. Universidad de Salamanca
: Departamento de Medicina -Unidad de Medicina Molecular
. VNiVER

DA . 'z ,
AT Centro de Investigacion del Cancer

Estudio de mutaciones en los genes
reparadores en pacientes con sindrome
de Lynch

Laura Macias Alvarez
2011







El Dr. D Rogelio Gonzalez Sarmiento, Catedratico del Departamento de Medicina de la
Universidad de Salamanca y el Dr. D. Juan Jesus Cruz Hernandez, Catedratico del Departamento de

Medicina de la Universidad de Salamanca
CERTIFICAN:

Que el trabajo “Estudio de mutaciones en los genes reparadores en pacientes con sindrome de
Lynch” que presenta la licenciada en Biologia Dofia Laura Macias Alvarez, ha sido realizado bajo nuestra
direccién en la Unidad de Medicina Molecular del Departamento de Medicina y, retne, a nuestro juicio,
originalidad y contenidos suficientes para ser presentado ante el comité evaluador correspondiente y

optar al titulo de “Doctor en Biologia” por la Universidad de Salamanca.

Y para que asi conste, y a los efectos oportunos, expiden el presente certificado en Salamanca,

Fdo. Dr. D. Rogelio Gonzalez Sarmiento Fdo. Dr. D. Juan Jesus Cruz Hernandez






El presente trabajo de tesis doctoral ha sido financiado por la Gerencia Regional de Castilla y
Leon, expediente 216/A/08






A Benito, Juan, Sinda y Fina.






Agradecimientos

Le agradezco a mis directores de tesis: el Prof. Dr. D. Rogelio Gonzélez Sarmiento, por permitirme entrar
en el mundo de la ciencia y el Prof. Dr. D. Juan Jesus Cruz Hernandez, por su importante papel en el
Servicio de Oncologia Médica del Hospital Universitario de Salamanca.

Le agradezco al Servicio de Anatomia Patolégica por su aporte en este trabajo.

A mis compafieros y amigos de laboratorio que son un compendio de profesionalidad y, ante todo, de

amistad y compafierismo.

En especial, quiero mencionar a Eva, su paciencia, carifio y buenas ensefianzas sera algunas de las

cosas que me dejaran mejor recuerdo de esta etapa.

A Nieves y a Estrella que se ocupan de nosotros con mimo aunque lleguemos a Ultima hora cargados de

problemas.

A Maria José y Luis, que ya saben lo agradecida que estoy por su apoyo diario. A Nacho, me trajeron un

hermano en vez de un perro, pero el cambio no ha sido tan malo.






ndice






Glosario
Introduccion

1. Epidemiologia del cancer
1.2. Epidemiologia del cancer colorrectal
2. Etiologia del cancer colorrectal

2.1. Factores genéticos
2.1.1. Poliposis adenomatosa familiar (PAF)
2.1.2. Poliposis adenomatosa familiar atenuada (PAFA)
2.1.3. Sindrome de Turcot
2.1.4. Sindrome de Gardner
2.1.5. Sindrome de Peutz Jeghers
2.1.6. Poliposis juvenil familiar
2.1.7. Sindrome PTEN-Hamartoma-Tumor
2.1.8. Sindrome de poliposis mixta hereditaria

3. Cancer hereditario de colon no polipdsico (CCHNP) o Sindrome de Lynch

3.1. El diagnostico del sindrome de Lynch )
A) Criterios cinicos del sindrome de Lynch: Amsterdam, Bethesda y modificaciones
B) Estudio de inestabilidad de microsatélites

3.2. Bases moleculares del sindrome de Lynch
Mecanismos de reparacion del DNA
Sistema de reparacion de errores por despareamiento (Mismatch Repair System, MMR)
Sistema reparador de errores por desapareamiento en organismos procariotas
Sistema reparador de errores por desapareamiento en organismos eucariotas

4. Efecto de las mutaciones en los genes implicados en el sistema de reparacion de errores por
desapareamiento en el DNA

4.1. Tipos de mutaciones en los genes implicados en el sistema reparador
5. microRNAs
5.1. Nomenclatura de los microRNAs

5.2. Biogénesis de los microRNAs
5.3. microRNAs y cancer

Hipodtesis de trabajo y objetivos

Pacientes y métodos
1. Pacientes
2. Manipulacion de acidos nucleicos

2.1. Extraccién de DNA a partir de muestras de sangre periférica



2.2. Extraccién de RNA a partir de muestras de sangre periférica
2.3. Extraccién de DNA a partir de tejido tumoral parafinado

3. Andlisis de mutaciones puntuales en los genes MLH1, MSH2, MSH6

3.1. Amplificacion por PCR de los genes MLH1, MSH2, MSH6.

3.2. Electroforesis en gel de agarosa.

3.3. Analisis de los fragmentos amplificados por PCR mediante CSGE (Electroforesis en gel
sensible a la conformacion)

4. Analisis de grandes reordenamientos genémicos

4.1. MLPA (Multiplex dependent Probe Amplification)
4.2. PCR a tiempo real cuantitativa.
4.3. PCR de transcripcion inversa (RT-PCR)

5. Andlisis de inmunohistoquimica

6. Analisis de microsatélites

7. Discriminacion alélica mediante sondas Tagman

8. Analisis bioinformaticos
8.1. Andlisis de conservacidn entre especies
CLUSTAL W

8.2. Andlisis posible patogenicidad de las mutaciones
PolyPhen (Polymorphism Phenotyping)
SNP3D
SIFT (Sorting intoleran from tolerant)

8.3. Analisis de sitios ESE
ESE Finder
RESCUE-ESE
9. Identificacion de microRNAs de union a los genes MLH1, MSH2 y MSH6
miRBase: La base de datos de los microRNA

TargetScan

Resultados

1. Analisis de mutaciones en los genes MLH1, MSH2 y MSH6:

1.1. Estudio del gen MLH1
1.1.1. Mutaciones puntuales patogénicas.
1.1.2. Polimorfismos
1.1.3. Variantes de significado desconocido identificadas en el gen MLH1



1.2. Estudio del gen MSH2:
1.2.1. Mutaciones patogénicas
1.2.2. Polimorfismos
1.2.3. Variantes de significado desconocido

1.3. Estudio del gen MSH6:
1.3.1. Mutaciones patogénicas
1.3.2. Polimorfismos
2. Grandes reordenamientos genémicos en los genes MLH1, MSH2 y MSH6
3. Andlisis del gen MLH1 en probandos con inmunohistoquimica negativa para MLH1
4. Genotipado de polimorfismos en el gen MLH1
5. Estudio de microRNAs en los genes MLH1, MSH2, MSH6
Discusion
1. Estudio del gen MLH1
1.1 Variantes de significado desconocido en el gen MLH1

1.1.1. Variantes de significado desconocido localizadas en el dominio de dimerizacién

1.1.2. Variantes de significado desconocido en el extremo 3'UTR del gen MLH1

1.2. Andlisis del gen MLH1 en Cancer colorrectal esporadico con inmunohistoquimica negativa
para MLH1.

2. Estudio del gen MSH2
2.1. Variantes de significado desconocido en el gen MSH2
2.1.1. Variantes de significativo localizadas en el dominio de unién al DNA.
2.1.2Variantes de significado desconocido localizadas en el dominio de dimerizacion de
la proteina MSH2
3. Estudio del gen MSH6

4. Estudio de grandes reordenamientos genémicos.

5. Estudio bioinformatico de miRNAs asociados a genes implicados en el sindrome de Lynch.

Bilbiografia






Glosario



Laura Macias Alvarez. Tesis doctoral Glosario



Laura Macias Alvarez. Tesis doctoral Glosario

APC: “Adenomatous poliposis coli’. Gen supresor de tumores. Codifica una proteina que interviene

en la ruta de sefializacion Wnt. Esta implicada también en los procesos de migracion y adhesién

celular, activacién trancripcional y apoptosis. Los defectos en este gen provocan poliposis

adenomatosa familiar (PAF).

APS: Persulfato de amonio.

ATP: Adenosin trifosfato.

BER: “Base excision repair’. Ruta de reparacién de DNA por escisién de bases.

BLAST: Programa informatico capaz de comparar una secuencia problema con una gran
cantidad de secuencias presentes en una base de datos y seleccionar las mas parecidas.
BMPR1: “Bone morphogenetic protein (BMP) receptor’. Los receptores BMP son una familia de
kinasas serina/treonina transmembranales que se clasifican en tipo | y tipo Il. BMPR1 pertenece
a las de tipo I. Mutaciones en el gen que codifica la proteina aparecen asociadas a la poliposis
juvenil familiar.

CCR: Cancer colorrectal.

CCHNP: Cancer de colon hereditario no polipdsico.

CIAA: cloroformo:alcohol isoamilico 24:1

CSGE: Electroforesis en gel sensible a la conformacion.

CHPRE: Hipertrofia congénita del epitelio pigmentario de la retina.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

DNA-helicasa II: Pertenece a una familia de enzimas que rompen los puentes de hidrégeno
entre las bases nitrogenadas en los procesos de replicacion, transcripcion, recombinacién y
reparacion del DNA.

DNA-ligasa: Enzima que forma enlaces covalentes entre el extremo 5 de una cadena
polinucleotidica y el extremo 3’ de otra cadena polinucleotidica.

dNTP’s: Desoxinucledtidos trifosfatos.

EDTA: &cido etilendiaminotetracético.

EXOI, EXOV, EXOVII: Son exonucleasas, enzimas que hidrolizan los enlaces fosfodiéster finales
de los acidos nucleicos

FASTA: Formato de fichero informatico basado en texto, utilizado para representar secuencias
de é&cidos nucleicos o de proteinas en el que los pares de bases o los aminoacidos se
representan usando codigos de una Unica letra. El formato permite incluir nombres y comentarios
que preceden a las secuencias.

HGMD: “Human Gene mutation database”. Base de datos que agrupa mutaciones de diversos
genes.

HR: “Homologous recombination”. Reparacién del DNA por recombinacién homdéloga.
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= LKB11/STK11: Miembro de la familia serina/treonina kinanas. Regula la polaridad celular y
actia como supresor de tumores. Las mutaciones en este gen se han asociado con el sindrome
de Peutz-Jeghers.

= MLH1: “MutL homolog 1". Proteina implicada en la ruta de reparacién de desapareamientos del
DNA en organismos eucariotas.

= MLPA: “Multiplex-Ligation Probe Amplification”. Técnica de amplificacion por PCR multiplex
dependiente de ligacién que permite estudiar grandes reordenamientos gendmicos.

=  MMR: “Mismatch repair’. Ruta de reparacion de desapareamientos en el DNA.

=  mRNA: RNA mensajero.

= MSH2: “MutS homolog 2. Proteina implicada en la ruta de reparacién de desapareamientos del
DNA en organismos eucariotas.

= MSH3: “MutS homolog 3. Proteina implicada en la ruta de reparacién de desapareamientos del
DNA en organismos eucariotas.

= MSH6: “MutS homolog 6". Proteina implicada en la ruta de reparacion de desapareamientos del
DNA en organismos eucariotas.

= MutL: Proteina implicada en la ruta de reparacién de desapareamientos del DNA en organismos
procariotas.

= MutS: Proteina implicada en la ruta de reparacién de desapareamientos del DNA en organismos
procariotas.

=  MutSa y MutSB: Complejos heterodiméricos formados por las proteinas implicadas (MutS
homolog 2,3,6) en la ruta de reparacién del DNA en organismos eucariéticos.

=  MYH: Homdlogo MutY. Es una enzima implicada en la ruta de reparacién del DNA por escisién
de bases (BER).

= NER: “Nucleotide excision repair’. Reparacion del DNA por escision de nucleétidos.

= NHEJ: “Non-homologous end joining”. Reparacion del DNA por union de extremos no homdlogos.

= p53: (TP53 “Tumor protein 53’). Proteina supresora de tumores que regula genes que inducen la
parada del ciclo celular, apoptosis, senescencia y reparacion de DNA. Mutaciones en este gen
dan lugar al Sindrome de Li-Fraumeni.

= PAF: Poliposis adenomatosa familiar.

= PAFA: Poliposis adenomatosa familiar atenuada.

= PCNA: “Proliferating Cell Nuclear Antigen”. E| antigeno nuclear de proliferacion celular es una
proteina nuclear sintetizada en la fase G1 temprana y en la fase S del ciclo celular. Esta proteina
se localiza en el nucleo y favorece la sintesis de ADN, ya que es un cofactor de la ADN
polimerasa.

= PCR: “Polymerase chain reaction’. Reaccion en cadena de la polimerasa.
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= PMS1: “‘MutL homologous”. Proteina implicada en la ruta de reparacién de desapareamientos del
DNA en organismos eucariotas.

= PMS2: “Postmeiotic Segregation Increased 2”. Proteina implicada en la ruta de reparacién de
desapareamientos del DNA en organismos eucariotas.

= PTEN/MMAC1: “Phosphatase and tensin homolog”. Fosfatasa que funciona inhibiendo diversas
dianas y funciona como supresor de tumores.

= RECJ: Exonucleasa que degrada el DNA de cadena sencilla en sentido 5°-3’y participa en los
procesos de recombinacion homéloga y reparacion de DNA en Escherichia coli.

= RFC: “Replication factor C”. Es un complejo proteico requerido para la replicacion del DNA.

= RNA: Acido ribonucleico.

= RPA: “Replication protein A”. Proteina de unién a ssDNA que participa en la reparacién de DNA.

= SDS: dodecil sulfato sodico.

= SMAD4: “SMAD family member 4”. Proteina miembro de la familia SMAD e implicada en la
poliposis juvenil.

= SNP: “Single nucleotide polymorphism”. Variacion en la secuencia de DNA que afecta a un solo
nucledtido.

= 8SB: “single-stranded DNA binding proteins”. Proteinas con capacidad de union a DNA de
cadena sencilla.

= ssDNA: DNA de cadena sencilla (monocatenario).

= TBE: Tris 0.044 M, acido bérico 0.044 M, EDTA 1.0mM pH= 8,3.

=  TEMED: N, N, N, N’ Tetrametilendiamina.

= TGF-B: “Transforming growth factor beta”. Esta ruta de sefializacion estd implicada en
numerosos procesos celulares tanto en organismos adultos como en el desarrollo embrionario
incluyendo crecimiento embrionario, diferenciacion celular, apoptosis, homeostasis celular y
otras funciones celulares.

= UTR: “Untraslated region”. Zonas que flanquean la region codificante de cada gen y no se

traducen a proteina.
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1. Epidemiologia del cancer

El cancer es la primera causa de muerte en los paises desarrollados y la segunda en aquellos
paises en vias de desarrollo. Los casos de cancer se incrementan en los paises desarrollados por el
crecimiento de la poblacidn y su envejecimiento; asi como la adopcién de estilos de vida asociados al

desarrollo de cancer como el sedentarismo, una dieta rica en grasas y el tabaco (Jemal y col., 2011).

La estimacidn global determiné que se diagnosticaron 12.7 millones de nuevos casos de cancer
en 2008 y el 56% de los casos se produjeron en paises desarrollados. El tipo de cancer con mayor

incidencia global son el de mama, en mujeres, y el de pulmon, en varones (Jemal y col., 2011).

La mortalidad estimada para ese mismo afio se establecié en 7.6 millones de muertes por cancer
y el 64% de ellas se produjeron en paises desarrollados (Jemal y col., 2011). El cancer de prostata y el de

mama son los tipos de tumores con mayor mortalidad en el mundo (Jemal y col., 2011).

En Europa, se estimaron 3.191.600 casos de cancer diagnosticados en 2006. Para ambos sexos,
el tipo de cancer mas frecuente es el de mama, seguido del cancer colorrectal (CCR), de pulmén y
prostata. Especificamente, el cancer de pulmon, el cancer colorrectal y el de préstata son los tipos de
cancer que con mayor frecuencia se presentan en varones; mientras que, en mujeres, lo son el de mama,
el CCRy de pulmén (Ferlay y col., 2007).

En 2006, se estimaron 1.7 millones de muertes causadas por cancer en Europa (Ferlay y col.,
2007). El cancer de pulmén fue es la causa mayoritaria de muerte, seguido del CCR y del cancer de

mama (Ferlay y col., 2007).

En Espafia, el cancer es la segunda causa de muerte (26.9% de todas las defunciones) por
detras de los accidentes cardiovasculares (INE, 2008). El envejecimiento de la poblacion espafiola, el
incremento en la incidencia de tumores malignos y la mejora en la supervivencia de los enfermos de
cancer debido a los avances diagndsticos y terapéuticos, ha supuesto un aumento significativo de la

prevalencia del cancer en la poblacién espafiola (Lopez-Abente y col., 2004).
1.1 Epidemiologia del cancer colorrectal:
El cancer colorrectal, a nivel mundial, es el tercer tipo de tumor mas diagnosticado en varones y

el segundo en mujeres. En 2008, se contabilizaron 1.2 millones de nuevos casos de este tumor y se

estimaron 608.700 muertes por su causa (Jemal y col., 2011). Los ratios mas altos de incidencia de CCR
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se localizan en Nueva Zelanda, Europa y Norte América y los mas bajos en Africa, en el centro y sur de
Asia.

Se ha observado que el nimero casos de CCR se incrementa rapidamente en varias areas del
mundo histdricamente identificadas como de bajo riesgo de CCR como, por ejemplo, Espaiia, el este de
Asia o el este de Europa; mientras que las zonas de alto riesgo (Estados Unidos, Canada o Australia) la
incidencia de CCR empieza a declinar. Estas observaciones aparecen relacionadas con los cambios en
los patrones de estilo de vida y alimentacion o al aumento y la eficacia de los programas de prevencion,

deteccion y extirpacion temprana de pélipos precancerosos (Jemal y col, 2011).

En Europa, segln los datos de la IARC (Globocan) para el 2008, la incidencia del cancer
colorrectal ocupa el tercer puesto por detras del cancer de prostata y pulmon en varones; mientras que en
mujeres, es la segunda causa de cancer por detras del cancer de mama. La tasa de mortalidad para ese

mismo afio ocupa el segundo puesto para ambos sexos (Ferlay y col., 2007).

El cancer colorrectal en Espafia se sitla como la segunda causa de muerte por detras del cancer
de pulmén en varones y el de mama en mujeres (datos obtenidos del Centro Nacional de Epidemiologia,
Instituto de la Salud Carlos IlI, afio 2007). En Castilla y Leon, la mortalidad causada por el CCR en el afio
2007 tiene una media superior a espafiola en casi todas sus provincias y en ambos sexos (datos

obtenidos del Centro Nacional de Epidemiologia, Instituto de la Salud Carlos IlI, afio 2007).
2. Etiologia del cancer colorrectal:

Esta establecido que el CCR se desarrolla como consecuencia de la acumulacion progresiva de
alteraciones genéticas y epigenéticas que provocan la transformacién de células normales del epitelio
colonico en células tumorales. Este proceso de tumorogénesis es largo y puede tardar entre 8 y 12 afios
(Jemal y col., 2010).

Se ha observado que las tasas de incidencia del cancer colorrectal varian en relacion con las
diferencias raciales y los distintos estilos de vida dependiendo de la zona geografica y las costumbres de
cada comunidad. Asi, algunos grupos de inmigrantes aumentan o disminuyen el riesgo asociado a su
comunidad original cuando se adaptan al estilo de vida en sus paises de acogida, asimilando el riesgo de
estos Ultimos (Hobbs y col. 2001). Los factores de riesgo mas importantes en el desarrollo de cancer
colorrectal son la edad, los factores genéticos y diversos factores ambientales. Los factores ambientales
tienen gran importancia en la aparicién y el desarrollo del cancer colorrectal; entre ellos el estilo de vida,

la alimentacion y el consumo de alcohol y tabaco (tabla 1).
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Tabla 1: Factores ambientales.

El consumo de mas de 30g/dia de alcohol aumenta el riesgo de CCR. (Khan y col. 2010; Mizoue y col., 2008)
Uno de cada cuatro casos en varones con CCR esta provocado por consumos de mas de 23 g/dia de alcohol.
(Khan y col. 2010; Paskett y col., 2007)

Alcohol Tomar mas de siete bebidas alcohdlicas por dia incrementa el riesgo CCR en un 72%. (Khan y col. 2010;
Akhter y col., 2007)

El consumo de alcohol aparece relacionado con CCR distal. (Khan y col. 2010; Moskal y col., 2007)

Los periodos de abstinencia parecen disminuir el riesgo. (Khan y col. 2010; Liang y col., 2009)

Los fumadores habituales presentan un incremento de la incidencia de CCR mas que los no fumadores.
(Khan y col. 2010; Botteri y col., 2008)

El incremento del riesgo viene definido por la cantidad de cigarrillos o paquetes fumados al dia. (Khan y col.
2010; Mizoue y col., 2008)

Este efecto se hace mas visible después de 30 afios de habito. (Khan y col. 2010; Mizoue y col., 2008)
Tabaco La edad de diagndstico de CCR se adelanta en fumadores frente a los no fumadores. (Khan y col. 2010;
Sarebo y col., 2006)

Fumadores con 40 afios de habito presentan los tumores de colon y recto con mutacion en el gen APC.
(Khany col. 2010; Paskett y col., 2005)

Los fumadores habituales desarrollan con mayor frecuencia pdlipos hiperplasicos en zonas distales del
colon. (Khan y col. 2010; Coyle y col., 2009)

La ingesta de pescado y &cidos omega-3 del pescado puede disminuir el CCR. (Khan y col. 2010;
Goodherman y col., 1997)

Hay una fuerte asociacién entre el consumo de carne y la mortalidad por CCR. (Khan y col. 2010; Bingham
y col., 1996)

En varoes, el consumo de carne aumenta el riesgo. (Khan y col. 2010; Larsson y col., 2005)

El consumo diario de café disminuye el riesgo de CCR. (Khan y col. 2010; Larsson y col., 2005)

El consumo de marisco aparece asociado con el desarrollo de CCR. (Khan y col. 2010; Chao y col., 2005)
La leche aparece como protector frente al CCR. (Khan 'y col. 2010; Chao y col., 2005)

El alto consumo de huevos y, en general, comidas ricas en calorias aumentan el riesgo. (Khan y col. 2010;
Chao y col., 2005)

La obesidad abdominal esta asociada con el incremento de adenocarcinomas colorrectales. (Khan y col.
2010, Thygesen y col., 2008)

El 29.5% de todos los canceres de colon son atribuibles a un indice de masa corporal (IMC) mayor de
22.5. (Khany col. 2010; Larsson y col., 2005)

Cada incremento de 5 unidades en el IMC produce el aumento del riesgo de CCR. (Khan y col. 2010;

Kim y col., 2007; Tamakoshi y col. 2004)

Obesidad

Son diversos los estudios que asocian la obesidad con el aumento del riesgo de cancer y, en
particular, del cancer de colon y recto (Khan y col. 2010, Thygesen y col., 2008; Larsson y col., 2005;
Tamakoshi y col. 2004). En relacién estrecha con la obesidad esta la dieta. Es dificil establecer
exactamente en qué cantidad y cuales son los alimentos beneficiosos para la prevencion del cancer y los
que aumentan la probabilidad de desarrollar la enfermedad. En general, se considera que tanto los
aceites vegetales, como el pescado, la fruta y la verdura son beneficiosos; mientras que la carne, los
alimentos ricos en grasas saturadas e, incluso, el marisco producen el efecto contrario (Khan y col. 2010;
Goodherman y col., 1997; Bingham y col., 1996; Chao y col., 2005).

El alcohol es un factor de riesgo directo puesto que su consumo en mas de 30 g/dia aumenta el
riesgo de cancer de colon y recto. El consumo de alcohol parece estar relacionado con la aparicién de
tumores en zonas distales del colon. El efecto del alcohol sobre la predisposicion a padecer cancer de
colon no es irreversible y parece que el riesgo disminuye durante los periodos de abstinencia (Khan y col.
2010; Mizoue y col., 2008; Paskett y col., 2007; Moskal y col., 2007; Liang y col., 2009).
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Fumar también aumenta la incidencia y la mortalidad por cancer colorrectal. Los fumadores
habituales presentan un incremento de la incidencia cancer colorrectal significativamente mas alto que los
no fumadores. Ademas, este incremento viene definido por la cantidad de cigarrillos o paquetes fumados
al dia, si bien este efecto se hace mas visible después de 30 afios de habito. La edad de diagndstico de
CCR se adelanta en fumadores frente a no fumadores. Los efectos del tabaco sobre el desarrollo del
tumor empiezan a conocerse. Los fumadores habituales desarrollan con mayor frecuencia pélipos
hiperplasicos en zonas distales del colon en comparacion con los no fumadores (Botteri y col., 2008;
Mizoue y col., 2008; Sarebo y col., 2006; Coyle y col., 2009; Khan y col. 2010).

2.1 Factores genéticos

Entre un 80-85% de todos los casos de cancer colorrectal diagnosticados anualmente son de
tipo esporadico. El 15-20% restante agrupa a individuos afectos con céncer de colon en los cuales
aparece un componente familiar, es decir, tienen familiares de primer o segundo grado con la enfermedad.
Sin embargo, tan sélo entre un 1 y el 5% de estos Ultimos heredan la predisposicion a padecer la

enfermedad a través de un patron mendeliano (de la Chapelle y col., 2004).

La linea que separa los casos de cancer hereditario y los casos familiares no esta claramente
establecida debido a la dificultad para fijar unos criterios de clasificacion. Por lo tanto, exceptuando los
sindromes hereditarios claramente definidos, resulta bastante complejo discriminar cancer esporadico y
familiar y, en consecuencia, el porcentaje de cancer colorrectal considerado familiar posiblemente no esté
ajustado a la realidad (la Chapelle y col., 2004). En la tabla 2 mostramos varios sindromes en los cuales

desarrollo de tumores colorrectales es un rasgo caracteristico.

Tabla 2: Relacion de sindromes que predisponen al desarrollo de cancer colorrectal. *OMIM™: Online Mendelian Inheritance in Man™.

Sindrome N° OMIM* Gen(es) causante(s)
Sindrome de Lynch o Cancer de colon 114500 Genes del sistema reparador de errores del DNA:
hereditario no polipésico (CCHNP) MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 y PMS1
Poliposis adenomatosa familiar (PAF) 175100 APC
Poliposis adenomatosa familiar atenuada 175100 APC (Las alteraciones aparecen en el extremo 3"y
(PAFA) 5’de la secuencia del gen)
Poliposis asociada a MYH 604933 MYH
Sindrome de Gardner 175100 APC
Sindrome de Turcot 276350 APC, MLH1 y MSH2
Sindrome de Peutz-Jeghers 175200 STK11/LKB1
Poliposis juvenil familiar 174900 SMAD4 y BRMP1A
Sindrome de PTEN-Hamartoma-Tumor 158350 PTEN/MMACH1
Poliposis mixta hereditaria 601228 Se desconoce el gen
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2.1.1 Poliposis adenomatosa familiar (PAF)

La poliposis adenomatosa familiar es un sindrome autosémico dominante de alta penetrancia
que afecta por igual a varones y a mujeres. Es una enfermedad de baja incidencia, que representa menos
del 1% de los casos de cancer colorrectal observados (Bisgaard y col., 1994; Varesco y col., 2004, Gryfe

y col., 2009), con una incidencia de uno de cada 8000 nacimientos (Gryfe y col., 2009).

El fenotipo de esta enfermedad se caracteriza por la aparicién de cientos a miles de pélipos
adenomatosos que tapizan el epitelio del colon y el recto. Los primeros pdlipos surgen durante la infancia
0 la adolescencia y, sin tratamiento quirdrgico, alguno de ellos acaba degenerando en adenocarcinomas
durante la edad adulta. En principio, las manifestaciones de la enfermedad quedan limitadas a las
regiones del colon y el recto. Sin embargo, existen casos en los que se observan polipos en otras zonas
del tracto intestinal, por ejemplo, en el duodeno, en el estémago o en la ampolla de Vater (Nagy y col.,
2004).

La PAF también puede presentar manifestaciones extracoldnicas: tumores desmoides, hipertrofia
congénita del epitelio pigmentario de la retina (Congenital Hipertrophy of Retinal Pigment Epithelium,

CHPRE), osteomas, anomalias dentarias, quistes epidermoides y otras neoplasias benignas y malignas

de tejidos blandos como el cancer papilar o folicular de tiroides o el hepatoblastoma en nifios (Nagy y col.,
2004; Gryfe y col., 2009) (figura 1).

Figura 1: manifestaciones de la PAF. A) Multiples poélipos coldnicos. B)
Hiperpigmentacion de la retina (CHPRE). C) Quiste epidermoide en la mano. D)
Osteoma en el fémur.

La aparicién del sindrome es consecuencia de mutaciones germinales en el gen supresor de
tumores APC. El 80-90% de las familias con PAF, presentan una mutacién en el gen APC en la linea
germinal (Gryfe y col. 2009). El 20% de los casos diagnosticados de poliposis adenomatosa familiar

presentan una mutacion de novo en el gen APC (Gryfe y col., 2009).
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2.1.2 Poliposis adenomatosa familiar atenuada

La variante atenuada de la poliposis familiar se presenta en un 10% de los pacientes con
poliposis adenomatosa. Esta variante difiere de la poliposis clasica en la presencia de menos de 100
pdlipos que tapizan la superficie colorrectal. Los pélipos tienden a situarse cerca del angulo esplénico con
una morfologia plana, por lo que en un principio esta enfermedad fue descrita como “sindrome hereditario
del adenoma plano” (“hereditary flat adenoma syndrome”) (Lynch y col., 1995). Ademas, se han descrito
pdlipos gastricos y adenomas duodenales asociados. Por otro lado, son raros los casos de CHPRE y
tumores desmoides asociados a la poliposis atenuada, y, ademas, la media de edad de los pacientes en
la cual se manifiesta es mayor que la de los individuos con el fenotipo clasico (Soravia y col., 1998;
Knudsen y col. 2003; Gryfe y col., 2009).

Un 10% de las familias con poliposis atenuada presenta mutaciones en el gen APC. Las
mutaciones en APC asociadas a esta variante de la enfermedad aparecen localizadas principalmente en

tres regiones del gen: el extremo 5°, en el ex6n 9 y en el extremo 3 (Figura 2).
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Figura 2: esquema de la proteina APC. Las mutaciones localizadas en el extremo 5°, exén 9 y extremo 3" del gen producen una
poliposis adenomatosa atenuada.

El 30% de las familias con poliposis atenuada no presentan una mutacién en el gen APC, si no
que tienen mutaciones en el gen MYH; en estos casos, el sindrome se denomina poliposis asociada a
MYH y presenta un patron de herencia autosémico recesivo (Sieber y col., 2003, Nagy y col., 2004; Gryfe
y col., 2009).

2.1.3 Sindrome de Turcot

Este sindrome se caracteriza por el desarrollo de neoplasias en el sistema nervioso central, que
incluyen meduloblastomas, astrocitomas y ependimomas. La mayor parte de estos pacientes también
desarrollan caracteristicas tipicas de los pacientes afectos de PAF y un 70% de las familias presentan

mutaciones en APC. No obstante, hay un grupo de pacientes con este sindrome que presentan
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alteraciones en los genes de reparacion del DNA, MLH1 y MSH2 en lugar de en el gen APC (Gryfe y col.,
2009).

2.1.4 Sindrome de Gardner

El sindrome de Gardner es una variante de la FAP clasica que incluye las mismas
manifestaciones extracolonicas. Actualmente, el sindrome de Gardner y la poliposis adenomatosa familiar
se consideran diferentes grados de severidad de la misma enfermedad. En ambos sindromes se han

encontrado las mismas alteraciones en el gen APC (Gryfe y col., 2009).

2.1.5 Sindrome de Peutz-Jeghers

Es una enfermedad autosémica dominante que se caracteriza por la aparicidn en la infancia de
pdlipos hamartomatosos difusos en el intestino y una pigmentacién caracteristica en las mucosas de la
zona perioral y oral, en la piel de la cara, de los antebrazos, palmas de las manos y los pies, y en la zona
perianal (Figura 3). Los polipos hamartomatosos se distribuyen por todo el tracto gastrointestinal y
empiezan a desarrollarse en la primera década de la vida, aunque los sintomas se manifiestan en la
segunda y tercera década. Los pacientes afectos tienen una alta predisposicion a desarrollar neoplasias
gastrointestinales y extra-intestinales. Entre el 50% y el 90% de los pacientes desarrollan cancer y un
40% de ellos desarrolla el tumor en el colon. El gen responsable del sindrome de Peutz-Jeghers es el gen
supresor de tumores LKB11/STK11, el cual se ha encontrado mutado en el 50-70% de los pacientes
(Aaltonen y col., 2000; Sanchez-Céspedes M., 2007).

R | Figura 3: manifestaciones del sindrome de Peutz-Jeghers.
Ay B) Pigmentacién en mucosas y palma de la mano. C)
Pélipos hamartomatosos en intestino.

2.1.6 Poliposis juvenil familiar

La poliposis juvenil familiar sigue un modelo de herencia autosémica dominante. Los pacientes
afectos presentan multiples pdlipos a lo largo del tracto intestinal y un subgrupo de ellos también
manifiesta anomalias congénitas. El adjetivo “juvenil” se refiere, mas que a la edad de aparicion de los
mismos, al tipo de polipo desarrollado. Estos pdlipos tienen un gran potencial de malignizacion y pueden
desarrollar tumores de los cuales un alto porcentaje aparecen en el colon o el recto. Se han descrito
mutaciones en los genes supresores de tumores de la via de sefializacién TGF-3, SMAD4 y BMPR1,

asociados a esta enfermedad (Hizawa y col., 1997; Chow y col., 2008).
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2.1.7 Sindrome PTEN-Hamartoma-Tumor

El sindrome de PTEN-Hamartoma-tumor engloba a los sindromes de Cowden, Banayan-Riley-
Ruvalcaba, Proteus y Proteus-like. Todos ellos estan causados por mutaciones en el gen PTEN/MMACH1,
y se caracterizan por la presencia de multiples hamartomas que afectan a cualquier zona del cuerpo
(Zhou y col., 2003; Nagy y col., 2004).

El sindrome de Cowden es dificil de reconocer, se caracteriza por la presencia de varios
hamartomas en varios sitios del cuerpo. Los individuos afectados presentan predisposicion a desarrollar

diversos canceres, en particular cancer de mama, tiroides o en el endometrio.

Los individuos afectados por el sindrome Bannayan-Riley-Ruvalcaba presentan macrocefalia,
pdlipos hamartomatosos en el intestino y tumores adiposos benignos en la piel (lipomas). Ademas, antes

y después del nacimiento, estos individuos muestran un crecimiento exagerado.

El sindrome Proteus es una enfermedad rara que se caracteriza por el crecimiento
desproporcionado de algunas partes del cuerpo, principalmente, el tejido oseo, la piel, el sistema nervioso

central, los ojos y el tejido conectivo.

El término Proteus-like se utiliza para describir aquellos que muestran caracteristicas similares al
sindrome Proteus pero que carecen de los criterios de diagnosticos especificos de esta enfermedad, para
el sindrome de Cowden y el sindrome Bannayan-Riley-Ruvalcaba (Zhou y col., 2003; Nagy y col., 2004).

