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RESUMEN

El cancer hereditario representa un 5-10% de todas las neoplasias diagnosticadas.
Inicialmente los estudios genéticos en pacientes con sospecha de cancer hereditario se
realizaban de forma secuencial, gen a gen, mediante secuenciacion Sanger. La
implementacion de la técnica de secuenciacion masiva ha hecho posible llevar a cabo
estudios genéticos mas amplios y rapidos, permitiendo la identificacion de mayor nimero
de variantes patogénicas, en muchos casos doblando el numero de variantes

identificadas.

Pero estos hallazgos conllevan en muchas ocasiones un aumento significativo de
variantes de significado desconocido, lo que dificulta la interpretacion y uso clinico de los
resultados obtenidos. Ante esta situacion se recomienda que los paneles destinados a la
clinica incluyan unicamente aquellos genes con utilidad y accionabilidad clinicas claras
para el manejo de los portadores mientras que el resto de los genes/variantes deberian

estudiarse en un contexto de investigacion.

En nuestra cohorte de pacientes estudiados mediante paneles basados en el fenotipo
combinado con el cribado de genes oportunistas BRCA1/2 y MMR identificamos un 13%
de portadores de variantes patogénicas con un incremento del rendimiento del 2% al
ampliarlo con el panel de investigacion. Respecto a la identificacion de variantes de
significado desconocido fue del 30% en el estudio inicial y del 65% cuando se realiz6 el
panel ampliado. Ademas, en esta serie se evidencié que un 1,37% de los pacientes son
portadores en mas de una variante patogénica en genes de susceptibilidad al cancer. A
dia de hoy no existen suficientes evidencias para determinar la relevancia clinica de
presentar mas de una variante patogénica y se recomienda hacer un seguimiento

personalizado para cada paciente segun su historia personal y familiar.

En el andlisis de la ampliacién del estudio en pacientes con sospecha de cancer de
mama ovario hereditario con estudio previo de BRCA 1/2 negativo identificamos que
10,56% de los individuos era portador de variantes patogénicas, un 40% en genes de alto

riesgo y el 60% en genes de moderado riesgo.

El estudio mutacional del gen ERCC3 en nuestra cohorte de pacientes de céancer
hereditario ha demostrado una asociacion con el cancer de ovario y sugiere una

asociacion con el cancer de mama.

Con todos estos resultados consideramos que la realizacibn de un panel de genes

permite obtener resultados con utlidad clinica, permitiendo ajustar los riesgos
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individuales y de esta manera ofrecer recomendaciones de seguimiento y de reduccién
del riesgo.
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SUMMARY

Hereditary cancer represents 5-10% of all neoplasms diagnosed. Initially, genetic studies
in patients with suspected hereditary cancer were performed sequentially, gene by gene,
by Sanger sequencing. The implementation of next generation sequencing has made it
possible to carry out broader and faster genetic studies, allowing the identification of a
greater number of pathogenic variants, in many cases doubling the number of variants
identified.

However, these findings often lead to a significant increase in variants of unknown
significance, which hinders the interpretation and clinical use of the results obtained. In
view of this situation, it is recommended that only those genes with clear clinical utility and
actionability for the management of carriers should be included in the panels intended for

clinical use, while the remaining genes/variants should be studied in a research context.

In our cohort of patients studied using phenotype-based panels combined with BRCA1/2
and MMR opportunistic gene screening we identified 13% of carriers of pathogenic
variants with an increase in yield of 2% when expanded with the research panel.
Regarding the identification of variants of unknown significance, it was 30% in the initial
study and 65% when the expanded panel was performed. Furthermore, this series
showed that 1.37% of patients are carriers of more than one pathogenic variant in cancer
susceptibility genes. At present, there is insufficient evidence to determine the clinical
relevance of having more than one pathogenic variant and it is recommended that each

patient be followed up individually according to his or her personal and family history.

In the analysis of multigene panel study in patients with suspected hereditary ovarian
breast cancer with previous BRCA 1/2 negative study, we identified that 10.56% of
individuals carry pathogenic variants, 40% in high-risk genes and 60% in moderate-risk

genes.

The mutational study of the ERCC3 gene in our cohort of hereditary cancer patients has
demonstrated an association with ovarian cancer and suggests an association with breast

cancer.

With all these results we consider that the performance of a multigene panel allows to
obtain results with clinical utility, allowing to adjust individual risks and thus to offer follow-

up and risk reduction recommendations.
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1. INTRODUCCION
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1.1 Carcinogénesis

El cancer se ha descrito como un proceso dinamico y evolutivo impulsado por la
seleccién natural actuando sobre mutaciones somaticas pre-existentes adquiridas de
forma estocéstica. La carcinogénesis es la transformaciéon de células normales en
tumorales. En este proceso estan implicados multiples factores: ambientales, genéticos y
epigenéticos (1).

Hanahan y Weinberg postularon en el afio 2000 las alteraciones biologicas esenciales
adquiridas de las células cancerosas que posteriormente se han ido revisando hasta la
Ultima publicacién en este afio 2022 (2—4). Los conceptos iniciales eran: independencia
de sefales inductoras de proliferacion, resistencia a sefiales inhibidoras de la
proliferacién, evasion de la apoptosis, potencial replicativo ilimitado, capacidad

angiogénica y capacidad invasiva-metastasica (Figura 1).

En el afio 2011 se introdujeron los conceptos de deregulacién del metabolismo celular,
evasion de la destruccion inmune, inestabilidad genética y pro-inflamacion tumoral
(Figura 2A).

A las caracteristicas postuladas previamente, en la reciente edicion se les afiaden los
conceptos de desbloqueo de la plasticidad fenotipica (lo que provocaria evadir las
sefiales de diferenciacion definitiva de la célula llevando a la transdesdiferenciacion
celular), reprogramacion epigenética no mutacional, polimorfismos de la microbiota y

senescencia celular (Figura 2B).

Estas caracteristicas distintivas resumirian los atributos centrales responsables del
desarrollo y la progresiéon de la mayoria de los canceres, aunque se debe tener presente
gue este proceso es mas complejo debido a la interaccion de las células tumorales con el

microambiente tumoral (2—4).
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Figura 1 Hallmarks in cancer. Adaptada de Hanahan and Weinberg, Cell 2000
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Figura 2 Hallmarks in cancer. Adaptada de Hanahan and Weinberg, Cancer Discovery 2022 (A) Hallmarks in
cancer 2011, (B) Hallmarks in cancer 2022.

El modelo darwiniano de carcinogénesis (modelo CGE, del inglés Clonal Genome
Evolution) postuld que las alteraciones genéticas identificadas en los tumores pueden
clasificarse en mutaciones drivers y mutaciones passenger, en funcion de su papel
evolutivo (5). Las mutaciones drivers proporcionan una ventaja adaptativa fundamental
aumentando su supervivencia o la proliferacion, siendo las responsables de la expansion
clonal. Las mutaciones passenger no tiene ningun efecto sobre la aptitud de un clon, pero
puede estar asociada con una expansion clonal facilitAndola (como puede ser el tipo de
inestabilidad genética en el tumor, o la capacidad del tumor para evolucionar en el futuro

adaptdndose a nuevos cambios ambientales y desarrollar poblaciones resistentes a
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determinados farmacos anticancerigenos) (6). Muy pocos genes se comportan como

genes drivers, probablemente menos de 200 (7).

Como se comenta previamente, las mutaciones drivers permitirian a la célula adquirir
habilidades de proliferacion y supervivencia celular asi como también la dotarian de la
capacidad metastasica (3). De acuerdo con el modelo CGE la adquisicion de estas
caracteristicas se alcanzaria mediante un proceso secuencial de expansiones clonales,
cada una de ellas motivada por la adquisicibn de una mutacion en un gen driver.
Actualmente esta establecido que una de las caracteristicas mas tempranas en un tumor

es la adquisicion de inestabilidad genética (3).

Desde el punto de vista genético, el modelo CGE permite clasificar cualquier gen
involucrado en cancer como oncogén si el proceso selecciona mutaciones que implican
ganancia de funcién o en gen supresor si el proceso implica una reduccion o pérdida de

funcion.

Un tercer grupo de genes consistiria en los denominados caretakers que son aquellos

implicados en mantener la integridad gendmica (8).

1.2 Bases moleculares del cancer hereditario

El cancer se considera una enfermedad genética, habitualmente esporadica y raramente
hereditaria (9). El cancer hereditario (CH) se relaciona s6lo con un 5-10% de todos los

canceres diagnosticados en la poblacién (10-13).

En el CH la existencia de una variante patogénica (VP) en un gen en la linea germinal,
bien heredada de un progenitor u ocurrida de novo en un individuo durante su desarrollo
embrionario, provoca en esa persona un incremento del riesgo de desarrollar una
neoplasia respecto al riesgo que tiene la poblacion general. Habitualmente se trata de
variantes en genes supresores de tumores implicados en el ciclo celular o cuya funcién

se relacione con la reparacién del DNA (del inglés deoxyribonucleic acid) (14,15).

El modelo darwiniano de carcinogénesis describe el proceso eminentemente estocastico
pero el cancer es una enfermedad que tiende a ocurrir en individuos genéticamente
predispuestos. Numerosos estudios epidemiolégicos han evidenciado que los familiares
en primer grado de afectos de cancer tienen un riesgo de desarrollar la enfermedad 2 0 3
veces superior a la poblacion general, lo que parece implicar un componente de

susceptibilidad genética al cancer.



El trabajo publicado por Lichetensein y colaboradores en 2000 demostré la implicacion
relativa de los factores ambientales y genéticos como causantes del cancer (16). Con el
andlisis de gemelos monocigotos y dicigotos pudieron estimar la heredabilidad de
numerosos tumores. El concepto de heredabilidad se define como la proporcién de la
variabilidad fenotipica observada en una poblacion que puede atribuirse a una
variabilidad genética en dicha poblacion. Heredabilidad O equivale a la ausencia de
componente genético y heredabilidad 1 equivale a un fenotipo completamente

determinado genéticamente.

