., 2004; Simard et al., 2007).
Mediante métodos matematicos integrando los resultados de diversas fuentes la
clasifican como neutral (Karchin et al., 2008). En el BIC existen mas de 30 registros
sobre esta mutacion, con origen étnico predominantemente de Europa oeste, judios
ashkenazi y latinos. Remarcan que no segrega con la enfermedad en 10 de 16 familias
y que aparece en “trans” junto a cuatro patogénicas. Por estos datos de es reclasificada

en el BIC como neutral, a pesar de que no haya muchos estudios al respecto.

Respecto al caso particular de la mutacion sin sentido A10204T (K3326X), existen
numerosos trabajos en que se demuestra que a pesar de producir una proteina
truncada, como estd muy hacia el final de la misma no altera la funcionalidad de
BRCA2. En nuestro estudio aparece en el 2% de los controles sanos, y en otros
trabajos también la encuentran en poblacion control (Hadjisavvas et al., 2004; Martin
et al., 2005; Beristain et al., 2007). Ademas, en varios estudios y entradas del BIC
aparece junto a mutaciones patogénicas (Claes et al., 2003; Beristain et al., 2007;

BIC).

Entre el resto de las variantes estudiadas, a pesar de que en el BIC siguen catalogadas

como “de significado desconocido”, hay algunas que gracias a nuestros resultados y los datos

publicados podemos clasificarlas como neutrales:

G677A (H150R):

Esta variante no se encuentra conservada entre especies, no se localiza en ningun
dominio funcional importante, y en cuanto al cambio de histidina por arginina, ambos
son aminoacidos con carga positiva, por lo que la repercusion en la estructura proteica
no seria muy importante. Los programas SIFT y pMUT la clasifican como neutral. El
programa ESEfinder predecia la aparicion de un nuevo sitio potenciador del
procesamiento, asi como la disminucion de la afinidad de uno ya existente por las
proteinas SRP. Sin embargo, cuando en este caso analizamos experimentalmente el
RNA del paciente portador de esta variante, comprobamos que presentaba un
procesamiento totalmente normal, sin transcritos anomalos. Por ello debemos tomar

con cautela los resultados de los programas de prediccion, que pueden detectar falsos
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positivos. Esta variante no esta registrada en el BIC y, hasta la fecha, tan solo se ha
citado en un articulo de nuestro grupo (Salazar et al., 2006). Por ello, estos son los

primeros datos que la clasifican como polimorfismo.

A3398G (K1057R):

Esta variante no se encuentra conservada entre especies, y el cambio de lisina por
arginina no deberia alterar la estructura de la proteina, ya que son ambos aminoécidos
con carga positiva y propiedades similares. Los cuatro programas de prediccion
utilizados la clasifican como neutral, y, a pesar de que el programa “ESEfinder”
predice dos nuevos potenciadores de maduracion, sin la confirmacién experimental a
nivel de RNA debemos tomar ese dato como una simple prediccion. Por otro lado,
esta mutacion se localiza en una de las zonas de interacciéon con RADS51, sin embargo,
no se encuentra en las repeticiones BRC, sino en la region espaciadora entre el primer
y segundo BRC. Por lo que no forma parte de las zonas de BRCA2 que realmente
interaccionan y regulan a RADS51. No existen otros trabajos donde se analice su
presencia en controles, y en el BIC la tnica entrada es la registrada por nuestro grupo
(Diez et al., 2003; Salazar et al., 2006). Probablemente estemos ante un polimorfismo

poco frecuente y haya que aumentar el nimero de controles para poder detectarlo.