2.1.8 Sindrome de poliposis mixta hereditaria

El sindrome de la poliposis mixta hereditaria se caracteriza por la aparicion de polipos
adenomatosos, hiperplasicos y hamartomatosos. El riesgo de desarrollar cancer colorrectal es de un 30%
y la edad media de diagnostico es de 47 afios. Se desconoce el gen que provoca la enfermedad
(Whitelaw y col., 1997, Rustgy y col., 2007).

3. Cancer hereditario de colon no polipésico (CCHNP) o Sindrome de Lynch

El sindrome de Lynch (SL) es la forma de cancer colorrectal hereditario mas comun,
manifestandose en un 2-4% de todos los casos de cancer colorrectal (la Chapelle y col., 2004; Lynch y
col., 2009). Los pacientes diagnosticados con este sindrome desarrollan CCR a una edad media de 45

afios, aproximadamente 20 afios antes que la poblacion general. Los tumores que desarrollan son, en un
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70%, de tipo proximal. Ademas, el paciente puede presentar cancer colorrectal multiple con un desarrollo
sincronico o metacrénico. El tumor asociado al sindrome de Lynch presenta, con frecuencia, una
histologia caracteristica con células en anillo de sello, infiltracion linfocitica peritumoral, diferenciacion

mucinosa, reaccion linfocitica de Crohn o un patrén de crecimiento medular (Lynch y col., 2009).

La enfermedad se caracteriza por el desarrollo de, al menos, un adenoma en el colon o el recto,
por el diagndstico a edades tempranas (antes de los 45 ¢ 50 afios), y por el aumento de probabilidad de
que ese adenoma degenere en un tumor maligno con el paso del tiempo (la Chapelle y col. 2004; Lynch y
col., 2009).

Existen otros tumores extracolénicos asociados al sindrome de Lynch son los tumores uroldgicos
en varones, los tumores de ovario en mujeres, tumores gastricos, tumores hepatobiliares, tumores
pancreaticos y tumores cerebrales. Los tumores uroldgicos son los mas frecuentes de todos los tumores
extracolénicos en varones. En concreto, los tumores epiteliales del tracto del sistema urinario (rifién y
uréter) (Figura 4). La edad de apariciéon de los tumores urinarios asociados al sindrome de Lynch se
produce entre los 50 y los 70 afios (Watson y col., 2008). Los tumores de ovario se presentan a edades
tempranas entre los 45 y los 50 afios (Watson y col., 2008). Los tumores gastricos y los cerebrales,

aparecen con menos frecuencia en estos pacientes con sindrome de Lynch (Watson y col., 2008).

Figura 5: tumores mas frecuentes
asociados al sindrome de Lynch. A:
sistema hepatobiliar y pancreas. B: colon.
C: cerebro. D: estdmago. E: aparato
urinario. F: endometrio y ovario.
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La primera descripcion de una familia con sindrome de Lynch fue realizada en 1913 por Aldred
Scout Warthin, patdlogo de la Universidad de Michigan (Warthin y col., 1931). Esta familia, conocida
como la familia G (figura 5), presentaba una incidencia inusualmente alta de cancer colorrectal, gastrico y
de endometrio a edades jovenes. Sesenta afios mas tarde, Henry Lynch y Anne Krush actualizaron la
familia G e identificaron a otras familias con caracteristicas parecidas (Lynch y Krush, 1971). En 1990 se
constituyé un grupo cooperativo, conocido como InSIGHT (http://www.insight-group.org), para promover el
estudio de esta entidad. La cooperacion internacional en esta area del conocimiento ha facilitado el

estudio de este sindrome y ha permitido la identificacion de las alteraciones genéticas de este sindrome.
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Figura 5: arbol familiar de la familia G (Imagen modificada de Douglas y col., 2005).

El cancer de colon hereditario no polipésico (CCHNP) es el término mas utilizado para identificar
este sindrome; sin embargo, no parece el mas adecuado ya que la entidad no se limita a la presencia de
CCR en la familia. Actualmente, también se le denomina sindrome de Lynch y este término identifica a
una entidad de expresion fenotipica variable causada por mutaciones en genes reparadores de los

errores de replicacion del DNA.

El sindrome de Lynch es una enfermedad hereditaria autosémica dominante en la que la

penetrancia de la mutacion es de hasta el 80%.

En 1993, Peltoméki y Lindblom identificaron de manera independiente dos /loci potencialmente
implicados en el sindrome de Lynch, uno en el cromosoma 2 y otro en el cromosoma 3 (Lynch y col.,
2009; Peltomaki y col., 1993; Lindblom y col., 1993). En estos loci aparecen codificados algunos de los
genes que intervienen en la reparacion post-replicativa del DNA (Mismatch Repair genes, MMR). Durante

este mismo periodo, se demostrdé que los tumores relacionados con sindrome de Lynch tenian unas

11
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caracteristicas moleculares particulares a las que denominaron de manera genérica “fenotipo mutador”. El
fenotipo mutador se refiere, en realidad, a la presencia de alta inestabilidad de microsatélites (MSI) en
estos tumores (Lynch y col., 2009; Aaltonen y col., 1993). Los microsatélites son repeticiones de 1 a 6
nucledtidos que se localizan en secuencias no codificantes a lo largo del genoma. El proceso de
replicacion en estas zonas del genoma tiene tendencia a ser errénea y suele ser corregida por
mecanismos de reparacion post-replicativos del DNA. La ineficiencia en la actividad reparadora de este
mecanismo permite la acumulacion de errores en los microsatélites, denominado inestabilidad de

microsatélites (Lynch y col., 2009).

3.1 El diagnéstico del sindrome de Lynch:

A) Criterios clinicos del sindrome de Lynch: Amsterdam, Bethesda y modificaciones.

El diagndstico del sindrome de Lynch resulta complicado debido a la gran heterogeneidad clinica
que presenta este sindrome. Por esta causa, se han desarrollado modelos de criterios minimos en los
que incluir a los pacientes con esta enfermedad. En 1990 se establecieron los primeros criterios,
denominados “Criterios de Amsterdam” (Vasen et al. 1991); sin embargo, estos requisitos resultaron ser
demasiado estrictos y excluian a familias con pocos miembros o con manifestaciones extracolénicas de la
enfermedad; tampoco incluian las caracteristicas anatomopatolégicas de los tumores colorrectales. Con
los afios, los criterios de Amsterdam se han ido modificando, ampliando y corrigiendo con el fin de
asegurar un diagnostico fiable de la enfermedad (Vasen et al., 1999; Benatti y col., 1993; Bellacosa y col.,
1996; Lynch y col. 2004) (tabla 3).

En 1996, se propusieron los criterios de Bethesda, que describen practicamente todas las
condiciones clinicas en las que existe sospecha de sindrome de Lynch. Estos nuevos criterios tienen en
cuenta también caracteristicas del tumor, su localizacion, histologia y la edad aparicion (Rodriguez-Bigas
y col. 1997; Umary col. 2004).

B) Estudio de inestabilidad de microsatélites:

La inestabilidad de microsatélites (IMS) se encuentra en el 15% de todos los tumores
colorrectales. De todos estos tumores con IMS, el 75-80% pertenecen a la categoria de cancer de colon
esporadico y solo el 20-25% son tumores pertenecientes al sindrome de Lynch. El andlisis de la
inestabilidad de microsatélites es un método sensible ampliamente utilizado como criterio de inclusion.
Ademas, la técnica inmunohistoquimica (IHQ) permite observar la presencia o ausencia de las proteinas
codificadas por los genes implicados en el sistema reparador mediante la tincién del tejido tumoral con

anticuerpos especificos para cada proteina con una sensibilidad del 95%.
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Tabla 3: criterios clinicos del sindrome de Lynch. (Vasen y col., 1991; Vasen y col., 1999; Umar y col., 2004).

Criterios de Amsterdam (tienen que Criterios de Amsterdam Il
cumplirse los 3 criterios)

Tres o mas familiares con cancer colorrectal.

Tres o mas familiares con cancer asociados a
HNPCC (cancer colorrectal o cancer de endometrio,
intestino delgado, uréter o pelvis renal).

ion

Al menos dos generaciones afectadas.

Uno de los afectados de la familia deberia ser
familiar de primer grado de los otros dos.

Al menos un caso de cancer colorrectal
diagnosticado antes de los 50 afios de edad.

Dos 0 mas generaciones sucesivas deberian estar
afectadas.

Incluye a familias que cumplen los criterios de
Amsterdam.

Criterios de Bethesda |

El tumor en uno o mas familiares afectados deberia
ser diagnosticado antes de los 50 afios de edad.

Los criterios son los mismos que para Bethesda |,
pero la edad de diagndstico pasa de 45 a 50 afios.

Criterios Bethesda Il

Individuos con dos canceres asociados al CCHNP,
incluyendo canceres colorrectales sincrénicos y
metacronicos 0 canceres extracoldnicos asociados
al CCHNP.

Individuos con cancer colorrectal y un familiar de
primer grado con cancer colorrectal y/o un cancer
extracolénico asociado a CCHNP y/o un adenoma
colorrectal; uno de los canceres diagnosticado
antes de los 45 afios y el adenoma antes de los 40
afos.

Cancer colorrectal o endometrial diagnosticado
antes de los 45 afios.

Bethesda revisado

Cancer colorrectal diagnosticado antes de los 50
afos.

Cancer colorrectal derecho con patrén diferenciado
antes de los 45 afios.

Canceres colorrectales u otros tumores asociados a
CCHNP, sincronicos 0 metacronicos,
independientemente de la edad del diagnostico.

Cancer colorrectal de células en anillo de sello
diagnosticado antes de los 45 afios.

Cancer colorrectal diagnosticado antes de los 60
afios con hallazgos histolégicos de linfocitos,
reaccion linfocitaria tipo Crohn, diferenciacion
mucinosa/anillo de sello o patrén de crecimiento
medular.

Adenomas diagnosticados antes de los 40 afios.

Cancer colorrectal diagnosticado en dos o mas
familiares con tumores asociados al CCHNP,
independientemente de la edad del diagnéstico.
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3.2 Bases moleculares del sindrome de Lynch

3.2.1 Mecanismos de reparacion del DNA:

El DNA es una molécula estable en la que, por causa de agentes mutagénicos o errores
replicativos, se pueden introducir cambios en su secuencia. Estas alteraciones pueden modificar la
informacién contenida en la molécula. Para minimizar su incidencia e impedir su transmision de

generacion en generacion, en la célula existen diferentes mecanismos capaces de reparar estas lesiones.

Se han descrito al menos cinco mecanismos de reparacion del DNA: reparaciéon por
recombinacion homéloga (HRR), unién de extremos no homdlogos (NHEJ), reparacién por escision de
nucleétidos (NER), reparacion por escision de bases (BER) y el mecanismo reparador de
desapareamientos (MMR). Todos ellos tienen en comin un mecanismo similar en el que aprovechan la
redundancia de informacion que proporciona la estructura en doble hélice del DNA. Estos procesos
reparan la hebra dafiada copiando la secuencia de la hebra complementaria y “sana”. El proceso basico

de los mecanismos de reparacion conlleva tres etapas (figura 6):

1. Reconocimiento y eliminacidn de la porcién alterada de la cadena de DNA.
Las enzimas encargadas de este paso son nucleasas capaces de hidrolizar
los enlaces fosfodiéster que unen los nucledtidos alterados.

2. Reparacién de hueco en la cadena de DNA producido por la accién de las
nucleasas. Una DNA polimerasa afade los nucleétidos correctos a partir del
extremo 3'OH utilizando como molde la hebra complementaria.

3. Una ligasa une el fragmento recién sintetizado a los nucledtidos

circundantes de la cadena de DNA.

En general, este tipo de reparacion es Util para todo el rango de errores que se produce en la
molécula de DNA, que abarca desde cambios de una sola base hasta roturas de doble cadena. Sin
embargo, las roturas de doble cadena son méas complejas de arreglar y el sistema de reparacién por

escision y sintesis a partir de la hebra “sana” no es viable.
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L — Alteracién en DNA
l Reconocimiento y eliminacion

* de la region alterada

Sintesis del nuevo fragmento

M a partir de la hebra intacta

L DNA ligasa une el fragmento
ala cadena de DNA

Figura 6: mecanismo general basico de reparacion de DNA.

3.2.2 Sistema de reparacion de errores por desapareamiento (Mismatch Repair system, MMR)

Durante la replicacion del DNA, algunos de los errores cometidos por la polimerasa son
corregidos por su propia actividad exonucleasa 3'-5"; sin embargo, esta enzima por si misma no es capaz
de eliminar todos los errores de la nueva cadena de DNA y deben ser reparados por el sistema de

reparacion de desapareamientos.

El mecanismo general de reparacién de errores en DNA (MMR) es un proceso critico
responsable del mantenimiento de la integridad gendmica a través de la correccion post-replicativa de
errores por apareamientos erroneos de bases y por bucles provocados por pequefias pérdidas o
inserciones de unos pocos nucledtidos. Su inactivacion en humanos es la causa de la inestabilidad
genética que se asocia con el desarrollo cancer colorrectal hereditario no polipdsico (CCHNP) y una

fraccion de tumores esporadicos que se producen en algunos tejidos (Dherin y col., 2008)

La reparacion de errores post-replicativos no es la Unica funciéon de este sistema, también
participa en la reparacion de errores durante la recombinacion homologa entre secuencias casi idénticas,
en el aborto del proceso de recombinacion (actuando como barrera en la recombinacion interespecifica)
y en los procesos de respuesta celular a lesiones en el DNA provocados por agentes genotoxicos
alquilantes (Edelbrock y col., 2009, Wang y col., 2004).
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Este sistema de reparacion esta muy conservado a través de la evolucién y, por eso, los
componentes encontrados en estudios iniciales sobre organismos procariotas han podido extrapolarse y

confirmarse en diferentes organismos eucariotas (Edelbrock y col., 2009).

3.2.3 Sistema reparador en procariotas:

El sistema de reparacion MMR se descubrid inicialmente en Escherichia coli y a los genes que
codificaban las proteinas encargadas de la reparacién se les denominé “Mut” debido a que su inactivacion
generaba hipermutabilidad en las células. En el mecanismo procariota de la reparacion aparecen

involucradas principalmente tres proteinas: MutS, MutL y MutH (figura 7).

MutS actua como un homodimero constituido por dos subunidades de 95 kDa, que tiene la
capacidad de detectar varios tipos de errores en el DNA y unirse a ellos con diferente afinidad. Ademas,
esta molécula manifiesta actividad ATPasa y, por ello, se le incluye dentro de la superfamilia de proteinas
transportadoras ABC (ATP-binding cassette). Su estructura tridimensional se asemeja a un disco oval con
una apertura en el centro con la que interactia con el DNA (Kunz y col., 2008, Lamers y col., 2000,
Obmolova y col., 2000).

Durante la reparacion, MutS se une inespecificamente a la molécula de DNA y se desliza por la
doble cadena hasta que tropieza con una lesion. Al reconocer la alteraciéon, MutS activa el proceso de

reparacion (Hsieh, 2001, Gammie y col., 2007).

La importancia de MutL en este proceso ha sido un misterio durante muchos afos al no poder
atribuirle ninguna funcién enzimatica. La actividad principal de MutL es la de reclutar a los otros
componentes del sistema y es una pieza importante en el ensamblaje del complejo de reparacién. MutL
activa MutH mediante una reaccién dependiente de ATP. Ademas, MutL interactia con la DNA-helicasa I
y la dirige hacia el error; por Ultimo, se une con el homodimero MutS reforzando la union de éste Ultimo a
la alteracion en la molécula. MutL recluta también a diferentes proteinas encargadas de la escisién de la

hebra dafiada y de la sintesis de la nueva hebra correcta (Hsieh, 2001, Fukui, 2010).

La diana del sistema reparador es la alteracion localizada en la hebra recién sintetizada después
de la replicacién. En los organismos procariotas, el sistema reparador es capaz de distinguir la hebra
madre de la hija a través de la metilacion parcial transitoria de secuencias GATC que se da en éstas

Ultimas durante y segundos después de la replicacion (Kunz y col., 2008, Fukui, 2010).

MutH surca, en forma de mondmero, la hebra hija y reconoce estas secuencias GATC. MutH

tiene actividad endonucleasa y, cuando es activada por MutL, origina una pequefa escision en el sitio
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GATC mas cercano al lugar donde se localiza el error en la cadena de DNA (Kunz y col., 2008, Fukui,
2010).

El pequefio hueco que deja MutH permite la accion de la DNA-helicasall (UvrD) y algunas
exonucleasas redundantes especificas de DNA de cadena sencilla como son Exol, ExoV, Recd y ExoVI
(Kunz y col., 2008). Dependiendo de si el hueco producido por MutH se sitta en el flanco 5°0 3del error,
la escisién del fragmento a reparar se produce en sentido 5-3" 6 3'-5". En sentido 5°-3", las encargadas
de la escision son Recd y ExoVIl; mientras que en el sentido opuesto, actian Exol y ExoV (Kunz y col.,
2008, Fukui, 2010).

Mientras la DNA-helicasall separa ambas hebras, las exonucleasas hidrolizan el fragmento de
DNA que incluye la secuencia GATC de la que parti6 MutH hasta la zona donde se encuentra la
alteracion vy, rapidamente, una DNA-polimerasalll re-sintetiza el fragmento ayudada por proteinas de
unién a cadena simple (SSB) y DNA-ligasa (Hsieh, 2001, Fukui, 2010).

MutS
*5° GATC :\ 3
MutS
5 GATC 3 MutS reconoce la alteracién en la secuencia.
MutL se une al complejo MutS-DNA alterado.
+
m MutL activa a la endonucleasa MutH.
MutH reconoce el sitio parcialmente metilado GATCy
"5 e— GATC 3 hace un corte en esa zona de la hebra hija.
+
MutL activa a UvrD.
UvrD realiza su actividad helicasa desde
, , el hueco que ha dejado MutH.
5 3
\
Exol, V, VII

DNA

ligasa Pol 1l Varias exonucleasas hidrolizan el fragmento

3 de hebra hija desde el sitio GATC hasta el lugar de la alteracién
DNA polimerasa Ill, re-sintetiza la hebra.

@ . Doble hélice corregida

"5 eo— GACT 3

Figura 7: esquema del sistema de reparacion de errores en E.coli. La marca roja sobre la doble hebra de DNA corresponde con un
desapareamiento provocado por una mutacion. GATC: secuencia caracteristica de la metilacién parcial de la hebra hijas. MutS, MutLy MutH:
proteinas implicadas en el sistema reparador de desapareamientos. UvrD: DNA helicasa II. Exo I, V' y VII: endonucleasas. Pol Ill: Polimerasa
[1l. SSB: proteinas de unién a la cadena de DNA simple.
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3.2.4 Sistema de reparacion en organismos eucariotas:

Aunque el sistema de reparacion es un proceso muy bien conservado a lo largo de la evolucion,
existen diferencias significativas entre el mecanismo procariota y el eucariota. No obstante, en los
organismos eucariotas se han encontrado proteinas homoélogas a las proteinas implicadas en el sistema

de reparacion de los organismos procariotas (tabla 4).

Asi, en levaduras se han descrito seis proteinas homélogas a MutS que actian en forma de
heterodimeros. MSH1 es la Unica de las seis proteinas descritas en levadura que actla exclusivamente
en la mitocondria, mientras que el resto (MSH2-6) tienen su funcion en el nicleo. MSH2, MSH3 y MSH6
actuan en los procesos de reparacién del DNA post-replicativos. MSH4 y MSH5 funcionan como
heterodimero durante la meiosis (Kolodner, 1999, Hsieh, 2001; Fukui, 2010).

Tabla 4: correlacién de proteinas integrantes del sistema reparador de DNA en organismos procariotas (estudios en E.c oli) y en
organismos eucariotas (levaduras, S. cerevisiae, y humanos). NI: No identificada (Tabla modificada de Fukui, 2010).

Funcién en el Procariotas Eucariotas Eucariotas
sistema reparador (E.Coli) (S.cerevisiae) (H. sapiens)
MSH2, MSH6, MSH3 MSH2, MSH6, MSH3
Reconocimiento
del error MutS MSH1 NI
MSH4, MSH5 MSH4, MSH5
MLH1 MLH1
Fijacion al error MutL PMS1 PMS2
MLH2, MLH3 PMS1
Incision de la
hebra mutada MutH NI NI
Unién ala heb.ra SSB RPA RPA
monocatenaria
Escisién de la UvrD (DNA-Helicasa) NI NI
heb tad
ebramutada 1 Recs, EXO 1, EXO VII, EXO X EXO | EXO
Sintesis de la DNA polimerasa llI DNA polimerasa & DNA polimerasa &
hebra reparada

En mamiferos se han descrito cinco homdlogos de MutS: MSH2, MSH3, MSH4, MSH5 y MSH6.
Al igual que en levaduras, estas proteinas ejercen su funcion en forma de heterodimeros. Los
heterodimeros formados por MSH2-MSH6, también denominado MutSa; y MSH2-MSH3, MutSp, son
necesarios para el reconocimiento de la alteracién en la secuencia de DNA durante el proceso de
reparacion. Estos dos complejos proteicos no actlan frente al mismo tipo de error: MutSa, detecta
cambios de un nucleétido en la secuencia y bucles en la estructura producidos por pérdidas o inserciones

menores de 10 nucledtidos; mientras que MutSB interacciona cuando en la secuencia aparecen
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deleciones o inserciones mayores de 10 nucleétidos (Kolodner y col., 1999; Hsieh, 2001; Kunz y col.,
2008, Fukui, 2010).

En humanos, el complejo MutSa es el mas abundante y activo. Las dos subunidades proteicas
que lo forman, muy similares entre si, constan de cinco dominios funcionales (Lamers y col., 2000; Ollila
y col., 2008): Dominio de unién a DNA, dominio conector, “lever domain®, “domain clamp” y el dominio
ATPasa. Ademas, en el extremo C-terminal existe un motivo hélice-giro-hélice con el que se cree que se

estabilizan los dominios ATPasa.

El dominio de unién a DNA en MSH2 (figura 8) se localiza en el extremo N-terminal (Malkov y
col., 1997; Marti y col, 2002) y se une de manera inespecifica con la hebra en las proximidades de la
lesion. En la especificad de la union del complejo MutSa al error en la molécula de DNA la proporciona la

segunda proteina del heterodimero. (Dufner y col., 2000; Warren y col., 2007).

El dominio conector une el dominio de unién a DNA con el resto de la proteina y es el
responsable de las interacciones intramoleculares entre los diferentes dominios (Warren y col., 2007). Los
dominios 3 y 4, “lever” y “clamp”, aparecen como mediadores entre los dominios de unién al ATP y de
union al DNA (Ollila y col., 2008).

A)
B)
ATG
Proteina
C)

Figura 8: A) El gen MSH2 se localiza en el cromosoma 2p21. B) Esquema de los exones del gen MSH2. C) Esquema simplificado de la
estructura de la proteina MSH2. D) Estructura tridimensional de MSH2.

En el extremo C-terminal de MSH2 y MSH6 se localiza el dominio de unién e hidrolisis de ATP.
Esta zona de la proteina es crucial en la funcién del complejo MutSa debido a que modula la
conformacion de la proteina segun su unién a ADP o ATP (Gradia y col., 1997; Warren y col., 2007; Ollila
y col., 2008). El intercambio de ADP por ATP en el complejo proteico produce un cambio conformacional

que permite el deslizamiento del complejo desde la lesién a lo largo de la hebra de DNA vy facilita al
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complejo MutSa la busqueda de las sefiales que le permitan reconocer a la hebra recién sintetizada
(Hsieh, 2001; Kunz y col., 2008). El dominio C-terminal también muestra una estructura en hélice-giro-
hélice muy conservada en las proteinas homologas a MutS. MSH2 tiene la capacidad de unirse a través
de esta via con la proteina MSH6 por el extremo C-terminal y el motivo hélice-giro-hélice parece estar

implicado en los cambios en la interaccién entre MSH2 y MSH6 (Alani y col., 1996; Marti y col., 2002).

Hasta el momento se han descrito cuatro homélogos de MutL en los organismos eucariotas:
MLH1, MLH2, MLH3 y PMS2 (en mamiferos) o PMS1 (en levaduras, plantas y nematodos). Al igual que

los homélogos de MutS, estas proteinas actian como heretodimeros.

En humanos el heterodimero MutLa, formado por la interacciéon de MLH1 y PMS2, acta en
presencia tanto del complejo MutSa como del complejo MutSpB; mientras que la molécula formada por
MLH1 y MLH3, denominada MutLp, interactia con MutSa (Marsischky y col., 1999).

La proteina MLH1 resulta esencial para el proceso de reparacion (figura 9). Consta de un
dominio amino-terminal (aproximadamente entre el aminoacido 1 y el 350) muy conservado entre
especies, con actividad ATPasa (unién e hidrdlisis de ATP), un dominio de unién (“linker”) que ocupa la
secuencia de aminoacidos desde el residuo 350 hasta el 500 de la proteina y, por ultimo, desde el
aminoacido 500 hasta el final de la proteina, la zona carboxi-terminal donde se ubica el dominio de
interaccion con PMS2, MLH3 y PMS1. El dominio de unién o linker codifica una secuencia de localizacion
nuclear y su actividad parece depender del dominio de interaccidn situado en la zona carboxi-terminal de
la proteina (Mohd y col., 2006).

En el extremo carboxi-terminal de MLH1 se sitla ademas una pequefia zona, aparentemente
Unica, denominada dominio homdlogo carboxi-terminal o CTH. Este dominio aparece muy conservado en
mamiferos, insectos, plantas, hongos y gusanos, pero no parece estar presente en proteinas procariotas

MutL o en otros componentes de la familia proteica como son PMS2, MLH3 o0 PMS1.

A)

B)

Proteina

Dominio interaccién Dominio interaccién
con MutS con PMS1/PMS2/MLH3

C)

Dominio ATPasa

Figura 9: A) El gen MLH1 se localiza en el cromosoma 3p22.2. B) Esquema de los 19 exones del gen MLH1, C) Esquema simplificado de la
estructura de la proteina MLH1. D) Estructura tridimensional de MLH1.
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Mientras, en procariotas, las zonas GATC semi-metiladas transitoriamente sirven como
sefalizacién de la hebra recién sintetizada; en eucariotas no se ha aclarado este mecanismo; sin
embargo, se ha postulado que las discontinuidades asociadas a la replicacién de la nueva hebra podrian
servir como marcador (Kunz y col., 2008). Una vez reconocida la hebra hija, se produce la unién de
MutSa o MutSp con el desapareamiento. La interaccion de uno u otro heterodimero depende del tipo de
error; MutSa, tiene afinidad por los cambios de un Unico nucledtido o por pérdidas e inserciones de pocos
nucledtidos; MutSp, se une con mayor eficiencia a pérdidas e inserciones de mas de diez nucleétidos
(Kolodner y col., 1999; Kunz y col., 2008; Fukui y col., 2010).

A este complejo formado por MSH2-MSH6 (MutSa) o MSH2-MSH3 (MutSB) y el DNA
desapareado se le une uno de los dos heterodimeros MutLa o MutLp. Se ha observado que la molécula

formada por MutLa tiene afinidad tanto por MutSa como por MutSp. Al contrario, MutLf parece tener la

capacidad de unirse exclusivamente a MutSg (figura 10) (Marsischky y col., 1999; Fukui y col., 2010).

w MUtLB

MutLa

/

MutSa Mutsp

\ I

Figura 10: interacciones entre los complejos MutS y los complejos MutL durante el proceso
de reparacion en humanos. Las interacciones son dependientes del tipo de las secuencia de
DNA (imagen modificada de Marsischky y col., 1999)

SP—

Si aceptamos la sefializacién por medio de discontinuidades en la nueva hebra, éstas pueden
estar localizadas a ambos lados del error, por lo que la reparacion se puede dar tanto en sentido 5°-3°
como en sentido 3'-5", es decir, en eucariotas el proceso de reparacion también seria bidireccional. Sin
embargo, en eucariotas no se ha observado que ninguna otra exonucleasa, aparte de EXO1, actle en

este tipo de reparacion (lyer y col., 2006; Fukui y col., 2010).

MutSa activa a EXO1 y forman un complejo que es controlado por la proteina de replicacion RPA.
Mientras EXO1 escinde nucleétido a nucledtido el fragmento de DNA que contiene el desapareamiento, la
proteina RPA se une al DNA monocatenario que se esta sintetizando y lo protege. El efecto de RPA se
desarrolla en dos planos: reduce la actividad del complejo MutSa-EXO1 e impide la unién de mas

nucleasas a la hebra de DNA monocatenaria (lyer y col., 2006; Kunz y col., 2008; Fukui, 2010).
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MutLa no interviene en la activacién de EXO1, pero si esta implicado en el proceso de escision.
Parece que este heterodimero fortalece la dependencia al error del complejo y es posible que esté

implicado en la terminacion de este proceso (Kunz y col., 2008; Fukui, 2010).

EXO1 también es necesaria en los procesos de hidrdlisis en sentido 3°-5". MutLa posee actividad
endonucleasa latente (esta actividad se encuentra en la subunidad PMS2) que es activada por la
interaccién de MutSa, PCNA y RFC en un proceso dependiente de ATP. De modo que MutLa, con su
actividad endonucleasa, genera un punto de entrada para EXO1 que comienza a degradar la cadena de
DNA en sentido 5°-3" (Kunz y col., 2008; Fukui, 2010).

La polimerasa & junto con PCNA se encarga de la reparacion del fragmento que se ha escindido
y la DNA ligasa | termina el proceso uniendo los extremos del fragmento recién sintetizado a la hebra de
DNA (Kunz y col., 2008; Fukui, 2010).

4, Efecto de las mutaciones en los genes del sistema de reparacion de errores en el DNA

Los genes del sistema de reparacion de errores tienen un comportamiento similar al de los genes
supresores de tumores clasicos; es decir, el cancer aparece en individuos con una mutacién germinal en
uno de los alelos cuando el otro alelo se inactiva por cualquier tipo de alteraciéon somatica producida en
las células del tejido diana (Hemminki y col., 1994 y la Chapelle, 2004). La pérdida de heterocigosidad
puede deberse a pérdidas, a mutaciones puntuales o a la metilacion de las islas CpG en la regién

promotora (la Chapelle, 2004).

Las mutaciones en estos genes provocan la aparicién del denominado “fenotipo mutador”, es
decir, la deficiencia en el sistema reparador provoca un aumento en la frecuencia de mutaciones, sobre
todo en secuencias repetitivas de unos pocos nucledtidos, como son las secuencias denominadas
microsatélites. La inestabilidad de microsatélites supone un buen marcador de los fallos en el sistema de

reparacion (la Chapelle, 2004).

4.1 Tipos de mutaciones en los genes implicados en el sistema reparador

El sindrome de Lynch aparece asociado a mutaciones germinales en, al menos, uno de los
genes implicados en la via de reparacion de errores del DNA: MLH1, MSH2, MSH6, PMS1 y PMS2

(Marra y col., 1995; Vasen y col., 1996). Las mutaciones aparecen distribuidas a lo largo de toda la

secuencia de los genes sin que aparezcan zonas de acumulacion de mutaciones (“hot-spots”). La gran

22



Laura Macias Alvarez. Tesis doctoral Introduccion

mayoria de los casos de HNPCC se explican por mutaciones en MLH1 0 MSH2, mientras que en los otros
tres genes, el nimero de mutaciones descritas y asociadas a la enfermedad se limita a unos pocos casos.
Segun su efecto sobre la proteina y su funcién, podemos dividir a la mutaciones en los genes de la ruta
de reparacién de errores del DNA en tres grupos: patogénicas, polimorfismos (mutaciones neutras) y

variantes de significado desconocido.

Las mutaciones patogénicas asociadas al sindrome de Lynch y los polimorfismos detectados en
los genes del sistema reparador del DNA aparecen enumerados y clasificados en la base de datos
recogida en “The internacional Collaborative grupo on Hereditary Non-Poliposis Colorrectal Cancer

mutation database” (http://www.insight-group.org).

Las mutaciones patogénicas son aquellas que se pueden considerar como causa principal de
la alta susceptibilidad al sindrome de Lynch. El efecto biologico de estas mutaciones resulta en la pérdida
de funcién de la proteina. Existe un amplio rango en el tipo de mutaciones patogénicas y entre ellas se
incluyen:

1) Las mutaciones de cambio de marco de lectura o “frameshift” provocan un
desfase en la lectura de los tripletes y suelen adelantar la apariciéon de un codén de
parada, produciendo proteinas que son méas cortas y que carecen de dominios
funcionales de importancia para la actividad de la proteina.

2) La mutacién sin sentido o “nonsense”, es aquella que, por causa de un cambio en
uno o varios nucledtidos dentro de la secuencia, origina un codén de parada
prematuro en lugar del aminoacido correspondiente.

3) Las mutaciones que afectan a la maduracién de mRNA también se consideran
patogénicas. Son cambios o pérdidas de uno o mas nucleotidos en las zonas
consenso que intervienen en los procesos de maduracién del mRNA.

4) Las mutaciones de cambio de aminoacido o “missense” también pueden resultar
perniciosas para la proteina. Estos son cambios de nucledtido que producen el
cambio de aminoacido dentro de la secuencia proteica.

5) Las pérdidas o amplificaciones de grandes fragmentos de un gen o incluso de la
totalidad del mismo. Estos reordenamientos suponen para la proteina la falta o el

exceso de dominio importantes y la alteracién de su funcionalidad.
Las variantes presentes en la poblacion general con una frecuencia mayor del 1%, al igual que

aquellas que en estudios familiares no co-segregan con la enfermedad o aparecen en probandos con otra

mutacién causante de la enfermedad, se definen como polimorfismos o variantes neutrales. Dentro de
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esta categoria se incluyen mutaciones silenciosas o “silent” (el cambio de nucleétido en la secuencia
codificante del gen no implica un cambio de aminoacido en la proteina), mutaciones intrénicas,
cambios en zonas 5y 3" no transcritas y mutaciones de cambio de aminoacido para las cuales se

ha estudiado que ni la funcionalidad de la proteina ni la estructura resultan afectadas.

Las mutaciones de significado desconocido son aquellas variantes de las cuales se
desconoce su repercusion sobre la funcionalidad o la estructura de la proteina. Dentro de este grupo se
encuentran mutaciones que cambian el aminoacido, las pérdidas o inserciones que no cambian el marco
de lectura y cambios intrénicos. El que una variante de significado desconocido contribuya al fenotipo de
la enfermedad o simplemente represente una variante rara en la poblacién, es un problema importante de
consecuencias directas para los pacientes de HNPCC. Los portadores de mutaciones patogénicas tienen
un riesgo mayor de padecer cancer de colon y podrian, por tanto, ser monitorizados regularmente para

detectar neoplasias a edades tempranas.