En el contexto del CH se utiliza el concepto de Arquitectura Genética que se refiere al
numero total de loci asociados a riesgo de desarrollar la enfermedad, la frecuencia
poblacional de los alelos de riesgo existentes en cada loci, la magnitud de la asociacion al
riesgo para cada uno de los alelos individuales, y la existencia o no de interacciones
genéticas entre loci. Cuanto mayor sea la magnitud de la asociacion con el riesgo
atribuida a un locus individual y cuanto mayor sea la frecuencia poblacional de los alelos
de riesgo presentes en dicho locus, mayor sera la contribucién individual de dicho locus a
la heredabilidad (Figura 3).

20.07 |
‘ Rare, high-penetrance cancer

I@ susceptibility genes (e.g. TP53, PTEN,

10.0 BRCA1, BRCAZ, MLH1 and MSH2)

\\ Uncommon, moderate-penetrance
cancer susceptibility genes (e.g. ATM,
CHEK2, BRIP1 and PALB2)

5.0

Relative risk

Common,
S low-penetrance
~__| riskalleles

== M_
T T 1
0 0.1 0.25 0.5

Population frequency

1.0

Dependiendo del riesgo relativo asociado y de la frecuencia poblacional podemos
identificar 3 situaciones: a) loci donde se localizan variantes genéticas muy raras en la
poblacién pero asociadas a riesgo muy elevado (a la izquierda en la Figura 3 y conocidos
como genes de alta penetrancia), b) loci donde se localizan variantes genéticas comunes

en la poblacién asociadas a incrementos muy modestos en el riesgo de desarrollar
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cancer (a la derecha en la Figura 3 y conocidos como genes de baja penetrancia) y c) loci
donde se localizan variantes genéticas relativamente raras de riesgo intermedio (genes

de moderada penetrancia) (17).

La correlacion es inversamente proporcional entre el riesgo relativo (RR) y frecuencia (f)
(a mayor riesgo menor frecuencia). Esta correlacion habitualmente es generalizable a

todas las neoplasias.

1.2.1 Genes de alta penetrancia

La penetrancia es la proporcién de una poblacion que expresa el fenotipo entre todos los

gue presentan un genotipo de un alelo determinado.

Se considera que un gen es de alta penetrancia cuando el portador de una variante
patogénica puede tener un riesgo de desarrollar un tumor al menos 4 veces mayor que la
poblacion general. Habitualmente son infrecuentes, con una MAF (del inglés, minor allele
frequency) en diferentes poblaciones entre <0,1-0,01% o muy raros (MAF <0,01%)
(18,19). En general, en los genes de susceptibilidad al cancer la penetrancia no es del

100%, lo que puede explicar en parte la heterogeneidad clinica observada (20).

Las alteraciones en estos genes son los responsables de los sindromes de
susceptibilidad al cancer mas conocidos, como es el Sindrome de cancer de mama —
ovario hereditario (CMOH) (principales genes responsables son BRCA1/2), Sindrome de
cancer de colon hereditario no polipésico /Sindrome de Lynch (principales genes son los
implicados en la reparacion de DNA; MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2), Sindrome Li-
Fraumeni (gen TP53) y Poliposis Adenomatosa Familiar (principal genes asociados APC
y MUTYH).

1.2.2 Genes de moderada penetrancia

También llamados genes de riesgo intermedio, son aquellos en los que una variante
patogénica confiere a su portador un riesgo entre 2 y 4 veces mas alto de desarrollar un
tumor respecto a la poblacion general (19,21). Su frecuencia es relativamente baja (MAF
de 0,0001-0,05).

Este grupo suele englobar un grupo de genes de susceptibilidad al cancer muy

heterogéneo respecto a su frecuencia y también respecto a su riesgo relativo (RR). En



general suelen presentar riesgos demasiado bajos para poder ser identificados por
andlisis de ligamiento genético y frecuencias demasiado bajas para poder ser detectados
por estudios de asociacion. La determinacién del riesgo relativo en muchos de ellos se ha
realizado mediante el estudio de “genes candidatos” como es el caso de PALB2 (22) que

tras multiples estudios ya se considera como gen de alta penetrancia.

Tras la implementacion de la secuenciacion masiva (NGS del inglés Next Generation
Sequencing) la identificacibn de variantes patogénicas en estos genes se ha
incrementado exponencialmente. Lamentablemente, con la evidencia actual, las
estimaciones de riesgo relativo en muchos casos son imprecisas por lo que su utilidad
clinica se desconoce (21). Es por esta situacion que no existe una unanimidad en las
guias de consenso para el manejo de estos pacientes y en la mayoria de ellas se
aconseja la individualizacion de los casos e implementacion las recomendaciones tras la

oportuna discusién con los pacientes (21,23).

1.2.3 Variantes de baja penetrancia

Habitualmente estas variantes corresponden a marcadores genéticos de riesgo
(generalmente polimorfismos de nucleétido simple, en inglés SNPs) que pueden estar
localizados en genes concretos o en regiones intergénicas. Su frecuencia es alta (MAF

20,05) y suelen denominarse variantes de bajo riesgo.

Se postula que podrian modular el riesgo de desarrollar una neoplasia mediante la
interaccion con otras variantes de bajo riesgo, con otros genes o con factores
ambientales (24-26).

Los estudios de asociacion de todo el genoma (conocidos como GWAS, por sus siglas en
inglés) han permitido descubrir multiples SNPs comunes de bajo riesgo asociados a
diversas patologias, entre ellas algunos sindromes de susceptibilidad al cancer como en
CMOH relacionado a los genes de alta penetrancia BRCA donde actuarian como

modificadores de riesgo (27,28).

1.2.4 Modelo Poligénico de susceptibilidad al cancer

El Modelo Poligénico de susceptibilidad al cancer determina que para valorar con

precision el nivel de susceptibilidad genética al cancer de un individuo se deberian
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analizar no sélo los genes de alta penetrancia sino todos los loci implicados conocidos.
Para que esto sea posible no sélo es necesario identificar todos los loci sino también

todas las interacciones entre ellos.

En el caso del cancer de mama se han publicado mas de 90 polimorfismos de un solo
nucledtido (“single-nucleotide polymorphisms” o SNP) que se cree que explican entre el
15y 20% del riesgo de cancer de mama hereditario. El riesgo asociado a un solo SNP es
bajo con una odds ratio de 0,8-1,3, pero la combinacion de multiples SNP puede tener un

impacto relevante clinicamente.

El modelo méas sencillo considera que todos los loci se comportan de manera
independiente y por lo tanto los riesgos relativos conferidos por cada uno simplemente se
multiplican para determinar el RR del individuo. Este modelo esta desarrollado para

pacientes con historia familia y sin historia familiar(29).

En la actualidad, desde el punto de vista asistencial, ademas de considerarse si un gen
de es alta 0 moderada penetrancia, se prefiere diferenciar entre susceptibilidad genética
asociada a niveles de riesgo accionables o no accionables(19). Esta situacién puede ser
diferente en cada pais, dependiendo de la incidencia de una neoplasia en la poblacién
general, de las opciones de manejo clinico disponibles y de las guias de consenso
disponibles. (23,30-32).

1.3 Sindromes de predisposicion hereditaria al cancer

El Cancer Hereditario se asocia a un 5-10% de todos los casos de cancer diagnosticados

en la poblacién (10-13).

Las caracteristicas clinicas que pueden presentar los casos de cancer hereditario
incluyen edad temprana de presentacion, presencia de multiples tumores en un mismo
6rgano o en diferentes 6rganos, enfermedad bilateral, enfermedad multifocal y aparicién

de un tumor en el género no habitual (como el cancer de mama en el varon).

Ademas, ciertas caracteristicas clinicas de la familia nos permiten sospechar de un CH
como son: 2 o mas familiares de primer grado y de la misma rama con tumores en el
mismo sitio, asociacion de tumores que pertenecen a un sindrome de susceptibilidad al

cancer conocido, diagndstico de tumores raros y evidencia de transmisién genética (33).



La mayoria de los sindromes de susceptibilidad al cancer se relacionan a variantes
patogénicas en genes considerados de alta penetrancia y que se heredan siguiendo un
modelo mendeliano, habitualmente autosémico dominante. Se han postulado unos 200
genes que podrian estar en relacion con el CH pero finalmente han sido pocos los que

han demostrado relevancia clinica clara (Tabla 1) (10).

Tabla 1. Principales sindromes de predisposicion hereditaria al cancer y principales genes asociados

Sindrome Gen Incidencia
Cancer de mama — ovario
hereditario (CMOH) BRCA1/BRCA2/PALB2/ATM/CHEK2 1/500-2500
Sindrome Lynch MSH2, MLH1, MSH6, PMS2 1/200-1000
Neoplasia Enddcrina
Mltiple tipo 2 (MEN 1) MENT 2-10/100000
Neoplasia Endocrina
Mltiple tipo 2 (MEN 2) RED 1725000
Poliposis Adenomatosa
Familiar (PAF) APC 1/6000-13000
Sindrome de PTEN- PTEN 1/200000
Hamartomas
Sindrome Fie Von Hippel- VHL 1/360000-45000
Lindau
Retinoblastoma hereditario RB1 1/13500-25000
Sindrome de Li-Fraumeni TP53 1/120000

El modelo de ‘“two hit” descrito por Knudson (34) para explicar la susceptibilidad
hereditaria al cancer para el patron de herencia autosémica dominante del retinoblastoma

hereditario ha sentado las bases de una de las teorias mas aceptadas mundialmente

(Figura 4).

En este modelo, la mutacién germinal esta en uno de los alelos de un gen supresor que
se hereda de forma dominante pero que actia a nivel celular de forma recesiva, siendo
necesaria la inactivacién de las dos copias del gen para iniciar la progresion tumoral. Este
hecho aumenta la probabilidad de que alguna célula somética llegue a tener los dos

alelos de dicho gen mutados y, como consecuencia, la probabilidad de desarrollar el
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tumor aumente de forma muy significativa. Ademas, al existir ya una mutacion en un alelo
el tiempo hasta el desarrollo de un tumor se acortaria, lo que podria explicar la aparicion

del cancer a edades mas tempranas.