C6328T (R2034C):

Esta variante aparecio en el 4% de los 100 controles analizados en nuestro estudio.
Por otro lado, este residuo no esta conservado entre especies ni se encuentra en un
dominio funcional importante de BRCA2. A pesar de que cambia un aminoéacido
cargado positivamente por uno polar sin carga, de que tres de los cuatro programas de
prediccion la clasifican como patogénica, y de que podria cambiar los potenciadores
de maduracion, debido a su alto porcentaje en controles nos inclinamos a pensar que
estamos ante una variante neutral. En la literatura aparece esta variante en numerosos
articulos, incluyendo algunos espafioles (Diez et al., 2003; Velasco et al., 2005;
Infante et al., 2006; Van der Hout et al., 2006; Frosk et al., 2007; Miramar et al.,
2008). En el trabajo de Deffenbaugh observan que esta variante no segrega con la
enfermedad y aparece junto a mutaciones patogénicas (Deffenbaugh et al., 2002). En

otro trabajo también aparece en controles, pero con una frecuencia mucho menor que
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en nuestro estudio. A pesar de tratarse también de un estudio espafiol, esta
variabilidad podria deberse a diferencias entre las distintas regiones (Healey et al.,
2000; Beristain et al., 2007). En un articulo reciente integran matematicamente datos
similares a los nuestros (conservacion, apariciéon junto a patogénicas, pérdida de
heterocigosidad...etc.) y también concluyen que es una variante neutral (Spearman et

al., 2008).

A8746G (12840V):

En esta variante se da la particularidad de que entre las distintas especies analizadas
en el alineamiento, en la posicion correspondiente al 2840, en gallo aparece una
valina. Esto quiere decir que ese aminoacido ya habia aparecido en la evolucion y da
lugar a una proteina funcional. Por lo que ese esta variante debe ser neutral. Ademas,
isoleucina y valina son ambos aminoacidos hidrofobicos y tres de los programas de
prediccion clasifican esta variante como neutral. A pesar de que el programa
“ESEfinder” predecia la aparicion de un nuevo potenciador de maduracion y el
aumento de la afinidad de uno preexistente por SRp55, el andlisis del RNA del
paciente portador de esta variante mostrd un procesamiento absolutamente normal.
Un ultimo dato que despeja cualquier duda sobre la neutralidad de esta variante lo
constituye el hecho de que aparece junto a una mutacion patogénica (8873delACCA)
en una de las familias estudiadas. En conclusion, esta variante tiene datos mas que

suficientes para ser considerada un polimorfismo.

B) VARIANTES CON POSIBLE EFECTO PATOGENICO:

Para algunas de las variantes analizadas no ha sido posible llegar a una conclusion

definitiva:

La alteracion D244N no se localiza en ningiin dominio funcional, no cambia los sitios
“ESE” segtn el programa “ESEfinder” y el programa pMUT la califica de neutral,
todo lo cual apoyaria su neutralidad. Pero, por otro lado, no aparece en controles, esta
conservada entre especies y cambia un aminodcido con carga negativa a uno polar sin
carga, lo que podria alterar la estructura de la proteina. Ademas, los programas SIFT y

POLYPHEN realizan una prediccion negativa y no aparece junto a mutaciones
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patogénicas. En la bibliografia encontramos un articulo donde esta variante aparece
en una familia con mas de dos individuos afectos de cancer de mama y cuya
probabilidad estimada de encontrar una alteracion era de 0,74 (Peixoto et al., 20006).
Seran necesarios mas estudios para determinar las consecuencias de esta variante

sobre la funcionalidad de BRCA2.

La mutacion P375S no estd en un residuo conservado y el progrma pMUT la califica
de neutral, pero todos los demas datos apoyan su patogenicidad: esta en el dominio de
uniéon a P/CAF, no aparece en controles, segun “ESEfinder” produce la aparicion de
tres nuevas secuencias potenciadoras del procesamiento del RNA y el resto de los
programas de prediccion la clasifican como patogénica. En la bibliografia no hay
ningln trabajo donde se cite esta variante aparte del publicado por nuestro grupo
(Salazar et al., 2006). Se necesitaria ampliar el grupo de controles estudiados, analizar
las posibles consecuencias de este cambio sobre la maduracion del RNA y determinar

si altera la union de BRCA?2 a la desacetilasa de histonas P/CAF.