Se pueden aplicar varios criterios para evaluar la posible patogenicidad de las variantes de
significado desconocido: 1) la aparicién de novo de la mutacion; 2) la segregacion de la variante con la
enfermedad; 3) la ausencia en individuos control; 4) el cambio de aminoacido que implique un cambio en
la polaridad o en el tamafio; 5) la localizacion del cambio en un dominio dentro de la proteina muy
conservado entre especies; 6) el que tenga un efecto en la maduracion del mRNA; 7) el que preceda a la
pérdida de heterocigosidad, 8) el que suponga la pérdida de proteina en el tumor y 9) la confirmacién de

su efecto sobre la proteina mediante estudios funcionales (Ou y col., 2007).

La mayoria de los ensayos funcionales estan disefiados para medir el efecto biologico o
bioquimico de la proteina anémala. Para medir la capacidad de las proteinas para formar complejos
proteina-proteina, se realizan ensayos “pull-down” y ensayos de doble-hibrido o la expresidn del gen en
lineas celulares deficientes en MMR para determinar la estabilizacion de la union a la proteina compafiera.
Otros ensayos se aplican para estudiar el ciclo ADP-ATP que se produce en la formaciéon de dimeros

entre la familia de proteinas homédlogas MutS (Ou y col., 2007).

En conjunto, MLH1 y MSH2 agrupan respectivamente el 25% y el 49% de todas las mutaciones
conocidas en familias con criterios de Amsterdam (Weber y col., 1997; Wijnen y col., 1997; Devlin y col.,
2005). No se han observado diferencias en el efecto sobre el fenotipo de las mutaciones en MLH1 y

MSH2, lo que indica que ambas proteinas son de igual importancia en el sistema de reparacion.
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Las primeras mutaciones en el gen MSH6 asociadas a SL fueron identificadas en 1997. Son
menos frecuentes (10% de todas las mutaciones) que las mutaciones en MLH1 y MSH2. Aparecen entre
un 2-5% en familias que cumplen criterios de Amsterdam |y Il (Devlin y col., 2008). El fenotipo de los
portadores de mutaciones en MSH6 muestra el desarrollo mas tardio del tumor colorrectal, en mujeres
aumenta el riesgo de aparicién de cancer de endometrio aunque se retrasa la edad de aparicion y las

familias presentan una penetrancia incompleta (Devlin y col 2008).

La contribucién de PMS1 y, PMS2 en el sindrome de Lynch permanece todavia sin definir. Las
mutaciones en PMS2 producen la aparicion precoz del sindrome de Lynch. Es frecuente que las familias
con mutaciones en este gen desarrollen tumores cerebrales a edades tempranas similares a los del

sindrome de Turcot (de la Rosa y col., 2000; Nakagawa y col., 2004).

Se han descrito varias mutaciones de cambio de aminoacido y sin sentido (nonsense) en el gen
MHL3 en pacientes con CCR, aunque su papel en el desarrollo del sindrome de Lynch ha sido

recientemente descartado (Hienonen y col., 2003).

Entre el 30 y el 40% de los casos de familias con criterios de Amsterdam no tienen evidencia de
mutaciones germinales en ninguno de estos genes del sistema reparador post-replicativo de DNA.
Cambios o alteraciones en regiones reguladoras no estudiadas o mutaciones en otros genes no
identificados, pueden ser la causa de los tumores en estas familias (Papadopoulos y col., 1997; Lindblom
y col., 1997).

5. MicroRNAs

Los microRNAs (miRNA) fueros descubiertos por primera vez en 1993 por Victor Ambros,
Rosalind Lee y Rhonda Feinbaum durante un estudio sobre el desarrollo de nematodos (Lee y col., 1993;
Ambros y col., 2003; Lui y col., 2010). Los microRNA son secuencias de RNA no codificante, cortas y
monocatenarias de, aproximadamente, 22 nucleotidos capaces de unirse a secuencias complementarias
en las regiones no codificantes localizadas en la regidén 3" UTR de muchos RNA mensajeros. Su union a
la secuencia complementaria tiene, generalmente, como consecuencia la anulacién de actividad del RNA
mensajero de modo que los miRNA son considerados un tipo de reguladores post-transcripcionales
(Bartel, 2009). Estas secuencias se encuentran conservadas evolutivamente en diferentes especies y en
mitocondrias. Hasta el momento se han descrito mas de 4000 miRNAs en los estudios multicelulares en

eucariotas y mas de 700 se han identificado en humanos.
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Los miRNAs tienen muchas y diferentes implicaciones bioldgicas: diferenciacion celular,
proliferacion, apoptosis, en el sistema endocrino, intervienen en la hematopoyesis, en metabolismo
lipidico, etc. Modifican los diferentes perfiles de expresidn proteica entre los tejidos y parecen ser una de

las causas de la diversidad de fenotipos celulares (Lui y col, 2010 y Valeri y col, 2010).

5.1 Nomenclatura de los microRNAs

Para estructurar la enorme cantidad de miRNAs que se han ido identificando; se ha desarrollado
una nomenclatura especifica. Los miRNAs confirmados experimentalmente se nombran déndoles un
numero precedido por el prefijo mir- o miR-. El prefijo mir- se aplica a los pre-miRNA, mientras miR- se
refiere a la forma madura de la molécula. Los miRNAs con estructuras similares se diferencian con una

letra mindscula (Ambros y col., 2003).
5.2 Biogénesis de los microRNA

La mayoria de los microRNA se encuentran codificados en regiones intergénicas o en
orientacién antisentido dentro de la secuencia exénica de algunos genes y cada uno de estos microRNAs
contiene su propio promotor y unidades reguladoras (Bartel, 2004; Rodriguez y col. 2004, Slaby y col,
2009). El estima que el 40% de ellos se localizan en los intrones de genes que codifican proteinas y, con
menor frecuencia, en exones. Estos miRNAs pueden compartir el mismo promotor y reguladores de la
transcripcion de los genes que los contienen (Lagos-Quintana y col., 2001; Bartel, 2004; Slaby y col.,
2009).

Otros genes que codifican microRNA muestran un promotor comdn, de manera que originan los
microRNA en unidades policistrénicas de pre-microRNA que luego es procesado. Esta es una estrategia

de transcripciéon comun en aquellos miRNAs con homologia en la funcion y en su estructura (Bartel, 2004).

Los promotores de los genes de los microRNAs son similares a los promotores de genes que
codifican proteinas, y, por tanto, tienen motivos de unién a proteinas similares a los descritos para las

polimerasas (Bartel, 2004).

Por otro lado, durante la maduracién de estos miRNA, se observan procesos de edicion en al
menos el 6% de ellos; hecho que incrementa la diversidad y el alcance de la accién de los mismos (Lui y
col., 2010; Budhu y col., 2010).

En el nucleo, la Polimersa Il transcribe los microRNA codificados en diferentes partes del

genoma al unirse al promotor méas cercano a la secuencia del pre-miRNA (Lee y col., 2004). El transcrito

26



Laura Macias Alvarez. Tesis doctoral Introduccion

(pri-miRNA) es una secuencia de cien hasta mil nucledtidos protegido por una caperuza en su extremo 5’
de adeninas y una cola poli A en su extremo 3". Se ha observado que algunos de estos pri-miRNA
codifican tanto un microRNA como un RNA mensajero (Budhu y col. 2010). Se ha especulado que la
Polimerasa Il puede transcribir estos microRNAs cuando el microRNA que se transcribe tiene secuencias
Alu, tRNA, o unidades promotoras MWIR (Budhu y col., 2010) (figura 11).

Cnmmm:ummmmo Pri-miRNA
|7
Cm]]l];i]]]]]: Pre-miRNA

TTTTTTTITTITTITTT miRNA

l miRNA

*/ [TTTITITTITTIIT AaAAA R|N|A Figura 11: esquema de maduracion de microRNA.

Posteriormente a su transcripcion, los pri-miRNA son procesados a través de un complejo
proteico (complejo proteico microprocesador) hasta pre-miRNA. Estos pri-miRNA contienen al menos una
secuencia de un microRNA y hasta 6 miRNA cuando se transcriben en forma policistronica. Son

estructuras en horquilla y bucles de aproximadamente 70 nucleétidos.

5.3 MicroRNA y cancer

Como ya se ha citado antes, los microRNAs tienen una gran influencia en la regulacion biologica.
La desregulacion de miRNAs puede tener influencias en la carcinogénesis si sus dianas se localizan en
genes supresores de tumores u oncogenes. Tanto la sobre-expresion como el silenciamiento de los
miRNA se asocian con el desarrollo del cancer. (Slaby y col., 2009; Faber et al, 2009). La regulacién del
RNA mensajero a través del miRNA se puede producir por la activacidn de la transcripcion del miRNA o la
amplificacion del gen que codifica el mirRNA o por silenciamiento del miRNA por delecion la zona
cromosomica del gen que codifica miRNA, por el silenciamiento epigenético o por defectos en la
biogénesis del miRNA (Slaby y col, 2009)

Los microRNAs tienen una secuencia especifica de union que se localizan, generalmente, en los
extremos 3'UTR de la secuencia del gen, debido a esto, se especula con la idea de que alteraciones en
estas secuencias especificas podrian interferir en la formacion del complejo miRNA::mRNA (Dong y col.,

2011). Se han identificado mutaciones localizadas en el extremo no codificante (UTR) y aunque estas no
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alteran la funcién de la proteina; puede afectar a los niveles de expresién de las proteinas y, por tanto,
tener efectos patogénicos (Yu'y col, 2007, Dong y col., 2011).

Con respecto al cancer colorrectal, se estan realizando diversos estudios de expresion de
microRNAs con la finalidad de utilizarlos como marcadores diagnésticos y pronosticos. Por ejemplo, Landi
y colaboradores, en 2008, estudiaron la asociacion de la presencia de SNPs en las zonas de union de
miRNA y el riesgo de CCR. Realizaron una seleccion de 104 genes relacionados con la inflamacion, la
sintesis de las prostaglandinas y tromboxanos, la obesidad y la resistencia a insulina. Identificaron varios
SNPs en algunos de los genes estudiados que indicaban un riesgo en el aumento de CCR a través la
alteracién de la union con los microRNA (tabla 5).

Tabla5: SNPS identificados en pacientes con cancr de colon y recto y microRNAs potencialmente relacionados.

dB SNP ID Localizacion Cambio miRNA Efecto Referencias
Asociado con aumento Landi v col
rs17281995 3’'UTR de CD86 GIC miR-337 del riesgo de CCR en 20%8 N
caucasicos
Asociado con aumento Landi v col
s1051690 3'UTR de ENSR GIC miR-612 del riesgo de CCR en 20%8 N
caucasicos
Polimorfismo raro Woicik v col
- Posicion 90 en uc.276 AIG miR-618 encontrado en pacientes Joik ¥ CoL.,
2010
con CCR
No aparece asociado Boniy cal,
rs11077 3’'UTR de XPO5 AIC - P N 2010; Lee y col.,
con la supervivencia. 2010
Asociacion significativa .
con el ratio de respuesta Boniy col.,
rs7372209 | 5°UTR de pri-miR-26a-1 CIT miR-26a-1 . : 2010; Lee y cal.,
al tratamiento y el tiempo 2010
de progresion.
Asociacion débil con el Boniy col.,
rs1834306 5°'UTR de pri-mirR-100 CIT miR-100 i I 2010; Lee y cal.,
iempo de progresion 2010
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Hipotesis de trabajo v objetivos
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El cancer de colon no polipésico (sindrome de Lynch) es el sindrome de predisposicion al cancer

mas frecuente, manifestandose en el 3-5% todos los casos colorrectales.

Es una enfermedad autosémica dominante provocada por alteraciones en alguno de los genes
implicados en la ruta de reparacion de errores simples de apareamiento en el DNA (sistema MMR):
MLH1, MSH2, MSH6, PMS1 6 PMS2.

Los genes MLH1 y MSH2 aparecen mas frecuentemente mutados en las familias diagnosticadas
con sindrome de Lynch (90%) que en los genes restantes. Una baja proporcion (10% de todas las

mutaciones) se presentan en el gen MSH6.

La identificacion de familias portadoras de mutaciones en los genes de reparacién puede ayudar
a prevenir la aparicién del cancer y/o detectarlos en fases tempranas, gracias a los protocolos de
vigilancia médica y a las medidas preventivas que actualmente se ofrecen a los miembros de las familias

con el sindrome de Lynch.

En este trabajo nos propusimos:

1) Realizar la busqueda de mutaciones en los genes MLH1 y MSH2 en pacientes y familias con
sospecha de sindrome de Lynch remitidas a la Unidad de Consejo Genético del Hospital Universitario de
Salamanca entre los afios 2003 y 2010 con el fin de identificar a las familias portadoras de alteracion en

alguno de los tres genes.
2) En aquellos pacientes o familias en las que no se detecté mutacién puntual, planteamos el
andlisis de grandes reordenamientos gendmicos que nos permitieran identificar las pérdidas o

amplificaciones de los genes MLH1, MSH2 y MSH6.

3) Analizar la presencia del polimorfismo ¢.-93A>G en probandos con sospecha de sindrome de

Lynch, individuos con cancer de colon esporadicos e individuos sanos.

4) Realizar la busqueda de mutaciones en probandos cuyo analisis de inmunohistoquimica

mostraba ausencia de la proteina MLH1 en el tejido tumoral.

5) Identificar mediante herramientas bioinfomaticas posibles microRNAs de unién a los genes
MLH1, MSH2 y MSH6.
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1. Pacientes

Hemos estudiado 188 probandos pertenecientes a familias con sospecha de sindrome de Lynch
remitidas desde diferentes hospitales de la Comunidad de Castilla y Leén a la Consulta de Consejo
Genético del Servicio de Oncologia del Hospital Universitario de Salamanca entre los afios 2003 y 2010.
En todos los casos se obtuvieron muestras de sangre periférica de los probandos previa informacion y
bajo consentimiento informado para los estudios genéticos. La seleccion de los pacientes se basé en el
cumplimiento de al menos uno de los criterios de inclusion en el programa de Consejo Genético del
Hospital Universitario de Salamanca establecidos por la Junta de Castilla y Ledn (tabla 6) que son una

mezcla de los criterios establecidos internacionales de Amsterdam y Bethesda (tabla 7).

Tabla 6: criterios de la Junta de Castilla y Leon.
1 | Existencia de 3 familiares con cancer colorrectal.

2 | Existencia de 3 familiares con tumores asociados a sindrome de Lynch.

3 | Un cancer colorrectal antes de los 50 afios.
Dos casos de cancer colorrectal sincronico o metacrénico o de otros tumores asociados al

4 ,
Criterios Programa cancer colorre?tal. = - - "
Consejo Genético 5 Un caso de cancer colorrectal y un familiar de primer grado con tumor asociado al cancer
colorrectal.

6 | Un cancer de endometrio antes de los 45 afios.

Un céncer de colon derecho con formas histologicas poco direfenciadas (solido/cribiforme),
antes de los 45 afios.

8 | Pacientes con adenomas colorrectales antes de los 45 afios.

Tabla 7: criterios internacionales de Amsterdam y Bethesda. De los criterios de Amsterdam han de cumplirse al menos tres.
Existencia de tres familiares afectados por cancer colorrectal.

Uno debe ser familiar de primer grado de los otros dos
AMST Deben estar afectados al menos dos generaciones sucesivas
Uno de los familiares diagnosticado antes de los 50 afios.
Exclusion de PAF

Diagndstico de tumores confirmado histolégicamente

Criterios - . . N
Cancer colorrectal diagnosticado antes de los 50 afios.

internacionales

Presencia en el mismo individuo de cancer colorrectal sincrénico o metacronico o de otros
tumores asociados al cancer colorrectal

Cancer colorrectal antes de los 60 afios con presencia de células en anillo de sello o
BETH | diferenciacion mucinosa.

Cancer colorrectal con alta inestabilidad de microsatélites

Individuo con cancer colorrectal y un familiar de primer grado con tumor asociado, uno de
ellos diagnosticado antes de los 50 afios
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Para los estudios de asociacién utilizamos el DNA extraido de la muestra sangre de 145
individuos sanos mayores de sesenta afios y 183 individuos con cancer de colon mayores de 60 afios y
sin antecedentes familiares de cancer colorrectal. Las muestras fueron obtenidas bajo consentimiento

informado en el Hospital Universitario de Salamanca.

Desde el departamento de Anatomia Patolégica del Hospital Universitario de Salamanca

obtuvimos doce muestras de tumor fijado en parafina que mostraban la ausencia de la proteina MLH1.
2. Manipulacion de acidos nucleicos
= Extraccion de DNA de sangre periférica

El DNA de alto peso molecular se extrajo manualmente a partir de muestras de sangre periférica

de los pacientes recogidas en tubos con EDTA.

Tras centrifugar las muestras de sangre se aislo la interfase de células leucocitarias, las cuales
se resuspendieron en tampon Fornace (0.25M sacarosa; 50mM Tris-HCI pH 7.5; 25mM KCI; 5mM MgCly);
EDTA (acido etilendiaminotetraacético) 0.5 pH 8; proteinasa K 20 mg/L y SDS (dodecil sulfato sddico) al
10%. EI EDTA es un quelante de iones divalentes que posibilita la inactivacién de las nucleasas, la
proteinasa K degrada las proteinas, y el SDS es un detergente capaz de romper las membranas celulares.
Esta mezcla se incubd a 55°C durante unas 16 horas, tras lo cual se purific el DNA tratandolo con una
mezcla de fenol tamponado y CIAA (cloroformo:alcohol isoamilico 24:1). EI DNA contenido en la fase
acuosa se limpié de residuos proteicos y detritus celulares mezclandolo con CIAA y centrifugando. Con la
adicién de etanol absoluto a la fase acuosa, se precipitd el DNA. EL DNA precipitado se lavo con etanol al
70% vy, finalmente, se resuspendié en ddH2O. La muestra de DNA se almacend en tubos Eppendorf® a —

20° C, con el fin de evitar tanto la degradacion progresiva del DNA como la posible contaminacién.

La concentracién y el grado de contaminacion proteica del DNA asi obtenido se calcula tras

medir la absorbancia a 260 y 280 nm siguiendo la férmula:
Mg de DNA/ml = D.0.260 x (factor de dilucién) x 50

El valor 50 es un factor de correccion introducido, ya que una unidad de densidad dptica con una

luz incidente de 260 nm es el valor de absorbancia que tienen 50 pg/mol de DNA.
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El cociente D.0.260/D.0.280 se utiliza para determinar el grado de contaminacién proteica. Se
consideran valores aceptables los comprendidos entre 1.6 y 2.0; siendo el 6ptimo 1.8. Los valores
inferiores a los sefialados indican contaminacion por proteinas o solventes organicos. Los valores

superiores indican un exceso de RNA en la muestra.
= Extraccion de RNA a partir de sangre periférica:

La extraccion de RNA se realiz a partir de 1.5 ml sangre periférica de los pacientes recogida en
tubos con EDTA siguiendo el protocolo establecidas por el fabricante con el kit QlAamp® RNA Blood
MiniKit de QIAGEN. EI RNA obtenido se conservo en tubos Eppendorf® de 1.5ml de volumen a -80°C.

= Extraccion de DNA a partir de tejido tumoral parafinado

A partir de aproximadamente 25mg de tejido tumoral parafinado se extrajo DNA. Primero, la
parafina se elimind mediante tres lavados de la muestra con xileno: se afiadié 1200ul de xileno y se agitd
la mezcla vigorosamente con vortex. La muestra se centrifugé a maxima velocidad durante cinco minutos
a temperatura ambiente. Se retird el sobrenadante mediante pipeteo. El xileno se eliminé mediante tres
lavados con etanol absoluto: se afiadié 1200l de etanol absoluto y se agitd con vértex. Se centrifugd a
maxima velocidad durante cinco minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se elimind el
sobrenadante mediante pipeteo. La muestra se dejd secar a temperatura ambiente para eliminar los

restos de etanol.

La extraccion de DNA a partir del tejido tumoral ya desparafinado se realizd siguiendo el
protocolo del kit QlIAamp® DNA MiniTissue de QIAGEN.

3. Andlisis de mutaciones puntuales en los genes MLH1, MSH2 y MSH6:
= Amplificacion por PCR de los genes MLH1, MSH2 y MSH6

Los exones y las secuencias intronicas flanqueantes de los genes MLH1, MSH2 y MSH6 de las
muestras de DNA fueron amplificadas por medio de la técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction). La

amplificacion se llevé a cabo en un volumen de 25 pl con los siguientes reactivos:

- 10ul de MasterMix 5°Prime Eppendorf® (contiene Taq Polymerase, KCl, dATP, dGTP,
dCTP, dTTP, Mg?*y el detergente Igepal®-CA360).
- 10ul de agua libre de nucleasas.

- 1ul de cada oligonucleétido cebador.
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- 1ul de adicional de Mg
- Como DNA molde se afiadieron 100ng la muestra del paciente obtenido a través del

protocolo anteriormente descrito.

Como control negativo se utilizé un tubo de reaccion con todos los componentes excepto el DNA

molde.

Para la amplificacion por PCR de los exones que conforman los genes MLH1, MSH2, y MSHG,
respectivamente, se utilizaron varios programas derivados del estandar y adaptados a las exigencias de

cada exon.

Programa disefiado para amplificar todos los exones de los genes MLH1, MSH2 y MSHG,

excepto los exones 12 'y 13 del gen MSH2 (figura 12):

I 35 ciclos I
| | Figura 12: programa de amplificacion utilizado
%°C | 9% 12°c | 2% para la amplificacion de la mayoria de los exones
de MLH1, MSH2 y MSHG6. X: temperatura de
5 | 30" \ X / 30 | 7 AN . anillamiento para cada par de cebadores que
| | #c aparecen especificadas en las tablas.
| 45" 1 w

1 1
Programa disefiado para amplificar los exones 12 y 13 del gen MSH2 (Figura 13):

| . |
35 ciclos
| |

%C I 9% 1% | 12° Figura 13: programa de amplificacion utilizado

para la amplificacion de los exones 12 y 13 del
. . . 7 gen MSH2. X: temperatura de anillamiento para
5 30 X %0 £ cada par de cebadores que aparecen

. especificadas en las tablas.

0

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo fueron descritos previamente por Hedge y
colaboradores (2005), excepto los de los exones 12 y 13 de MSH2, que fueron disefiados en nuestro
laboratorio a partir de la secuencia genémica. En las tablas 8, 9 y 10 se recogen los oligonucleétidos

utilizados para la amplificacién de cada gen.
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Tabla 8: oligonucledtidos tomados de Hedge y colaboradores para la amplificacion de los
exones del gen MLH1. F: oligonucleétido forward (sentido); R: oligonucledtido reverse (anti-
sentido). Secuencia, tamafio del amplicon en pb y temperatura de anillamiento de los
oligonucledtidos.

MLH1
Exon

1F
1R
2F
2R
3F
3R
4F
4R
5F
5R
6F
6R
7-8F
7-8R
9F
9R
10F
10R
11F
11R
12F
12R
13F
13R
14F
14R
15F
15R
16F
16R
17F
17R
18F
18R
19F
19R

Oligonucleotido

(5-3)

aggtgattggctgaaggeac
gcccgttaagtegtageect

atgtacattagagtagttgcagactgataaatt

agtttccagaacagagaaaggtcc
caagaaaatgggaattcaaagagat
ctaacaaatgacagacaatgtcatcac
cctttggtgaggtgacagtgg
caggattactctgagacctaggcaa
ttttccecttgggattagtatctate
ccctgaaaacttagaagcaattttattt
ggacatcttgggttttattticaag
tgttcaatgtatgagcactagaacaca
gggctctgacatctagtgtgtgtt
aaaataatgtgatggaatgataaacca
tctgattcttttgtaatgtitgagtittg
cataaaattccctgtgggtatttc
ctgaggtgatttcatgactttgtgt
gaggagagcctgatagaacatctgt
gtgggcttittctccecct
ctctcacgtctggeegg
ttttttaatacagactttgctaccaggac

gttttattacagaataaaggaggtaggctg

ccaaaatgcaacccacaaaatt
aaccttggcagttgaggcc
ggtgtctctagttctggtgectg
tgcctgtgceteectgga
cccattttgtcccaactggtt
gagagctactattttcagaaacgatcag
tgggaattcaggcttcattty
gcacccggctggaaatt
gcactggagaaatgggatttg
cctccagcacacatgcatg
agtctgtgatctcegtttagaatgag
ttgtatgaggtcctgtectagtect
catcagccaggacaccagtg
cggaatacagagaaagaagaacaca

Tamaio
amplicon

(pb)

231

221

241

221

227

235

417

241

251

281

346

282

271

203

292

221

242

288

Temperatura de
anillamiento (°C)

62

57

55

56

53

56

56

55

59

58

55

58

58

57

58

59

57

58
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Tabla 9: oligonucledtidos tomados de Hedge y col. para la amplificacion de la region codificante del
gen MSH2. F: oligonucleétido forward (sentido); R: oligonucledtido reverse (anti-sentido). Secuencia,
tamafio del amplicon en pb y temperatura de anillamiento de los oligonucleétidos. 2 b: e d Los
oligonucleétidos 5Rb, 12F, 12R, 13F fueron disefiados a partir de la secuencia genémica.

MSH2 Oligonucledtido Tam:an'o Temperatura de
(53) amplicon . ilamiento (°C)
(pb)

1F ttcgacatggcggtge 285 59
1R gtcectecccageacg

2F gaagtccagctaatacagtgcttga 301 53
2R aaacacaattaaattcttcacatttttatttt

3F agagtttggatttttcctttttge 11 57
3R tcatgtcaattaaagagcctttcc

4F ttcatttttgctticttattcetttt 316 50
4R atatgacagaaatatcctictaaaaagtcactat

5F actggatccagtggtatagaaatcttc 53
5R gcttcttcagtatatgtcaatgaaaaca 285 53
5Rb? aaaggttaagggctctgact 55
6F gcgtagtaaggttttcactaatgage 251 56
6R catgtgggtaactgcaggttaca

7F tgagacttacgtgcttagttgataaattt 341 53
7R gcacattgccaagtatatattgtatgag

8F tgatgcttgtttatctcagtcaaaatt 275 53
8R aatctacaaactttcttaaagtggectt

9F gtctttacccattatttataggattttgtca 217 56
9R gtatagacaaaagaattattccaacctcc

10F attgaaaaatggtagtaggtatttatggaa 074 54
10R cacatcatgttagagcatttaggga

11F atatgtttcacgtagtacacattgcttcta 249 54
11R tcaaatatcatgatttttcttctgttacc

12Fb gggttitgaattcccaaatg 293 16
12Rc acaaaacgttacccccacaa

13F tgggggtaatatgggcagta 2 18
13Rd tccttctcacaggacagagaca

14F tgtggcatatccttcccaatg 457 55
14R | aataatttatactaacttagaataaggcaattactgat

15F tacataaattgctgtctcttctcatge 311 57
15R aaaaaccttcatcttagtgtcctgttt

16F taattactaatgggacattcacatgtgt 230 55
16R taccttcattccattactgggattt

La secuencia flanqueante al exén 5 del gen MSH2 contiene una repeticion de 27 adenosinas que
imposibilita la correcta amplificaciéon y secuenciacion. Para poder analizar la secuencia exénica y la
secuencia intrénica se disefiaron un par de cebadores que amplificaban el exén entero. Ademas se

disefié otro oligonucleotido anti-sentido (reverse) que evitaba la repeticion de adenosinas problematica.
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Tabla 10: oligonucleétidos tomados de Hedge y col. para la amplificacién de la regién codificante del gen MSH6.
F: oligonucledtido forward (sentido); R: oligonucleétido reverse (anti-sentido). Secuencia, tamafio del amplicén en
pb y temperatura de anillamiento de los oligonucleétidos. 2 El exon 4 del gen esta dividido en 7 fragmentos debido

a su gran tamafio.

MSH6
Exén
1F
1R
2F
2R
3F
3R
4.1F2
4.1R?
4.2F2
4.2R>
4.3F2
43R
4.4F~
4.4R>
4.5F2
4.5R2
4.6F2
4.6R>
4.7F2
4.7R?
5F
5R
6F
6R
7F
7R
8F
8R
9F
9R
10F
10R

Oligonucleétidos a'l;n:?cr:')c:‘ Temperatura de
(5-3) (F;)b) anillamiento (°C)
tgttgattggccactggg 463 65
caaccccctgtgcgagectc
taactgcctttaaggaaacttgacca 330 60
tcatatagaaaaaagtctgcctgtctg
ctggtcttgaactgctgggat 289 58
cecctttettcecccate
tgcacgggtaccattataaagtca 450 58
gtattcttggtttctgatgaaatgctag
gaaggaaacgccctcage 420 58
cagttgcctttcatgaataccag
ccacatggatgctcttattgga 420 58
tcatcfcaaaantgac(\f;ﬂgnnnnant
tttgttgatacttcactgggaaagtt 420 57
ctcctgatcaataaggcatttttty
ctctaggtggttgtgtctictacctc 420 57
tgagtagcctctcaagatctggaa
cgaagttgtagagcttctaaagaagct 480 57
gtcctacagccaattctgttge
agcctcctggaatacctagagaaac 420 58
acttatttttagggataatatacagctggc
cacttaggctgataaaaccccc 386 57
gtatgttattcctaatgtcacaaatgacttt
aagacaaaagtttatgaaactgttactacca 250 56
agaagcaaatatcttitatcacatctaaatg
taacctagaagatgaatttatgtaatatgattt 24 53
ttcagataatcttctataaaaatagttatttgt
tgagttacttccttatgcatattttact 275 57
aatattagcgatacatgtgctagca
tgctagcacatgtatcgctaatatt 30 56
gcatcatcccttcecctttta
gaagggatgatgcactatgaaaaa 206 52

gtagaaggtagataagaattaaaagggtttaattt
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= Electroforesis en gel de agarosa

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

con un potencial constante de 120 voltios durante 40 minutos.

Para la monitorizacién de la electroforesis, el DNA se mezclé con dos colorantes incorporados al
tampon de carga: el xyleno cianol, que migra dentro del rango de los fragmentos de 5 Kb en un gel de

agarosa al 0.8%, y el azul de bromofenol, que migra con los fragmentos de 0.5 Kb.

= Anilisis de los fragmentos amplificados por PCR mediante CSGE (Electroforesis en gel

sensible a la conformacion)

Los fragmentos amplificados fueron sometidos a un andlisis por CGSE siguiendo la técnica

descrita por Orita, con algunas modificaciones (Orita et al., 1989).

Esta técnica requiere una desnaturalizacién previa de los fragmentos de DNA amplificados por
PCR a 95°C y una lenta re-naturalizacion posterior que permite la formacion de heteroduplex
(combinacién entre una hebra de DNA mutada y otra hebra de DNA no mutada) y homoduplex en el caso
de los individuos heterocigotos; y homoduplex en individuos portadores de una mutacién en heterocigosis
(figura 14). Heteroduplex y homoduplex presentan un patrén de migracién diferente en una electroforesis

en un gel de acrilamida.

Alelo Alelo
normal mutado Heteroduplex Homoduplex
Figura 14: formacion de heterodUplex
tras la desnaturalizacion y posterior re-
AT GC A C G 1 AT @€ naturalizacion del producto de PCR en
\ ( \ ( I un individuo heterocigoto.
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Los geles para electroforesis fueron hechos con MDE ™ 2X (AT Biochem, Inc. USA), un
polimero de acrilamida modificado derivado del vinilo. Se utilizaron las siguientes cantidades para

preparar cada gel:

- Agua destilada: 7.705mL

- Formamida 99%: 5.98mL

- Etilenglicol 99%: 4.025mL

- TBE 10X: 2.415mL

- MDE TM 2X: 20.125mL

- TEMED (N, N, N, N’ Tetrametilendiamina): 36.8 L
- APS 25% (Persulfato de amonio): 138 uL

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

varia dependiendo del tamafio del fragmento de PCR).

El gel fue tefiido con nitrato de plata. Para ello se utilizo un kit comercial DNA Silver Staining Kit
de Amershan Pharmacia®, con un volumen de 250mL, siguiendo las instrucciones del comerciante.

Posteriormente, los fragmentos de DNA con patrones diferentes de migracion fueron secuenciados.
= Secuenciacion automatica

Todos los productos de PCR analizados a través de CGSE y que mostraban un patron de

migracion diferente fueron secuenciados para identificar la naturaleza de la variante encontrada.

La muestra amplificada de DNA se purifico con el fin de eliminar cualquier resto de cebadores,
dNTPs o iones procedentes de la reaccion, que puedan inhibir la reaccion de secuenciacion. Para la

purificacién se utilizé el kit comercial “High Pure Product Purification Kit”, Roche.

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

Investigacion del Cancer (CSIC-Universidad de Salamanca).

Se prepar6 una muestra con el cebador con sentido y otra con el cebador antisentido a una
concentracion de 3pmol en un volumen de 2 ulL. EI DNA se prepar6 a una concentracion de 40 — 60ng

para un volumen final de 8pLL.
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4. Analisis de grandes reordenamientos genémicos
=  MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

Para el analisis de grandes reordenamientos (pérdidas o amplificaciones) en los genes MLH1 y
MSH2 se emple6 la técnica de amplificacion por PCR multiplex dependiente de ligacién (Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification, MLPA). La técnica fue descrita por Schouten en 2002 (Schouten
y col., 2002). La técnica consta de varias fases: desnaturalizacién previa del DNA muestra, hibridacion de

las sondas, ligacion y amplificacion por PCR multiplex (figura 15).

En esta técnica se utilizan dos sondas diferentes, especificas y adyacentes para cada exén.
Cada sonda lleva en su secuencia uno de los oligonucledtidos empleados para la amplificacion final de

los fragmentos.

En el primer paso de la técnica, cada par de sondas hibridara con el DNA geondmico
previamente desnaturalizado de la muestra. Las dos partes de la sonda hibridan con secuencias diana
adyacentes. La ligacién de las sondas supone el siguiente paso en esta técnica. La secuencia que
proporcionan las dos sondas ligadas sirve como molde para la amplificacién utilizando cebadores
universales. Los productos amplificados se someten a cromatografia capilar y el resultado se visualiza en
forma de electroferograma.

a. Secuencia Y del cebador de PCR

N\ Secuencia X del cebador de PCR
5 ad Secuencia . X
h::::z::ne “Sufer Cada sonda derivada de M13 tiene
Secuencia de una secuencia “stuffer” diferente

hibridacion

La sonda se afiade al DNA muestra

b.
i Y / Las dos partes de cada sonda
__- 5 hibridan en secuencias diana
DianaA \—
T e G

adyacentes
Diana B

Reaccnon de ligacion

[+
/ Una ligasa termoestable
une

Dlana A las dos sondas
Diana B

Amplificacion por PCR usando un par de cebadores universales

v _ Figura 15: a) esquema de las sondas de MLPA y de las
. Y X Laamplificacion de cada sonda diferentes etapas de la técnica. b) hibridacion, c) ligacion y
5 3 5 3 tiene un tamafio Unico d) amplificacion.
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Los estudios de MLPA se llevaron a cabo con los reactivos SALSA MLPA KIT P003 MLH1/MSH2
y SALSA MLPA KIT P072-B1 MSH6 (MCR-Holland, Amsterdam, Holanda). El kit para analizar los genes
MLH1 y MSH2 contiene una mezcla de 43 sondas para cada uno de los 19 exones de MLH1 y los 16
exones de MSH2; y 7 sondas para otros genes humanos localizados en distintos cromosomas que sirven
de control interno del proceso (tabla 11). Ademas, incluye 4 y 3 fragmentos para el control de la cantidad

de DNA, la desnaturalizacion y la hibridacion.