Sporadic Cancer
Wild Type Heterozygous Homozygous
at birth
mutation LOH - Malignant
/ ———— > Phenotype

Tumor
5u ressor
ml;l; Inherited Cancer Susceptibility |

Heterozygous Homozygous
at birth
LOH o
%H H —_ Malignant

Phenotype

A continuacion se describen los sindromes de CH mas frecuentes:

1.3.1 Sindrome de cancer de mama — ovario hereditario

El Sindrome de cancer de mama (CM) y ovario hereditario (CO) se caracteriza por una
susceptibilidad a desarrollar cancer de mama y/o cancer de ovario con mayor frecuencia
gue la poblacién general. Representa un 5% de los nuevos diagndsticos de cancer de

mama y un 10-15% de los canceres de ovario (35).

Alteraciones genéticas en los genes BRCAL1 y BRCA2 son responsables de una cuarta
parte de estos casos. Tras su descubrimiento en los afios 90, numerosos estudios han
aportado evidencias crecientes de la asociacibn de multiples genes a dicha
predisposicion. Actualmente, se han asociado al CM o CO hereditario mas de 25 genes.
Desde un punto de vista molecular, la mayoria de ellos participan en el mantenimiento del
genoma junto a BRCAL1/2 (36) (Figura 5) (Tabla 2).

Algunos de estos genes asociados también presentan un patron de alta penetrancia,
como TP53, PTEN, STK11, CDH1 o PALB2, o de penetrancia moderada, como BRIP1,
ATM, CHEK2, RAD51C y RAD51D, entre otros, aunque para algunos de ellos, aun no se

conoce con certeza el grado de riesgo asociado a cada fenotipo (19,36,37).



Comprensioén de las bases genéticas del cancer hereditario

Existen menos evidencias o resultados discrepantes para otros genes postulados como
candidatos, como algunos de los genes la via de la Anemia de Fanconi (AF), de la familia
RAD51 o genes que interactian con BRCA1 o BRCA2. También se han postulados otros

genes involucrados en la reparacion del DNA, como BARDL1.

Una tercera categoria de alelos, identificada mediante estudios pangendmicos de
asociacion (GWAS) comprende un gran nimero de variantes frecuentes en la poblacion y
asociadas a un bajo riesgo relativo, pero que conjuntamente pueden generan un aumento
de riesgo o modificar el riesgo de un gen al interactuar con el mismo y con otros factores

como los ambientales (28,38,39).
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Figura 5 Cronologia de los acontecimientos importantes en el descubrimiento del Sindrome de CMOH vy la
identificacion de los genes asociados (adaptada de Nielsen et al. NATURE REVIEWS 2016).

La penetrancia de los genes BRCALl y 2 se han analizado en mdltiples estudios con
resultados muchas veces dispares en relacion con el tipo de poblacion analizada. Segun
las estimaciones de penetrancia valoradas en un meta-analisis en pacientes con CM o

CO no seleccionadas a nivel internacional, el riesgo de CM a los 70 afios es del 65% (IC
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95% 44-78) para las portadoras BRCA1 y del 45% (IC 95% 31-56) para BRCA2, y de CO
del 39% (IC 95% 18-54) para el BRCA1y 11% (IC 95% 2-19) para el BRCA2.

Las estimaciones de riesgo para CM y CO estan mejor establecidas para los demas
genes de alta penetrancia, pero siguen existiendo disparidades en las diferentes series
sobre el riesgo relativo asociado a los genes de moderada penetrancia. (40—43). (Tabla
2).

Tabla 2: Genes de riesgo para cancer de mama y ovario

Riesgo cancer Riesgo cancer
Gen Sindrome de mamaalos | de ovario alos
70 afios (%) 70 afios (%)

Otros tumores
relacionados

GENES DE ALTA PENETRANCIA

BRCA1 CMOH 65 45 Préstata, Pancreas
BRCA2 CMOH 39 11 Préstata, Pancreas,
Melanoma

Sarcomas, Sistema
nervioso central,

TP53 Li-Fraumeni 54-90 ND Glandulas
adrenocorticales,

Colon, Pulmén, etc.

Tiroides, Endometrio,

0,
FUER CEmEEr i 1 CCR, Renal, Melanoma
Cancer Gastrico
CDH1 Difuso > 40 (lobulillar) ND Cancer gastrico difuso
Hereditario
Gaéstrico, CCR,
STK11 Peutz-Jeghers 57 ND Pancreas, Testicular,
CECC.
PALB2 Cancer de mama 35 ND Pancreas
RAD51C/RAD51D | Cancer de ovario ND 5-12

GENES DE MODERADA PENETRANCIA

ATM Cancer de mama 20 ND
CHEK?2 Cancer de mama 30-40 ND
y otros
BRIP1 Cancer de ovario ND 5

En el Sindrome de Li-Fraumeni el riesgo a los 70 afios de CM es del 54% que llega a ser
del 90% en algunas series publicadas. Suele presentarse a edad temprana (<30 afios) y

puede ocurrir sin historia familiar de cancer de mama (44,45).



A pesar que las mutaciones en PTEN (Sindrome de Cowden) son responsables de <1%
de CM hereditarios, las portadoras de mutacion en dicho gen tiene un riesgo de 68-75%
de desarrollar un CM, habitualmente a edad joven (46).

Mutaciones germinales en CDH1 se asocian con el Sindrome de céncer gastrico difuso
hereditario; pero ademéas de poder desarrollar cancer gastrico las mujeres portadoras
tienen un riesgo de sufrir un carcinoma lobulillar de mama antes de los 50 afios de hasta
del 52% (47).

El Sindrome de Peutz-Jeghers se caracteriza por la presencia de poliposis
gastrointestinal, pigmentacion mucocutanea y elevado riesgo de cancer a edad joven,
tanto intestinal como extra-intestinal. El riesgo de cancer de mama es de alrededor de
57% a los 70 afios (48).

Las portadoras de VP en PALB2 presentan un fenotipo semejante a las portadoras de
BRCA1/2, tienen mayor riesgo de céancer de mama como asi también estaria
incrementado el riesgo de cancer de pancreas, pero no se ha descrito relacion con el
cancer de ovario. El riesgo de CM se estima cercano al 35% a los 70 afios, si bien hay

series que han descrito un riesgo mayor en familias con varios antecedentes de CM (22).

La familia de genes de RADS51 incluye los genes RAD51C y RAD51D y estan
involucrados en la reparacion del DNA mediante su interacciéon con BRCAl1 y BRCA2.
Esta descrito que RAD51C conferiria un riesgo de cancer de ovario del 6,7% a los 80
afios y RAD51D del 12% (este ultimo con diagnéstico a edad mas temprana que la

poblacién general) (49-51).

Respecto a los genes de moderada penetrancia, el riesgo relativo para cancer de mamay
ovario esta menos establecido; para VP en ATM se estima cercano al 20% (52) y para
CHEK2 del 23-48% a los 80 afios (53).

Dos estudios recientes con grandes cohortes de pacientes (de 113927 y 64791 individuos
respectivamente) (42,43) postulan que los genes ATM, BRCAL, BRCA2, CHEK2 y PALB2
actuarian como genes de alto riesgo para CM; mientras que BARD1, RAD51C, RAD51D,
y TP53 actuarian como genes de moderada penetrancia. Se debe considerar que
algunos de estos genes se asociarian s6lo con algun subtipo especifico de cancer de
mama, como la asociacion de variantes en CHEK2 y ATM con el CM receptor de
estrogeno (RE) positivo, BARD1, RAD51C y RAD51D a CM RE negativo. También
exponen el caso de los genes FANCM y FANCC que se asociaria a CM RE negativo pero

sin asociacion estadisticamente significativa con el cancer de mama en general.
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Cabe destacar que en relaciéon con el Sindrome de cancer de mama y ovario hereditario
se ha descrito susceptibilidad a otros canceres como neoplasias digestivas (cancer

gastrico, cancer de pancreas), melanoma cutaneo y cancer de prostata.

Por lo tanto, la identificacion de VP a nivel germinal de estos genes es clave para poder
ajustar la estrategia preventiva en cada individuo, optimizando las medidas de
seguimiento y la oferta de cirugias reductoras de riesgo, como asi tiene una alta utilidad
para implementar medidas en sus familiares (54). Hoy en dia también permite ampliar las
opciones terapéuticas como es el caso de la indicacién de los inhibidores de PARP en
pacientes portadoras de mutacion germinal en BRCA 1 y BRCA2 con cancer de mama y
ovario (55-57). Otra consideracion a tener en cuenta es la posibilidad que pueden tener

los pacientes portadores de realizar Diagndstico Genético Preimplantacional (DGP).

En la actualidad existen multiples guias de diagnéstico y manejo de los pacientes con
Sindrome de cancer de mama y ovario hereditario que intentan homogeneizar el manejo

de los pacientes en las Unidades de Asesoramiento Genético (23,30-32).

1.3.2 Sindrome de Cancer de Colon Hereditario no polipésico — Sindrome de

Lynch

La mayoria de los casos de cancer colorectal (CCR) son esporadicos, pero un 2-4% de
desarrolla en el contexto del Sindrome de Lynch (SL) (58,59). Este sindrome esta
causado por variantes patogénicas en los genes reparadores del DNA (mismatch repair
genes MMR) MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2. Un 1% de los casos se debe a deleciones en
la linea germinal de EPCAM que inactivan el gen MSH2. Otros genes implicados en la
reparacion del DNA como MSH3, MLH3, EXO1, PMS1 y TGFBR2 se han postulados

como genes relacionados al SL pero su asociacion esta poco estudiada (60,61).