La variante W395G, no estd en un residuo conservado, y el programa SIFT la califica
de neutral. Sin embargo el resto de datos apoyan su patogenicidad: No aparece en
controles, cambia un aminoécido hidrofobico por uno polar sin carga, se encuentra en
el dominio de union a P/CAF, POLYPHEN y pMUT la clasifican como patogénica, y
segun “ESEfinder” al introducir esta variante desaparece un sitio de union a la
proteina de procesamiento SRp40. En el BIC aparecen 6 registros de esta alteracion,
procedentes de individuos de origen étnico diverso: latinos, europeos caucasianos y
nativos americanos, pero, en ninguno de los registros hay informacion adicional
disponible. En cierto trabajo aparece esta variante en uno de 110 pacientes de origen
hispano, pero no realizan ninguna aproximacion para clasificarla (Weitzel et al.,
2005). Gracias a que disponemos en nuestro laboratorio del RNA del paciente
portador de esta variante, procederemos a comprobar si se altera el procesamiento, y,
mediante la clonacién del fragmento de la proteina que contiene el cambio en un
vector de expresion, intentaremos mostrar si se alteran los niveles de la proteina y su

union a P/CAF. En resultados preliminares hemos observado que los niveles de
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expresion de la proteina germinal y la alterada son similares. En futuros estudios se

clarificaran las consecuencias funcionales de esta variante.

- Encel caso de E3002K, no se encuentra en ningiin dominio importante de BRCA2 y el
programa POLYPHEN la clasifica como neutral, pero el resto de resultados apoyan
posible calidad de patogénica: el cambio de un aminoécido con carga negativa por
uno con carga positiva puede alterar gravemente la estructura de la proteina. A pesar
de no estar en un dominio funcional importante, un cambio en la estructura podria
repercutir en la conformacion del resto de la cadena polipeptidica. Por otro lado, se
trata de un residuo conservado, no aparece en controles ni junto a mutaciones
patogénicas y tres de los cuatro programas de prediccion sugieren un efecto
patogénico. Ademas, segln el programa “ESEfinder” provoca la desaparicion de dos
secuencias de interaccion con SF2/ASF. En la bibliografia solo aparece el articulo de

nuestro grupo (Salazar et al., 2000).

Por las razones expuestas, seran necesarios nuevos estudios para poder clasificar estas

cuatro variantes de forma definitiva.

Las mutaciones UV son un problema comun en el diagnostico genético en general,
pero son especialmente problemdticas en BRCA1/2 dado el gran tamafio de estos genes y la
profusion con que aparecen: en nuestro estudio de 343 pacientes, un 28% de las mutaciones
encontradas fueron “variantes sin clasificar”. Los factores que nos aproximan al significado
clinico de una mutacion UV pueden ser de ayuda a la hora de aconsejar a los individuos
portadores (Wu et al., 2005; Chenevix-Trench et al., 2006; Karchin et al., 2008). A pesar de
las dificultades, la clasificacion de estas variantes UV tiene un gran significado clinico para

las familias portadoras de las mismas.
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En las tablas 54 y 55 se resumen los resultados obtenidos en este estudio

pormenorizado de variantes de significado desconocido y la clasificacion a la que hemos

llegado.

Tabla 54: Resultados sobre frecuencia en controles, conservacion, localizacién en la proteina y tipo de cambio
de aminoacido que se produce con cada una de las variantes estudiadas.