El kit para el analisis de MSH6 contiene 10 sondas para los correspondientes exones del gen.
Para algunos exones, existen varias sondas. Ademas, el kit cuenta con seis sondas que se localizan en el
promotor del gen MSH2. Cuatro de estas sondas detectan secuencias del gen EPCAM (o TACSTD1)
cuyas deleciones pueden provocar el silenciamiento del gen MSH2. Hay otra sonda disefiada para
detectar el exon 1 del gen MSH2 y tres més para el exén 1 del gen MLH1. Por Ultimo, incluye también

tres sondas capaces de hibridar con el gen MUTYH (tabla 12).

El protocolo aplicado es el recomendado por el fabricante con ligeras modificaciones:

Desnaturalizacion e hibridacion de las sondas: Se diluyeron de 100ng de DNA en ddH.0O
hasta un volumen de 5ul. Se desnaturalizaron la 98°C durante 10 minutos y después se atemperaron a
25°C en un termociclador. Se afiadié 1,5ul de mezcla de sondas SALSA (SALSA Probemix) y 1,5ul de
tampdn MLPA. Posteriormente, se incubaron un minuto a 95°C e, inmediatamente, a 60°C durante 16-20
horas.

Reaccion de ligacion: Después de la incubacion del DNA con las sondas durante 16 horas a
60°C, se redujo la temperatura del termociclador a 54°C y se afiadié la mezcla de ligacién que incluye dos
tampones, ddH,0 y ligasa 65. Se incubd la muestra con la ligasa a 54°C durante 15 minutos y después se

inactivd la enzima calentando la muestra 98°C durante cinco minutos.
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Tabla 11: sondas utilizadas en el kit SALSA MLPA P003 MLH1/MSH2, para la deteccion de grandes reordenamientos en los genes MLH1

Pacientes y métodos

y MSH2. La tabla indica la sonda, el exén y el gen donde se localiza, asi como la localizacion cromosémica de las sondas control.

130 Reference probe 00797-L00463 531
136 Reference probe 00981-L0566 10p12
142 MLH1 probe 00886-L00474
148 MSH2 probe 12036-L02162
154 MLH1 probe 01008-L00577
160 MSH2 probe 00906-L00494
166 MLH1 probe 00888-L00476
172 MSH2 probe 01029-L00601
178 MLH1 probe 00889-L00477
184 MSH2 probe 00908-L00496
190 MSH2 probe 11287-L12006
196 Reference probe 3861-L3610 3p24
202 MLH1 probe 00890-L6064

211 MSH2 probe 0909-L00497

217 MSH2 probe 13145-L14624
225 MLH1 probe 00891-L14625
229 MSH2 probe 00910-L00498
238 MLH1 probe 00892-L00480
247 MSH2 probe 11634-L12398
256 MLH1 probe 00893-L00481
265 MSH2 probe 00912-L00582
274 MLH1 probe 00894-L00482
283 Reference probe 00438-L00003 17921
292 MSH2 probe 00913-L00583
301 MLH1 probe 00895-L00483
310 MSH2 probe 11288-L12007
319 MLH1 probe 00896-L00484
329 MSH2 probe 00915-L00503
337 MLH1 probe 00897-L00485
346 MSH2 probe 00916-L00504
355 MLH1 probe 00898-L00486
364 MSH2 probe 01013-L00575
375 Reference probe 00681-L11147 4q25
382 MLH1 probe 00899-L00586
391 MSH2 probe 00918-L00506
401 MLH1 probe 00900-L00488
409 MSH2 probe 00919-L00585
418 MLH1 probe 01009-L00576
427 MSH2 probe 01053-L14623
436 MLH1 probe 01030-L00602
445 MLH1 probe 01031-L00603

Referencia MLH1

Exon 1

Exon 1
Exon 2

Exon 2
Exon 3

Exon 3
Exon 4

Exon 4

Exon 1
Exon §

Exon §

Exén 1
Exon 6

Exon 6
Exon 7

Exon 7
Exon 8

Exon 8
Exon 9

Exon 9
Exon 10

Exon 10
Exon 11

Exon 11
Exon 12

Exon 12
Exon 13

exon 13
exon 14

Exon 14
Exon 15

Exon 15
Exon 16

Exon 16
Exon 17
Exon 18
Exon 19

454 MLH1 probe 12094-.12994
463 Reference probe 00979-L00568 10p14
472 EPCAM probe 13147-L14404
481 EPCAM probe 13130-L03603
490 Reference probe 04274-L03639 13q12

Region 5" antes del comienzo del gen MSH2
Region 5" antes del comienzo del gen MSH2
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Pacientes y métodos

Tabla 12: sondas utilizadas en el kit SALSA MLPA P072 MSHg, para la deteccién de grandes reordenamientos en el gen MSH6. La tabla indica

130
136

142
148
154
160
167
174
184

190
196
202

208
222
229
238
247
256
265
274
281
292
301

310

319
328

337

346
355
364
373
382
402

412
418
427
436

Sonda SALSA MLPA

Reference probe 04158-L03513
EPCAM probe 04249-L03604

MSH6 probe 04243-L03598
MLH1 probe 01685-L01265
Reference probe 10051-L10475
MSH6 probe 04244-103599
MLH1 probe 01686-L01266
MSH6 probe 04245-L04021
Reference probe 05072-L04472

EPCAM probe 11983-L12811
MSH6 probe 04246-L03601
MSH2 probe 12006-L12810

MSH6 probe 06230-L05733
MSH6 probe 12009-L13477
Reference probe 08023-L07804
MSH6 probe 12010-L12846
MSH6 probe 12011-L12847
Reference probe 06480-L06006
MSH6 probe 12012-L12848
MSH6 probe 12005-L00909
Reference probe 01633-L01171
MUTYH probe 04677-L03353
MSH6 probe 06229-L05732

EPCAM probe 13131-L03603

MLH1 probe 07186-L13476
MSH6 probe 01250-L00798

KCNK12 probe 08663-L13228

MSH6 probe 04247-L03602
MSH2 probe 02735-L02162
MSH6 probe 01252-L00902
Reference probe 09563-L10017
MSH6 probe 01253-L00801
MUTYH probe 04323-L01368

EPCAM probe 13146-L14626
MUTYH probe 03964-L03351
EPCAM probe 13215-L14404
Reference probe 09614-L09909

Referencia

la sonda, el exon y el gen donde se localiza, asi como la localizacidn cromosémica de las sondas control.

Posicion cromosdmica

11q13

8922

2122

11q24

1p13

11923

20p13

20p12

Exon 1

Exon 1

Exon 1

Region 5" antes del
comienzo del gen MSH2

Region 5" antes del
comienzo del gen MSH2

Region 5 antes del
comienzo del gen MSH2

Region 5 antes del
comienzo del gen MSH2

Region 3" después del final
del gen MSH2

Exon 1

Region 5 antes del
comienzo del gen MSH2

Region 5 antes del
comienzo del gen MSH2

Exon7

Exon 8

Exon 9

Exon 10

Exon 1
Exon 3

Exon 5
Exon 4

Exon 2
Exon 5

Exon 1

Exon 1

Exon 2

Exon 4

Exon 6

Exon 18

Exon 4

Exon 5a
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Reaccioén de PCR: La mezcla de PCR contenia Taq Polimerasa SALSA, tampdn de dilucion de

la enzima, agua destilada y estéril y cebadores universales marcados con fluorocromo:

Sentido: 5’- *GGGTTCCCTAAGGGTTGGA - 3
Anti-sentido: 5 - GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA - 3

*Marcado con fluorocromo (FAM).

El programa de PCR utilizado fue el siguiente (figura 16):

! 35ciclos !
| |
95°C | 95°C 72°C | 12°C

5 307\ 60°c  / 1 N

30

Figura 16: programa estandar de amplificacion de MLPA.

o0

Para comprobar la correcta amplificacion, se cargaron 6 pl de producto de PCR en un gel de

agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio y observados bajo luz ultravioleta.

Para visualizar los resultados se prepar6 cada muestra del siguiente modo: 1l del producto de
PCR, 0,3 pl de marcador de tamafio marcado con ROX (GeneScan TM-500, Applied Biosystems) y 9
de formamida desionizada. El andlisis se realizd en el secuenciador ABI Prism 3700 (PE Applied

Biosystems) y a través del programa informatico Peak Scanner v1.0.

El analisis se realiz6 mediante la comparacion entre un electroferograma procedente de un
control y el electroferograma problema. La pérdida de la secuencia de un exén supone la reduccion en un
35-55% del area relativa del pico de amplificacion. La ganancia de 2 a 3 copias de la secuencia da lugar a
un incremento del 30-55% del area relativa del pico de amplificacién. La desviacion estandar de cada pico

debe ser menor del 10% para todas las sondas. Todos los analisis se realizaron por triplicado.

Los resultados se analizaron mediante la comparacion del valor del area de los picos generados
en el electroferograma por los productos de amplificacién de cada muestra y una media de los valores del
area de esos mismos picos en muestras control que no presentan cancer colorrectal.

= PCR atiempo real cuantitativa relativa:

En aquellos pacientes, analizados en primer lugar mediante MLPA, en los cuales

identificamos amplificaciones o deleciones en alguno de los genes reparadores; recurrimos a la
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confirmacion de estas alteraciones mediante el analisis de nimero de copia del gen mediante PCR a
tiempo real cuantitativa comparativa. La tecnologia de la PCR en tiempo real permite detectar y evaluar la
progresion de la reaccion de amplificacion en cada uno de sus ciclos. Se fundamenta en la adaptacién de
un termociclador y un fluorimetro, que permite detectar la fluorescencia emitida por sondas o
componentes intercalantes unidos al DNA. La monitorizacion de esta fluorescencia permite analizar la
cinética de la PCR en cada ciclo, determinando el nimero de copias de fragmento de interés al inicio de
la reaccién (figura 17). Este valor se puede cuantificar con gran precisidn a través del ciclo umbral (Ct). El
Ct es el nimero de ciclos necesarios para que se produzca un aumento de fluorescencia (con respecto a
la sefial base) suficiente para ser detectado por el lector y es inversamente proporcional a la cantidad

inicial de moléculas en la muestra.

ciclos.

I
104 o
g-c: H//
g
e %] /
g 59
| i
41 4
| ¥
| ' Figura 17: curva de amplificacion. Se
21 i puede observar el aumento
11 / exponencial de fluorescencia a
0 | - medida que aumenta el nimero de
a

&)
i
=

8 M 12 14 G 1@ 0 2 M M M 3 &R M M O3\ 40 42
Ciclo

Por tanto, el uso de la PCR a tiempo real cuantitativa comparativa, permite cuantificar la cantidad
de DNA de un determinado fragmento comparando esta amplificacion con ofra realizada simultaneamente
y siempre que ambas pertenezcan a la misma muestra. Para analizar estos cambios relativos se elige
como patrén un fragmento de referencia que no varia su carga genética en la patologia a estudiar.
Comparando el Ct del fragmento de referencia con el fragmento problema de una muestra y el control, se
pueden confirmar cambios relativos en la carga genética como pérdida de heterocigosidad, grandes
deleciones o amplificaciones. De este modo, las cantidades relativas de los dos productos seguiran
siendo las mismas si la cantidad de DNA de partida de ambas muestras es igual; o por el contrario, si
hubiera una discrepancia en estos valores iniciales, la cantidad de fragmentos amplificados mostraria

diferente cinética y por tanto diferente fluorescencia emitida.
Por estas razones, esta técnica requiere la amplificacién de varios fragmentos: el

correspondiente a la secuencia de interés, el fragmento de referencia. Ademas es necesario usar un

control.
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En estos ensayos utilizamos SYBR Green como agente fluoréforo ya que se une con afinidad al
surco menor del DNA bicatenario aumentando su fluorescencia 1000 veces; los oligonucledtidos
empleados son los de la tabla. Cada amplificacion se realizé por triplicado para minimizar la variabilidad

de concentracién en las muestras.

La curva de fusion del producto es otro parametro que permite la caracterizaciéon del producto
amplificado de acuerdo con su temperatura de fusion (Tm). Esta curva se obtiene tras el fin de la
amplificacion y se produce como consecuencia del decaimiento de la sefal fluorescente debido a la
fusion dependiente de la temperatura del producto. La derivada de la curva de fusién nos revela un pico

maximo que corresponde con esta temperatura (figura 18).

4.0

Detivative Repotter (-Rn)

Figura 18: curva de “melting”. En esta grafica se puede
observar la disminucién de la fluorescencia (-Rn) en
funcién del aumento de la temperatura.

65.0 o 75.0 800 850 o0.0 i)
Tm: 80,28
Temperature (°C)

Para nuestro andlisis mediante PCR a tiempo real cuantitativa comparativa Se utilizaron los
siguientes controles:
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- Control interno que permita comprobar la correcta amplificacion: consiste en la
amplificacién de zonas del genoma que son ajenas a los genes de estudio. En este
estudio hemos utilizado dos controles internos: El exon 7 del gen p3 y el exdn 1 del
gen LEMD3 (tabla 13).

- Muestra de DNA control de un individuo sano.

Tabla 13: cebadores utilizados para amplificar los
controles internos de la reaccion: p53 exén 7 y
LEMD3 exén 1E.

F: aaggcgcactggccteatctt
R: gaggtggatgggtagtag

F: geggetgecgggagtetagacag
R: ggtaggtatgattggagcecg

p53 Exon 7

LEMD3 Exén 1E

Los cebadores para el analisis de los exones de interés aparecen especificados en la tabla 14:

Tabla 14: secuencia y temperatura de anillamiento de los cebadores
utilizados para la amplificacién de los exones 4, 6, y 17 del MLH1.

Temperatura
Amplicén Oligonucledtidos (5°-3") anillamiento
(°C)
MLH1 Exén 17 F: gcactggagaaatgggatttg 58
R: cctccagcacacatgcatg
MLH1 Exén 4 F: cctitggtgaggtgacagtgg 60

R: caggattactctgagacctaggcaa

F: ggacatcttgggttttattttcaag

MLH1 Exon 6 60

R: tgttcaatgtatgagcactagaacaca

La amplificacion se llevd a cabo en un volumen de 20pl cuyos componentes son:
-10pl de FastStart SyBR Green® Master Rox de Roche.

-0.5ul de cada cebador.

-9ul de agua libre de nucleasas.

-1ul de DNA a una concentracion de 15 ng/pl.

Como control de la reaccion se mezclaron todos los componentes en un tubo sin DNA.
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Las condiciones de PCR utilizadas para amplificar el exén 17 de MLH1 fueron las siguientes
(figura 19):

I .
40 cicl
I ciclos I
0f 0f
95°C 1 95°C 72°C | 95 95°¢
60°C
W 1 15 58C w1 g5 . awc 15
| |
| v | Figura 19 programa de amplificacion para el exén 17
Pre-PCR | Amplificacion | Disociacion de MLH1.

Para la amplificacion de los exones 4 y 6 del gen MLH1 utilizamos el siguiente programa (figura

20):
! 40 ciclos !
I I
0| 0|
95°C | 9% 1 95°% 050¢
60°C
01 15 60°C 115 g e 157
| v |
Pre-PCR | Amplificacion | Disociacién Figura 20: programa de amplificacion para los

exones 4y 6.

= PCR de transcripcion inversa (RT-PCR):

Para la sintesis de cDNA se utilizé el kit ImProm-I™ Reverse Transcription System (Promega)
siguiendo las especificaciones del fabricante. Utilizamos oligo dT, oligonucleétido que se anilla en la cola
poliA de los RNAs mensajeros. Para comprobar la correcta sintesis de cDNA, amplificamos por PCR un
fragmento del gen de la enzima GAPDH. Este gen se expresa constitutivamente en todos los tejidos
(tabla 15).

Tabla 15: secuencia de oligonucledtidos y condiciones de termociclador utilizados para la
amplificacion del gen de la enzima GAPDH.

Oligonucleétidos (5°-3") Condiciones de PCR

GAPDH-F CCA CCC ATG GCA AAT TCC ATG GCA

55 °C anillamiento
30 ciclos
30" extension

GAPDH-R TCT AGA CGG CAG GTC AGG TCC ACC
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5. Andlisis de inmunohistoquimica:

El andlisis de inmunohistoquimica se realizo en el departamento de Anatomia Patolégica del

Hospital Universitario de Salamanca.
Las finas laminas de tejido de tumor parafinado se desparafina y se prepara para la tincion con el

anticuerpo especifico para cada proteina. En la tabla 16 se describen los anticuerpos utilizados para la
tincion de las proteinas MLH1, MSH2 y MSHG6.

Tabla 16: resumen de los anticuerpos utilizados durante la inmunohistoquimica, la dilucion utilizada y la casa

comercial.
Anticuerpo Casa comercial Dilucion
MLH1 BD (Becton Dickinson) 1:20
MSH2 Biocare Medical Prediluido
MSH6 Biocare Medical Prediluido

6. Analisis de la inestabilidad de microsatélites (MSI)

El anélisis de los microsatélites se realizé sobre 12 muestras de DNA extraido a partir de sangre
periférica y DNA de tumor parafinado. Los marcadores incluidos en nuestros analisis son los

recomendados por el panel de Bethesda (tabla 17).

Tabla 17: marcadores incluidos en el estudio de MSI. Se incluye la localizacién en el cromosoma y en el gen correspondiente, nimero de repeticiones
que presenta, el fluorocromo, la secuencia de ambos oligonucleétidos y el tamafio aproximado del producto de PCR. * Oligonucleétido marcado con
fluorocromo.

. N° Oligonucledtidos sentido y Tamaio del
Marcador Locus  Secuencia . O . o . Fluorocromo
Repeticiones antisentido (orientacion 5°-3°) amplicon (pb)
Intron *TCG-CCT-CCA-AGA-ATG-TAA-GT
BAT-25 | 4012 | ) cogen ookt 1B | 7CT.GGA-TTT.TAA-CTA-TGG-CTC 115-125pb TET
Intron 5 del *TGA-CTA-CTT-TTG-ACT-TCA-GCC
BAT-26 | 2p21-22 gen MSH2 1bp AAC-CAT-TCA-ACA-TTT-TTA-ACG 110-121pb HEX
Locus del gen * AAA-CAG-GAT-GCC-TGC-CTT-TA
D2S123 2p16 MSH?2 2pb GGA-CTT-TCC-ACC-TAT-GGG-AC 197-227pb FAM
Locus del gen *ACT-CAC-TCT-AGT-GAT-AAA-TCG-GG
D5S346 | 542122 | sp 20D | AGC-AGA-TAA-GAC-AAGTAT-TAC-TAG |  140-160pD FAM
Locus del “GGA-AGA-ATC-AAATAG-ACA-AT
D178250 | 17q11.2 (1:r7omosoma 2pb GCT-GGC-CATATA-TAT-ATT-TAA-ACC 110-125pb FAM
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La amplificacion se realizé:

-0.08 pl de Gold Taq DNA polimerasa® (Applied Biosystems) 5U/pl,

-1.0ul de tampdn adecuado (10X PCR Buffer I),

-0.8l de solucién de MgCl, 2.5mM, 1.0pl de dNTPs (desoxinucledtidos trifosfato) 25uM,

-0.3ul 'y 1.0ul de DNA obtenido por los métodos anteriormente descrito (concentracion entre 0.1

y 0.pl/mi).

El volumen final de reaccion fue, en todos los casos, de 10 pl que se ajusté con ddH0 libre de

nucleasas. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador de Applied Biosystems,

cuyas condiciones generales se muestran en la figura 21.

45 ciclos

Figura 21: programa utilizado para la
amplificacion de los marcadores de
intestabilidad de microsatélites.

El analisis de los fragmentos amplificados se llevé a cabo resuspendiendo en 1 L, de producto
amplificado 12 pl de formamida desionizada y 0.2 ul de marcador de tamafios ROX (GeneScan™ 350).
Esta mezcla se analiz6 en un secuenciador ABI PRism 3700 (PE Applied Biosystems) y los resultados se
visualizaron con el software Peak Scanner v1.0 comparando los electroferogramas procedentes de las
muestras de DNA de sangre periférica con los procedentes de tejido tumoral para ver las diferencias de

tamafio de secuencia o de pico (figura 22).

100 10 10 120 140 Muestra sangre

|

. \V\

100 10 120 10 14 H . . . 3

Muestra tumor Figura 22: electroferograma de las secuencias de microsatélites.

| El color azul se corresponde con el marcador BAT26. El color
“M/ ”M rojo corresponde al marcador ROX. El electroferograma superior

’ M‘"UUU“ ‘\“U‘UH“\ ‘,‘ muestra el patron de la secuencia del marcador en DNA y el

Ll i inferior muestra la secuencia en tumor.
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7. Discriminacion alélica mediante sondas TagMan

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

fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se realice la amplificacion.

Para la discriminacion alélica hemos empleado sondas especificas marcadas con fluorocromos.
Estas sondas de hibridacién especifica son oligonucleétidos marcados con un fluorocromo donador en el
extremo 5 que emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo 3’ que absorbe la
fluorescencia liberada por el donador. Para que esto ocurra, las moléculas donadora y aceptora deben
estar espacialmente proximas. Ademas, el espectro de emisién de la primera se ha de solapar con el
espectro de absorcidn de la segunda. En la tabla 18 se describen los fluorocromos mas empleados y sus
espectros de excitacion y emision. En todos nuestros ensayos de discriminacion alélica mediante PCR

con sondas TagMan los fluorocromos empleados fueron VIC y FAM.

Tabla 18: Principales moléculas fluorescentes empleadas como
marcadores en la PCR con sondas TagMan. Las sondas
TagMan que utilizamos en este trabajo estan marcadas con

FAM Yy VIC.
Fluorocromo Méx Aabs (nm) Méx Aem (nm)

Cascade blue (varios) 374-403 422-430
YOYO-1 491 509
Bodipy 503 512
Fluoresceina (FITC) 494 520
SYBR Green | 497 520
TOTO-1 513 532
FAM 495 535
Luciferina 430 540
VIC 538 554
JOE 525 555
HEX 530 560
Cy3 552 565
POPO-3 534 570
Rodamina 540 570
NED 553 575
TAMRA 560 580
Naranja de acridina 460, 502 526, 650
Cy5 643 667
Quantum Red/Red 670 480, 565 670
Bromuro de etidio 526 605
ROX 580 605
Red 613 480, 565 613
Rojo Texas 596 615
Homodimero de etidio 534 616
Yoduro de propidio 536 617
IRD700 685 705
Cy7 743 767
IRD 800 795 849
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Mientras la sonda esta intacta, la fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el
aceptor. Sin embargo, durante la amplificacién del DNA diana, la sonda se hibrida con su cadena
complementaria. Al desplazarse a lo largo de la cadena, en su accion de sintesis, la DNA polimerasa de
Thermus aquaticus, que tiene actividad 5 exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5 de la sonda,
produciéndose la liberacion del fluorocromo donador. Como donador y aceptor estan, ahora,

espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el primero es captada por el lector (figura 23).

El incremento de DNA en cada ciclo se corresponde con un aumento de hibridacion de las
sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporcién de fluorescencia emitida. EI empleo de estas

sondas garantiza la especificidad de la deteccion y permite identificar polimorfismos o mutaciones

puntuales.
Allele {é}
D
11l HIIII*IIIIII
Match Mismatch
Il II NI
Match Mismatch
Legand
Marnfluaresceant
@ WIC-dya qusnchsr ArnpliTag
Gold DA
Minor grocws Palymemss
® E-FAM dys binder
GRE1E0

Figura 23. Mecanismo de la PCR con sondas TagMan.

Esta técnica nos permiti6 analizar rapida y eficazmente la distribucion del polimorfismo ¢.-93A>G
localizada en el promotor del gen MLH1. Utilizamos para ello la sonda C_7535141_1 de Applied
Biosystem. Nuestro estudio se realizd en el termociclador StepOnePlus de Applied Biosystems que
dispone de varios canales de lectura y permite detectar la emisién de distintos fluorocromos a la vez. De
esa manera, se pueden usar varias sondas marcadas con distintos fluorocromos, para identificar los

diferentes alelos descritos en cada uno de los genes estudiados.
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8. Analisis bioinformaticos

8.1 Andlisis de conservacion entre especies

= CLUSTAL W (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)

Clustal es una herramienta bioinformatica que se utiliza para realizar alineamientos multiples de
secuencias. Existen dos variantes de este programa: Clustal W'y Clustal X. En el nuestro trabajo hemos
utilizado CLUSTAL W porque esta versién tiene una interfaz grafica que nos permite trabajar mas
facimente. Este programa acepta un amplio rango de formatos de entrada. Incluyendo NBRF/PIR,
FASTA, EMBL/Swissprot. Clustal, GCC/MSF, GCG9 RSF y GDE. El formato de salida puede ser alguno
de los siguientes: Clustal, NBRF/PIR, GCG/MSF, PHYLIP, GDE, NEXUS.

Hay tres etapas importantes:
1) Hacer un alineamiento por pares.
2) Crear un arbol filogenético (o usar un arbol definido por el usuario).

3) Usar el arbol filogenético para llevar a cabo el alineamiento.

Los alineamientos de parejas son computados con un método todos contra todos y las
similitudes son guardadas en una matriz. Esta es luego convertida en una matriz de distancias, donde la
longitud de la distancia refleja la distancia evolutiva entre cada par de secuencias. Los usuarios pueden
alinear las secuencias usando las configuraciones por defecto, pero ocasionalmente es mas (Util
personalizar los parametros. Los principales parametros son la penalizacion por abrir huecos ("gaps") y

por extenderlos.

8.2 Analisis posible patogenicidad de las mutaciones
El estudio del comportamiento teérico de las variantes sin clasificar (variantes de significado
desconocido) se llevd a cabo mediante el empleo de tres programas informaticos (SIFT, PolyPhen y

SNP3D).

= PolyPhen (Polymorphism Phenotyping) (http://www.bork.emblheidelberg.de/PolyPhen)

Este programa predice el posible impacto de una sustitucion aminoacidica en la estructura y
funcién de la proteina humana, empleando consideraciones fisicas y comparativas (Stiziel y col., 2003;
Nakken y col., 2007).
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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 encuentran 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 son ratios (valores de perfil) logaritmicos que indican la probabilidad de que en una posicion
determinada se encuentre un aminoéacido, frente a que ese aminoacido se localice en cualquier otra
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 posicion polimérfica. Un valor muy alto de esta
diferencia podria indicar que la sustitucién estudiada aparece poco o nada en la familia de proteinas.
Polyphen también muestra el nimero de secuencias alineadas en la posicién 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 funcién 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.

»  SNP3D (http://www.snp3d.org/)

Este programa basa su prediccion en la hipétesis de que muchos SNPs patogénicos afectan a la
funcion de la proteina disminuyendo la estabilidad proteica. Emplea el software SVM (Support Vector
Machina) para encontrar el patron de diferenciacion entre los SNPs asociados a la enfermedad y a los

neutrales. La tasa de falsos positivos y negativos es de 15% y 26%, respectivamente (Yue y col., 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
SNP y la probabilidad de observar una variacion 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 y col., 2006)

El resultado positivo para el valor SVM indica que se trata de una variante clasificada como

neutral, mientras que el valor negativo la identifica como un cambio patogénico. Cuanto mayor es el valor,

mas probable es la clasificacidn. La precisién es significativamente mayor para los valores mayores de
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0.5 0 menores de -0.5. Para las variantes que afectan mas a la funcidn 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 y col, 2006b).

= SIFT (Sorting intoleran from tolerant) (http://blocks.fhcre.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 evolucion, por lo que los 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 éstas con la proteina a analizar, y basandose en los aminoacidos presentes en
cada posicion del alineamiento realiza una prediccién de las sustituciones que afectaran a la proteina. Las
sustituciones en una posicion conservada en el alineamiento seran consideradas “no tolerables” para la
mayoria de los cambios, mientras que las posiciones que no estan conservadas en el alineamiento

toleraran mejor los cambios de aminoacido (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 las secuencias estrechamente relacionadas que
puedan tener una funcién similar 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 menos de 0.05 seran clasificadas como deletéreas y las puntuaciones

mayores o iguales a 0.05, “tolerables” o neutrales.

La precision en 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.

8.3 Analisis de sitios ESE

» ESE Finder (nttp://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home)

Para saber si las variantes en la secuencia afectan a los sitios consenso de unién de las
proteinas SR (Serine/Arginine-rich proteins) y se altera la union de éstas a los sitios ESE (Exon Splicing
Enhancer o sitios exonicos de potenciacidn del procesamiento) utilizamos el programa de predicciéon ESE

Finder (Cartegni y col., 2003; Smith y col., 2006). Para ello, se introduce la secuencia normal y la
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secuencia con el cambio. El programa valora la presencia de sitios ESE tanto en la secuencia normal
como en la mutada que puede provocar el cambio de nucledtido. A nivel general, consideran significativos

los cambios exonicos que hacen que desaparezca algun sitio ESE.

El programa estudia el cambio de los sitios consenso de union de estas proteinas SF2/ASF,
SF2/ASF (IgM-BRCA1), SC35, SRp40 y SRp55. Considera los siguientes valores umbral para cada uno
de ellas (tabla 19):

Tabla 19: valores umbral para las diferentes

proteinas de procesamiento.
Proteina Valor
umbral

SFIASF 1.956
SFIASF (IgM-BRCA1) 1.867
SC35 2.383

SRp40 2.67
SRp55 2.676

Como valor umbral se considera al valor minimo para que una secuencia determinada se

considere significativa para la union de alguna de las proteinas de procesamiento.

El programa también permite obtener una representacion grafica de de los sitios de union de las
proteinas en la secuencia estudiada. La secuencia analizada se representa en el eje X del gréafico. Sélo
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, 8 nucledtidos) y cada una de las

proteinas tiene un codigo de color (figura 24).

7
3
release 3.0

SF2/ASF

SF2/ASF (IgM-BRCA1)
SC35

SRp40

HREY Bt L TR R GRBC b RCEY AT BT T ETAG Gt Gt bl e TER YR ET TRELTRTYYEY SRp55

Figura 24: gréfico que muestra los diferentes sitios de reconocimiento de las proteinas de
procesamiento en una secuencia de DNA dada.

= RESCUE-ESE (http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/)

Este programa es un método hibrido computacional y experimental que ha sido

desarrollado para identificar secuencia con actividad ESE. En esta aproximacién las secuencias
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hexaméricas especificas son identificadas como candidato sitios ESE en base a que tienen una
mayor frecuencia de presencia en los exones que en intrones y, ademas, una frecuencia mayor
en exones con zonas no canonicas de procesamiento. En este programa se analizan 238

secuencia hexaméricas que son sitios ESE potenciales.

Al'igual que en el programa ESE FINDER, RESCUE-ESE permite valorar el efecto de la

alteracién mediante la comparacién de la secuencia normal con la mutada.

Después de las valoraciones, el programa emite una imagen en la que localiza las secuencias

ESE dentro de la secuencia de analisis (figura 25).

Figura 25: secuencia de un exén del gen MLH1 y los
sitios ESE que aparecen en esta secuencia.

Identificacion de microRNAs de union a los genes MLH1, MSH2 y MSH6

En este estudio se utilizd un programa de unién de microRNAs a las secuencias UTR de los
genes reparadores y una base de datos que nos permitiera localizar los microRNAs Para cada gen, se

procedié de la siguiente manera:

1) Seidentificé de la secuencia de UTR 3" segun el buscador de genoma UCSC

(http://genome.ucsc.edu).

2) Se identificaron los microRNAs capaces de unirse a estas secuencias del extremo 3'UTR a
través de programas: TargetScan, miRBase.

3) Los polimorfismos localizados tanto en la secuencia de los microRNAs, como en la secuencia del
extremo 3'UTR de los genes se determinaron usando la base de datos de SNPs del sistema

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp).

= miRBase: La base de datos de los microRNA. (http://www.mirbase.org/)

El programa miRBase proporciona los siguientes servicios:
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o miRBase database es una base de datos de las secuencias de los miRNA publicados.
Cada entrada de esta base de datos muestra la estructura del transcrito del miRNA
tedrica con la informacion de la localizacion y la secuencia del miRNA maduro. Ambas
secuencias, la del transcrito y la del miRNA maduro, se pueden descargar para su uso.

o miRBase Registry proporciona localizadores de los genes de los miRNA para nuevos
miRNA.

o miRBase targets database o microCosm es una herramienta para la prediccion de

dianas de los miRNA.

Esta base de datos esta mantenida y ubicada en los servidores de la “Faculty of Life Sciences en
la Universidad de Manchester y apoyada econémicamente por Biotechnology and Biological Sciences
Research Council (BBSRC).

= TargetScan: (http://www.targetscan.org/)

Este programa predice las dianas bioldgicas de los microRNAs a través de la busqueda de la
presencia de sitios 8-mer y 7-mer conservados que puedan aparearse con las regiones de union de los
miRNA. Opcionalmente, aquellas regiones no conservadas también pueden ser predichas. También
diferencias aquellos sitios que no perfectamente complementarios y que son compensados con la
secuencia conservada en el extremo 3" del miRNA. En mamiferos, las predicciones se basan en calculos
en base a los valores de eficiencia de unién de cada sitio. TargetScanHuman considera las uniones con

los UTRs en humanos, aunque también puede identificar dianas en zonas codificantes del gen.

57



Resultados






Laura Macias Alvarez. Tesis doctoral Resultados

1. Resultados

Hemos estudiado los genes reparadores MLH1, MSH2 y MSH6 en probandos incluidos
en el Programa de Consejo Genético de la Junta de Castilla y Ledn entre los afios 2003 y 2010.
En la tabla 20 se resume la distribucion de probandos segun los estudios realizados. Los criterios
establecidos por el Programa de Consejo Genético fueron las directrices de inclusién de los

probandos en el estudio (descritos en el apartado de Material y Métodos).

Tabla 20: esquema de la distribucion de los estudios realizados sobre los probandos incluidos en

este trabajo.
Estudio molecular N° Pacientes estudiados
Genes MLH1, MSH2 y MSH6 (estudio completo) 29
Sélo genes MLH1 y MSH2 153
Séblo gen MSH6 6
Total 188

Los criterios de inclusién del Programa de Consejo Genético son una mezcla de los
criterios establecidos para el diagndstico clinico del Sindrome de Lynch. Los pacientes utilizados
en este estudio pueden ser clasificados en aquellos que, al menos, cumplen un criterio de la
Junta de Castilla y Leén y aquellos que cumplen los criterios de Amsterdam o de Bethesda.
Ademas, incluidos en el estudio hay probandos sanos cuyas familias cumplen criterios de
inclusién pero no hemos tenido acceso a familiares enfermos y otros que no cumplen criterios

pero que fueron incluidos en el estudio por motivos compasivos (tabla 21y 22).

Tabla 21: resumen de nimero de probandos que cumplen los criterios de Amsterdam (AMST), Bethesda
(BETH), probandos sanos (SANOS) y aquellos que no cumplen criterios (NO).