Se ha descrito una asociacion de mayor riesgo de CCR y otras neoplasias como cancer
de endometrio, cancer de ovario, cancer gastrico, intestino delgado, tracto hepatobiliar,

tracto urinario superior, tumores del sistema nervioso central y piel.

El International Collaborative Group on Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer
establecié en 1990 los primeros criterios clinicos para definir el Sindrome de Lynch: los
criterios  Amsterdam. Posteriormente se modificaron para incluir otras neoplasias

relacionadas (Amsterdam II) (Figura 6), sin embargo estos criterios son poco sensibles



para detectar la mayoria de los casos con alteraciones en la linea germinal en los genes
MMR (62,63).

Las guias de Bethesda se desarrollaron para seleccionar a los individuos candidatos a un
cribado molecular para el SL, aunque su sensibilidad es limitada (59,64,65) (Figura 6).

Dada la baja sensibilidad de los criterios clinicos propuestos anteriormente se postularon
los criterios de Jerusalén que plantearon realizar el cribado de inmunohistoquimica (IHQ)
a todos los casos de cancer de colon en menores de 70 afios(66).

Criterios de Amsterdam 11* (Vasen, 1999):

+ Tres o mas individuos afectados de CCR o neoplasia relacionada (endometrio, intestino delgado, uréter
o pelvis renal), uno de ellos familiar de primer grado de los otros dos.

+  Afectacion de 2 generaciones consecutivas.

» Un caso al menos diagnosticado antes de los 50 anos.

* Se deben cumplir los 3.

Criterios de Bethesda revisados** (Umar, 2004):

1. CCR diagnosticado antes de los 50 anos.

2. CCR sincrénico o metacronico, u otra neoplasia relacionada (endometrio, estomago, ovario, pancreas,
urinario, cerebro, intestino delgado), con independencia de la edad.

3. CCR con infltracion linfocitaria, células en anillo de sello o crecimiento medular diagnosticado antes
de los 60 anos.

4. Paciente con CCR y uno 0 mas familiares de 1° grado con CCR o neoplasia relacionada (endometrio,

estomago, ovario, pancreas, urinario, cerebro, intestino delgado) diagnosticada antes de los 50 anos

Paciente con CCR y dos o mds familiares de 1* 0 2 grado con CCR o neoplasia relacionada (endometrio,

estomago, ovario, pancreas, urinario. cerebro, intestino delgado), con independencia de la edad.

2

** Se debe cumplir al menos 1

En la actualidad se recomienda el estudio mediante inmunohistoquimica de las proteinas
de MMR en todos los casos de cancer de colon y cancer de endometrio sin limites de
edad (31,67,68).

El estudio se inicia con el analisis tumoral mediante IHQ de la expresién de las proteinas
de MMR y de la inestabilidad de microsatélites dado que mas del 90% de los casos de SL
tienen pérdida de expresion de algunas de las proteinas o inestabilidad de microsatélites
(69). La IHQ permite identificar el gen MMR que mas probablemente presente una

mutacién germinal.

Las neoplasias con mayor riesgo son el cancer de colon y el cancer de endometrio, con
un riesgo de 52-82% y del 25-60% respectivamente (59). La incidencia de neoplasias
puede variar segun el gen que presente la VP. Por ejemplo, los individuos con VP en
MSH6 y PMS2 tienen un riesgo de un 15-44% de CCR y aquellos portadores de VP en
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MSH2 y MLH1 el riesgo es entre 40-80% (70,71). El 50% de las mujeres que desarrollan
cancer de colon y cancer de endometrio debutan con este dltimo (72).

En la préactica clinica habitual, las recomendaciones para estos pacientes se realizan
siguiendo las guias de consenso internacionales (31,32).

1.4 Estudio genético mediante paneles multigenes

Los estudios genéticos en la década de los 90 y primeros afios del siglo XXI se
realizaban de forma secuencial, gen a gen, mediante secuenciacion Sanger. En aquellos
casos con resultados no informativos en el estudio inicial se planteaba la posibilidad de
realizar estudio de un nuevo gen o bien ajustar el riesgo del paciente segln su historia
personal de cancer junto a la historia familiar, situacion que puede plantearse como

obsoleta en la actualidad.

La implementacién de la técnica de secuenciacién masiva (NGS por las siglas en inglés
“Next Generation Sequencing”) ha hecho posible llevar a cabo estudios genéticos mas
amplios y rapidos, ademas de ser mas coste-efectivos. Esta situacion esta permitiendo
conocer mejor la biologia y evolucion de los tumores, lo que se traduce en nuevos
marcadores diagndsticos, prondsticos y de prediccion de respuesta a tratamientos. En el
campo del cancer hereditario ha permitido agilizar los estudios de aquellas personas con
sospecha clinica de CH (73,74). El andlisis paralelo de mas de un gen es de especial
interés teniendo en cuenta que muchos de los sindromes hereditarios se pueden deber a

VP en diferentes genes (75).

El estudio mediante paneles multigenes (PM) ha permitido conseguir identificar mayor
numero de variantes patogénicas, en muchos casos doblando el nUmero de variantes
identificadas. Pero estos hallazgos se dan de la mano de un aumento significativo de
hallazgos de variantes de significado desconocido (VSD)(76), lo que puede dificultar el
analisis de los resultados, en ocasiones provocando un aumento en la ansiedad vy

angustia de las pacientes (77).

Ante la aparicién de gran proporcion de VSD y otros hallazgos incidentales, en la mayoria
de los centros asistenciales de nuestro ambito se ha optado por realizar un PM dirigido
por el fenotipo del paciente (78). Asi también, dada su utilidad clinica, se han afiadido en
algunos de ellos el cribado de genes oportunistas dados que sus hallazgos se pueden

considerar accionables (79). La Sociedad Americana de Oncologia (ASCO, por sus siglas



en inglés) considera que en paneles destinados a la clinica deberian incluirse Unicamente
aquellos genes con utilidad y accionabilidad clinicas claras para el manejo de los
portadores mientras que el resto de genes/variantes deberian estudiarse en un contexto

de investigacion e incorporarse a la practica clinica una vez validados (80).

Tras la realizacion de un PM en el ambito asistencial o dentro de un proyecto de
investigacion podemos encontrarnos con el hallazgo de una variante que no se relaciona
claramente con el fenotipo que presenta el paciente y/o su familia y en estos casos es
necesaria una valoracién cuidadosa del riesgo para la mejor toma de decisiones.
También podemos hallar pacientes con VP en mas de un gen, situacién conocida con el
término MINAS (siglas en inglés de Multilocus Inherited Neoplasia Alleles Syndrome)
(81). Ambas situaciones comportan un verdadero desafio para las unidades de

asesoramiento genético.

1.5 Rendimiento clinico de los paneles multigenes tras un estudio

inicial negativo: BRCA1 /2 como ejemplo.

A pesar de la rapida implementacién de los PM y su generalizacion posterior desde hace
ya mas de 5 afios, la incertidumbre persiste sobre qué pacientes con un estudio genético
previo negativo podria beneficiarse de realizar un nuevo estudio mas extenso y cudl seria

la accionabilidad de sus resultados.

El concepto de utilidad clinica o accionabilidad es crucial cuando se decide a qué
pacientes se ofrece un nuevo estudio y el estudio a realizar. Utilidad clinica/accionabilidad
se refiere a aquellos hallazgos que conduciran a un cambio en el manejo de los
pacientes, tanto con respecto a las opciones de seguimiento como a la posibilidad de
ofrecer cirugias reductoras de riesgo. En muchas ocasiones estos resultados refuerzan
las indicaciones de medidas de cribado ya implementadas en los portadores y permiten
reducir medidas de seguimiento en aquellas personas de la familia que no son portadores
(82,83).

Multiples estudios han analizado el rendimiento de re-testear a pacientes con un estudio
genético inicial negativo (80,82,84-90). A destacar que tanto las poblaciones incluidas
como los estudios realizados siempre han sido muy heterogéneos. Muchos de los
estudios partieron de un estudio de BRCA 1/2 parcial por lo que estos genes se incluyen

nuevamente en el panel. Sélo pocos trabajos se focalizan en pacientes con cancer con
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resultado indeterminado de BRCA y amplian el estudio en busca de variantes
patogénicas en nuevos genes de alta y moderada penetrancia.

La incidencia de variantes patogénicas o posiblemente patogénicas (VP) en otros genes
varia segun las series publicadas entre 3,8% y 11% en genes de moderada/alta
penetrancia (80,82,84—-89). La accionabilidad de estos hallazgos es también variable,
entre el 2,5% y el 85%. Estas diferencias se pueden explicar principalmente a los criterios
de realizacion del estudio, al nimero de genes analizados, al tamafio de las cohortes y a

los criterios de accionabilidad que se utilizan.

1.6 Hallazgo de nuevas asociaciones genotipo-fenotipo. ERCC3

como posible nuevo gen relacionado al cancer de ovario.

A pesar del avance tecnolédgico que se ha presentado en el ambito del cancer hereditario,
en un porcentaje no despreciable de pacientes con sospecha clinica de sindrome de
susceptibilidad al cancer no se halla ninguna variante patogénica en los genes descritos

como responsables del CH en la actualidad.

Un ejemplo de esta situacién es el sindrome de cancer de mama y ovario hereditario,
donde los genes BRCA1 y BRCA2 se han relacionado con sélo una cuarta parte de los
casos y los nuevos genes de moderada penetrancia serian responsables del 5% de todos
los casos (19), lo que implica que un porcentaje importante del riesgo familiar permanece

sin explicacién (91).

Uno de los objetivos que ha tenido la implementacion de los estudios de secuenciacion
masiva es la identificacién de nuevas relaciones fenotipo-genotipo que puedan explicar
los casos de pacientes con gran carga familiar de neoplasias o casos de presentacion

atipica (edad de diagndstico temprana o evolucion no habitual).