Efecto Presencia Conservacién Localizacion
Ex6n  Mutacion en la en enotr(seees‘;:leccl?es en dominio | Tipo de cambio de aminoacido
proteina [0 T Funcional
G677A H150R
9 | G958A | D244N | No Si carga Polar sin
negativa carga
Slt.l(,) de . . Polar sin
10 C1351T P375S No union a Hidrofobico
P/CAF carga
Slt.l(,) de Polar sin . i
10 C1379T S384F No union a Hidrofobico
P/CAF carga
Slt.l(,) de . i Polar sin
10 T1411G | W395G No union a Hidrofobico
P/CAF carga
Sitio de )
11 | G3031A | D935N unién a Carga Polar sin
RADSI negativa carga
Sitio de
11 A3398G | K1057R No union a
RADS51
11 | C6328T | R2034C carga polar sin
positiva carga
Slt.l(,) de . i Polar sin
18 G8377T | A2717S No union a Hidrofobico
DSS1 carga
Sitio de
20 A8746G | 12840V No union a
DSS1
23 | G9232A | E3002K | No carga carga
negativa positiva
27 A10204T | K3326X Zona DBD
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Tabla 55:Resultados de los estudios “in silico”, asi como el analisis del procesamiento del RNA en aquellos casos que fue
posible, presencia junto a mutaciones patogénicas y clasificacion a la que hemos llegado teniendo en cuenta todos los datos.

Efecto en Programas prediccién* Andlisis Presencia .
Ex6n  Mutacion la RNA junto a CLASIFICACION
proteina Polyphen | SIFT | SNPs3d | pMUT ESEfinder patogénicas
G677A | H150R P - No Neutral
9 | G958A | D2aN| P P . ] No | Posiblemente
patogénica
10 C1351T P375S P P ) Cambia - No P051blefn?nte
patogénica
10 C1379T S384F Cambia - No Neutral
10 T1411G | W395G Cambia - No P051blefn?nte
patogénica
11 | G3031A| D935N| P - No Neutral
11 A3398G | K1057R Cambia - No Neutral
11 C6328T | R2034C Cambia - No Neutral
18 G8377T | A2717S Cambia Neutral
20 A8746G | 12840V Neutral
23 | G9232A| E3002K Posiblemente
patogénica
27 | A10204T| K3326X Neutral
* P:patogénica, N:neutral. £ :Demostrada su neutralidad en la bibliografia.

2.- GRANDES REESTRUCTURACIONES EN BRCA1 Y BRCA2

suponen un porcentaje menor del esperado

Las mutaciones germinales puntuales en BRCA1 y BRCA2 detectadas habitualmente

segin las estimaciones de los andlisis de

ligamiento (Szabo et al., 1997). Este hecho puede explicarse en parte porque hay alteraciones

que escapan a los métodos habituales de deteccion de mutaciones puntuales (Puget et al.,

2002). Estas alteraciones son los grandes reordenamientos que provocan la pérdida o

ganancia de partes grandes de un gen y la aparicion de proteinas aberrantes (Woodward et al.,
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2005; Mazoyer et al., 2005). La proporcion de este tipo de alteraciones en familias con una
historia familiar fuerte de cancer de mama y/o ovario hereditario varia entre el 0,8 y el 23%
segun las distintas poblaciones, lo que constituye entre un 8§ y un 40% del espectro
mutacional en los distintos grupos étnicos (Montagna et al., 2003; Petrij-Bosch et al., 1997,

Gad et al., 2002; Belogianni et al., 2004; de la Hoya et al., 2006).

Realizamos la busqueda de reordenamientos de BRCA1 en 60 pacientes, y de BRCA2
en 20. Estos pacientes fueron seleccionados entre aquellos con un resultado negativo en el
andlisis de mutaciones puntuales, y, en concreto, aquellos con tres 0 mas casos de cancer de
mama y/o ovario en la familia, o los probandos con aparicién de cancer a edades muy
tempranas. Cada estudio se realizé por triplicado, conociendo la alta proporcion de falsos
positivos de la técnica MLPA. De hecho, al analizar mediante RT-PCR otros dos pacientes
con picos alterados en el MLPA obtuvimos una secuencia totalmente normal, por lo que hay
que ser cuidadosos al interpretar los resultados de esta técnica.