. N¢ de probandos con mutacion
Criterio Ne Probandos

patogénica
BETH 67 6
NO 52 1
SANOS 39 2
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Tabla 22: resumen de niimero de probandos que cumplen los criterios establecidos por la Junta de Castilla y Leon (C1: existencia
de 3 familiares con cancer colorrectal, C2: existencia de 3 familiares con tumores asociados* al CCHNP, C3: un cancer colorrectal
en un paciente menor de 50 afios, C4: dos casos de cancer colorrectal sincronico o metacronico, o de otros tumores asociados al
cancer colorrectal, C5: un caso de cancer colorrectal y un familiar de primer grado con tumor asociado al CCHNP, uno de ellos
antes de los 50 afios, C6: un cancer de endometrio antes de los 45 afios, C7: un cancer de colon derecho, con formas histolégicas
poco diferenciadas (solido/cribiforme), antes de los 45 afios, C8: pacientes con adenomas colorrectales antes de los 45 afios),
probandos sanos (SANOS) y aquellos que no cumplen criterios (NO). AHay probandos que cumplen varios criterios de la Junta de
Castilla y Ledn.

N2 de probandos con mutacién

Criterios N¢ Probandos”

patogénica
C1 22
C2 23
C3 33
C4
C5
C6
C7
C8
C1+C2
C1+C3
C1+C4
C1+C5
C1+C6
C1+C7
C1+C8
C2+C3
C2+C4
C2+C5
C2+C6
C2+C7
C2+C8
C3+C4
C3+C5
C3+C6
C3+C7
C3+C8
C4+C5
C4+C6
C4+C7
C4+C8
C5+C6
C5+C7
C5+C8
C6+C7
C6+C8
C7+C8
C2+C3+C5
C2+C3+C7
NO 24
SANOS 39
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Incluimos en el estudio del gen MSH6 aquellos probandos que presentaban tumores de
endometrio y familias con gran carga de tumores asociados a Sindrome de Lynch sin mutaciones
en MLH1 o MSH2. De este modo, realizamos la busqueda de mutaciones en MSH6 en 35

probandos.
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2. Analisis de mutaciones en los genes MLH1, MSH2 y MSH6:

Para el rastreo de mutaciones en los genes MLH1, MSH2 y MSH6 hemos analizado un
total de 188 probandos de familias no relacionadas. En ellos hemos identificado 61 mutaciones
(Tabla 23): el 36.07% localizadas en el gen MLH1, el 39.34% en el gen MSH2 y el 24.59% en el
gen MSH6.

Dentro de ellas trece (21.31%) son mutaciones consideradas patogénicas. En conjunto,
estas mutaciones germinales patogénicas identificadas engloban tanto mutaciones puntuales
como grandes reordenamientos gendmicos. Seis de estas mutaciones patogénicas se han
identificado en el gen MLH1, seis en el gen MSH2 y una en el gen MSH6. Se consideran
mutaciones patogénicas aquellas que provocan un cambio en la fase de lectura o un codén de
parada dando lugar, durante la traduccion, a una proteina mas corta y carente de dominios
importantes para su funcion; mutaciones que provocan un cambio de aminoacido que afecta a la
estructura y funcion de la proteina y aquellas mutaciones intronicas que producen errores durante

la maduracién del RNA mensajero.

Son polimorfismos 36 (59.02%) de las 61 alteraciones identificadas: entre ellos se
encuentran variantes intrénicas, cambios silenciosos y cambios de aminoacidos. Ademas, hemos
identificado doce (19.67%) variantes de significado desconocido y se corresponden con cambios

de aminoacido o cambios en el extremo 3'UTR del gen.
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Tabla 23: frecuencias y porcentajes del total de mutaciones identificadas en los tres genes estudiados en este trabajo. Este resumen
incluye los grandes reordenamientos genémicos encontrados en este estudio.

Mutaciones Mutaciones Mutaciones Porcentaje

Tipo de mutacion encontradas en encontradas en = encontradas en  sobre el total
MLH1 MSH2 MSH6 de mutaciones*

Cambios de marco 0 2 1 3 (4.92%)
de lectura
MutaC|or_1es sin 3 2 0 5 (8.20%)
sentido
Mutaciones de
. cambio de 1 0 0 1(1.64%)
Patogénicas aminoacido
Mutaciones que
afecta!n al 0 0 0 0
procesamiento del
mRNA
Grandes 2 2 0 4(6.56%)
reordenamientos
Total mutaciones patogénicas 6 6 1 13(21.31%)
Mutaclones 2 3 4 9 (14.75%)
silenciosas
Polimorfismos Car_rlbll?s_de 1 0 1 2 (328%)
aminoacido
Variantes intronicas 7 9 9 25 (40.98%)
Total polimorfismos 10 12 14 36 (59.02%)
. A Cambios de )
Varlarl‘t:ssc(:izéggglcado aminoacido 4 6 0 10 (16.39%)
: Extremo 3'UTR 2 0 0 2 (3.28%)
Total de variantes de significado desconocido 6 6 0 12 (19.67%)
Total de todas las mutaciones 22 (36.07%) 24 (39.34%) 15 (24.59%) 61 (100%)

2. 1. Estudio del gen MLH1:

2.1.1. Mutaciones puntuales patogénicas en el gen MLH1:
El andlisis de las regiones codificantes y las regiones intrénicas flanqueantes del gen
MLH1 nos ha permitido caracterizar cuatro mutaciones patogénicas (tabla 24). Todas ellas

aparecen descritas en diferentes bases de datos y en la bibliografia revisada.

Tres de estas alteraciones (c.298C>T, c.676C>T, ¢.1459C>T) son mutaciones sin

sentido y la mutacion €.350C>T, es una mutacién de cambio de sentido (figura 26).

61



Laura Macias Alvarez. Tesis doctoral

Resultados

Tabla 24: mutaciones patogénicas encontradas en el gen MLH1. ALa secuencia de referencia utilizada es NM_000429.3 y
normas de nomenclatura utilizadas de HSGV.

AlteracionA | Exén
p.Arg0Stop | ¢.298C>T | 3
p.Thri17Met | ¢.350C>T | 4
p.Arg226Stop | ¢.676C>T | 8
p.Arg487Stop | c.1459C>T | 13

Codon

100

117

226

487

Consecuencia

Codon parada
prematuro

Cambio de
treonina por
metionina

Codon parada
prematuro

Codon parada
prematuro

Referencia bibliografica

Wang y col., 1999; Peel y col., 2000;
Samowitz y col 2001; Ellison y col.,
2004; Hampel y col., 2005

Shchervakova y col., 1999; Liu y col.,
1997; Jager y col., 2001; Plotz y col.,
2006

Molsein y col., 1996; Shin y col., 1998;
Lamberti y col., 1999; Otway y col.,
2000; Nomura y col., 2000; Caldés y
col., 2004

Leung y col., 1998; Fidalgo y col., 2000;
Peely col., 2000; Caldés y col., 2000.;
Lage y col., 2004; Lee y col., 2005

Probandos

[ T S N B R N S H R N S S R R

p.R22

€ A T T ¢CC N G A A A G & A A AT & 7

f

Figura 26: A) Patrones de migracion alterados identificados en los pacientes portadores de
mutaciones patogénicas en el gen MLH1 mediante CGSE. B) Cromatograma de la secuenciacion
automética donde se confirmo la alteracion.
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Las caracteristicas clinicas de las familias en las cuales se ha identificado aparecen
descritas en la tabla 25. Todas salvo una cumplen, al menos, un criterio establecido por el
programa de Consejo Genético de la Junta de Castilla y Ledn y los criterios internacionales de
Amsterdam o Bethesda. La familia 4 muestra no presenta criterios debido a la escasez de datos

de los miembros; sin embargo fue incluida debido motivos compasivos.

Tabla 25: caracteristicas de las familias con mutaciones patogénicas en MLH1. *AP: antecedentes personales. **AF: antecedentes
familiares. Ca: cancer, pat: familiar por parte de padre; mat: familiar por parte de madre. adc: adenocarcimona. C1: existencia de 3
familiares con cancer colorrectal, C2: existencia de 3 familiares con tumores asociados* al CCHNP, C3: un cancer colorrectal en un
paciente menor de 50 afios, C4: dos casos de cancer colorrectal sincronico o metacrénico, o de otros tumores asociados al cancer
colorrectal, C5: un caso de cancer colorrectal y un familiar de primer grado con tumor asociado al CCHNP, uno de ellos antes de los 50
afios, C6: un cancer de endometrio antes de los 45 afios, C7: un cancer de colon derecho, con formas histolégicas poco diferenciadas
(solido/cribiforme), antes de los 45 afios, C8: pacientes con adenomas colorrectales antes de los 45 afios. AMST: Criterios de
Amsterdam. BETH: Bethesda. AExcluye al probando

Familiares
ID C. Junta de Criterio portadores /
FAMILIA Castillay Leon | Internacional Familiares
estudiados A
pArgl00Stop | FAM4 | C& :‘r’]'(‘)’;‘ 5 Desconocidos NO CRITERO | NO CRITERIO 12
Adc. colon Varios casos ca.colon en
p.Thri17Met | FAM 44 derecho 50 familia materna (2 C1yC3 AMST 2/5
afios generaciones)
Padre: ca. vesicula 51
Ca.colon 29 afios; tio pat: ca. pulmén
p.Arg226Stop | FAM 1 .aﬁos 62 afios; abuela pat: ca. C3 BETH 2/5
rifion y ca. matriz 93
afios.
Hermano: ca. intestino
40 afios; hermano: ca.
duodeno 40 afios;
Ca.colon 83 hermano: ca. pancreas
p.Arg226Stop | FAM 92 .aﬁos 82 afios; hermano: C2yC3 AMST 217
ca.colon 64 afios;
sobrina: ca. piel 30 afios;
sobrino: ca. recto 40
afios.
Padre: ca. colon 70
pArg226Stop | FAMi7g | C0lon85 | afios, 4 familares ca. C1yC5 AMST 0
afios colon y estomago. 2
generaciones.
Adc.colon 59
afos, adc.ciego Madre: ca. colon 56
p.Arg487Stop | FAM 10 | 62 afios, adc. afios; abuela: ca. C4 BETH 01
endometrio, ginecologico?
adc. duodeno.

2.1.2. Polimorfismos:
Hemos encontrado un total de diez polimorfismos en el gen MLH1 (tabla 26). En

concreto, dos mutaciones silenciosas, siete variantes intrénicas y una mutacién que produce un

cambio de sentido. De ellos, cuatro han sido descritos por primera vez en este trabajo.
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Tabla 26: relacion de polimorfismos identificados en el gen MLH1.

¢.375A>G

IVS5-51T>C

IVS5+79A>G

IVS5+92A>T

IVS6+169C>A

p.I219V

p.E234E

IVS13+14G>A

IVS15+30T>G

IVS15+28A>C

Exén 4

Intrén 5

Intrén 5

Intrén 5

Intrén 6

Exon 8

Exon 9

Intrén 13

Intrén 15

Intrén 15

Codon

c.375A>G

c.454-51T>C

c.453+79A>G

€.453+92A>T

€.545+169C>A

C.655A>G

c.702G>A

.1558+14G>A

c.1731+30 T>G

c.1731+28 A>C

Consecuencia

p.Ala125Ala

/

p.lle219Val

p.Glu234Glu

Resultados

Referencia bibliografica

Mangold y col., 2005

Nystrom-Lahti y col., 1996

Hudler y col., 2004; Lee y col.,
2005; Fredriksson y col., 2006

No descrito
No descrito

Buerstedde y col. 1995;
Takashashi y col., 2007

Curia y col. 1999; Grabowski y
col. 2005

Ghimenti y col. 1999; Furihata y

col., 2001; Gémez y col., 2005;

Auclair y col., 2006; Fredriksson
y col. 2006

No descrito

No descrito

Probandos

La mutacién de cambio de sentido, ¢.655A>G, provoca en la proteina el cambio del

aminoacido isoleucina por una valina. En diferentes trabajos se ha analizado su efecto sobre la

proteina concluyendo que no produce ninguna pérdida o deficiencia en la funcién de MLH1.

Cuatro de los cambios no aparecen descritos en las bases de datos ni en la bibliografia

consultada. Todos ellos son variantes intronicas que, por localizarse en zonas alejadas de las

secuencias criticas para la correcta maduracion, las hemos clasificado como polimorfismos.

Como ya describimos en material y métodos con los programas ESE FINDER vy

RESCUE_ESE realizamos un analisis bicinformatico de prediccion teérica del efecto de los

polimorfismos exénicos sobre el procesamiento del RNA mensajero (tabla 27).
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Resultados

Tabla 27: predicciones realizadas mediante los programas ESE FINDER y RESCUE ESE. Sombreados en azul claro y
marcados con el signo positivo aparecen las zonas en las que el polimorfismo analizado puede afectar a la maduracion del
RNA mensajero. = el programa no predice un cambio en ese sitio.

ESE FINDER
SF2IASF
555 U2 | BRANCH | 355 2 |SFaiasF| (1gm- | sC35 | SRp40 | SRpss | RESCUE
SITE tor
BRCA1)
¢.375A>G = = = = = = = =
C655ASG | = - - - = - : .
cT02G>A | = - - - : : : N

El programa RESCUE ESE considera que la presencia de las variantes ¢.655A>G y

¢.702G>A produce la pérdida de un sitio ESE (figura 27). Estos resultados son orientativos y se

requiere una comprobacion mediante RT-PCR.

2.1.3. Variantes de significado desconocido:

Figura 27: 1) resultado de andlisis
bioinformatico RESCUE ESE del efecto
del polimorfismo exénico ¢.655A>G
sobre los sitios ESE: 1.A) Sitios ESE
presentes en la secuencia normal. 1.B)
Sitios ESE presentes en la secuencia
mutada. 2) resultado de anélisis
bioinformatico RESCUE ESE del efecto
del polimorfismo exénico ¢.702G>A
sobre los sitios ESE: 2.A) Sitios ESE
presentes en la secuencia normal. 2.B)
Sitios ESE presentes en la secuencia
mutada.

En el gen MLH1 hemos encontrado seis variantes sin clasificar (tabla 28). Todas,

excepto una, aparecen descritas en la bibliografia y bases de datos consultadas. Entre ellas se

encuentran cuatro variantes localizadas en las regiones codificantes del gen y dos localizadas en

la region 3'UTR. Una de las dos variantes de significado desconocido localizadas en el extremo
3'UTR (c.*2303C>T) no ha sido descrita hasta el momento.
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Resul

Tabla 28: variantes de significado desconocido identificadas en el gen MLH1. Aln silico: los programas utilizados aparecen descritos en el apartado Material y métodos. 8BCo-ocurrencia: presencia de dos mutaciones, una de ellas

patogénica, en un mismo individuo.

p.G22A 1 ¢.65G>C p.Gly22Ala
p.R69K 2 ¢.206G>A p.Arg69Lys
c.1852AAdel
p.K618A 16 GCins p.Lys618Ala
p.P640L 17 ¢.1919C>T p.Pro640Leu
Disminucion en la
3'UTR ¢.*32_34del / c.*32_34del | expresion del mRNA
en leucemias
3'UTR ¢.*2303C>T / €.*2303C>T Desconocida

Dominio
ATPasa

Dominio
ATPasa

Dominio de
dimerizacién

Dominio de
dimerizacién

Extremo

3'UTR

Extremo
3'UTR

No

No

No

No

Si

No

Estudio conservacion entre
especies

Programas de
prediccion de
patogenicidad

Programas de preduccion de
sitios ESE

Aparece en todas las
secuencias analizadas

Aparece en todas las
secuencias analizadas,
excepto en S. cerevisiae

No aparece conservado en
Sacharomyces cerevisiae,
Solanum lycopersicum,
Tripanosoma brucei y Giardia
intestinalis.

Aparece en todas las
secuencias analizadas,

excepto en Giardia intestinalis.

No tolerable

Posiblemente
patogénica y
tolerable

No tolerable

Posiblemente
patogénica

Aparece nuevo sitio de
union para proteina
SF2/ASF y pérdida de un
sitio ESE localizado en el
extremo 3’del exén

La mutacion afiade dos
nuevos sitios ESE al ya
existente en la secuencia y
la creacion de un sitio de
unién para la proteina SC35

La mutacion provoca la
pérdida de tres sitios ESE.

La mutacion crea un sitio de
union de la proteina SC35.

0/100

0/100

0/100

0/100

Fearnhead y col.,
2004; Woods y col.,
2005; Barnetson y

col., 2008.

Klaus y col., 1998;
Ellison y col., 2001;
Takahashi y col.,
2007.

Caldés y col., 2002;
Fearnhead y col.,
2004; Takahashi y
col., 2007; Barneston
y col., 2008; Blasiy
col., 2010; Castillejos
y col., 2011.

Tournier y col. 2008

Curia y col., 1999;
Murata y col., 2002;
Mao y col., 2008

No descrito

dos
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Hemos realizado un rastreo en la poblacion general de las mutaciones p.G22A, p.R69K, p.K618A,
p.P640L. La identificacién se llevo a cabo mediante PCR, CGSE y secuenciacion del DNA de 100 individuos
sanos de ambos sexos, mayores de 60 afios y sin antecedentes personales de cancer. En ninguno de los

controles analizados aparecio alguna de las variantes.

Sobre las mismas variantes realizamos un estudio de conservacién de aminoacidos mediante
alineacion multiple entre secuencias de diferentes especies con el programa informatico CLUSTALW. Esta
técnica informatica permite saber si el aminoacido que se localiza en esa posicion dentro de la secuencia
proteica aparece conservado evolutivamente. Hemos utilizado las secuencias de diferentes especies del
reino animal y vegetal (figura 28).

{Ciardia intestinalis)
{Trypanesoma brucet)
{Saccharomyces cerevisiae)

{Danio rerio)

{Mus musculus)

- {Rattus norvegious)

{Bos taurus)

{Sus scrofa)

Figura 28: dendograma de la relacion entre las especies utilizadas par el estudio de
conservacion de secuencias. Homo sapiens (humano), Drosophila melanogaster
(mosca de la fruta), Solanum lycopersicum (tomate), Saccharomyces cerevisiae
(levadura), Giardia intestinales (parasito intestinal), Tripanosoma brucei (protista),
Bos taurus (toro), Mus musculus (ratén comun), Danio rerio (pez cebra), Rattus
norvegicus (rata), Sus estrofa (jabali).

{Homo sapiens)
{Drosophila melanogaster)

(Solanum hycopersicum,)

En las cuatro variantes analizadas, el aminoacido que presenta la proteina normal en H. sapiens,

aparece conservado en la mayoria de las secuencias de las especies analizadas (figura 29).

A)

B)

[Homo sapiens]

[Bos taurus]

[Sus scrofa]

[Mus musculus]

[Rattus norvegicus]
[Danio rerio]

[Drosophila melanogaster]
[Saccharomyces cerevisiae]
[Solanum lycopersicum]
[Trypanosoma brucei]
[Giardia intestinalis]

[Homo sapiens]

[Bos taurus]

[Sus scrofa]

[Mus musculus]

[Rattus norvegicus]
[Danio rerio]

[Drosophila melanogaster]
[Saccharomyces cerevisiae]
[Solanum lycopersicum]
[Tripanosoma brucei]
[Giardia intestinalis]

22
————————— MSFVAGVIRRLDETVVNRIAAGEVIQRPANAIKEMIENCLD
————————— MSLVAGVIRRLDETVVNRIAAGEVIQRPANAIKEMIENCLD
————————— MSQVPGVIRRLDETVVNRIAAGEVIQRPANAIKEMIENCLD
————————— MAFVAGVIRRLDETVVNRIAAGEVIQRPANAIKEMIENCLD
————————— MSFVAGVIRRLDETVVNRIAAGEVIQRPANAIKEMTENCLD
777777777777 MAGVIRRLDETVVNRIAAGEIIQRPANAIKEMMENCLD
——————— MAEYLQPGVIRKLDEVVVNRIAAGEIIQRPANALKELLENSLD
777777777777 MSLRIKALDASVVNKIAAGEIIISPVNALKEMMENSID
MEDEAIPVPIPKEPPKIQRLEECVVNRIAAGEVIQRPVSAVKELIENSLD
7777777777777 MRGIERLPEDVINRIAAGEVVQRPSAALKELLENSLD
7777777777777 MPPIRILDPETVAKMAAGEVIQRPFNVAKELVENATD

69
AKSTSIQVIVKEGGLKLIQIQDNGTGIRKEDLDIVCERFTTSKLQSFEDL
AKSTSIQVVVKEGGLKLIQIQDNGTGIRKEDLEIVCERFTTSKLQSFEDL
AKSTSIQVVVKEGGLKLIQIQDNGTGIRKEDLDIVCERFTTSKLQSFEDL
AKSTNIQVVVKEGGLKLIQIQDNGTGIRKEDLDIVCERFTTSKLQTFEDL
AKSTNIQVIVREGGLKLIQIQDNGTGIRKEDLDIVCERFTTSKLQTFEDL
AKSTNIQITVKEGGLKLILIQDNGTGIRKDDMEIVCERFTTSKLKSFDDL
AQSTHIQVQVKAGGLKLLQIQDNGTGIRREDLAIVCERFTTSKLTRFEDL
ANATMIDILVKEGGIKVLQITDNGSGINKADLPILCERFTTSKLQKFEDL
ADSTSISVVVKDGGLKLIQVSDDGHGIRYEDLPILCERYTTSKLSKFEDL
AGSTCIQVVVQDGGLELLQVTDDGHGIRFGDLPLLCERYATSKLRAFDEL
ADAPTIRLFVSSNCYDLLMVCDTGHGIERTDYSLLCHRFATSKIETFSDI

67



Laura Macias Alvarez. Tesis doctoral

C)

D)

[Homo sapiens]

[Bos taurus]

[Sus scrofa]

[Mus musculus]

[Rattus norvegicus]
[Danio rerio]

[Drosophila melanogaster]
[Saccharomyces cerevisiae]
[Solanum lycopersicum]
[Tripanosoma brucei]
[Giardia intestinalis]

[Bos taurus]

[Sus scrofa]

[Homo sapiens]

[Mus musculus]

[Rattus norvegicus]
[Danio rerio]

[Drosophila melanogaster]
[Saccharomyces cerevisiae]
[Solanum lycopersicum]
[Tripanosoma brucei]
[Giardia intestinalis]

Resul

618
EPAPLFDLAMLALDSPESGWTEE---DGPKEGLAEYIVEFLKKKAEMLAD
EPAPLFDLAMLALDSPESGWTEE---DGPKEGLAEYIVEFLKKKAEMLAD
EPAPLFDLAMLALDSPESGWTEE---DGPKEGLAEYIVEFLKKKAEMLAD
EPAPLFDLAMLALDSPESGWTED---DGPKEGLAEY IVEFLKKKAEMLAD
EPAPLFDFAMLALDSPESGWTEE---DGPKEGLAEYIVEF LKKKAKMLAD
NPAPLYDLAMLALDSEESGWTEE---DGPKEGLAQYIVDFLKQKAEMLEE
PPLPLKELLILSLESEAAGWTPE---DGDKAELADGAADILLKKAPIMRE
STNVSDDIVLYNLLSEFDELNDD---ASK-—--—— EKITISKIWDMSSMLNE
EPASLPELVMLALKEEGSDPEGN---ESKELRGKIAEIEYRTAQAKGWNA
EPIHLSDLLSFALQNDVQLPPSQKRADGGPGSLLSRLGRRLCNWRYMLQD
TTMFSSEGTNMLLGFLQSKELALICVDIGKLLVAKMLSCYYNLLSSQYLS

640
YFSLEIDEEGN--------— LVGLPLLIDNYVPPLEGLP-IFILRLATEVN
YFSLEIDEEGN-------—-— LVGLPLLIDNYVPPLEGLP-IFILRLATEVN
YFSLEIDEEGN-------—-— LIGLPLLIDNYVPPLEGLP-IFILRLATEVN
YFSVEIDEEGN-------—-— LIGLPLLIDSYVPPLEGLP-IFILRLATEVN
YFSVEIDEEGN-------—-— LIGLPLLIDSYVPPLEGLP-IFILRLATEVN
YFSLEIDAEGN-------—-— LTGLPMLLDNYTPAMEGLP-MFILRLATEVN
YFGLRISEDGM--------— LESLPSLLHQHRPCVAHLP-VYLLRLATEVD
YYSIELVNDGLDNDLKSVKLKSLPLLLKGYIPSLVKLP-FFIYRLGKEVN
RRSILVFIIDSNGN----- MSSLPVYWDQYTPDMGPHPRNLLLWFRKILN
YFAVEISADGH-------—- LIALPLSMGTSWPPPLRAVPLFIWRLAAEVP
RDIFYRVSGQE------ VHSKKLAELLSDHMFGISNDALVLAPHILVLLA

Figura 29: CLUSTALW: comparacion de la conservacion evolutiva de las variantes de significado desconocido
encontradas en el gen MLH1. A) Conservacién entre especies del aminoacido glicina en la posicidn 22. B) Arginina en la
posicién 69. C) Lisina en la posicidn 618. D) Prolina en la posicion 640.

dos

Con la ayuda de diversos programas de prediccion realizamos un estudio tedrico global del efecto

sobre el procesamiento del RNA mensajero y el efecto sobre la proteina de estas variantes de significado

desconocido identificadas en MLH1. Los programas de prediccion de alteraciones en la maduracion del
mRNA utilizados fueron: ESE FINDER Y RESCUE ESE. En la tabla 29 se resumen los resultados obtenidos

en el estudio in silico.

Tabla 29: predicciones realizadas mediante los programas ESE FINDER y RESCUE ESE. Sombreados en gris y marcados con
la cruz aparecen las zonas en las que el polimorfismo analizado puede afectar a la maduracion del RNA mensajero. = el
programa no predice un cambio en ese sitio.

ESE FINDER
555 U2 | BRANCH | 35 U2 | sFaiasF (Igﬁgsg;” S35 | SRp40 | SRpss | RESCUE
G22A = + + = + = = = =
R69K = = = = = + = = +
K618A | = = - - - - - - N
P64OL | = = - - - - - - ;

En todas las variantes de significado desconocido los programas encuentran valores significativos.

La mutacién p.G22A crea un nuevo sitio para la proteina SF2/ASF, ademas elimina un sitio ESE en el

extremo 3" del exon (figura 30).
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Figura 30: resultado de andlisis bioinformético del efecto de la variante de significado desconocido p.G22A sobre los sitios
ESE. 1: ESE FINDER 1.A) Sitios de union de las proteinas presentes SR en la secuencia normal. 1.B) Sitios de unién a las
proteinas SR presentes en la secuencia mutada. 2: ESE FINDER: 2.A) Sitios candnicos de procesamiento presentes en la
secuencia normal. 2.B) Sitios canonicos de procesamiento presentes en la secuencia mutada.

La variante de significado desconocido p.R69K crea en la secuencia dos nuevos sitios ESE y un

sitio nuevo de union de la proteina SC35 segun las valoraciones de los programas RESCUE ESE y ESE
FINDER, respectivamente (figura 31).

“TTAGATGCARAATCCACARGT ATTCARGT GAT T6 T TARAG AGGGAGECCTGAAGT TGATTCAGA TCCARGACAR TEBCACCEGA TCAGE

|
¢

“TTAGATGE ARAATCCACARGTATTCARGT GAT TG T TAARG ABGGAGGC CTGARGTTGATTCAGA TCCAAGACAATEGCAC COGGATCAZG

Figura 31: resultado de anélisis bioinformatico del efecto de la variante de significado desconocido p.R69K sobre los sitios ESE.
1: RESCUE ESE 1.A) Sitios ESE presentes en la secuencia normal. 1.B) Sitios ESE presentes en la secuencia mutada. 2: ESE
FINDER: 2.A) Sitios de unién de las proteinas SR presentes en la secuencia normal. 2.B) Sitios de unién de las proteinas SR
presentes en la secuencia mutada.

69



Laura Macias Alvarez. Tesis doctoral Resultados

El programa RESCUE ESE valora que el cambio p.K618A produce en la secuencia de DNA la

pérdida tres sitios ESE. EI cambio p.P640L crea un nuevo sitio de unién para la proteina SC35 (figura 32)

p.P640L

Figura 32: resultado de andlisis bioinfomatico del efecto de las variantes de significado desconocido p.K618A y p.P640L sobre los
sitios ESE. 1) Valoracién de RESCUE ESE de la mutacion p.K618A 1.A) Sitios ESE presentes en la secuencia normal. 1.B) Sitios ESE
presentes en la secuencia mutada. 2) Valoracion de ESE FINDER de la mutacién p.P640L. ESE FINDER: 2.A) Sitios de union de las
proteinas SR presentes en la secuencia normal. 2.B) Sitios de union de las proteinas SR presentes en la secuencia mutada.

Los programas de prediccién del efecto sobre la proteina analizan no sélo la conservacion entre
especies del aminoacido en una posicion, si no que también valoran la estructura del aminoacido y la
localizacion de éste dentro de la proteina. En el estudio hemos utilizado tres programas diferentes: Polyphen,

SIFT y SNP3D. En la tabla 30 aparece un resumen de los datos obtenidos.

Tabla 30: patogenicidad tedrica obtenida a través de diversos programas informaticos. A Los valores calculados por cada uno de
los programas. Cada programa utiliza un algoritmo diferente y sitGia un valor umbral diferente.

POLYPHEN Valores” SIFT ValoresA SNP3D | Valores”
p.G22A Benigno 1477 No tolerable 0.00 No tolerable | -2.59
0.R69K P“ﬁgi’gg”te 1502 | Tolerable 042 | Tolerable | 044
pKetga | "osDemene 1989 | Notolerable | 0.04 | Notolerable | -1.10
p.P6AOL PrOb(j‘:r']?:(‘)e“te 3292 | Notolerable |  0.04 | Notolerable | -3.01

Las mutaciones p.K618A y p.P640L aparecen como posiblemente patogénicas en los tres
programas informaticos utilizados. La mutacion p.G22A es considerada por PolyPhen como benigna
mientras que los programas SIFT y SNP3D coinciden en que el cambio no es tolerable por la proteina. La
variante de significado desconocido p.R69K es valorada como tolerable por SIFT y SNP3D, mientras que el

programa PolyPhen valora el cambio como posiblemente dafino.
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2. 2. Estudio del

gen MSH2:

2.2.1. Mutaciones patogénicas:

Resultados

En el gen MSH2 hemos identificado cuatro mutaciones patogénicas (tabla 31). Todas las

mutaciones encontradas aparecen descritas en las bases de datos o han sido publicadas por otros grupos.

Tabla 31: mutaciones patogénicas identificadas en el gen MSH2. * Excluye al probando. La secuencia de referencia que
hemos utilizado para nombrar las mutaciones es NM_000.251.

p.GIn130ValfsX2

p.Arg389Stop

p.Arg406Stop

p.lle747ArgfsX2

Alteracion Exon  Codon | Consecuencia Referencia bibliografica Probandos
Codon de
Buerstedde y col., 1995; Wagner y
€.387_388delTC 3 130 parada col., 2002; Mangold y col., 2005 1
prematuro
Cunningham y col., 2001; Wagner y
Codon de col., 2003; Sutter y col., 2004; Pinol
y col., 2005; Sanchez-Abajo y col.,
c.165C>T 7 389 parada 2005; Mongical-Artus y col., 2006; 1
prematuro Overbeet y col., 2007.
Codon de Leach y col.; 1993; Liu y col.; 1994;
¢.1216C>T 7 406 parada Weber y col.; 1997; Ponz de Ledn y 1
prematuro col., 2004; Mangold y col., 2005
Codon de
€.2239_2240delTA | 14 747 parada Caldés y col. 2000. 1
prematuro

Estas alteraciones se distribuyen a lo largo de la secuencia codificante del gen y dos consisten en

pérdidas de dos nucleodtidos que provocan un cambio en la fase de lectura y la aparicion de un codén de
parada prematuro, ¢.387_388delTC y ¢.2239delTA. Las otras dos mutaciones ¢. 1165C>T y ¢.1216C>T son

un cambio sin sentido que generan un codon de parada prematuro (figura 33).

€.2239_2240delTA

e e -

B Ao
€.2239_2240delTA]

I

iy T
1L T AN

€ A T N N C

H_C G 6_ G
c.387_388delTC

" p.ArgOX

Figura 33: A) Patrones de migracién alterados identificados en
los pacientes portadores de mutaciones patogénicas en el gen
MSH2 mediante CGSE. B) Cromatograma de la secuenciacion
automética donde se confirmd la alteracion.
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Las familias en las cuales hemos identificado los cambios cumplen los criterios de Amsterdam o de
Bethesda, excepto en una familia, familia 115, de la cual carecemos de datos y cuyo probando es sano. Esta
familia fue incluida en el estudio por motivos compasivos (tabla 32). La familia 116 cumple los criterios de

Amsterdam; sin embargo, no existia la posibilidad de obtener muestra de un miembro enfermo.

Tabla 32: Caracteristicas de las familias portadoras de mutacion en MSH2. AAP: Antecedentes familiares. BAF: Antecedentes
familiares. T: tumor, Ca: cancer. C1: existencia de 3 familiares con cancer colorrectal, C2: existencia de 3 familiares con tumores
asociados* al CCHNP, C3: un cancer colorrectal en un paciente menor de 50 afios, C4: dos casos de cancer colorrectal
sincronico o metacronico, o de otros tumores asociados al cancer colorrectal, C5: un caso de cancer colorrectal y un familiar de
primer grado con tumor asociado al CCHNP, uno de ellos antes de los 50 afios, C6: un cancer de endometrio antes de los 45
afios, C7: un cancer de colon derecho, con formas histologicas poco diferenciadas (solido/cribiforme), antes de los 45 afios, C8:
pacientes con adenomas colorrectales antes de los 45 afios. AMST: criterios de Amsterdam. BETH: criterios de Bethesda.

Criterio de la Familiares
ID APA Junta de Criterio portadores
FAMILIA Castillay Internacional | / Familiares
Leon estudiados*
NO NO
p.GIn130ValfsX2 | FAM 15 Sano DESCONOCIDOS 4/4

CRITERIO | CRITERIO

Hermano: t. cerebral 56 afios; padre: ca.
colon 68afios, tia mat: cancer?; abuelos | C2, C3y C5 AMST 17
mat: ca. Colo? 88 afios.

Ca. colon

p.Arg389Stop FAM 6 26afios.

(Exitus) Madre: ca. endometrio 46 afios,
ca. colon 52 afios; tia materna: ca. colon NO NO

p-Arg406Stop | FAM 116 Sana 44 afios; abuelo materno: ca. colon?; CRITERIO | CRITERIO

abuela materno: Ca. mama

0/0

Padre: ca.colon 44 afios; 3 tios paternos:
ca.colon 35 afios y 47 afios; tia paterna: C1 AMST 3/5
ca. Utero 55 afios.

Ca. colon

p.lle747ArgfsX2 | FAM 16 52 afios.