En el sindrome de CMOH la busqueda se ha centrado principalmente en genes que
interactian directamente con BRCAL1/2 o que estan implicados en la reparacién
homologa (RH) del DNA, especialmente los genes FANC, de la via de Anemia de
Fanconi. Hasta la fecha se han identificado 22 genes asociados con AF, su patron de
herencia es heterogéneo, la mayoria suele seguir un patrén autosémico recesivo, aunque
también se ha descrito una herencia dominante y ligada al cromosoma X (92). Algunos
genes de AF son genes relacionados con el Sindrome de cancer de mama y ovario
hereditario como BRCA1, BRCA2, BRIP1, PALB2 y RAD51C; por lo tanto, puede resultar



l6gico que otros genes de esta misma familia se postulasen como genes de
susceptibilidad al cancer.

Genes como FANCC, FANCM, RECQL han sido estudiados exhaustivamente pero los
resultados no son concluyentes (93,94).

También se han estudiado como genes candidatos los genes de la familia de RAD51. A
esta familia, pertenecen RAD51C y RADS51D, con asociaciones confirmadas a un
aumento de riesgo de CO mayoritariamente, y los genes RAD51B, XRCC2 y XRCC3,

para los cuales no hay evidencias claras en estos momentos (95,96).

En otros casos, los genes candidatos se han seleccionado porque sus proteinas
colaboran o forman complejos con las de genes ya conocidos. Por ejemplo, BARD1 o
RAP80 y Abraxas, cuyas proteinas forman multicomplejos con BRCAL. La contribucién

de estos genes al aumento de riesgo esta aun por determinar o descartar (97—-100).

En este escenario ERCC3; gen implicado en la reparacion por escision de nucleoétidos al
codificar una proteina ATPasa/helicasa involucrada en la reparacién del DNA; emergi6
como un buen candidato para analizar en pacientes con cancer de mama ovario
hereditario (CMOH). Variantes bialélicas en ERCC3 han sido descritas como causa del
Xeroderma Pigmentoso/Sindrome Cockayne y también del Transtorno de tricodistrofia
fotosensible tipo 2 (101).

La variante truncante en ERCC3 en heterocigosis recurrente ¢.325C>T
p.Arg109*(R109X), fue relacionada con un incremento del riesgo de CM en individuos

con ascendencia judia Ashkenazi (102).

Otros estudios también han identificado variantes truncantes germinales en ERCC3 en
pacientes con CMy CO (86,103-106).

1.7 Identificacion de portadores de mas de una variante patogénica.
Sindrome “MINAS”

El término MINAS derivado de las siglas en ingles de Multilocus Inherited Multilocus
Neoplasia Alleles Syndrome se definié para describir los casos de pacientes con
variantes patogénicas en mas de un gen de susceptibilidad al cancer (81). Si bien
previamente ya se habian observado casos de VP en mas de un gen (como BRCA1l y

BRCA2) era un hecho muy infrecuente, pero desde la implementacion de Ila
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secuenciacion masiva esta situacion se ha hecho mas frecuente y plantea un nuevo

escenario en el CH.

Desde el conocimiento de esta situacién se ha postulado que las VP podrian tener un
efecto sinérgico o aditivo y los pacientes presentar un fenotipo mas agresivo, como
podria ser el diagnostico de una neoplasia a edad mas joven o la aparicion de multiples

neoplasias que no estén descritas en los sindromes ya conocidos.

Whitworth y colaboradores (81) publicaron en 2016 su experiencia que constaba de 5
casos y ademas hicieron una revision de la literatura donde describieron 82 casos de
MINAS. Lamentablemente no pudieron llegar a ninguna conclusion clara y crearon una
base de datos para registrar todos los casos. Recientemente, el mismo grupo publicé una
nueva revision de la literatura reportando 385 casos (107); si bien algunos casos
presentaban neoplasias multiples o fenotipos atipicos no se pudo determinar con claridad

un patrén general, evidenciando posiblemente una interaccion compleja entre las VP.

Esta situacién continla siendo un escenario complejo que requiere de la valoracion
individual de cada caso para plantear la indicacion de estudios de co-segregacion para la
familia y asi, de esta manera, ajustar las recomendaciones a realizar. De todos modos, la
realizacibn de estudios de secuenciacion masiva puede ser una oportunidad para
conocer mejor la prevalencia de los casos y una oportunidad para conocer mejor como la

presencia de dos mutaciones puede interferir en el fenotipo de los pacientes.
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2. HIPOTESIS
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Un estudio exhaustivo mediante un panel de genes en una cohorte grande de pacientes
permite identificar mas variantes patogénicas en uno o mas genes, asi como nuevas
asociaciones genotipo-fenotipo.
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Objetivo Principal:

Mejorar la comprension de las bases genéticas del cancer hereditario con la finalidad
Ultima de personalizar el riesgo de los pacientes y sus familiares para individualizar las

medidas de seguimiento, tratamiento y recomendaciones profilacticas.

Objetivos Secundarios:

1. Analizar el rendimiento del estudio genético mediante paneles multigenes basado
en el fenotipo, incluyendo el cribado de genes oportunistas y la ampliacion del

panel con un grupo de genes en el entorno de investigacion. (Objetivo 1)

2. Estudiar el rendimiento obtenido y la accionabilidad clinica al ampliar el estudio
genético en aquellas familias con sospecha de Sindrome de cancer de mama
ovario hereditario y con estudio previo de BRCA1/2 con resultado no informativo.
(Objetivo 2)

3. Identificar nuevas relaciones fenotipo-genotipo en el Sindrome de Cancer Mama
Ovario Hereditario. (Objetivo 3)

4. Conocer la prevalencia y las caracteristicas fenotipicas de portadores de mas de

una variante patogénica en genes de susceptibilidad al cancer. (Objetivo 4)
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4. METODOLOGIA
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4.1 Disefno del estudio

Esta tesis es un estudio de cohorte, observacional y retrospectivo, realizado en una
poblacién de pacientes con sospecha de cancer hereditario a quienes se les realizé un
estudio genético mediante panel multigenes.

4.2 Seleccién de pacientes

Se han estudiado todos los pacientes con historia personal y/o familiar sugestiva de
cancer hereditario que han sido visitados de manera consecutiva en la Unidad de

Consejo Genético desde el afio 2015.

Los individuos incluidos fueron valorados por personal especializado en el asesoramiento
genético y la indicacion del estudio genético se determind siguiendo los criterios clinicos
consensuados en el Programa de Cancer Hereditario dentro de la red de Centros
Catalanes (Anexo 1). Previo a la implementacion de este consenso en 2019, para la
indicacion del estudio genético se siguieron los criterios clinicos recogidos en las guias de

manejo del cancer hereditario vigentes (23,31,32,108-110).

Se incluyeron pacientes con sospecha de sindrome de cancer de mama y ovario
hereditario (CMOH) (Tabla 3), cancer de colon hereditario no polipésico (CCHNP) (Tabla
4), Li-Fraumeni (Tabla 5), poliposis adenomatosa familiar (PAF) (Tabla 6). Asi mismo, se
incluyeron algunos pacientes con sospecha se entidades menos frecuentes como
Sindrome MEN tipo 1, Esclerosis Tuberosa, Sindrome de Reeds y Sindrome de Birt-

Hogg-Dubé (estos casos representan un 7% de la poblacién analizada).

Tabla 3. Criterios clinicos de estudio por sospecha de Sindrome de cancer de mama-ovario hereditario

Criterios clinicos

Céncer de mama diagnosticado a los 40 afios 0 mas joven

Céncer de mama triple negativo diagnosticado a los 60 afios 0 mas joven

Cancer de mama en el varén

Tres o mas familiares de primer grado afectas de cancer de mama (al menos un caso en paciente
premenopausica)

Dos casos de cancer de mama en la misma rama en menores de 50 afios.

Un caso de cancer de mama bilateral y otro casi de cancer de mama (uno en paciente menor de 50
anos)

Céncer de ovario epitelial invasivo no mucinoso (En los tumores de bajo grado se individualizara en
funcion de la edad, historia familiar y posible beneficio a los familiares)
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Tabla 4. Criterios clinicos de estudio por sospecha de Sindrome de cancer de colon hereditario no polipésico.

Inestabilidad de Microsatélites (MSI) o Inmunohistoquimica alterada

Cancer colorectal a los 50 afios 0 mas joven o criterios de Amsterdam

Tabla 5. Criterios de estudio Li-Fraumeni (LFS) — Criterios de Chompret

Probando con tumor del espectro LFS* diagnosticado con menos de 46 afios y al menos un familiar de
primer/segundo grado con tumor del espectro (excepto Cancer de mama si el probando tiene cancer de
mama) menores de 56 afios o con tumores multiples.

Probando con miltiples tumores malignos (excepto dos cancer de mama), de los cuales al menos dos
son del espectro de LFS* diagnosticado con menos de 46 afios

Probando con carcinoma adrenocortical, carcinoma de plexo coroideo o rabdomiosarcoma subtipo
anaplasico embrionario.

Cancer de mama diagnosticada a una edad menor de 31 afios.

* Tumores del espectro Li-Fraumeni: cancer de mama, sarcomas de tejidos blandos y huesos, tumores
cerebrales, carcinoma adrenocortical, leucemia.

Tabla 6. Criterios de estudio de Poliposis Adenomatosa Familiar

Existencia de mas de 20 adenomas colénicos

Diagnostico de 10 o méas adenomas colonicos si edad inferior a 40 afios o familiar con cancer colorectal
antes de los 60 afios.

Un 3% (31) de los casos son personas sanas, familiar de primer grado pertenecientes a
familias con criterios de alto riesgo y/o con alta carga familiar. La realizacion de estos
estudios se consensud previamente mediante los criterios de inclusion en el comité

multidisciplinar del Programa de Cancer Hereditario (Tabla 7).

39



40

Tabla 7. Criterios de estudio genético para personas sanas

Criterios clinicos:

Familia con criterios Amsterdam /1|

Familiar con cancer colorectal/endometrio menor de 70 afios y pérdida de expresion de una de las
proteina de los genes reparados del DNA en el estudio de inmunohistoquimica (descartada
hipermetilacion de MLH1)

Familiar de primer grado con sindrome hereditario bien definido (Poliposis coldnica, neurofibromatosis
tipo |, Von-Hippel-Lindau, MEN2, Sindrome de cancer gastrico difuso, Peutz-Jeghers, Cowden, Li-
Fraumeni, etc.)