Tan solo un reordenamiento pudo ser confirmado mediante RT-PCR en el RNA del
paciente y mediante PCR normal en su DNA genomico. Esto constituye un 1,25% de

reestructuraciones entre los 80 pacientes analizados.

Esta alteracion supone la pérdida del exdn 14, mencionada en el apartado de
resultados. Esta tnica reestructuracion confirmada en nuestra poblacion no aparece en la base
de datos HGMD ni en la bibliografia, por lo que es de nueva descripcion. Esta pérdida
provoca la aparicion de un codon de parada prematuro en el exon 15 y la generacion de una
proteina truncada. El reordenamiento se lleva a cabo a través de la pérdida del exén 14 (y
parte de los intrones 13 y 14) y la insercidon de una secuencia Alu en el punto de rotura. Las
secuencias Alu se han relacionado en otros trabajos con este tipo de reordenamientos. Esta
reestructuracion aparecié en una familia cuyo probando habia sido diagnosticada de cancer
de mama y ovario a los 57 y 58 aflos respectivamente. La mutacion provenia de la linea
paterna y entre sus familiares habia otros 4 casos de cancer de ovario, uno de ellos en un

pariente de primer grado.
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nt47839 nt52789

Ex6n 13 Seq. Al Exo6n 15

(T)s; GAGAC..... ....I TGGCTAA

Figura 37: Esquema que representa el reordenamiento encontrado en el
probando. Observamos los puntos de rotura y la secuencia Alu que se inserta.

En poblacion espafiola, ain no existen muchos reordenamientos confirmados
fehacientemente, ya que a veces no se dispone de RNA de los pacientes, o de otras técnicas
con que corroborar los resultados obtenidos mediante MLPA. Por otro lado, la proporcion de
reestructuraciones varia de unos estudios a otros debido en parte a las técnicas de deteccion
(de la Hoya et al., 2006; Bellosillo et al., 2006; Gutiérrez Enriquez et al., 2007; Palanca et al.,
2008).
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Conclusiones

1.- El 32% de la poblacion estudiada porta una o mas alteraciones en BRCA1 y
BRCAZ2. Dentro de este grupo, un 9% presentan una mutacion patogénica. De entre las
alteraciones patogénicas, 6 son descritas por primera vez a nivel mundial en nuestro estudio.
Estos resultados justifican el desarrollo del Programa de Consejo Genético en Cancer

Hereditario.

2.- La tasa de mutaciones patogénicas detectadas es menor que la publicada hasta el
momento debido, posiblemente a que algunas de las familias estudiadas no cumplian
estrictamente los criterios de inclusion en el programa. Sin embargo, debemos sefalar que
dentro de las familias sin criterios estrictos, hemos encontrado dos portadoras de mutaciones

patogénicas que se han favorecido del Programa de Consejo Genético en Cancer Hereditario.

3.- Las mutaciones patogénicas 1793delA, 2031delG, C1806T (Q563X), G5236A
(G1706E) y C5242A (A1708E) de BRCA1, y 3036delACAA de BRCA2, aparecen de forma

recurrente en nuestra poblacioén y podrian tener un efecto fundador en Castilla y Leon.

4.- Un 28% de las mutaciones encontradas se consideraron variantes de significado
desconocido. Tras el analisis, hemos clasificado dos terceras partes de las variantes
estudiadas como polimorfismos neutrales y un tercio como posiblemente patogénicas. En

referencia a estas Ultimas, se requieren mas estudios de para confirmar su inclusién en este

grupo.

5.- Por primera vez describimos un reordenamiento del gen BRCA1 que supone la
pérdida del exon 14 y de las secuencias intronicas flanqueantes, mediado por la insercion de
una secuencia Alu. Este hallazgo justifica la necesidad de completar el estudio mediante
técnicas como MLPA en pacientes con criterios de inclusion en el Programa que no sean

portadores de mutaciones puntuales.
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