2. 2. 2 Polimorfismos:

En el gen MSH2 hemos identificado 12 polimorfismos que aparecen descritos en la tabla 33. Nueve
de los polimorfismos identificados son variantes intronicas. Su localizacion dentro del intrén es variable,
habiendo variantes alejadas de las zonas consenso implicadas en la maduracion del mRNA y otras mas
cercanas a estas secuencias. Todas aparecen descritas en las bases de datos y la bibliografia consultada,
excepto dos que describimos por primera vez en este trabajo.
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Tabla 33: relacion de polimorfismos identificados en el gen MSH2.

Consecuencia Referencia bibliografica Probandos
. Palicio y col., 2002; Cederquist y col.
IVS1+9C>G Intrén 1 ¢.211+9C>G / 2004; Capell4 y col., 2008; 4
p.K113K Exon 2 €.339G>A p.Lys113Lys Tournier y col. 2008. 1
IVS3-39C>A Intrén 3 €.645-39C>A / No descrito 1
IVS6-80A>G Intron 6 ¢.1077-80G>A / Bujalkova y col. 2008 2
Borresen y col. 1995; Desai y col.
IVS6-10T>C Intron 6 ¢.1077-10T>C / 2000; Woods y col. 2005; Rubio del 4
Campo y col. 2008
. Curia y col. 1999; Lee y col. 2005; Yap
p.A328A Exon 6 €.984C>T p.Ala328Ala y col 2008; Tournier y col. 2008, 2
IVS7-12A>C Intrén 7 ¢.1277-12A>C / No descrito 1
IVS9-9A>T Intrén 9 c.1511-9A>T / Bujalkova y col. 2008 2
Wijnen y col. 1994; Wahlberg y col.
IV§10+12G>A Intrén 10 c.1661+12G>A / 1997; Hedge y col. 2005; Apessos y 2
col. 2005.
. Sanchez de Abajo y col. 2005;
p.K579K Exén 11 cA737A>G p.Lys579Lys Tournier y col. 2008. 1
IVS11-62G>A Intrén 11 ¢.1760-62G>A / Tournier y col. 2008 1
Rubio del Campo y col. 2008; Capella
IVS12-6T>C Intrén 12 ¢.2006-6T>C / y col. 2008; Tulupova y col. 2008; 4
Park y col. 2008

Las tres mutaciones restantes son consideradas silenciosas puesto que en ningun caso provocan el
cambio de aminoacido en la proteina. Sobre ellas realizamos el andlisis de sitios ESE a través de los
programas ESE FINDER y RESCUE-ESE. Los resultados aparecen descritos en la tabla 34.

Tabla 34: predicciones realizadas mediante los programas ESE FINDER y RESCUE ESE. Sombreados en azul y marcados con
el signo positivo aparecen las zonas en las que el polimorfismo analizado puede afectar a la maduracion del RNA mensajero. = el
programa no predice un cambio en ese sitio.

ESE FINDER
BRANCH SF2/ASF RESCUE
58S_U2 SITE 3SS_U2 | SF2/ASF (IgM-BRCA1) SC35 | SRp40 | SRp55 ESE
c1737A>G = = = + + = = = +
c.984C>T = = = + + + = = =
¢.339G>A = = = + + = = = +

Ambos programas coinciden en la prediccién de la alteracion de los sitios ESE ocasionada por las
variantes ¢.1737A>G y ¢.339A>G. Estos dos cambios afectan a los sitios de unién de las proteinas SF2
(SF2/ASF y SF2/ASF (IgM-BRCA1). El cambio ¢.1737A>G no supone la pérdida de sitios ESE sino que
cambia su secuencia (figura 34). La presencia del cambio ¢.339A>G afiade un nuevo sitio ESE a la
secuencia (figura 35). El polimorfismo ¢.984C>T afecta al sitio de union de las proteinas SF/ASF y SC35
(figura 36).
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1)’

Figura 34: resultado de analisis bioinformatico del
efecto del polimorfismo exénico ¢.1737A>G sobre
los sitios ESE. 1: ESE FINDER: RESCUE ESE: A)
Sitios ESE presentes en la secuencia normal. B)
Sitios ESE presentes en la secuencia mutada.

T
IIIII H i
_i .

Figura 35: resultado de andlisis bioinformatico del efecto del polimorfismo exénico €.339G>A sobre los sitios ESE. 1:
ESE FINDER: 1.A) Sitios de union de las proteinas SR en la secuencia normal. 1.B) Sitios de unidn a las proteinas
SR en la secuencia mutada. 2) RESCUE ESE: 2.A) Sitios ESE presentes en la secuencia normal. 2.B) Sitios ESE
presentes en la secuencia mutada.

A ;

Figura 36: resultado de analisis bioinformatico del
efecto del polimorfismo exénico ¢.984G>A sobre los
sitios ESE. ESE FINDER: A) Sitios de unién de las
proteinas SR en la secuencia normal. B) Sitios de
union a las proteinas SR en la secuencia mutada.
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2.2.3. Variantes de significado desconocido:

Las variantes de significado desconocido identificadas en el gen MSH2 aparecen descritas en la
tabla 35. Hemos encontrado 6 mutaciones de cambio de sentido de las cuales tres aparecen descritas en
este trabajo por primera vez. Todas las mutaciones de significado desconocido estan distribuidas a lo largo
de la secuencia codificante del gen y se situan, preferentemente, en dos dominios importantes para la

proteina: el dominio de union al DNA y el dominio de dimerizacién.

Para la aproximacion teorica del significado de estas variantes, hemos seguido el mismo protocolo
de analisis que realizamos para las variantes de significado desconocido identificadas en el gen MLH1. En
primer lugar, un rastreo de las mutaciones sobre poblacién control en el que no identificamos ninguna de las

variantes en ninguno de los controles analizados.
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Tabla 35: variantes de significado desconocido identificadas en el gen MSH2. Aln silico: los programas utilizados aparecen descritos en el apartado Material y métodos. BCo-ocurrencia: presencia de dos mutaciones, una de ellas
patogénica, en un mismo individuo.

In silico

R . . . - Co- Conservacion entre | Programas de prediccion Progl_'a'lmas d?. Presencia en Referencia
Exén Cambio nucleétido Consecuencia Dominio . . L preduccion de sitios N P
ocurrencia especies de patogenicidad ESE poblacion control  bibliografica
Aparece en todas las Bameston y
. Dominio de secuencias Altera el sitio de union de col. 2008,
pH46Q L 0.138C>G p His46Glu union a DNA No analizadas excepto No tolerable SF/ASF y SRp55 0/100 Fearnhead y
en Bos taurus col.,2004;
Aparece en tqdas las Chen-
secuencias
Dominio de analizadas excepto altera el sitio de unién Shioyerman y
p.N127S 3 c.380A>G p. Asp127Ser o No No tolerable 0/100 col., 2003;
union a DNA en SC35 Levene v col
Schizosaccharomyce 200%’ N
s pombe ’
Dominio de Aparece en todas Altera el sitio de unién
p.E188Q 3 ¢.562G>C p.Glu188GIn L, No las secuencias Posiblemente daiiino 0/100 No descrito
union a DNA analizadas de SRp55
No aparece en
Dominio de Arabidopsis thaliana No altera ningun sitio
p.K249R 4 c.746A>G p.Lys249Arg unién a DNA No nien Tolerable ESE 0/100 No descrito
Schizosaccharomyce
s pombe
No aparece en
Dominio de Arabidopsis thaliana Altera el sitio de unin de
p.Q377R 7 ¢.1130A>G p.GIn377Arg interaccion con No nien Tolerable SF/ASF v SRp40 0/100 No descrito
MSH3/MSH6 Schizosaccharomyce yoRp
s pombe
Aparece en todas las
Dominio de secuencias
p.P616R 12 c.1847C>G p.Pro616Arg interaccion con No analizadas excepto No tolerable Altera el sitio de union 0/100 No descrito
MSH3/MSH6 en de SRp55
Schizosaccharomyce
s pombe
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En segundo lugar, realizamos un estudio de conservacion entre especies utilizando el programa

CLUSTALW. En todas las variantes, el aminoacido que aparece en la secuencia de la proteina normal se

repite en la mayoria de las secuencias aminoacidicas de las especies (Figura 37 y 38).

A)

C)

D)

E)

F)

(Schizosaccharomyces pombe)

(Arabidepsis thaliana)

(Mus musculus)

(Ratius norvegicus)

(Homao sapiens)

(Bos taurus)

[Homo sapiens]

[Bos taurus]

[Mus musculus]

[Rattus norvegicus]
[Arabidopsis thaliana]
[Schizosaccharomyces pombe]

B Homo sapiens]

Bos taurus]

[Mus musculus]

[Rattus norvegicus]
[Arabidopsis thaliana]
[Schizosaccharomyces pombe]

[Homo sapiens]

[Bos taurus]

[Mus musculus]

[Rattus norvegicus]
[Arabidopsis thaliana]
[Schizosaccharomyces pombe]

[Homo sapiens]

[Bos taurus]

[Mus musculus]

[Rattus norvegicus]
[Arabidopsis thaliana]
[Schizosaccharomyces pombe]

[Homo sapiens]

[Bos taurus]

[Mus musculus]

[Rattus norvegicus]
[Arabidopsis thaliana]
[Schizosaccharomyces pombe]

[Homo sapiens]

[Bos taurus]

[Mus musculus]

[Rattus norvegicus]
[Arabidopsis thaliana]
[Schizosaccharomyces pombe]

Figura 37: dendograma de la relacion entre las especies utilizadas par el

pombe.

o4
HGEDALLAAREVFKTQGVIKYMGPAGAKNLQSVVLSKMNFESFVKDLLLV
HREDALLAAREVFKTQGVVKYMGPAGAKTLESVVLSKMNFESFVKDLLLV
HGEDALLAAREVFKTQGVIKYMGPAGSKTLQSVVLSKMNFESFVKDLLLV
HGEDALLAAREVFKTQGVIKYMGPAGAKTLQTVVLSKMNFESFVKDLLLY
HGENSVFIAKTYYHTTTALRQLG-SGSNALSSVSISRNMFETIARDLLLE
IGEDASFVAQNAYHTTSVLKHHNVSNTSYCN---LSPSLFIKFAEDVLSN

127
RQYRVEVYKNRAGNKASKENDWYLAYKASPGNLSQFEDILFGN-------
RQYRVEVYKNRAGNKASKENDWYLAFKASPGNLSQFEDILFGN-------
RQYRVEVYKNKAGNKASKENEWYLAFKASPGNLSQFEDILFGN-------
RHYRVEVYKNKAGNKASKENDWYLAYKASPGNLSQFEDILFGN-------
RNDHTVELYEGSG------ SNWRLVKTGSPGNIGSFEDVLFAN-------
LAKRVEIWGANSAKTG-----FELLKQASPGNMQMLEDLLVSENYQESTA
188

EALLIQIGPKECVLP----------- GGE-TAGDMGKLRQIIQRGGILIT

EALLIQIGPKECVMP----------- GGE-TAGDMGKLRQVIQRGGILIT

EALLIQIGPKECVLP----------- GGE-TTGDMGKLRQVIQRGGILIT

EALLIQIGPKECILP----------- GGE-TAGDMGKLRQVIQRGGILIT

ESSLIALGAKECIFP----------- AESGKSNECKSLYDSLERCAVMIT

EALIVQVGAKECIISQSGHESTNGNSAVSINTAEINRLRNIIEGCGALVT
249

ERKKADFSTKDIYQDLNRLLKGKKGEQMNSAVLPEMENQVAVSSLSAVIK
ERKRADFSTKDIYQDLNRLLKGKKGEQVNSAVLPEMENQVAVSSLSAVIK
ERKRADFSTKDIYQDLNRLLKGKKGEQINSAALPEMENQVAVSSLSAVIK
ERKRIDFSTKDIYQDLNRLLKGRKGEQMNSAVLPEMENQVAVSSLSAVIK
ERKKHEFKGRDLDSDLKRLVKG----NIEPVRDLVSGFDLATPALGALLS
TIRSSEFSA;I;)VELELSKVLDS----PVTHALVPELGLQLAMASCNALLR

EDAELRQTLQ--EDLLRRFPDLNRLAKKFQRQAANLQDCYRLYQGINQLP
EDAELRQNLQ--EDLLRRFPDLNRLAKKFQRQAANLQDCYRLYQGINQLP
EDSELRQSLQ--EDLLRRFPDLNRLAKKFQRQAANLQDCYRLYQGINQLP
EDSELRRALQ--EDLLRRFPDLNRLAKKFQRQAANLQDCYRLYQGVKQLP
EEAGLRQDLR--QHLKR-ISDVERLLRSLERRRGGLQHIIKLYQSTIRLP
EDAEARQLLLDDDHLLRSIPDIPKLCRRLTRGSASLEDVVRIYQMAKALP
616
SNGAPVPYVRPAILEK----v-mrmmmmmeeiie e e
SDAAPVPYVRPVILEK-----cmmm e o
SNAAPVPYVRPVILEK---cree e
SNAAPVPYVRPVILEK-----cmmm e -
AASCPTPYCRPEITSS --rmmm e
STVAVIPYVRPNIVDSSIAQEKHGQSSNILDIVSLEDTPNFEEIRRTLEN

Figura 38: conservacion de las variantes de significado desconocido encontradas en el gen MSH2 entre diferentes especies.
A) Conservacion entre especies del aminoacido glicina en la posicion 64, B) Asparragina en la posicidn 127, C) Glutdmico en
la posicion 188, D) Lisina en la posicion 249, E) Ac. Glutamico en la posicion 377, F) Prolina en la posicién 616.

estudio de conservacion de secuencias. Homo sapiens, Bos taurus, Mus
musculus, Rattus novergicus, Arabidopsis thaliana y Saccharomyces
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Por Ultimo, el anlisis tedrico del procesamiento del RNA mensajero mediante ESE FINDER Y
RESCUE ESE vy el andlisis del efecto sobre la proteina mediante PolyPhen, SIFT y SNP3D aparecen

resumidos en las tablas 36 y 37:

Tabla 36: predicciones realizadas mediante los programas ESE FINDER y RESCUE ESE. Sombreados en gris y marcados
con la cruz aparecen las zonas en las que el polimorfismo analizado puede afectar a la maduracion del RNA mensajero. =
el programa no predice un cambio en ese sitio.

ESE FINDER
55S_U2 | BRANCHSITE | 3SS_U2 | SF2IASF | (IgSMF-zB/Qg;ﬂ ‘ SC35 | SRp40 ‘ SRps5 RE:SCEUE
H46Q = + + + = = = + =
N127S = = - = - . . -
E188Q = = + = = = = + +
K249R = = = = = = = =
Q377R = = = + = = + = +
P616R = = = = = = = + =

Todas las variantes de significado desconocido analizadas con los programas ESE FINDER y
RESCUE ESE muestran posibles alteraciones en el mecanismo de maduracién del RNA mensajero;

solo la mutacion p.K249R no parece tener efecto sobre los sitios ESE (figuras 39, 40, 41, 42 y 43) .

2_A
=

Figura 39: resultado del analisis bioinformatico de la variante de significado desconocido p.H46Q sobre los
sitios ESE. ESE FINDER: 1.A) sitios de union de las proteinas SR en la secuencia normal. 1.B) sitios de union
de las proteinas SR en la secuencia mutada. 2.A) Sitios canonicos de procesamiento presentes en la
secuencia normal. 2.B) Sitios candnicos de procesamiento presentes en la secuencia mutada.
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secuencia

Figura 42: resultado del analisis bioinformatico de la
variante de significado desconocido p.Q377R sobre los
sitios ESE. ESE FINDER: 1.A) sitios de union de las
proteinas SR en la secuencia normal. 1.B) sitios de
union de las proteinas SR en la secuencia mutada. 2.A)
Sitios candnicos de procesamiento presentes en la
normal. 2.B) Sitos canénicos de
procesamiento presentes en la secuencia mutada.

Resultados

Figura 40: resultado del analisis bicinformatico de la variante de
significado desconocido p.N127S sobre los sitios ESE. ESE FINDER:A)
sitios de union de las proteinas SR en la secuencia normal. B) sitios de
unién de las proteinas SR en la secuencia mutada.

p-E188Q

Figura 41: resultado del analisis
bioinformatico de la variante de significado
desconocido p.E188Q sobre los sitios ESE.
ESE FINDER: 1.A) sitios de union de las
proteinas SR en la secuencia normal. 1.B)
sitios de union de las proteinas SR en la
secuencia mutada. 2.A) Sitios canénicos
de procesamiento presentes en la
secuencia normal. 2.B) Sitios canénicos de
procesamiento presentes en la secuencia
mutada. 3) RESCUE ESE: A) sitios ESE
presentes en la secuencia normal. B)
Sitios ESE presentes en la secuencia
mutada.

p.Q377R
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Figura 43: resultado del analisis bioinformatico de la variante de
significado desconocido p.P616R sobre los sitios ESE. ESE
FINDER: 1.A) sitios de unién de las proteinas SR en la secuencia
normal. 1.B) sitios de union de las proteinas SR en la secuencia
mutada. 2.A) Sitios canénicos de procesamiento presentes en la
secuencia normal. 2.B) Sitios candnicos de procesamiento
presentes en la secuencia mutada.

Tabla 37: patogenicidad tedrica obtenida a través de diversos programas informaticos. * Los valores calculados por cada uno de
los programas. Cada programa utiliza un algoritmo diferente y sitGia un valor umbral diferente.

POLYPHEN Valores* SIFT Valores* SNP3D Valores*
p.H46Q Probablemente dafiino 3.003 Tolerable 0.33 No tolerable -142
p.N127S Probablemente dafiino 2.303 Tolerable 0.64 No tolerable -0.05
p.E188Q Posiblemente dafiino 1.893 Tolerable 0.48 Tolerable 0.64
p.K249R Benigno 0.498 Tolerable 0.46 No tolerable -0.39
p.Q377R Benigno 0.233 Tolerable 0.23 Tolerable 2.36
p.P616R Posiblemente dafiino 1.565 Tolerable 0.44 Tolerable 0.98

Las mutaciones p.H46Q, y p.N127S muestran una posible patogenicidad valorada

por dos

programas de prediccién. En el caso de las variantes p.E188Q y p.P616R unicamente el programa PolyPhen

las valora como posiblemente dafiinas para la proteina. La mutacion p.K249R es valorada como no tolerable

por la proteina por el programa SNP3D. Los tres programas son unanimes a la hora de valorar como

tolerable a la mutacién p.Q377R.
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2.3. Estudio del gen MSH6:

Hemos analizado el gen MSH6 en 35 probandos que cumplian criterios de Amsterdam o Bethesda
sin mutacién patogénica en MLH1 y MSH2 y aquellos individuos con cancer de endometrio o familias con

agregaciones de tumores asociados al sindrome de Lynch.
2.3.1. Mutaciones patogénicas:

De las 16 alteraciones identificadas en la secuencia del gen descritas en nuestro trabajo sélo una
se considera patogénica. Para la nomenclatura de las mutaciones hemos utilizado la secuencia de
referencia NM_000179.2.

La insercion c.1458_1459dupT aparece en un probando con cancer de endometrio y cancer de
pancreas a los 66 afios. Carecemos de informacion sobre los antecedentes familiares. La mutacion se
produce en el exon 4 del gen'y provoca un codon de parada prematuro en el triplete 486 (figura 44). Esta
mutacién no aparece en la bibliografia consultada y se describe en este trabajo por primera vez; de modo

que, debido al codon prematuro de parada que produce, consideramos esta mutacion patogénica.

(= A ©C T N [ A C M © A A A T ]

/\/\/\/\/\/\/\/\/\N\f\//\wﬁ//\/\f\mﬂ M/\//\ﬁm

Figura 44: secuencia correspondiente a la mutacion identificada en el exon 4 del gen MSH6.

2.3.2. Polimorfismos:

El resto de las mutaciones descritas en el gen MSH6 son consideradas polimorfismos y entre ellas
se incluyen cambios intronicos sin repercusion aparente en la maduracion del RNA mensajero (tabla 38).
Entre los cambios identificados, también, encontramos varias mutaciones silenciosas (p.Arg62Arg,
p.Pro92Pro, p.Asp180Asp, p.Tyr214Tyr) ampliamente descritas en la bibliografia y que aparecen con
frecuencia en los probandos analizados. Igualmente, la mutacion encontrada en nuestro estudio, p.Gly39Glu;
aparece ampliamente descrita y es considerada polimorfismo (Campbell y col., 2008; Smith y col., 2008;

Pérez-Carbonero y col. 2009).
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Tabla 38: relacién de mutaciones encontradas en MSH6. *Probandos en los cuales hemos encontrado la variante.

. i Posicion Cambio de  Efecto sobre la .- . Frecuencia de
MSHé Exén/lntrén mutacion* base proteina Bibliografia aparicion*

Campbell y col., 2008;
Smith y col., 2008;
Pérez-Carbonero y col.
2009
Hedge y col., 2005;
Charames y col., 2000;
c.186G>A 1 c.186 G>A p.Arg62Arg | Peterlongo y col., 2003; 13
Perez-Carbonero y col.
2009
Zidan y col., 2007;
Song y col., 2006;
Verma y col., 1999;
C276A>G 2 c.276 A>G | p.Pro92Pro C,_:gg;“‘;iglc%ogogg 3
Abajo y col., 2005;
Pérez-Carbonero y
col., 2009

Woods y col., 2005;

, Kolodner y col., 1999;
IVS1+22C>G Intrén 1 €.260+22 C>G / Plaschike y col., 2000; 7

Peterlongo y col., 2003

c.116G>A 1 c.116 G>A p.Gly39Glu

Plaschke y col.; 2000;
Peterlongo y col., 2003;

Wijnen y col., 1999;
Plaschke y col., 2000;
¢.540T>C 3 c.540 T>C p.Asp180Asp | Kolodnery col., 1999; 9

Pérez-Carbonero y

col., 2009
Plaschke y col., 2000;
Kolodner y col., 1999;
IVS7+35InsATCT Intrén 7 €.3646+35 insATCT / Peterlongo y col., 2003; 1
Lucci-Cordisco y col.,

2001

IVS2+52T>A Intron 2 c.457+52 T>A /

IVS6-16delT Intrén 6 ¢.3557-16 delT / NO DESCRITO 1

. . Peterlongo y col., 2003;
IVS9+15insACTA Intrén 9 c.4001+15 | dupACTA / Nilberty col., 2008 1

Kolodner y col., 1999;
Verma y col., 1999

Hendricks y col., 2003;
Plaschke y col., 2000;
.642C>T 4 c.642 C>T p.Tyr214Tyr Wijnen y col., 1999; 5
Kolodner y col., 1999;
Vahteristo y col., 2005

Kolodner y col., 1999;
Vermayy col., 1999;
IVS3-56C>T Intrén 3 €.628-56 C>T / Charames et al. 2000; 1
Plaschke et al. 2000;
Vahteristo et al. 2005

IVS8+54C>G Intron 8 ¢.3801+54 C>G /

Vahteristo et al. 2005;

IVS7+32delCTAT Intron 7 €.3646+32 delCTAT / Pérez-Carbonero y col. 6
2009
VS5+14AST Intrén 5 C3436+14 | AST / Plaschie et al. 2000; 2

Kolodner y col., 1999
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Sobre los polimorfismos exénicos encontrados en el gen MSH6, también realizamos un estudio con
el programa ESE FINDER con el fin de predecir una posible alteracion del procesamiento del mRNA (tabla
39). En ella se puede observar que los polimorfismos ¢.276A>G y ¢.540T>C presentan valores significativos
en diferentes proteinas SR y el programa RESCUE ESE corrobora esos resultados. EI programa ESE
FINDER muestra que el polimorfismo c.186G>A parece afectar a una de las zonas consenso del

procesamiento del RNA mensajero.

Tabla 39: predicciones realizadas mediante ESE FINDER y RESCUE ESE. Sombreados en gris y marcados con la cruz
aparecen las zonas en las que el polimorfismo analizado puede afectar a la maduracion del RNA mensajero. = el programa no
predice alteracion.

ESE FINDER
SF2/ASF
MSH6 | 5ss_U2 BRSAI\{"EC H'| 3ss u2 | SFAsF |  (igM- | SC35 | SRp40 | SRpsS REESSCEUE

BRCA1)
c.116G>A = = = = = = = = =
c.186G>A = = + = = = = = =
¢.276A>G = = = + = + + = +
¢.540T>C = = = + + = = = +
c.642C>T = = = = = = = = =

Los resultados indican que las mutaciones ¢.116G>A y ¢.642C>T no presentan alteraciones en los
sitios ESE. Segun la valoracion del programa ESE FINDER, la mutacién ¢.186G>A afecta a la secuencia
ESE localizada en el extremo 3" del exdn; pero el programa RESCUE ESE no predice la alteracién de sitios

ESE para esta mutacion.

ESE FINDER y RESCUE ESE predicen la alteracién de los sitios ESE en presencia de los cambios
c.276A>G y ¢.540T>C. La mutacion ¢.276A>G afecta a los sitios de union de varias proteinas SF2/ASF,
SC35 y SRp40. El programa RESCUE ESE valora la presencia de dos sitios ESE (5'’AGGAGA3" y
5'GGAGAT3’) en la secuencia normal y, cuando presenta el cambio, la secuencia pierde un sitio ESE
(5’AGGAGA3’) (figura 45). La mutacion ¢.540T>C afecta a uno de los sitios de unién de la proteina
SF2/ASF. RESCUE ESE predice cuatro sitios ESE en la secuencia normal. Cuando en la posicién 450 se

produce el cambio de timina por citosina, los cuatro sitios ESE se pierden y crea tres nuevos (figura 46).
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1)

Resul

Figura 45: resultado de analisis
bioinformatico del efecto del polimorfismo
exonico ¢.276A>C sobre los sitios ESE. 1:
ESE FINDER: 1.A) Sitios de unién de las
proteinas SR en la secuencia normal. 1.B)
Sitios de union a las proteinas SR en la
secuencia mutada. 2) RESCUE ESE: 2.A)
Sitios ESE presentes en la secuencia normal.
2.B) Sitios ESE presentes en la secuencia
mutada. 3) Leyenda de la grafica ESE
FINDER.

Figura 46: resultado de analisis bioinfomatico
del efecto del polimorfismo exoénico ¢.540T>C
sobre los sitios ESE. 1: ESE FINDER: 1.A) Sitios
de unién de las proteinas SR en la secuencia
normal. 1.B) Sitios de unién a las proteinas SR
en la secuencia mutada. 2) RESCUE ESE: 2.A)
Sitios ESE presentes en la secuencia normal.
2.B) Sitios ESE presentes en la secuencia
mutada. 3) Leyenda de la grafica ESE FINDER.
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3. Grandes reordenamientos genomicos en los genes MLH1, MSH2 y MSH®6:

Se ha observado que los grandes reordenamientos gendmicos suponen una proporcién importante
del espectro de mutaciones encontrado en los genes del sistema de reparacion (Castellvi-Bel y col., 2005).
En este trabajo hemos realizado el analisis de grandes reordenamientos gendmicos en los genes MLH1 y
MSH2 en 75 familias que cumplian los criterios clinicos de Amsterdam y Bethesda, en las cuales no
detectamos ninguna mutacién patogénica puntual. EI DNA gendmico del probando de cada familia fue

analizado por triplicado mediante la técnica de MLPA.

Ademas de los genes MLH1 y MSH2, en el gen MSH6 también se presentan mutaciones
germinales que son la causa del sindrome de Lynch y, aunque el porcentaje de reordenamientos gendmicos
en este gen es menor que en los anteriores, se han descrito hasta un 8% (Castellvi-Bell y col, 2005). En
consecuencia, en 14 probandos cuyas familias cumplian los criterios mas estrictos y en los cuales no

habiamos encontrado mutacién germinal puntual realizamos un analisis por MLPA del gen MSH6.

En los pacientes analizados hemos identificado cuatro alteraciones diferentes (tablas 40 y 41). El
probando de la familia 84, con claros criterios de Amsterdam, presenta en la prueba realizada de MLPA un
electroferograma con una pérdida de mas del 30% del area de los picos de amplificacion de todos los
exones correspondientes al gen MLH1, lo que puede ser interpretado como una delecion completa del gen
en heterocigosis (tabla 40). En la familia 67, el probando muestra un electroferograma en el que la
disminucion de mas del 30% del area se produce en los picos que se corresponden con los exones 4,5y 6
del gen MLH1 (tabla 40).

Tabla 40: grandes reordenamientos identificados en los genes MLH1 y MSH2.

Mutacion Pérdida Efecto Referencia Probandos

ID Familia Gen

bibliografica
Staafy col.,
- 2008; van der
FAM84 | MLH1 | c(1-7) (2272+7)del | EXonesdelt | Perdidadela | o\ o) 9005 1
al19 proteina -
di Fiore y col.
2004
La proteina pierde -
FAMGT | MLH1 | c(307-2) (sa5s2)del | XS 914 | pario go s dominio | & Fiorey ol 1
ATPasa.
Extremo 5"y Pérdida del promotor Aparece
FAM 184 MSH2 c.(?_-68)_211+?del | exon 1 del gen el exén 1 del gen recogido en base 1
MSH2 y 9N | e datos LOVD
La pérdida del exén .
produce un codén Guille y col.,
FAM 187 MSH2 €.943-?_1076+?del Exon 6 de parada 2002; Overbeek 1
prematuro. y col., 2007
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Tabla 41: Caracteristicas de las familias portadoras de mutacion en MSH2. AAP: Antecedentes familiares. BAF: Antecedentes familiares.
Ca: cancer. C1: existencia de 3 familiares con cancer colorrectal, C2: existencia de 3 familiares con tumores asociados* al CCHNP, C3:
un cancer colorrectal en un paciente menor de 50 afios, C4: dos casos de cancer colorrectal sincronico o metacrénico, o de otros
tumores asociados al cancer colorrectal, C5: un caso de cancer colorrectal y un familiar de primer grado con tumor asociado al CCHNP,
uno de ellos antes de los 50 afios, C6: un cancer de endometrio antes de los 45 afios, C7: un cancer de colon derecho, con formas
histolégicas poco diferenciadas (solido/cribiforme), antes de los 45 afios, C8: pacientes con adenomas colorrectales antes de los 45
afios. AMST: Criterios de Amsterdam. BETH: Bethesda.

D Criterio de la

Mutacion APA .F. Junta de

Criterio

Familia - . Internacional
Castillay Leon

Hermano: ca. colon 52 afios;
Madre: ca. colon 52 afios; tio
MLHY | c(1-7)_(2272+7)del | FAM4 | CAcolon | matca.colon metacronico 0 | ¢y g AMIST
57afios | afios; tio mat: ca.colon 50 afios y
80 afios; abuelo mat: ca. colon
50 afios.
Ca.Colon . ) '
. ’7.
MLH1 | c.(307-7) (545+2)del | FAM67 | ddariosy | APveleMat ca. intestino?: Tio c4 BETH
- Mat: ca.colon?
47afios.
Ca. Tres casos de ca. urotelial. 2
MSH2 | c.(?_-68)_211+?del | FAM 184 | urotelial | generaciones, Familiar 2° grado C2 BETH
54 afios. ca. endometrio
C. colon Madre: Ca. Colon 70 afios;
MLH2 | c.943-?_1076+?del | FAM 187 4é - Abuela mat: Ca. Colon; Tios mat: C1yC3 AMST
afios. "
Ca. Colon y Ca. Gastrico.

La técnica de MLPA es un procedimiento con bajas tasas de reproducibilidad y, por lo tanto, ha de
ser comprobado con otras metodologias. En este trabajo hemos utilizado la técnica de PCR cuantitativa a
tiempo real para confirmar las posibles alteraciones observadas a través de la técnica de MLPA. De este
modo, con el MLPA podemos realizar un rastreo de los posibles reordenamientos gendémicos en ambos
genes por una técnica rapida que nos permite analizar ambos genes a la vez y por completo y, una vez

detectada una alteracion, confirmarla mas especificamente con otras técnicas (tabla 42).

Tabla 42: resumen de grandes reordenamientos gendmicos identificados. Se especifica el tipo de técnica utilizada como
método de confirmacion.

N° . - . ] -l
Gen Tipo alteracion Consecuencia Confirmacion

alteraciones

Pérdida completa de la secuencia del

c.(1-7)_(2272+?)del PCR cuantitativa AMST
MLRT 2 o PCR titati
¢.(307-2)_(545+7)del Pérdida de los exones 4 al 6 F‘;‘ﬁgé; vay BETH
MSH2 1 ¢.(2_-68) 211+7del Pérdida de la region E)romotora delgeny IKits de MLPA BETH
elexon 1 independientes
MSH6 0 - - - -

Asi, para confirmar la pérdida del gen completo MLH1 en el paciente, disefiamos un experimento de
PCR cuantitativa comparativa a tiempo real. En él, amplificamos el fragmento que coincide con el exén 17
del gen tanto en el DNA del paciente como en el DNA del control. Como control interno de la correcta

amplificacion en ambas muestras amplificamos, en paralelo, el fragmento correspondiente al exén 7 del gen
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p53. Los resultados de esta técnica confirmaron la pérdida del 50% del gen MLH1 en el paciente frente a la

amplificacion en el control (figura 47).
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Figura 47: delecion del gen MLH1. 1) resultado del 08
MLPA del probando de la familia 84. El eje X indica
el fragmento amplificado. El eje Y muestra los oz
valores normalizados del area de cada pico con 08
respecto al area relativa. Los valores por debajo de
0.6 y por encima de 1.6 son considerados como 05
alterados. A) Electroferograma normalizado del
probando. B) Electroferograma normalizado de un 04
control. 2) Confirmacién mediante PCR cuantitativa 03
de la pérdida del exén 17 de MLH1. La g'rafica |
muestra los niveles de amplificacion del control y del 02
paciente. Se observa una reduccién de,
aproximadamente, el 50% de la amplificacién en la 0.1
muestra problema. o
! . E
8 MLH1 £
& Exén 17 3

Para confirmar el la pérdida heterocigota de los exones 4 al 6 del gen MLH1, realizamos la misma
técnica de PCR cuantitativa. En este caso, utilizamos cebadores disefiados para amplificar el exén 4 y el
exon 6 de manera independiente. El gen control que utilizamos fue el exon 1 del gen LEMD3. En ambas
amplificaciones observamos que habia una reduccion del 50% de la intensidad de fluorescencia la reaccién

de amplificacion del DNA del paciente con respecto al DNA control (figura 48).
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Figura 48: delecion de los exones 4 al 6
del gen MLH1. A) Electroferograma
normalizado del paciente. B)
Electroferograma normalizado del control.
Comparando ambos se puede observar la
disminucion del é&rea de las barras
correspondientes a los exones 4, 5y 6 en
el paciente. C) Confirmacion mediante
PCR cuantitativa: la grafica muestra los
niveles de expresion del paciente y el
control en dos exones amplificados de
manera independiente.
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Sobre el cDNA, sintetizado a partir de una muestra de RNA del paciente, realizamos una RT-PCR

que, de manera complementaria, nos permitiera confirmar la presencia de la alteracion en el RNA. Con
cebadores sentido y antisentido estudiamos un fragmento de amplificacion de aproximadamente 700 pares
de bases que incluye desde el exdn 1 hasta el exon 7 de MLH1 (figura 49). En la muestra de cDNA del
probando obtuvimos dos productos de amplificacion uno de 700 pares de bases y otro de aproximadamente
400 pares de bases. La secuenciacion de ambos amplicones confirmé que la banda de mayor tamafio se

correspondia con la secuencia normal del gen, mientras que la de pequefio tamafio perdia los exones 4, 5y
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Figura 49: A) RT-PCR para confirmar la pérdida
de los exones 4, 5y 6 en el RNA del paciente. 1:
paciente, 2: control, 3: control negativo, M:
marcador de peso molecular. En el paciente se
observa la presencia de los productos de
amplificacion: el de mayor tamafio se
corresponde con el alelo normal y el de menor
tamafio es el fragmento sin los exones 4,5y 6. B)
Esquema de los exones que se pierden.