Familiar de primer grado de una paciente con cancer de ovario epitelial de alto grado.

Familiar de primer grado afecto de cancer de mama con criterios de alta probabilidad de mutacion en
BRCAL/2 (>15%)

En los casos de sospecha de cancer de colon hereditario no polipdsico (CCHNP), se les
realizo el estudio genético tras realizar previamente el cribado por inmunohistoquimica de
las proteinas codificadas por los genes involucrados en la reparacion del DNA MMR. Se
estudiaron los casos con pérdida de expresion de algunas de las proteinas (considerados
tumores con reparacioén deficiente/tumores inestables). También se considerd indicado
hacer estudio en aquellos pacientes con tumores con reparacién eficiente/tumor estable
pero diagnoéstico en edad joven (< 50 anos) y en los casos que no se disponia del tejido
tumoral para su realizacion se indicé el estudio genético segun los criterios clinicos de

Amsterdam Il o Bethesda.

Todos los individuos fueron visitados y recibieron asesoramiento genético, tras el mismo
dieron su consentimiento para realizar el estudio genético diagndstico. Se les ofrecio
ademas la ampliacion del estudio mediante el andlisis de un grupo de genes en el marco

de investigacion.

Los datos clinicos e histoldgicos de los pacientes fueron recogidos retrospectivamente
mediante la revision de la historia clinica electrénica. Ademas se recogieron datos de
informes clinicos en papel cuando los pacientes aportaron informacion de sus familiares

gue habian sido diagnosticados y tratados fuera del centro.



4.2.1 Cohorte deindividuos con estudio inicial mediante panel de genes

En esta cohorte de paciente se incluyeron 1205 pacientes que de manera consecutiva
fueron remitidos y visitados en las Unidades de Consejo Genético de la Red de centros
catalanes (Institut Catala d’Oncologia, Hospital Vall d’Hebron, Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau, Hospital Clinic, Hospital Arnau de Vilanova de Lleida, Hospital del Mar,
Hospital Parc Tauli, Consorci Sanitari de Terrassa, Hospital Althaia de Manresa y
Hospital Sant Joan de Reus) entre mayo de 2016 y noviembre de 2017.

A los individuos con sospecha de céncer hereditario se le ofrecid realizar el estudio
genético mediante un panel de genes dirigido por fenotipo y que incluia el cribado de

“genes oportunistas” (ver mas detalles en el apartado 4.3 de metodologia).

El analisis incluyd pacientes que cumplian criterios de estudio genético para cancer de
mama y/o ovario hereditario, cancer de colon hereditario no polipésico (CCHNP), Li-
Fraumeni y poliposis adenomatosa familiar. Ademas, se incluyeron 18 pacientes con
tumores con pérdida de expresiéon por inmunohistoquimica de PMS2. Se excluyeron del
estudio 9 individuos en el que el analisis de CNVs (del inglés copy number variations)
identificé grandes reordenamientos debido a las diferencias de metodologia utilizada para

su valoracion en los 2 laboratorios que realizaron los estudio de NGS.

4.2.2 Cohorte de pacientes con estudio inicial de BRCA 1/2 neqgativo, ampliacién

del estudio mediante panel de NGS.

En este estudio se analizaron los pacientes visitados en la red de hospitales de la Unidad
de Consejo Genético del Institut Catala d’Oncologia (ICO) y en la Unidad del Hospital
Universitario Vall d’Hebron con sospecha de sindrome de cancer de mama y/o ovario
hereditario (CMOH) a quienes se les habia realizado el estudio genético previo de los
genes BRCAL1/2 entre 1998 y 2005.

Se incluyeron 568 pacientes con estudio inicial de BRCA1/2 no informativo y que eran
nuevamente visitados en las Unidades por tres motivos: 1) seguimiento de alto riesgo, 2)
contacto por nuevo caso en la familia, y 3) confirmacién de hallazgos en proyectos de

investigacidn/estudios clinicos.

Los pacientes fueron visitados nuevamente entre enero de 2015 y octubre de 2019 y tras
el correspondiente asesoramiento genético se les ofrecid6 ampliar el estudio mediante

panel de genes.

41



42

Para valorar la accionabilidad de los hallazgos se revisaron individualmente los datos de
cada familia y se revis6 toda la bibliografia disponible actualizada junto a las nuevas
guias de recomendaciones (23,30,109). Ante el hallazgo de una VP accionable se ofrecid
el estudio de co-segregaciéon a familiares de primer grado.

4.2.3 Cohorte de pacientes para la valoracién de nuevas asociaciones genotipo-
fenotipo.

De la serie de pacientes estudiados por sospecha de cancer de mama y cancer de ovario
hereditario con consentimiento de estudios de investigacion, se analizé la prevalencia de

mutaciones en el gen ERCC3. Se incluyeron 1311 pacientes no relacionados.

En los pacientes portadores de VP se analiz6 el fenotipo que presentaban, las
caracteristicas clinicas de los tumores y el espectro de tumores que se presentaron en la
familia. Se ofrecié estudio de co-segreacion a familiares de primer grado, tanto afectos

COmo sanos.

Posteriormente se realiz6 estudio de correlacion de riesgo para el cancer de mama,

cancer de ovario y cancer de mama y ovario.

Se realizé un analisis comparativo con 2 cohortes. Se analizaron los datos del estudio de
secuenciacién masiva (NGS) realizado a una serie de 453 controles sanos espafioles, de
los cuales 194 correspondian a la cohorte de GCAT (Genomes For Life - Cohort Study of
the Genomes of Catalonia) (111) que fueron analizados con el mismo panel de genes; y
259 individuos sanos que pertenecen a la cohorte espafiola de Babelomics de los que se

habia realizado estudio de exomas y se habia estudiado ERCC3 (112).

Ademas se analizé la frecuencia de variantes truncantes en ERCC3 en la cohorte de
individuos europeos no finlandeses (no-cancer) GnomAD 211

http://gnomad.broadinstitute.org/ (cohorte de 51.343 individuos).

Tras la publicacién de nuestros datos se realizé una valoraciébn comparativa con una serie
de pacientes de Republica Checa publicada por el consorcio CZECANCA (1333

pacientes afectas de Cancer de ovario).



424 Cohorte de pacientes portadores de mas de una variante patogénica.

Sindrome “MINAS”

De la cohorte de pacientes no relacionados estudiados entre mayo de 2016 y noviembre
de 2017 mediante panel de genes como estudio inicial se incluyeron en este sub-estudio
todos aquellos individuos visitados en la Unidad de Consejo Genético del Institut Catala
d’Oncologia (ICO) con andlisis completo del panel que incluia el estudio opcional de
panel de investigacion (1023 casos indice). De ellos un 16% (163) presentaban multiples
tumores.

Sélo se incluyeron en el analisis los pacientes portadores de mas de una variante
patogénica o probablemente patogénica (VP) en genes conocidos de predisposicion

hereditaria al cancer.

Para la correcta valoracion fenotipo-genotipo se revisaron los datos clinicos disponibles y
se ofrecid realizar estudios de co-segregacion a los familiares directos y en los casos

cuya historia oncolégica podria relacionarse con los hallazgos del estudio.

4.3 Estudio de Paneles multigenes

Desde julio de 2015 el Programa de Céancer Hereditario dentro de la red de Centros
Catalanes para el manejo del cancer implementdé un programa conjunto que incluye
criterios clinicos consensuados y paneles de genes para el estudio germinal basados en
el fenotipo de los pacientes y sus familias (Anexo |). Los paneles dirigidos segun el
fenotipo familiar incluyen genes asociados especificamente a tumores con validez clinica

y accionabilidad conocidas(78) (Tabla 8).

Para el cancer de mama (CM) se incluyeron aquellos genes con un riesgo relativo (RR)
cercano a dos. Para el cancer de ovario (CO) los genes fueron seleccionados de acuerdo
con los datos basados en series de caso-controles. Los genes incluidos en el panel de
cancer de colon y poliposis adenomatosa fueron seleccionados de acuerdo a su
asociacion conocida a un aumento del riesgo de cancer de colon o poliposis y susceptible

de controles clinicos.

En el mismo panel se incluyeron los genes BRCA1/2, MLH1, MSH2 y MSH6 definiéndose
como cribado de genes oportunistas dada la accionabilidad conocida de las VP en estos
genes. PMS2 no se incluy6 en este analisis por la presencia de pseudogenes que pueden
alterar el resultado, pero se analizé6 mediante PCRs (del inglés polymerase chain

reaction) de largo alcance si se consideraba indicado tras el estudio inmunohistoquimico.
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Ademas, se ofrecio a los pacientes la ampliacion del estudio con un set de 24 genes
CORE relacionados con cancer hereditario (en contexto de investigacion) para valorar si
mejoraba el rendimiento del estudio de variantes patogénicas més alla del estudio de los
genes por fenotipo.

Tabla 8. Genes incluidos en cada panel basado en el fenotipo.

BRCA1 BRCA1 BRCA1

BRCA2 BRCA2 BRCA2

PALB2 PALB2

ATM ATM

TP53

CHEK2

BRIP1 BRIP1

RAD51C RAD51C

RAD51D RAD51D

MLH1 MLH1 MLH1
MSH2 MSH2 MSH2
MSH6 MSH6 MSH6

MUTYH

POLD1

POLE

APC

BMPR1A

NTHL1

SMAD4

PTEN, CDH1 y STK11 se analiz6 solo ante un fenotipo sugestivo PMS2 se analizé de manera separada si
estaba indicado por el resultado de la IHQ

CM: cancer de mama; CO: cancer de ovario; CMO: cancer mama-ovario; CCHNP: cancer de colon
hereditario no polipdsico. (Tabla adaptada de Feliubadalé et al, IJC 2019)
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4.4 Secuenciacidon masiva de genes

En todos los estudios se extrajo DNA gendémico a partir de linfocitos de sangre periférica
de los pacientes.

Los estudios de panel de genes llevados a cabo en el ICO se realizaron a partir de varias
versiones de una libreria de disefio propio, llamada ICO-IMPPC Hereditary Cancer Panel
(I2HCP) (cita PMID: 28051113), basada en el enriquecimiento por hibridacion. El panel
I2HCP contiene un compendio exhaustivo de genes implicados en el cancer hereditario
(de tumores solidos) y las rasopatias. La lista concreta ha ido evolucionando en el tiempo
con el avance de los conocimientos del cancer hereditario, desde los 122 genes iniciales
a los 164 actuales. Las primeras versiones utilizaban sondas SureSelectXT Custom
(Agilent, Santa Clara, CA), mientras que la actual usa tecnologia Kapa HyperChoice
MAX (Roche Diagnostics, XXXX), siempre de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las librerias se secuenciaron en distintas plataformas lllumina, dependiendo
del numero de muestras. Los resultados crudos se analizaron con un pipeline
bioinformatico de disefio propio llamado I2HCP Diagnostics Pipeline, que incluye las
herramientas no comerciales FastQC, BWA (BWA-MEM), Samtools, Bedtools, VarScan,
Table-Annovar, DECoN y programas propios (cita PMID: 28051113).

Los estudios de panel de genes llevados a cabo en el HVH utilizaron la libreria comercial
Hereditary Cancer MASTR™ Plus (Agilent), también de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, y se secuenciaron en la plataforma MiSeq de lllumina. Fueron analizadas

mediante el software comercial Sophia Genetics Platform (Sophia DDM®).

Ambas aproximaciones detectan variantes puntuales y grandes reordenamientos. Las
variantes identificadas fueron interpretadas por personal cualificado y aquellas con
significacion clinica fueron confirmadas por secuenciacion Sanger u otra técnica

adecuada.

Asi mismo, los estudios directos de co-segregacion y de pérdida de heterocigocidad

(LOH) se realizaron mediante secuenciacion Sanger.

45 Clasificacion de las variantes

Las variantes encontradas fueron clasificadas de acuerdo a la clasificacién propuesta por

Plon et al.(115) siguiendo las recomendaciones de la ACMG (del inglés American College
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of Medical Genetics) (https://acmg.net), ENIGMA e InSiGHT (Tabla 9). Las variantes
patogénicas y probablemente patogénicas (Clases IV y V) se consideraron juntas como
variantes patogénicas (VP). Las variantes de significado desconocido (VSD, clase Ill) se
describieron por separado y las variantes benignas y probablemente benignas se

omitieron del analisis.

Tabla 9. Clasificacion de las variantes genéticas

Clase Probabilidad de patogenicidad

5. Patogénica >0,99
4. Probablemente

patogénica BERHD Y
3. De_S|gnlflcado 0,05-0,949

incierto
2. Probablemente 0,001-0,049

benigna
1. Benigna <0,001

4.6 Analisis Estadistico

Para la valoracibn de los resultados descriptivos, se describieron las variables
cuantitativas mediante la mediana aritmética y su correspondiente desviacion estandar.
Las variables categoricas se describieron mediante tablas de frecuencias (numero y

porcentaje).

En el estudio de valoracién de ERCC3 como gen de riesgo para cancer de mama-ovario
las variables binarias se analizaron mediante regresion logistica binaria. Los resultados

se expresaron como Odds Ratios (OR) con su intervalo de confianza (IC) del 95%.

Para el estudio comparativo de cohortes las diferencias en la frecuencia alélica entre los
casos y controles se realiz6 mediante el test exacto de Fisher usando el paquete
estadistico R v.3.5.1.

Para todas las comparaciones realizadas se consideraron asociaciones estadisticamente

significativas aquellas cuyo p-valor era <0.05.
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4.7 Consideraciones éticas

Los estudios descritos en esta tesis se llevaron a cabo siguiendo rigurosamente las
recomendaciones éticas internacionales para la investigacion médica en humanos. Los
investigadores implicados hemos sido responsables de garantizar que los estudios se
realizaron de acuerdo con las normas recogidas en la Declaracion de Helsinki.

Los estudios se llevaron a cabo tras aprobacion por el Comité de Etica de Investigacion
Clinica del Hospital Universitari de Bellvitge (PR278/19).
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5. RESULTADOS
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5.1 Utilidad clinica del panel multigenes como estudio genético
inicial. (Objetivo 1)

En este apartado se resumen los resultados del uso de un panel de genes relacionados
con céancer hereditario en una cohorte de pacientes de los centros de la red de centros
catalanes. Se presentan los resultados del analisis de genes asociados a fenotipo, la
ampliacion con genes oportunistas, asi como una ampliacion a un set de 24 genes CORE
relacionados con cancer hereditario (investigacion) (Tabla 8 en apartado metodologia
4.3). Este estudio fue publicado en 2019 en la revista IJC (Feliubadalo et al. (79)).

Se incluyeron 1205 individuos no relacionados visitados en las unidades de consejo
genético de la red de hospitales de Catalufia entre mayo de 2016 y noviembre de 2017 y
gue cumplian criterios clinicos de estudio genético. Se analizaron los genes previamente
definidos segun criterios clinicos, los genes oportunistas fueron analizados en todas las

muestras.

El 87% eran mujeres y el 13% hombres. Como historia personal de neoplasia se
incluyeron: mama (51%), ovario (22%), cancer colorectal (16%), poliposis colonica (3%) y
cancer de endometrio (2%). Un 7% de los pacientes fueron diagnosticados de otros
tumores (como por ejemplo cancer gastrico, cancer de intestino delgado, poliposis
colorectal) y un 3% eran personas sanas que pertenecian a familias con alta sospecha de

cancer hereditario (Tabla 10).

49



50

Tabla 10. Caracteristicas clinicas de la poblacion

Poblacién

n = 1205

Edad al primer diagndstico

48 (DE 14)

Mujeres

1048 (87%)

Hombres

157 (13%)

Historia oncoldgica personal

Cancer de mama

476 (40%)

Cancer de mama multiple (multifocal, multicéntrico y/o bilateral) 82 (7%)
Céncer de ovario 236(20%)
Céancer de mama + ovario 26 (2%)
Céancer de mama + otro 29 (2%)
Céancer de mama + colon 5 (<1%)
Cancer colorectal 116 (10%)
Cancer colorectal multiple 14 (1%)
Cancer colorectal + otros 53 (4%)
Cancer de endometrio 21 (2%)
Cancer de intestino delgado 3 (<1%)
Céancer gastrico 4 (<1%)
Adenomas sebaceos 3 (<1%)
Poliposis colorectal 36 (3%)
Otros 24 (2%)
Mdltiples tumores de diferentes origenes 46 (4%)
Sanos 31 (3%)

En esta poblacion se hallaron 150 individuos portadores de variantes patogénicas y
probablemente patogénicas (ambas denominadas VP a partir de ahora), 148 individuos

(12%) portadores en heterocigocis en un gen dominante y 2 pacientes con mutacion

bialélica en MUTYH.

Los genes con mayor porcentaje de variantes patogénicas fueron BRCA2 (37) y BRCAL
(30), seguidos por los genes de reparacion del DNA (24 MSH6, 15 MLH1 y 13 MSH2). El
estudio en genes oportunistas identificé 7 variantes patogénicas adicionales (0,6%), 5 en
MSH6, una en BRCA1 y 1 en BRCA2. Asimismo, se realizd el estudio de co-segregacion
a 13 familiares de primer grado de los 29 familiares identificados. El estudio de panel que
incluyd los 24 genes de investigacion evidencié 25 variantes patogénicas adicionales por

lo que el rendimiento del panel aumentd de 13% a 15%. (Figura 7)




Panel por fenotipo Cribado de genes Panel core 24-genes
oportunistas

w MUTYH, RADS1C, RADS1D, TPS:

BRCAZ

A rendimiento: 7/1205
(0.6%)
—

A rendimiento: 25/1205
(2.1%)

Rendimiento: 150/1205 (12.4%) Rendimiento: 157/1205 (13.0%) Rendimiento: 182/1205 (15.1%)

Se describe a continuacion los resultados por grupo clinico (Figura 8)

5.1.1 Variantes patogénicas en pacientes con cancer de mamay cancer de Ovario

El estudio se llevé a cabo en 883 familias con historia de cancer de mama, cancer de
ovario y cancer de mama y ovario. A 168 familias se les habia realizado previamente un
estudio de BRCA 1/2 que no mostro VP.

El panel dirigido a pacientes con cancer de mama se analizé en 543 individuos
detectdndose variantes patogénicas en un 8% de ellos (46): 18 en BRCA2, 10 en BRCAL,
8 en PALB2, 5 en CHEK2 y 5 en ATM (Figura 8). No se hallaron mutaciones en TP53.

Respecto a las 210 pacientes estudiadas para el panel de cancer de ovario, el
rendimiento fue del 11% (23): se identificaron 10 Variantes patogénicas en BRCAl y 10
variantes patogénicas en BRCA2, ademéas 1 en BRIP1, 1 en RAD51C y 1 en RAD51D.

Entre las 130 pacientes con historia de cancer de mama y de ovario, un 17% (22) resulté
portadora de una variante patogénica: 9 en BRCAL, 8 en BRCA2, 2 en ATM, 1 en BRIP1,
1 en CHEK2y 1 en PALB2.

A destacar que 4 pacientes (1 cancer de mama, 2 cancer de ovario y 1 cancer de mamay

ovario) resultaron portadoras de una VP en MSH6.