Resultados

1 2 3 4 5.6 7

Alelo normal

MLH1 delecion exones 4 al 6 || p 3 7

En el probando de la familia 184, utilizando el kit disefiado para el gen MSH6 identificamos la

pérdida de parte de la zona promotora y el exén 1 del gen MSH2 (figura 50). El probando pertenece a una

familia con una amplia agregacion de tumores uroteliales, que se incluyen dentro de los tumores asociados

al sindrome de Lynch y la presencia de un familiar de segundo grado con tumor de endometrio (tabla 40) .
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Figura 50: 1) electroferograma normalizado resultado del kit Salsa MLPA p072. A:
electroferograma del paciente de la familia 197. B: electroferograma de un control sano. 2)
electroferograma normalizado resultado de Kit Salsa MLPA p003 (para el analisis de MLH1
y MSH2. A) electroferograma del pacente 197. B) electroferograma de un control sano.
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El resultado del MLPA del probando de la familia 187 muestra la reduccion del area
correspondiente a la amplificacion del exon 6 de MSH2 (figura 51). Esta familia cumple los
criterios de Amsterdam: el probando esta afectado con cancer de colon a los 48 afios y familiares
directos también presentan cancer de colon.
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Figura 51: 1electroferograma normalizado resultado de Kit Salsa MLPA p003 (para el analisis de MLH1 y MSH2.
A) electroferograma del pacente 187. B) electroferograma de un control sano.
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4. Analisis del gen MLH1 en probandos con inmunohistoguimica negativa

para MLH1

Desde el afio 2008, en el Departamento de Anatomia Patolégica del Hospital Clinico Universitario,
se establecié el analisis de la presencia de proteina MLH1, MSH2 y MSH6 en tumores de colon vy recto
mediante inmunohistoquimica. Doce individuos con cancer de colon que acudieron a la consulta de Consejo
Genético mostraban la pérdida de la proteina MLH1 en el tejido tumoral y de estos doce pacientes

contdbamos con muestra de sangre y de tumor en nuestro laboratorio.

El andlisis del estado de los microsatélites de doce pacientes mostro una alta inestabilidad (figura
52). Sobre la muestra de sangre de estos doce pacientes realizamos la bisqueda de mutaciones puntuales
del gen MLH1 mediante amplificacién por PCR, andlisis por CSGE y secuenciacién de los patrones
alterados en el gen MLH1 con el fin de descartar una posible mutacion patogénica que impidiera la
expresion del gen. Ninguno presentaba mutacion patogénica alguna y si, en la mitad de ellos, aparecia el

polimorfismo frecuente p.1219V (tabla 43).

Tabla 43: resumen de las técnicas y resultados obtenidos durante el andlisis de 12 probandos con analisis de
inmunohistoquimica. AA.P.: antecedentes personales. B A.F.; antecedentes familiares.

Estudio molecular Analisis Inestabilidad

ID probando IHQ MLH1 microsatélites
HQ1 | CaColon7ga, | ©20re: Estomago iy y () p1219V Alta
IHQ2 Ca.Colon 72a. | Sin antecedentes | MLH1(-) p.1219V Alta
HQ3 Ca. Colon 74a. Madre: Ca. Colon MLH1 (-) Normal Alta
HQ4 Ca. Colon 64a. Sin antecedentes MLH1 (-) Normal Alta
IHQ5 Ca. Colon 80a. Sin antecedentes MLH1 (-) Normal Alta
HQ6 | Ca.Colon79a. | I Qclusion g p1219V Alta
HQ7 Ca. Colon 80a. Sin antecedentes MLH1 (-) Normal Alta
HQ8 Ca.Colon 71a. | Sin antecedentes MLH1 (-) p.1219V Alta
IHQ9 Ca. Colon 73a. | Hijo: Ca. Colon45a. | MLH1 (-) Normal Alta
IHQ10 Ca. Colon 69a. | Sin antecedentes | MLH1(-) p.1219V Alta

Padre: ca. Recto;
Herman: ca. Tiroides.
Ca. Prostata + | Padre: Ca. Prostata

colon 67a. 81

HQ11 Neo colon 78a. MLH1 (-) Normal Alta

IHQ12 MLH1 (-) p.l219v Alta
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Figura 52: electroferograma que representa dos marcadores utilizados comtnmente para el analisis de la inestabilidad de microsatélite en
un paciente: Bat25 y Bat26. En la comparacion de la muestra de sangre frente al tejido tumoral se observan cambios en los patrones de
amplificacion.

6. Genotipado de polimorfismos en el gen MLH1

El polimorfismo de MLH1 ¢.-93G>A (rs1800734) esta localizado en la regién promotora del gen, en
una zona del promotor que sirve como lugar de unién de factores de transcripcién (Mei y col. 2010). Este
polimorfismo ha sido asociado con diversos tipos de cancer como el de pulmén, el de mama, el cancer de
colon o de endometrio (Mei y col, 2010). Se llevd a cabo el analisis de la distribucidén del genotipo del
polimorfismo ¢.-93A>G en poblacion con sospecha de sindrome de Lynch, poblacién con cancer de colon y

poblacién control. Hemos utilizado un total de 451 individuos distribuidos en los siguientes grupos (tabla 44).

Tabla 44: resumen de los probandos utilizados en el analisis de la distribucion del polimorfismo rs1800734. n: n® de muestra.
Caracteristicas

. Individuos incluidos en Programa de Consejo Genético. En este grupo se
Sindrome de Lynch | 121 . o
engloban pacientes que cumplen criterios de Amsterdam, Bethesda
Cancer de colon 145 Individuos mayores de 60 afios con cancer de colon y sin agregacion de
esporadico tumores en la familia.
Poblacién control | 147 Individuos sanos y mayores de 60 afios.

En el estudio caso control del polimorfismo rs1800734 de MLH1 el alelo A tiene una baja presencia
en la poblacién de cancer de colon asociado con sindrome de Lynch. La comparacion de la presencia de
este alelo entre las poblaciones control y cancer de colon esporadico no muestran diferencias significativas
(p=0.563, OR (GG): 0.874-1.281; OR (AG,AA): 0.726-1.191). Sin embargo, la comparacion de la poblacién
de sindrome de Lynch con las poblaciones de controles y esporadicos, muestra diferencias significativas (p
(Controles vs. Lynch)=0.040, OR (GG): 0.826-0.990, OR (AG + AA): 1.008-1.960; p (Esporadicos vs.
Lynch)=0.010, OR (GG): 0.659-0.940; OR (AG+AA): 1.086-2.026) (tabla 45 y figura 53).
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Tabla 45: distribucién de los genotipos del polimorfismo en MLH1 c.-93A>G.

Estudio SNP (rs 1800734) Distribucion de genotipos Agrupacion de genotipos
Grupos GG (%) AG (%) AA(%)| HWE GG (%)  AG, AA (%) | Total
Controles 85 (57.8) 57(38.8) 5(34) | 1.2 85 (57.8) 62 (42.2) | 147
Esporadicos 100 (54.6)  70(38.3) (7131) 1.05 | 100(54.6) 83(454) | 183
Lynch 84 (69.4) 32(26.4) 5(4.1) | 1.001 | 84 (69.4) 37(30.6) | 121
100+

80+

60 O Control

401 B Esporadicos

OLynch

20

GG AGYAA

Figura 53: representacion grafica de la distribucion de
genotipos del SNP rs 1800734.

5. Estudio de microRNAs en los genes MLH1, MSH2 y MSH6:

Los microRNA son pequefias secuencias de RNA no codificante que participan en la regulacién
post-transcripcional de muchos genes humanos vy, entre ellos, aquellos genes de control del desarrollo, la
diferenciacién celular y la apoptosis. La actividad de los microRNAs se realiza a través de procesos
complejos que implican la union de las pequefias moléculas de RNA a la secuencia 3'UTR del gen por
complementariedad. La existencia de alteraciones en la secuencia del microRNA o de la secuencia 3'UTR
del gen, bien sea por mutaciones puntuales o la pérdida total de la secuencia, puede provocar el
desequilibrio en la regulacién de los transcritos del gen y ser causante de enfermedad (Liu y col. 2010; Valeri
y col. 2010).

En esta parte del trabajo hemos realizado una primera aproximacion hacia el conocimiento de la
importancia de los microRNA en el desarrollo del Sindrome del Lynch. En primer lugar, utilizando las bases
de datos sobre microRNA disponibles en internet, hemos identificado aquellos RNA de pequefio tamafio que
tienen la capacidad de unirse complementariamente a diferentes regiones del extremo 3'UTR de MLH1,
MSH2 y MSH6. Posteriormente, describimos la relacion de polimorfismos localizados en los extremos 3'UTR
de estos 3 genes y la posibilidad de que, en esa zona, se uniera un microRNA. Por Ultimo, hemos analizado
la existencia de polimorfismos en los genes de los microRNAs con capacidad de union a los genes de

estudio.
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Los resultados obtenidos muestran que existen varios microRNAs con capacidad para unirse al
extremo 3'UTR de los genes reparadores estudiados. Los microRNAs identificados pertenecen a varias

familias y se codifican en diferentes cromosomas (tablas 46, 47 y 48).

Tabla 46: resumen de miRNAs con capacidad de unién al extremo 3'UTR de los genes MLH1. Las zonas coloreadas se

corresponden con la secuencia complementaria que permite a union.

. o Secuencia 5°- 3" Extremo 3'UTR de L

miRNA Secuencia 3-5" miRNA MLH1 Posicién cromosoma
hsa-miR-148b UGUUUCAAGACACUACGUGACU | AUAUGGUUAUUUA U 12: 54731000-54731098
hsa-miR-148a UGUUUCAAGACAUCACGUGACU | AUAUGGUUAUUUA U 7: 25989539-25989606
hsa-miR-152 GGUUCAAGACAGUACGUGACU AUAUGGUUAUUUA U 17: 46114527-46114613 [-]
hsa-miR-188-3p | ACGUUUGGGACGUACACCUC UGGUUAUUUAUGCA U X: 49768109-49768194 [+]
hsa-miR-568 CACACAUAUGUAA--AUAUGUA CAAAGUGUGA 3: 114035322-114035416 [-]
hsa-miR-302b GAUGAUUUGUACCUUCGUGAAU | AACAUAAGUGUUGGU A 4: 113569641-113569713 [-]
hsa-miR-372 UGCGAGUUUACAGCGUCGUGAAA | AACAUAAGUGUUGGU A 19: 54291144-54291210 [+]
hsa-miR-302d UGUGAGUUUGUACCUUCGUGAAU | AACAUAAGUGUUGGU A 4:113569160-113569227 [-]
hsa-miR-520a-3p | UGUCAGGUUCCCUUCGUGAAA AACAUAAGUGUUGGU A 19: 54194135-54194219 [+]
hsa-miR-302¢ GGUGACUUUGUACCUUCGUGAAU | AACAUAAGUGUUGGU A 4:113569519-113569586 [-]
hsa-miR-520b GGGAGAUUUUCCUUCGUGAAA AACAUAAGUGUUGGU A 19: 54204481-54204541 [+]
hsa-miR-520¢c-3p | UGGGAGAUUUUCCUUCGUGAAA | AACAUAAGUGUUGGU A 19: 54210707-54210793 [+]
hsa-miR-361-5p | CAUGGGGACCUCUAAGACUAUU | GACUUAUACUUGCU G X: 85158641-85158712 [-]
hsa-miR-340 UUAGUCAGAGUAACGAAAUAUU | CUUCUGAUAGUAUUC c 5: 179442303-179442397 [-]
hsa-miR-568 CACACAUAUGUAAAUAUGUA UCUGAUA uccu c 3: 114035322-114035416 [-]
hsa-miR-374a GUGAAUAGUCCAACA--UAAUAUU | AUACACAGUGGAUUG AA X: 73507121-73507192 [-]
hsa-miR-208b UGUUUGGAAAACAAGCAGAAUA | UAAAUAAAUAGAUGU AC 14: 23887196-23887272 [-]

Tabla 47: resumen de miRNAs con capacidad de unién al extremo 3'UTR de los genes MSH2. Las zonas coloreadas se

corresponden con la secuencia complementaria que permite a union.

miRNA Secuencia 3-5" miRNA Secuencia 5 %sEﬁgemo JUTR de Posiciéon Cromosoma
hsa-mir-21 AGUUGUAGUCAGACUAUUCGAU AUGAAGGUAAUAU A 17:57918627-57918698 [+]
hsa-miR-9
hsa-miR-590-5p | GACGUGAAAAUACUUAUUCGAG AUGAAGGUAAUAUUG A 7: 73605528-73605624 [+]
hsa-miR-889 uguuaccAACAGGCUAUAAUU UUUUAUA uuu 14:101514238-101514316 [+]
hsa-miR-559 AAAACCACGUAUAAAUGAAAU CAAAGALU (\] G 2: 47604814-47604909 [+]
hsa-miR-548b-5p | ccgguuUUGGUGU-UAAUGAAAa auauuuAGUAAUAUU g 6: 119390212-119390308 [-]
hsa-miR-548¢-3p | cguuuucauuaacUCUAAAAAc aggacauuuucaa a 12: 65016289-65016385 [+
hsa-miR-30c-2 ;"Cﬁ‘i\%‘i‘m“ """ uccu- i CUCUAACUGACGAC 6: 72086663-72086734 []
hsa-miR-30c-1 ;"Cﬁ‘i\%‘i‘m“ """ uccu- i CUCUAACUGACGAC 1: 41222956-41223044 [+]
hsa-miR-30a gaAGGUCAGCUCCU-ACAAAUGuU gcUGUAACU c GCa 6: 72113254-72113324 [-]
hsa-miR-30b ucgACUCACAUCCU-ACAAAUGU cugJAAC c GCa 8: 135812763-135812850 [-]
hsa-miR-212 cCGGCACUGACCUCUGACAAu AGCUGUA AG U 17:1953565-1953674 [-]
hsa-miR-132 gcUGGUACCGACAUCUGACAAu gaGCUGUAA AG u 17:1953202-1953302 [-]
hsa-miR-935 c~gccaUCGCCUUCGCCAUUGACe U-GAAALAUGAG U A 19: 54485561-54485651 [+]
hsa-miR-499-3p | ucGUGUCUG-AACGA--CACUACAa | gaCAUAGGCAAUAALAA g 20: 33578179-33578300 [+]
hsa-miR-135a-1 agUGUAUCC-UUAUUUUUCGGUAu ug C u UGAUg 3: 52328235-52328324 [-]
hsa-miR-135a-2 | agUGUAUCC-UUAUUUUUCGGUAu ug c u UGAUg 12: 97957590-97957689 [+]
hsa-miR-592 uguaguAGCGUUAACUGUGUU GACUGUUU UAG 7: 126698142-126698238 [-]
hsa-miR-545 cgugUGUUAUUUAC-AAACGACu ggcaiU GUGA a X: 73506939-73507044 [-]
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Tabla 48: resumen de miRNAs con capacidad de union al extremo 3'UTR de los genes MSHB. Las zonas coloreadas se corresponden

con la secuencia complementaria que permite a union.

Resul

miRNA Secuencia 3'-5" miRNA Secuencia 5™- 3" Extremo 3'UTR MSH6 Posicion Cromosoma
hsa-miR-409-3p UCCCCAAGUGGCUCGUUGUAAG GGUGGUAAAUUCAGA---CAACAUUA 14:101531637-101531715 [+]
hsa-miR-561 UGAAGUUCCUAGAA--UUUGAAAC ACAUUAUGAUCUAAUAAACUUUA 2:189162219-189162315 [+]
hsa-miR-142-5p UCAUCACGAAAGAUGAAAUAC AUUAUGAUCUAAUAAACUUUAUU 17: 56408593-56408679 [-]
hsa-miR-330-3p AGAGACGUCCGGCACACGAAACG CUGACUACAUUGGAAGCUUUGAG 19: 46142252-46142345 [-]
hsa-miR-888 ACUGACUGUCGAAAAACUCAU GACUACAUUGGAAGCUUUGAGUU X: 145076302-145076378 [-]
hsa-miR-1231 CGUCGACAGGCGGGUCUGUG CAAAGGUGGUAAAUUCAGACAAC 1:201777739-201777830 [+]
hsa-miR-632 AGGGUGUCCUUCGUCUGUG CAAAGGUGGUAAAUUCAGACAAC 17: 30677128-30677221 [+]

dos

A pesar de la variabilidad de los miRNAs identificados y de la variabilidad de su localizacién a lo

largo de la secuencia de no codificante, no hemos identificado polimorfismos en esas zonas de union.

Excepto para el gen MLH1: el SNP rs2234891 se localiza en la zona de union del microRNA miR-347a
(tablas 49, 50 y 51).

Tabla 49: SNP localizados en la regién 3'UTR en los genes MLH1.

SNP MLH1 Localizacion Alteracién Cambio miRNA quese | pjojqq | Alelo
cromosomica une 2
rs 72299848 | 3:37067178-37067180 JTTC ¢*30_32del3 / / /
rs 56320536 | 3:37067321-37067324 JAATA ¢.*173_176deld / / J
rs 55711899 | 3:37067185 JCTT ¢.*35_37del3 / / J
rs 2234891 | 3:37067313 JGATT ¢*164_167deld | hsa-miR-374a / /
rs 1803085 | 3:37067249 o7 ¢H01G>T / / J
Tabla 50: SNP localizados en la regién 3'UTR en los genes MSH2.
SNP MSH2 Localizacion Alteracién Cambio miRNA quese | rjeio1 | Alelo2
cromosomica une
rs66505139 2:47563765 -IT ¢.*173delT / /
rs17225060 2:47563818 AIG c.*254A>G / 0.988A [0.012G
rs17225053 2:47563733 GIT ¢.*169T>G / 0988T [0.012G
Tabla 51: SNP localizados en la regién 3'UTR en los genes MSH6.
Localizacion miRNA Alelo
SNP MSH6 cromosémica Alteracion Cambio q:i :e 1 Alelo 2
rs78049492 | 2:48034356 G T ¢*901G>T / 2\'136 %864
rsTATT2028 | 2:47873730:47873733 | <TACA ¢.1046_*1049del4 / J J
rs55050776 | 2:48034279:48034323 | Delecion de 45 nucledtidos | c.934_*978del45 / J J
rs55886808 | 2:48034346:48034347 | -TGTC ¢*910_*911ins4 / J /
rs55762324 | 2:48034365:48034366 | -/A 0.26856252_26856253nsA |/ J J
rs3136370 | 2:48034396:48034397 | /T 0.26856283_26856284ins2 | |/ J J
rs3136369 | 2:48034156 T 0.26856043T>C P
152020006 | 2:48034084 AT ¢85T>A / 2'021 $'979
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Resul

dos

Por otro lado, existen polimorfismos en algunos microRNA que podrian afectar a su union con las

secuencias no codificantes de los genes MLH1 y MSH2. En aquellos microRNA identificados para MSH6 no
se han encontrado SNPs (Tabla 52).

Todos estos datos deben ser valorados con cautela, puesto que son aproximaciones preliminares

basadas en la informacién que aportan las bases de datos. Es necesaria la comprobacion tanto de la unién

de estos microRNAs a los genes reparadores estudiados como la presencia del SNP puede afectar a la

expresion del mRNA.

Tabla 52: SNP localizados en las secuencias en los microRNA que se unen a los genes MLH1, MSH2 y MSH6.

miRNA MLH1 SNP miRNA Alteracion Cambio
hsa-miR-148b rs12304902 C/G (ancestral C) | NT_029419.11:9.18588123C>G
hsa-miR-148a rs6968046 CIT (ancestral T) | NT_007819.16:9.25512006T>C
hsa-miR-152 rs34201788 -IT
hsa-miR-188-3p NO NO NO
hsa-miR-568 rs10713136 -IT
hsa-miR-302b rs11944440 CIT NT_016354.18:9.37898338C>T
hsa-miR-372 NO NO NO
hsa-miR-302d NO NO NO
hsa-miR-520a-3p NO NO NO
hsa-miR-302¢c rs1989927 AIG (ancestral A) | NT_016354.18:9.37897890G>A
hsa-miR-520b NO NO NO
hsa-miR-520c-3p NO NO NO
hsa-miR-361-5p rs2205706 CIT (ancestral C) | NM_000390.2:c.116+10497C>T
hsa-miR-340 NO NO NO
hsa-miR-568 rs10713136 -IT
hsa-miR-374a NO NO NO
hsa-miR-208b rs71735345 -IA NT_026437.11:9.5817270delA
hsa-miR-208b rs35200394 -IG
miRNA MSH2 SNP Alteracion Cambio
hsa-mir-21 NO
hsa-miR-9 NO
hsa-miR-590-5p NO
hsa-miR-889 NO
hsa-miR-559 NO
hsa-miR-548b-5p rs794251 AIG NM_024581.4:¢.160-2623G>A
hsa-miR-548b-5p | rs794250 | AIC Py o160
hsa-miR-548¢-3p NO
hsa-miR-30c-2 NO
hsa-miR-30c-1 NO
hsa-miR-30a NO
hsa-miR-30b NO
hsa-miR-212 NO
hsa-miR-132 NO
hsa-miR-935 NO
hsa-miR-499-3p rs34313391 T
hsa-miR-135a-1 rs755687 AIG
hsa-miR-135a-2 rs12146836 CIT NM_020140.2:¢.456+13429T>A
hsa-miR-135a-2 rs7298602 CIT NM_020140.2:¢.456+13431T>A
hsa-miR-592 NO
hsa-miR-545 rs249685 AIG NM_005685.2:c.-7+523G>C
miRNA MSH6 SNP Alteracion Cambio
hsa-miR-409-3p NO
hsa-miR-561 NO
hsa-miR-142-5p NO
hsa-miR-330-3p NO
hsa-miR-888 NO
hsa-miR-1231 NO
hsa-miR-632 NO

Homocig N

0.50 AA

0.348 CC

Homocig N

Homocig N

Heterocig

0.367 AG

0.217 CT

Heterocig

Heterocig

Homoc M

0.583 GG

0435TT

Homocig M

Homocig M
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El sindrome de Lynch es una enfermedad que se transmite con un patrén de herencia
autosémica dominante con penetrancia incompleta, producida por la presencia de mutaciones en la linea
germinal de genes implicados en la ruta reparadora de errores de alineamiento durante la replicacion del
DNA (MMR), principalmente los genes MLH1, MSH2 y MSH6.

En este trabajo hemos estudiado los genes, los genes MLH1 y MSH2 en 153 probandos, los
genes MLH1, MSH2 y MSH6 en 29 probandos y Unicamente el gen MSH6 en 6 probandos con sospecha
de sindrome de Lynch, seleccionados de acuerdo con los criterios establecidos por el Programa de
Consejo Genético de la Junta de Castilla y Ledn (PCGJCYL), que son menos estrictos que los empleados
habitualmente (Criterios de Amsterdam y de Bethesda) en un intento por evitar la exclusion de familias
portadoras de mutacién en las que el estudio familiar es poco informativo. EI gen MSH6 sdlo se estudid
en familias en las que o bien habia tumores de endometrio o tenian una gran penetrancia habiendo
descartado previamente la existencia de mutaciones en MLH1 o MSH2. De los 188 sujetos incluidos en
nuestro estudio, 125 (66,49%) cumplian al menos uno de los criterios del PCGJCYL, mientras que 63
(33,51%) no cumplian los criterios o eran individuos sanos que se estudiaron por motivos compasivos al

no existir familiares vivos portadores de enfermedad neoplasica (tabla 23, pagina 61).

El estudio de los pacientes de acuerdo con los criterios de Amsterdam o Bethesda mostr6 que 97
sujetos (51.59%) cumplian criterios de Amsterdam o Bethesda: 30 (30.93%) criterios de Amsterdam y 67
(69.07%) criterios de Bethesda. El resto de los probandos analizados eran sanos (el 20.74%, 39 de 188)
o sin criterios de inclusion (27.65%, 52 de 188) (tabla 21, pagina 58)

El estudio molecular puso de manifiesto la existencia de mutaciones en 15 probandos. Doce
mutaciones estaban presentes en familias que cumplian criterios de Amsterdam, Bethesda y de
PCGJCYL. Si comparamos la efectividad en la deteccion de mutaciones, observamos que de 125
probandos que cumplian criterios del PCGJCYL, once eran portadores (8.8%); mientras que de 97

probandos que cumplian criterios internacionales once eran portadores de mutacion (11.34%) (tabla 53).

Ademas, hemos encontrado mutaciones patogénicas en tres en familias sin criterios 0 en

individuos sanos.

Tabla 53: probandos portadores que cumplen criterios internacionales versus probandos portadores de mutacion que cumplen

criterios de la Junta de Castilla y Ledn.
Criterios N° probandos analizados | N° probandos portadores %

Criterios internacionales
(Amsterdam y Bethesda) 97 11 11.34
PCGJCYL 125 1 8.8
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Estos datos indican que los criterios establecidos por el PCGJCYL incorpora muchas mas
familias en el estudio lo que produce una disminucién del porcentaje de pacientes portadores de mutacion
pero nos ha permitido diagnosticar tres familias portadoras de mutacion que no cumplian criterios
internacionales. Uno de estos probandos estaba afectado de cancer de colon a los 51 afios sin presentar
antecedentes familiares y era portador de una mutacién patogénica en el gen MLH1. Otro de los
probandos era un individuo sano cuya familia no cumplia criterios. El tercer probando era un individuo

sano, la familia cumplia los criterios pero todos los miembros afectados habian fallecido.

Por lo tanto, los criterios de Amsterdam y Bethesda, por si mismos son lo suficientemente
robustos como para identificar la mayoria de las familias con sospecha de sindrome de Lynch portadoras
de mutacién patogénica pero existe un pequefio porcentaje de casos portadores de mutacidén que no son
detectados con estos criterios y que se benefician de criterios mas relajados como los del PCGJCYL. Si
hiciésemos una relacion coste beneficio, parece evidente que el empleo de los criterios de Amsterdam o
Bethesda son los mas rentables desde esta perspectiva, pero desde un punto de vista ético nos plantea

el problema de las tres familias portadoras de mutacién que nunca hubiesen sido diagnosticadas.

La prevalencia de mutaciones en poblaciones analizadas en diferentes estudios varia del 86% en
Finlandia (Nystrom-Lati y col., 1999) al 44% en familias que cumplian criterios de Amsterdam en Espafia
(Caldés., 2002). En nuestro estudio hemos observado que solo 6 de 30 (20%) familias con criterios de
Amsterdam incluidos en nuestro trabajo presentaban mutacion patogénica. Esta discrepancia es dificil de
explicar y podria deberse a una menor sensibilidad de los métodos de escrutinio empleados en nuestro
trabajo 0 a una mayor proporciéon de casos de cancer de colon familiar sin mutacion en genes

reparadores en la poblacién controlada por el PCGJCYL.

La mayoria de los tumores asociados al sindrome de Lynch se diagnostican antes de los 45-50
afios (la Chapelle y col., 2004; Lynch y col., 2009). En nuestro estudio la media de edad de diagnéstico
del tumor en los probandos fue de 52 afios y la mayor frecuencia de mutaciones se encontrd en

probandos con edades mayores de 50 afios (tabla 54).

Tabla 54: Porcentaje de mutacion segln edad. A De todos los probandos de los cuales tenemos edad

de diagnéstico del tumor.
Edad N° de probandos N° de probandos mutados %

Menores de 50 afios 76 3 3.95
Mayores de 50 afios 79 9 10.13
Total” 155 12 /

Llama la atencion la edad de diagndstico de los tumores en los probandos que es superior a la

de otras series, pensamos que esta observacion puede reflejar deficiencias en los sistemas de
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prevencion de cancer de colon y sugieren que seria conveniente mejorar los sistemas de escrutinio para

hacer una deteccién precoz de este tipo de tumores.

En nuestro trabajo hemos identificado 61 mutaciones; el 21.31% eran mutaciones patogénicas
asociadas con la enfermedad, el 59.02% polimorfismos poblacionales y el 19.67% variantes de
significado desconocido. 11 de 61 (18.03%) mutaciones identificadas se describen por primera vez en
este trabajo y de ellas 4 (36.36%) son variantes de significado desconocido. Estas mutaciones son en su
mayoria mutaciones de cambio de aminoacido (missense) de las cuales no conocemos su efecto sobre la
proteina y, por tanto, no podemos asociar la presencia de esta alteracién con el desarrollo de la

enfermedad.

El desconocimiento del efecto sobre la funcién y la estructura que provocan las variantes de
significado desconocido impiden obtener un resultado informativo en el andlisis genético. Puesto que los
estudios funcionales resultan demasiado costosos en tiempo y esfuerzo; se suele realizar un estudio
aproximativo en general no conclusivo. Los estudios de clasificacion de las variantes de significado
desconocido se centran, principalmente, en estudios de asociacion de pacientes frente a controles,
estudios de segregacion familiar de la mutacién, conservacidn entre especies, pérdida de heterocigosidad,

estudios bioinformaticos, etc.

1. Estudio del gen MLH1

El estudio del gen MLH1 nos ha permitido caracterizar cuatro mutaciones patogénicas (tabla 24,
pagina 62) de las que tres son mutaciones sin sentido (nonsense) que generan un codon de parada
(p.R100X, p.R226X y p.R487X). La aparicion de un codén de parada prematuro puede alterar la
expresion y la funcion de la proteina dos maneras diferentes: a) EIl mRNA transcrito con un codén de
parada prematuro es una molécula inestable y faciimente degradable, de manera que el acortamiento de
la vida media del mMRNA mutante impediria la traduccion de la proteina disminuyendo los niveles de la
misma. En este sentido, Nomura y sus colaboradores describieron la degradaciéon del mRNA de varias
mutaciones nonsense del gen MLH1, entre ellas p.R226X a través del mecanismo de degradacion de
mutaciones nonsense (NMD, nonsense-mediated decay) (Nomura y col., 2000). b) En el caso de que el
mRNA mutado sea estable, y eluda el mecanismo NMD, la proteina sintetizada a partir de él esta
truncada y puede carecer de dominios importantes para su funcion. No obstante, existen mutaciones
nonsense en las que el coddn de parada se encuentra en el extremo carboxilo terminal de la proteina,
fuera de cualquier dominio funcional; en este caso, la pérdida de los ultimos aminoacidos de la proteina
no produciria ningun efecto negativo en la funcionalidad de la proteina y estas mutaciones no son
consideradas patogénicas. Las mutaciones localizadas en la region central del gen MLH1 producen una

proteina que carece tanto de los dominios funcionales de interaccion con PMS2 6 MLH3 como de parte
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del dominio ATPasa que le permite estabilizar la dimerizacion en los complejos MutLo y MutLp. LA
mutacién p.R100X produce una proteina que pierde los dominios ATP y los dominios localizados en el
dominio carboxi-terminal. La mutacién p.R487X produce una proteina truncada que carece del dominio de

dimerizacién con PMS1 localizado en el extremo C-terminal de la proteina.

La cuarta mutacidon patogénica encontrada en nuestra serie es un cambio de sentido p.T117M
que se localiza en el extremo amino-terminal de la proteina, dentro del dominio ATPasa, que se extiende
desde, aproximadamente, desde el codon 30 hasta el 350 de la proteina y tiene una gran similitud con
dominios de unién a ATP de otras ATPasas como la girasa B de Escherichia coli y la proteina HSP90
(Raschle y col., 2002). EI dominio ATPasa permite la union e hidrélisis de una molécula de ATP por parte
de la subunidad MLH1 que facilita la estabilizacién de la interaccion con PMS2 ¢ MLH3 dentro del
heterodimero MutLo. 6 MutLp (Raschle y col., 2002). La secuencia aminoacidica que conforma el dominio
ATPasa en esta proteina estd muy conservado entre especies, por lo que un cambio de aminoacido
puede afectar tanto a su estructura como a la funcion que realiza dentro de la proteina (Takahashi y cal.,
2007).

En el gen MLH1 hemos encontrado 10 polimorfismos entre los cuales se incluyen variantes
intrénicas, mutaciones silenciosas y una mutacion de cambio de aminodcido (tabla 25, pagina 63). Tanto
las mutaciones intrénicas que se producen en sitios alejados de las secuencias candnicas de
procesamiento como las mutaciones silenciosas en regiones codificantes que no cambian el aminoacido
se han considerado clasicamente como polimorfismos al considerar que no modifican las proteinas
codificadas por un gen. No obstante, hoy sabemos que algunas de estas secuencias pueden modular el
procesamiento del RNA al estar localizadas en regiones reguladoras del procesamiento como los sitios
ESE (exonic splicing enhancer) o ISE (intronic splicing enhancer). La regulacién que ejercen las
secuencias ESE se produce, entre otras, a través de las proteinas SR, que tienen la capacidad de
reconocer y unirse a los sitios ESE y reclutar a los componentes de la maquinaria de maduracion del RNA
(Fairbrother y col., 2004). Las mutaciones que alteren alguna de estas secuencias pueden afectar a la
union de las proteinas SR y, consecuentemente, disminuir la eficacia en la maduracion del RNA
mensajero. La mayor densidad de los sitios ESE importantes se localizan tanto en los primeros 20-25
nucleétidos del extremo 5 como en los del extremo 3" (figura 54) (Fairbrother y col., 2004); en
consecuencia, mutaciones localizadas en estas zonas tienen una mayor probabilidad de resultar dafiinas
para el procesamiento del RNA. Sin embargo, los SNPs aparecen distribuidos por los exones con menor
frecuencia en las regiones proximas a las zonas de consenso de procesamiento del RNA mensajero y
con una alta frecuencia en el interior en un intento de mantener la estabilidad del procesamiento del RNA
(Fairbrother y col.; 2004).
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Figura 54: A) la grafica muestra la densidad de los sitios ESE en funcién a su posicion en el exon. B) la grafica de la
distribucion de os SNPs a lo largo del exon.

El andlisis bicinformatico sobre el efecto de las mutaciones silenciosas que hemos encontrado
en el gen MLH1 en nuestra serie que la mutacion ¢.702G>A afecta a un sitio ESE. EI cambio se localiza a
25 nucledtidos en el extremo 5° del exén 9, zona donde tedricamente empiezan a escasear los sitios ESE
y se encuentra acompafiado por otros tres sitios ESE que no se solapan con él (figura 2). Este sitio ESE
se pierde cuando en esa posicién aparece G en vez de A segun la prediccién del programa RESCUE
ESE (Auclair y col., 2004); sin embargo, el programa ESE FINDER, que realiza predicciones mas fiables y
con mayor especificidad (Auclair y col., 2004) no encuentra alteraciones en el sitio ESE. En resumen, la
presencia de este cambio de nucledtido no tiene una prediccién tedrica de peso que indique su efecto
sobre el procesamiento del mRNA, siendo necesarios estudios sobre el RNA para comprobar que el

procesamiento es normal.

En nuestro estudio hemos observado una mayor frecuencia del alelo mutado del polimorfismo ¢.-
93G>A en poblacién con cancer de colon esporadico frente a poblacién control y ain mayor con respecto
a la poblacién con diagnéstico de sindrome de Lynch, lo que sugiere que el alelo mutado confiere una
predisposicién a padecer cancer de colon esporadico y no esta asociado al sindrome de Lynch. Es bien
conocido que muchos tumores colorectales presentan inestabilidad de microsatélites y pérdida de
expresion de la proteina MLH1 como consecuencia del silenciamiento epigenético secundario a
hipermetilacion del promotor de este gen. El polimorfismo c.-93G>A se localiza en el promotor del gen
MLH1 y la presencia del alelo mutado impide la correcta interaccién de los factores de transcripcion con el
DNA y disminuye la expresién de MLH1, produciendo una disminucion de la reparacion post-replicativa
del DNA (Mei y col., 2009), lo que explicaria su alta frecuencia en individuos con cancer colorrectal
esporadico e inestabilidad de microsatélites. Ademas, este polimorfismo se ha asociado con un aumento
del riesgo de sufrir tumores de ovario, endometrio, linfoma Hodgkin y tumores colorrectales con
inestabilidad de microsatélites y pérdida de expresiéon de MLH1 en individuos que no son portadores de

mutaciones germinales en este locus (Nedja y col., 2009).
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1.1. Variantes de significado desconocido en el gen MLH1

El estudio del gen MLH1 en pacientes diagnosticados de sindrome de Lynch nos permitid
caracterizar seis variantes sin clasificar (tabla 28, pagina 66) que han sido descritas previamente por otros
autores excepto la mutacion ¢.23023C>T. No obstante, hasta el momento no se ha realizado la
caracterizacion funcional de estas mutaciones. Nosotros hemos realizado un estudio in silico de las

mismas como primera aproximacion a la realizacién de estudios funcionales.
1.1.1. Variantes de significado desconocido localizadas en el domino ATPasa

La variante de significado desconocido p.G22A se localiza en el extremo aminoterminal de la
proteina MLH1, donde se localiza un dominio ATPasa que presenta muchas semejanzas con otras
proteinas con funcién ATPasa como la DNA girasa B o HSP90 (Réschle y col., 2002). Este dominio
permite la union y la hidrdlisis del ATP, que conlleva cambios conformacionales en la proteina que
modifican la interaccidn con otros dimeros de MutL (como PMS2) o MutS (Arana y col., 2000). EI dominio
de unién con ATP tiene cuatro motivos y se localiza aproximadamente entre los residuos 30 y 182, siendo
el residuo 34 el mas importante en la hidrélisis del ATP (Réschle y col., 2002). La glicina en la posicién 22
se encuentra  incluida en una  regibn  muy  conservada  entre  especies:
VAGBIRRLDETVVNRIAAGEVIQPRANAIKEMIENCLD, lo que pone de manifiesto su importancia en la
funcién de la proteina, probablemente facilitando la estabilidad de la estructura terciaria del dominio
ATPasa. Por otra parte, dado que la mutacién ¢.65G>C se localiza en un exdn, realizamos un estudio de
prediccion de sitios ESE, observando que la mutacién genera un nuevo sitio de unién de la proteina
SF/ASF (figura 30, pagina 69), lo que sugiere que la mutacién podria alterar el procesamiento del RNA. El
estudio in silico de prediccion del efecto del cambio del codén sobre la proteina revelé que dos de los
programas, SIFT y SNP3D, lo consideran no tolerable, mientras que el programa POLYPHEN lo
considera benigno (tabla 30, pagina 70) El cambio de glicina por alanina produce la aparicion de un resto
hidrofébico donde antes no lo habia. A la vista de estos datos, y dado que la mutacién no se encontr6 en
un estudio poblacional en 100 individuos sanos, y que el paciente, con un claro fenotipo de sindrome de
Lynch, no era portador de otra mutacion concomitante en genes reparadores, podemos considerar que la
mutacién es probablemente patogénica, aunque son necesarios estudios funcionales para asignarla

definitivamente a este grupo.

La mutacién p.R69K esta localizada también en el dominio ATPasa de la proteina MLH1, en un
aminoacido muy conservado entre diferentes especies. EI cambio de arginina, presente en las proteinas
silvestres, por lisina, no parece tener ningun efecto negativo sobre la estructura terciaria puesto que

ambos tienen una estructura y unas caracteristicas quimicas similares. El programa RESCUE-ESE
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muestra que el cambio de adenina por guanina en la posicion 206 (c.206G>A) afiade dos sitios ESE
potenciales al ya existente en el exdn 2, generando un nuevo sitio de union para la proteina SC35, por lo
que esta mutacion podria modificar el nivel del procesamiento del RNA. El estudio in silico realizado en
este trabajo muestra que dos de los tres programas de prediccion, SIFT y SNP3D, valoran el cambio
como tolerable; mientras que el programa POLYPHEN lo considera como posiblemente patogénico (tabla
30, pagina 70). Otros grupos han realizado estudios funcionales de expresion transitoria de la proteina
mutada en diferentes cepas de levadura, concluyendo que, si bien la proteina mutada no pierde
totalmente su funcion, ésta aparece disminuida y, por tanto, existe un descenso en la capacidad
reparadora de la célula (Ellison y col., 2001 y Takahaski y col., 2007). Mas concretamente, Ellison y
colaboradores, generaron en el laboratorio una proteina MLH1 hibrida entre la humana y la de levadura
que complementa la deficiencia de reparacion de una cepa de levadura. El hibrido MLH1 que posee la
variante tiene una baja tasa de reparacidn, pero no se anula completamente. Por lo tanto, Ellison y
colaboradores, clasifican a esta variable como un polimorfismo de eficiencia, es decir, un cambio en la
proteina que sin anular la funcion, producen una variacién en la eficiencia de su actividad (Ellison y col.,
2001). El estudio poblacional de esta mutacién puso de manifiesto que no se encuentra en la poblacion
sana y el paciente portador de la mutacion no presentaba ninguna mutacion patogénica en los genes

reparadores estudiados, lo que sugiere que pueda tratarse de una mutacién patogénica.

1.1.2. Variantes de significado desconocido localizadas en el dominio de

dimerizacién

Hasta el momento se desconoce el significado de la mutacion p.K618A. Esta mutacién provoca
el cambio de un aminoacido cargado por uno neutro en una zona conservada de la proteina (figura 32,
pagina 70). El estudio de prediccion de cambios en secuencias moduladoras del procesamiento del RNA
(ESE) no mostro variaciones (tabla 29, pagina 68). Las predicciones in silico de patogenicidad muestran
que todos los programas empleados en nuestro estudio la consideran probablemente patogénica (tabla
30, pagina 70). Los estudios funcionales llevados a cabo por otros grupos no son consistentes y, aunque
estudios realizados en levaduras muestran una disminucion en la eficiencia de la funcion de la proteina
MLH1 (Takahashi y col. 2007), no se ha demostrado que la mutacién afecte a la union entre MLH1 y
PMS2 (Perera y col., 2008). El estudio poblacional demostré que la mutacién no estad presente en
poblacién sana. Por otra parte, aunque Lui y colaboradores la han descrito asociada a una mutacién
intrénica que alteraba el procesamiento del RNA (Liu y col., 1999), nuestro paciente no presentaba otra
mutacion patogénica en genes reparadores del DNA. Finalmente, Castillejo y colaboradores, sefialan que

la variante no cosegrega con la enfermedad (Castillejo y col., 2011).

La variante de significado desconocido p.P640L supone un cambio de de una prolina por leucina

en el dominio de dimerizacion de la proteina. Este residuo aparece muy conservado en todas las
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especies analizadas. El programa ESE FINDER predice una alteracion en la union de la proteina SC35
durante la maduracion del RNA mensajero, por lo que podria afectar al procesamiento; no obstante, un
estudio llevado a cabo empleando minigenes, analiz6 el efecto in vitro de esta mutacion sobre el
procesamiento del RNA concluyendo que no modifica el procesamiento (Tournier y col., 2008). El andlisis
in silico de esta variante muestra que todos los programas de prediccion utilizados en nuestro trabajo la
consideran patogénica. El estudio poblacional mostré que no esta presente en poblacion sana y nuestros
resultados muestran que el paciente portador de esta mutacion no presenta otra mutacion patogénica en
los genes reparadores incluidos en nuestro estudio. Por todo ello consideramos que la mutacion es
probablemente patogénica aunque es necesario realizar estudios funcionales para confirmar nuestra

hipétesis.

1.1.3. Variantes de significado desconocido en el extremo 3'UTR del gen MLH1

Las alteraciones en los extremos 3" UTR de los genes han sido consideradas de manera clésica
como variantes neutras o polimorfismos al no localizarse dentro de la secuencia codificante o en las
secuencias consenso implicadas en la maquinaria de maduracion del RNA. Contrariamente a esta idea,
investigaciones recientes demuestran que las secuencias UTR tienen su importancia en el mantenimiento
de la estabilidad del mRNA y plantean una revision sobre el efecto de estas mutaciones. En este sentido,
la pérdida de tres nucledtidos CTT (c.*32_34del) en el extremo 3'UTR del gen MLH1 ha estado
considerada como un polimorfismo durante mucho tiempo, en parte por presentarse en coexistencia con
otras mutaciones consideradas patogénicas y, en parte, por su alta frecuencia de aparicion en poblacion
sana. En 2008, Mao y colaboradores analizaron el efecto de esta alteracion en un paciente con una
recaida en leucemia y observaron un descenso en la expresion del mRNA. EI mecanismo que
desestabiliza al RNA trascrito todavia no es conocido. Sin embargo, el analisis de la estructura
secundaria muestra la presencia de un gran bucle que, cuando se pierden los tres nucleétidos (CTT),
reduce su tamafio y crea un bucle nuevo mas pequefio. La diferencia de tamafio y el nimero de bucles
podrian estar implicados en la estabilidad y/o la capacidad de unién del mRNA a otras proteinas (Mao y
col., 2008).

En nuestro estudio la mutacién ¢.*32_34del aparece asociada con una pérdida de los exones 4-6
en el gen MLH1. Aunque sindrome de Lynch es una enfermedad autosémica dominante, se han
observado algunos casos de mutaciones bilalélicas en el gen MLH1 (Riccardione y col., 1999),
constituyendo una entidad clinica denomina CoLoN, Sindrome de Lynch Ill o Sindrome de la deficiencia
constitutiva del sistema reparador de errores (CR(M-D), que se caracteriza por la presencia de tumores
en el colon, leucemias, linfomas y sintomas similares a la neurofibromatosis., (Bandipallin y col., 2005;

Felton y col., 2007; Wimmer y Etzler, 2008). El paciente estudiado por nosotros portador de las dos
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mutaciones no presenta ninguno de estos sintomas, lo que nos lleva a pensar que las dos mutaciones se

encuentren en el mismo alelo, permaneciendo el segundo alelo activo (tabla 28, pagina 66).

En nuestro trabajo encontramos una gran variabilidad en el espectro de mutaciones patogénicas
del gen MLH1 de las cuales dos han sido descritas previamente en poblacion espafiola. Los
polimorfismos exoénicos p.1209V, p.E234E y el polimorfismo intrénico ¢.1558+14G>A, asi como la variante
de significado desconocido p.K618A aparecen recurrentemente tanto en nuestra poblacién de estudio

como en otros estudios realizados en poblacién espafiola.

1.2. Andlisis del gen MLH1 en Cancer colorrectal esporadico con
inmunohistoquimica negativa para MLH1

Como complemento a nuestro estudio hemos analizado el gen MLH1 en 12 pacientes con cancer
de colon esporadico cuyos tumores no expresaban la proteina MLH1, no encontrando mutaciones
germinales en ninguno de los casos. La inestabilidad de microsatélites es una caracteristica molecular
importante de los tumores relacionados con el sindrome de Lynch; sin embargo, entre un 15y un 40% de
los tumores esporadicos muestran esta misma caracteristica (Heinen y col., 2009). Ademas, una amplia
proporcidn de tumores de cancer colorrectal muestran ausencia de proteina MLH1 cuando se realiza la
tincion del tejido tumoral con anticuerpos especificos para la proteina. En estos casos, el origen de la
inestabilidad no esta causada por mutaciones germinales en los genes reparadores, si no que es debida

a mutaciones somaticas ocurridas en el tejido o por hipermetilacion del promotor de MLH1.

Durante el andlisis molecular del gen MLH1 en estos probandos encontramos en seis (el 50%)
de ellos polimorfismo comun, p.1219V. Esta mutacion aparece frecuentemente descrita y esta clasificada
como polimorfismo; sin embargo, varios estudios de asociacion indican que se asocia con un mayor
riesgo de cancer de colon, colitis ulcerosa o leucemias. Ademas, Campbell y colaboradores han
observado una asociacion significativa entre la presencia de la mutacion, la dieta occidental y el riesgo de

cancer de colon esporadico (Campbell y col., 2008).

2. Estudio del gen MSH2

Hemos estudiado el gen MSH2 en 182 pacientes incluidos en el PCGJCYL y encontrado cuatro
mutaciones patogénicas ya descritas previamente por otros grupos, de las que dos corresponden a
mutaciones nonsense que incorporan un codén de parada y otras dos corresponden a pérdidas de
nucleétidos que cambian la fase de lectura (frameshift) (tabla 31, pagina 71). La mayoria de las veces, el

cambio en la fase de lectura se acompafia de la aparicién prematura de un codén de parada y, al igual
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que ocurre con las mutaciones nonsense, una sefial de finalizacion de la traduccién muy temprana
producira proteinas carentes de dominios funcionales e incapaces de ejercer su funcién. En todo caso, al
igual que en las mutaciones nonsense, el efecto deletéreo de la mutacién depende, en gran medida, de la

localizacién del codén de parada prematuro.

Este estudio nos ha permitido caracterizar también 12 polimorfismos, dos de los cuales no han
sido descritos anteriormente (tabla 33, pagina 73). Estos dos polimorfismos, ¢.645-39C>A y ¢.1277-
12A>C, se encuentran alejados de las secuencias consenso de procesamiento y pensamos que nho
modifican el procesamiento del RNA. En el caso de las tres mutaciones silenciosas p.K113K, p.A328A y
p.K579K, que ya habian sido descritas por otros grupos previamente, el andlisis bioinformatico con
programas de prediccion de efecto sobre secuencias ESE, muestra que todas las mutaciones modifican
secuencias reguladoras de procesamiento del RNA (tabla 34, pagina 73), siendo necesarios estudios

sobre RNA para determinar su posible efecto sobre la transcripcion.

2.1. Variantes de significado desconocido en el gen MSH2

El estudio del gen MSH2 ha puesto de manifiesto la existencia de seis mutaciones de significado
desconocido localizadas en deiferentes regiones del gen, de las cuales tres no han sido descritas hasta el

momento.

2.1.1. Variantes de significativo localizadas en el dominio de unién al DNA.

La mutacién p.H46Q se localiza en un dominio conservado de la proteina (Figura 38, pagina)
en una zona cercana a los residuos 35 a 38, importantes en el reconocimiento del error por el
heterodimero MutS,. La mutacion provoca un cambio no conservativo que podria alterar la estructura
terciaria de la proteina como queda reflejado en el estudio in silico, en el que los programas
POLYPHEN y SNP3D la consideran patogénica (tabla 37, pagina 80). El estudio de prediccion de
modificacion de sitios ESE reveld que esta mutacion afecta a los sitios de unién de la proteina
SF2/ASF y SRp55 (Tabla 36, pagina 78). La mutacion p.N127S se encuentra en una pequefia
secuencia (KASPGNLSQFEDILFGN) conservada evolutivamente (figura 38, pagina 77). Aunque el
cambio de aminoacido no es drastico, ya que se mantiene la polaridad, la diferencia de tamafio entre la
asparagina y la serina si podria tener un efecto sutil en la estructura terciaria de la proteina. Los
andlisis bioinformaticos realizados sugieren una posible patogenicidad (tabla 37, pagina 80). El estudio
de su posible implicacion en modificacién del procesamiento del RNA, revel6 que la mutacion modifica
un sitio de union de la proteina SC35. Son necesarios estudios funcionales y de andlisis de RNA para

catalogar definitivamente estas mutaciones.
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La mutacién p.E188Q no ha sido descrita hasta el momento. La mutacién se localiza en una
region muy conservada filogenéticamente y el estudio poblacional mostré su ausencia en poblacion
control. Los andlisis preliminares in silico muestran que es considerada patogénica por dos de los
programas de prediccion (tabla 37, pagina 80). Esta mutacion cambia un aminoéacido polar, alifatico y con
una carga negativa (acido glutamico) por otro (glutamina) similar al anterior pero neutro dentro del
dominio de unién al DNA de la proteina. Es posible que el cambio de carga en la secuencia implique un
cambio en la eficiencia de interaccion de este dominio con la molécula de DNA. La mutacién ¢.562G>C
(p.E188Q), ademas, provoca alteraciones en los sitios ESE: se afiaden tres sitios ESE nuevos en una

zona ddnde no existian y se pierde un sitio SRp55 (figura 41, pagina 79).

La mutacion p.K249R, provoca el cambio de una la lisina por una arginina. Ambos son
aminoacidos hidrofilicos cargados positivamente, de aproximadamente el mismo tamafio, por lo que la
alteracion sufrida por la proteina posiblemente sea nula, lo que concuerda con los datos que aportan los
programas informaticos de prediccion. La mutacién se localiza en una zona de la proteina conservada
entre especies que, aunque se localiza dentro del dominio de unién al DNA, no parece tener ninguna
implicacién en esta funcién (Obmolova y col., 2002). Los estudios bioinformaticos sobre su implicacion en
sitios ESE indican que esta mutacion no se localiza en una secuencia ESE y por tanto no tiene ningin
efecto sobre la maduracién del RNA. Segun estos datos, esta variante de significado desconocido podria
ser considerada como polimorfismo, aunque se requieren estudios funcionales que analicen la eficiencia

de reparacion y de unién al DNA de esta variante.

Todas estas mutaciones se localizan en el dominio de union a DNA dafiado de la proteina MSH2.
La capacidad de union de los heterodimeros MutSa (MSH2-MSH6) y MutSB (MSH2-MSH3) al DNA
desapareado puede ser medida por ensayos simples de co-precipiatcion entre el heterodimero y el DNA o
con pruebas un poco mas complejas de movilidad electroforética de DNA (electrophoretic mobility shift
assay 0 EMSA).

21.2. Variantes de significado desconocido localizadas en el dominio de

dimerizacion de la proteina MSH2

La variante de significado desconocido p.Q377R ha sido descrita previamente y el estudio
bioinformatico de prediccion de estructura de la proteina sugiere que tiene un comportamiento benigno a
pesar de estar préxima a una zona muy conservada de la proteina. El andlisis de su posible implicacién
en sitios ESE muestra que altera un sitio de union de las proteinas SF/ASF y SRp40, siendo necesarios

mas estudios para confirmar la benignidad de esta mutacién.
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La variante de significado desconocido p.P616R no ha sido descrita hasta el momento. Esta
mutacién se localiza en una secuencia de aproximadamente 10 aminoacidos (SNGAPVPYVRPAILEK)
muy conservada entre especies y con varios residuos aminoacidicos de importancia para la funcién. El
estudio poblacional no permitié encontrarla en poblacién sana. El cambio de una prolina por una arginina
supone la adicién de una carga positiva nueva a la secuencia proteina. Estos cambios son valorados
como perjudiciales para la proteina por el programa informatico PolyPhen, mientras que SIFT y SNPD3 lo
consideran tolerable. El estudio de su posible implicacidn en la regulacién de la maduracién del RNA a
través de sitios ESE mostr6 que la mutacion altera un sitio reconocido por la proteina SRp55. No obstante,

con los datos de los que disponemos no podemos clasificar la mutacién de manera definitiva.

En poblacién espafiola se han identificado una gran variedad de mutaciones asociadas al
desarrollo del sindrome de Lynch y, al igual que ocurren en MLH1, existe una gran variabilidad en su
espectro mutacional. Dos de las mutaciones patogénicas que hemos encontradas en este trabajo
aparecen descritas por Caldés en estudios realizados sobre poblacién madrilefia (Caldés y col., 2002).
Ninguna de las variantes de significado desconocido localizadas en el gen MSH2 durante nuestro trabajo

aparece por primera vez identificadas en poblacion espafiola.

3. Estudio del gen MSH6

El gen MSH6 se estudio en 35 pacientes encontrando 15 mutaciones, de las que una es una
mutacién patogénica ¢.1458_1459dupT, descrita por primera vez en este trabajo, que provoca un
desfase de lectura y un codén de parada prematuro. Las mutaciones en el gen MSH6 suelen asociarse
con caracteristicas fenotipicas propias como una edad de aparicion mas tardia y una mayor incidencia de
tumores de endometrio (Plaschke y col., 2004); la paciente portadora de la mutacion aqui descrita
presentaba cancer de endometrio cancer de pancreas a los 66 afios. La incidencia de mutaciones en
MSH6 es inferior a la detectada en MLH1 y MSH2. No obstante, Sjursen y sus colaboradores han
sugerido que la deteccion de mutaciones en el gen MSH6 puede estar infravalorada y que la seleccion
de familias exclusivamente a través de los criterios de Amsterdam y Bethesda puede insuficiente y se
pueden perder familias portadoras, recomendando realizar siempre un andlisis de inestabilidad de
microsatélites y/o inmunohistoquimica para no perder familias portadoras de mutacién en MSH6 (Sjursen
y col.; 2010).

Entre las otras 14 mutaciones hemos caracterizado 9 mutaciones intronicas, una de ellas 1VS6 -
16delT, no descrita hasta el momento (tabla 38, pagina 82). Estas mutaciones se encuentran alejadas de
las zonas de procesamiento canénico del RNA y pensamos que no deben de influir en este proceso. Las
5 mutaciones silenciosas son consecuencia de transiciones en el DNA y el estudio bicinformatico de su

posible implicacion procesamiento del RNA a través de sitios ESE mostré que tres de ellas, c.186G>A,
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€.276A>G, y ¢.540T>C alteran las secuencias de varios sitios ESE y podrian afectar a la maduracion del
RNA mensajero (tabla 39, pagina 83). En los tres casos son necesarios estudios sobre RNA que

corroboren estos resultados preliminares.

Hay pocos estudios realizados sobre mutaciones en el gen MSH6 en poblacion espafiola y en
ellos se observa baja frecuencia de mutaciones patogénicas que suelen ser de nueva descripcion. El gen
MSH®, sin embargo, presenta una alta frecuencia de polimorfismos silenciosos e intrénicos descritos
tanto en la poblacion mundial como en la poblacién espafiola. En nuestro trabajo, seis de los catorce

polimorfismos identificados son de nueva descripcién en poblacién espafiola.

4. Estudio de grandes reordenamientos genomicos

El estudio de grandes reordenamientos en 75 probandos pertenecientes a familias incluidas en
el PCGJCYL nos ha permitido caracterizar dos casos portadores de deleciones en el gen MLH1 y dos
casos deleciones en MSH2. (tabla 40, pagina 85). Aunque trabajos previos han descrito una incidencia
superior a la encontrada en nuestra serie (van der Kilift y col., 2005; di Fiore y col., 2004; van der Kilift y
col., 2005), nuestros resultados son similares alos descritos en poblacion espariola (Castellvi-Bell y col.,
2005). Esta amplia heterogeneidad en la incidencia de los grandes reordenamientos genomicos parece
tener que ver con la alta heterogeneidad en los criterios usados para la seleccion de probandos y con los

diferentes métodos empleados para su deteccion (di Fiore y col., 2004).

Los mecanismos que provocan los reordenamientos reorganizaciones parecen estar mediados por
recombinaciones homoélogas a través de secuencias Alu. En los estudios que se han realizado, el gen
MSH2 es el que tiene mayor nimero de secuencias Alu y por eso se considera que es en el que
aparecen con mayor frecuencia este tipo de alteraciones (van der Kilift y col., 2005). Las dos familias
portadoras de deleciones en el gen MSH2 tienen una gran diferencia en la manifestacién de la
enfermedad: asi, el gran reordenamiento gendémico identificado en el exén 1 gen MSH2 en nuestra serie
se presenta en una familia con una alta agregacion de tumores uroepiteliales. Este tipo de tumores
extracolonicos son caracteristicos en el sindrome de Lynch (Watson y col., 2008). Diversos estudios
indican que el riesgo de canceres urinarios esta asociado a alteraciones en el gen MSH2 (van der Post y
col., 2010). Por otro lado la familia portadora de una delecion en el exon 6 del gen MSH2 presenta un

gran numero de tumores colorrectales.

La técnica del MLPA es una herramienta muy util para evaluar simultaneamente toda la region
codificante del gen en busca de grandes pérdidas o amplificaciones. Debido a la complejidad en el
desarrollo del ensayo de MLPA, es muy sensible al método de extraccién, a la calidad y concentracién del

DNA y por tanto, su reproducibilidad es bastante baja. Dada la importancia de un buen diagnéstico, la
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técnica de MLPA requiere ser confirmada. La PCR cuantitativa es una herramienta alternativa (til a la
hora de confirmar, de manera especifica, las alteraciones identificadas en el ensayo de MLPA debido a su
sencillez, rapidez y especificidad. Con la ayuda de la PCR cuantitativa no sélo pudimos confirmar las tres
alteraciones identificadas en este trabajo, sino que nos permitié valorar como normales siete probandos

para los cuales el resultado del MLPA era dudoso (tabla 42, pagina 86).

5. Estudio bioinformatico de miRNAs asociados a genes implicados en

sindrome de Lynch.

La busqueda bioinforméatica de microRNAs con capacidad de union a alguno de los genes del
sistema reparador de errores ha mostrado 42 miRNAs candidatos (tablas 46, 47, y 48, paginas 94 y 95).
Entre los microRNAs identificados, encontramos 12 cuya expresion se descrito alterada en tumores
colorrectales (Slaby y col., 2009) (Tabla 55). La asociacion de estos microRNAs con alguno de los genes
reparadores del sistema MMR se ha descrito en muy pocos casos, siendo miR-21 el mas descrito. miR-21
es un microRNA cuya funcion méas estudiada y mejor descrita es la interaccién con Bcl2; la sobre-
expresion de este microRNA inhibe la funcion de Bcl2 asociandose a un aumento en la proliferacion
celular y el aumento de la vascularizacién (Schetter y col., 2007). Xi y colaboradores han identificado al
gen MLH1 como una posible diana de este microRNA (Xi y col., 2008). miR-21, aparece, ademas,
implicado en procesos de respuesta del tumor al tratamiento, habiéndose descrito que la sobre-expresidn
de miR-21 en lineas celulares de cancer colorrectal produce resistencia al tratamiento con 5-fluorouracilo

(5-FU) debido a que el microRNA regularia la expresion de MSH2 (Valeri y col., 2010).

Tabla 55: microRNAs con implicacion el cancer.

miRNA Gen diana Funcion Bibliografia
La sobre-expresion de este microRNA inhibe la funcién de Bcl2
. o Schetter y col.,
Bel2 produciendo un aumento en la proliferacion celular y el aumento de la 2007
vascularizacion.
hsa-miR-21 MLHA Asociado a proliferacién celular y apoptosis en lineas celulares de Schetter y col.,
cancer de colon (HTC116) 2007
MLH1 Aparece sobre-expresado en lineas celulares de cancer de colon Schetter y col.,
(HT29 y HTC116) cuando se tratan con 5-FU. 2007
hsa-miR-30a (familia) MSH2, MLH1 Aparece_ sobre-expresado y asociado a proliferacion celular y Schetter_y col.,
apoptosis 2007,y Xiy col.,
MLH1, AKT Aparecg sobre-expresado y asociado a proliferacion celular y Schetter y col.,
. apoptosis 2007
hsa-miR-372 - ;
MLH1 MSH2 Aparece sobre-expresado en lineas celulares de cancer de colon Schetter y col.,
' (HT29 y HTC116) cuando se tratan con 5-FU. 2007
. . . T . Schetter y col.,
hsa-miR-30c MLH1 Aparece inhibido y asociado a proliferacion celular y apoptosis 2007
ey Aparece sobre-expresado en lineas celulares de cancer de colon Schetter y col.,
hsa-miR-30e MLH1 (HT29 y HTC116) cuando se tratan con 5-FU. 2007
hsa-miR-152 / Aparece sobre-expresado en lineas celulares de cancer de colon Schetter y col.,
(HT29 y HTC116) cuando se tratan con 5-FU. 2007
hsa-miR-148a Bel2 Actua directamente sobre Bcl2 e induce apoptosis en tumores Zhang y col., 2011
colorrectales
hsa-miR-148b / ;nahsl?rii La proliferacion celular. Su expresion es baja en cancer Zhang y col., 2011
hsa-miR-374a / Aparece sobre-expresado en cancer colorrectal
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Otros 30 microRNAs con capacidad de interaccionar con genes del sistema MMR no aparecen
asociados al cancer colorrectal en la literatura, ni se ha estudiado su expresion en este tipo de tumor. Son
necesarios analisis de expresion y estudios funcionales que corroboren la presencia real de estos
microRNAs en el tejido tumoral asi como sus posibles funciones y, a su vez, descarten los falsos positivos.
Esta lista de microRNAs abren la via al estudio de sus funciones en busca de datos de los procesos
tumorogénicos relacionados con el sindrome de Lynch, permitan la obtencion de datos diagnosticos,

pronésticos o de respuesta al tratamiento.

Cabe la posibilidad de que nuestro andlisis bioinformatico no haya detectado microRNAs que
interaccionan con los genes del sistema reparador, como es el caso del miR-155. Durante el desarrollo de
este trabajo, Valeri y colaboradores, identificaron que miR-155 aparece sobre-expresado en tumores
colorrectales con alta inestabilidad de microsatélites e interacciona con los genes MLH1, MSH2 y MSH6.
miR-155 parece inhibir de manera directa la expresion de las proteinas MLH1, MSH2 y MSH6. La
estabilidad de las proteinas implicadas en este proceso de debe a su capacidad de formar dimeros y por
lo tanto la pérdida de la expresién de MLH1 o de MSH2 mediante de la regulacién de miR-155 impediria
la formacion de estos heterodimeros y la pérdida de la capacidad de reparacion del DNA (Valeri y col.,
2010).

La presencia de mutaciones en las secuencia de union de los microRNA o de la secuencia
3'UTR puede ser la causante de su desregulacion y, en consecuencia, tener implicaciones en el
desarrollo de cancer colorrectal o en la respuesta al tratamiento. En este trabajo hemos identificado 17
SNPs en los microRNAs y en los extremos 3" UTR de los genes reparadores. Asi, hemos identificado un
SNP (rs 2234891) en el extremo 3" no codificante del gen MLH1 que se sitla en la zona de unién entre
con miR-374a, localizado en el cromosoma X y del cual se ha descrito su sobre-expresion en cancer
colorrectal (Wang y col., 2010). EI SNP consiste en la delecion de cuatro nucleétidos (-/GATT) localizados
en la secuencia diana del microRNA (Figura 55). Esta pequefia delecion coincide con los tres ultimos
nucledtidos de la secuencia “semilla” (seed site) del microRNA. Esta secuencia que se situa del
nucleétido 2 al 7 del extremo 5°del microRNA es la determinante para la especificidad y funcion del
mismo (Bartel, 2009).

Extremo 3'UTR de MLH1:

5'GGTGTtaaATATGGTTATTTATGCACTGTGGGATGTGTTCTTCTTTCTCTGTATTCCGATACAAAGTGTTGTATCAAAGTGTGATATACAAAGTG
STOP
TACCAACATAAGTGTTGGTAGCACTTAAGACTTATACTTGCCTTCTGATAGTATTCCTTTATACACAGTGGATTgattATAAA 3°
rs 2234891
miR-374a: 3'GUGAAUAGUCCAACA—UAAUAUU 5’
Nucleétido: 7 2

Figura 55: alineamiento del extremo 3'UTR del gen MLH1 con miR-374a. En rojo aparece sefialado el codon de parada, en azul se muestran las

secuencias complementarias tanto del miR-374a como del extremo 3'UTR del gen. En mintsculas y subrayado aparece el SNP rs 223489. (Del
extremo 3'UTR mostramos la secuencia genémica parcial).
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En la actualidad los estudios sobre microRNA y sus alteraciones en cancer son una nueva via de
estudio que amplia el conocimiento sobre los procesos de desarrollo de los tumores. Ademas, en el
sindrome de Lynch la identificacion de alteraciones en la regulacion de la expresion de los genes
implicados en el sistema reparador de errores post-replicativos resulta de gran valia para el diagnéstico

de la enfermedad.

En resumen, en el presente trabajo hemos realizado el estudio los genes MLH1, MSH2 y MSH6
en busca de mutaciones en aquellos 188 pacientes con sospecha de sindrome de Lynch incluidos en el
Programa de Consejo Genético de la Junta de Castilla y Ledn. La comparacion durante este trabajo de la
efectividad entre los criterios utilizados establecidos por el PCGJCYL vy los criterios internacionales de
seleccion (Amsterdam y Bethesda), nos ha permitido comprobar que los criterios internacionales son lo
suficientemente robustos por si mismos, pero que permiten que una baja proporcidén de familias

portadoras sin criterios queden excluidas del estudio.

El pequefio porcentaje de pacientes que presentaban mutaciones patogénicas nos obligo a
realizar un estudio en mayor profundidad de los efectos teéricos sobre la proteina de la alta proporcién de
variantes de significado desconocido que hemos identificado en este trabajo; asi como realizar un estudio
preliminar de los posibles microRNAs con capacidad de interaccion sobre los genes MMR con el fin de

aportar informacion Util que nos permitiera mejorar la efectividad del cribado.
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Conclusiones

1. Los criterios de Amsterdam y Bethesda son lo suficientemente robustos como para identificar la
mayoria de las familias con sindrome de Lynch, pero existe un pequefio porcentaje que se benefician de
criterios de inclusion mas relajados como los del Programa de Consejo Genético de la Junta de Castilla y

Leon.

2. El alelo G del polimorfismo ¢.-93A>G MLH1, es mas frecuente en pacientes con cancer de colon
esporadico que en pacientes con sindrome de Lynch y en individuos sanos, lo que sugiere que esta
variante genética que facilita la metilacién de esta region promotora predispone al desarrollo de cancer

esporadico.
6. El analisis bioinformatico realizado sobre miRNAs realizado en este trabajo, muestra la presencia un

SNP en el gen MLH1 que altera la secuencia de union del microRNA miR-374a. Estos datos tedricos

abren una nueva via de estudio y diagndstico del sindrome de Lynch.
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