Al analizarse los resultados de todo el panel de genes (afiadiendo el grupo de 24 genes
del core de investigacién), se identificaron 17 VPs adicionales. Cabe destacar que 6 VPs
en genes relacionados a cancer de ovario se encontraron en familias que soélo
presentaban historia de cdncer de mama (3 BRIP1, 2 RAD51C y 1 en RAD51D).
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En resumen, con la ampliacién del andlisis a los genes de investigacion el estudio resultd
en un rendimiento del 10.5, 14.3 y 18.5% en los casos de cancer de mama, cancer de

ovario y cancer de mama y ovario respectivamente (Figura 8).

5.1.2 Variantes patogénicas en pacientes con cancer de colon hereditario no

asociado a poliposis.

A los pacientes con sospecha de cancer de colon hereditario no asociado a poliposis se
les realiz6 inicialmente el estudio por IHQ de las proteinas implicadas en la reparacion del
DNA (MMR).

De un total de 205 casos, se analizaron 137 tumores con déficit en la reparacion, 56 con

reparacion eficiente (diagnéstico a edad joven) y 12 con reparacion no estudiada.

El rendimiento del panel en estos 205 individuos fue del 24% (50) (Figura 8). El gen
donde se hallaron variantes patogénicas con mayor frecuencia fue MSH6 (23), seguido
de MLH1 con 14 y MSH2 con 13. Todas las VP halladas en los genes de reparacion
fueron encontradas en pacientes con tumores deficientes o con determinacién MMR
desconocida, sin encontrarse VPs en los 56 pacientes con tumores con reparacion
eficiente. Una VP en MSH6 fue encontrada en el estudio de genes oportunistas en una

paciente con cancer de mama.

De manera interesante, 3 casos de los 137 tumores con déficit en la reparacion (2%)
tuvieron un resultado discordante entre la pérdida de expresion proteica por

inmunohistoquimica y el resultado del estudio genético.

El estudio de genes oportunistas en un individuo sano cuyo padre tenia un tumor MMR

deficiente present6 una VP en BRCA2.

Se evidenciaron 6 VPs adicionales en el analisis completo del panel de 24 genes, todas
en casos con MMR eficiente o desconocido (3 en ATM, 2 en CHEK2 y 1 en RAD51D), lo

gue aumenta el rendimiento global del panel core un 3%.

Ademas, se realiz6 de manera separada el estudio de PMS2 en 18 casos encontrandose

6 variantes patogénicas y 2 variantes de significado desconocido.



5.1.3 Variantes patogénicas en pacientes con Poliposis Adenomatosa y Sindrome

de Li-Fraumeni

Se analizaron 73 pacientes con clinica sospechosa de Poliposis Adenomatosa Familiar
hallandose 3 VPs en APC y 2 pacientes con mutaciones bialélicas en MUTYH. No se
encontraron VPs en pacientes con 20 o menos polipos.

El estudio de genes oportunistas identifico 1 VP adicional en BRCAL en un portador de
VP en APC. Al analizar el panel de genes de investigacion, se detectaron 1 VP en PALB2
y una en PTEN.

El analisis de 15 pacientes con sospecha de sindrome de Li-Fraumeni identific6 una VP
en TP53 y el estudio de genes oportunistas detect6 una VP en MSH6. En estos
individuos la ampliacion al panel de investigacion de 24 genes no identificé otras

variantes patogénicas.

Mama Ovario Mama + Ovario CCHNP Poliposis Adenom. Li-Fraumeni

Rendimiento: 45/543 (8.3%) 23/210 (11.0%) 22/130 (16.9%) 50/205 (24.4%) 5/73 (6.8%) 1/15 (6.7%)
| Cribado oportunista |
MSH6 1 8:0.2% MSH6 2 A:1.0% MSH6 1 A:0.8% BRCA2 1 A: 0.5% BRCA1 1 A:1.4% MSH6 1 A: 6.7%

| Panel de 24-genes investigacion ‘

l l l l l

BRIP1 3 NEN 3 ATM 3
RADSIC 2 tA:11(2.0%) APC 11A:5(2.4%)  NBN 1}A:1(0.8%) CHEK2 2 tA:6(2.9%)
CDH1 1 ‘ BARD1 lv‘ RAD51D 1 )

RADS1D 1

BARD1 4 ‘

PALB21

pTEN 1 | B:2 (2.7%) a:0

5.1.4 Variantes patogénicas en individuos sanos

A 31 individuos sin historia personal de cancer pero con familia con alta sospecha de
cancer hereditario se les realiz6 estudio germinal. Se encontraron cuatro VPs (13%), 3 en
BRCAL en familias con historia de cancer de mama, cancer de ovario y cancer de mama
y ovario y una en BRCA2 en una familia con sospecha de cancer de colon hereditario no

polipésico.
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5.1.5 Deteccidn de variantes de significado desconocido

En el total de casos analizados, se encontré que un 30% de los pacientes a quienes se le
realiz6 un panel dirigido por fenotipo eran portadores de una variante de significado
desconocido (VSD), un 36% cuando se amplié el estudio con genes oportunistas y un
65% cuando se afadio el andlisis del panel completo con los 24 genes de investigacion.

La mayoria de las VSD se evidenciaron en el gen ATM, seguido por CDH1, PALB2 y
APC.

Con estos resultados hemos planteado que podria combinarse el panel dirigido por
fenotipos con el cribado de genes oportunistas ya que permitiria mejorar el rendimiento
clinico con un asumible incremento de la deteccibn de variantes de significado
desconocido (Tabla 11).

Tabla 11. Nuevo panel de genes dirigido por fenotipo

BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6

PALB2
ATM
TP53! TP53
CHEK2
BRIP1 BRIP1
RAD51C RAD51C
RAD51D RAD51D
MUTYH MUTYH
POLD1 POLD1
POLE POLE
APC
BMPR1A
NTHL1
SMAD4

Genes oportunistas en todos los pacientes. PTEN, CDH1 y STK11 sélo si fenotipo sugestivo. PMS2
segun resultado de IHQ. * Sélo pacientes con CM antes de los 35 afios.

CM: cancer de mama; CO: cancer de ovario; CMO: cancer mama-ovario; CCHNP: cancer de colon
hereditario no polipdsico. (Tabla adaptada de Feliubadalé et al, IJC 2019)



5.2 Rendimiento clinico y accionabilidad de la ampliacion del

estudio mediante panel de genes tras un estudio inicial de
BRCA1/2. (Objetivo 2)

En este estudio se analizaron los pacientes visitados en las Unidades de Consejo
Genético del Institut Catala d’Oncologia y en la Unidad del Hospital Universitario Vall
d’Hebron con sospecha de sindrome de Cancer de Mama/Ovario Hereditario (CMOH) a
quienes se les habia realizado el estudio genético inicial sé6lo de los genes BRCA1/2
entre 1998 y 2005. En 568 casos con resultado indeterminado o donde se habia
evidenciado una mutacién de significado desconocido se les ofrecié ampliar el estudio
mediante un panel de genes dirigido por fenotipo. Actualmente este estudio esta en fase

de preparacion de manuscrito.

El objetivo del estudio fue valorar el rendimiento obtenido por un panel de genes en
familias BRCAL1/2 no informativo. El segundo objetivo del estudio fue evaluar la

accionabilidad en las familias donde se evidencio variantes patogénicas.

Se utilizaron como criterios de inclusién los siguientes: a) Estudio previo de la region
codificante de los genes BRCAL1 y BRCA2 que hubiese incluido estudio de grandes
reordenamientos (MLPA), b) Familias que recontactaron con las unidades de consejo
genético por aparicion de casos nuevos, ¢) Familiares en seguimiento segun protocolos
de alto riesgo (LTR (de las siglas en inglés life time risk >20-25%) y d) Confirmacion de

hallazgos procedentes de proyectos de investigacion (translacional/ensayos clinicos)

5.2.1 Rendimiento clinico del estudio mediante panel de genes

Las visitas para la ampliacién del estudio mediante panel se realizaron entre enero de
2015 y octubre de 2019. Se incluyeron 568 casos, todos ellos con estudios previos con

resultados indeterminados (515 casos) o con hallazgo de VSD (53 casos).

Las caracteristicas clinicas de las familias incluidas se detallan en la Tabla 12.
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Tabla 12. Caracteristicas clinicas de los casos

Caracteristicas clinicas (tipo de familia)* N°
3 0 mas familiares de 1° grado con cancer de mama 136
Diagnéstico de cancer de mama bilateral 89

2 casos en la familia con cancer de mama en menores de 50 afios 72
Diagnéstico cancer de mama a los 35 afios o0 menor 97
Asociacion de cancer de mama y cancer de ovario en la misma familia 50
Cancer de ovario 52

Diagnéstico de cancer de mama triple negativo en menores de 50 afios 62
Céancer de mama en el varon 19

El estudio genético se llevo a cabo para ajustar el riesgo en un 68% de los casos, por el

diagnéstico de nuevos casos en la familia en un 22% y por proyectos de investigacion un

10 % (Tabla 13).

Tabla 13. Criterios de estudio de las pacientes

Criterios de estudio N° (%)
Ajustar riesgo 386 (67,95)
Nuevo caso en la familia 125 (22,00)
Proyectos de investigacion: 57 (10,05)
Total: 568 (100)

Previa visita con el adecuado asesoramiento genético se les ofrecié a las pacientes
ampliar su estudio mediante la realizacién del panel de genes dirigido por fenotipo que

incluia también al cribado de genes oportunistas (Tabla 8 en apartado metodologia 4.3).

El mismo incluyé:

A) Genes de alto riesgo para Cancer de mama: PALB2, TP53 (BRCA1 y BRCA2)

B) Genes de moderado riesgo para Cancer de mama: ATM, CHEK2

C) Riesgo moderado de Céancer de Ovario: BRIP1, RAD51C, RAD51D

D) Cribado de genes oportunistas: MLH1, MSH2 y MSHS6.




El analisis de los paneles evidencié 60 variantes probablemente —patogénicas (VP a
partir de ahora) (10,56%); de ellas, 24 (40%) se presentaron en genes de alto riesgo y 36
(60%) en genes de moderado riesgo.

El gen donde se hallaron variantes patogénicas con mayor frecuencia fue PALB2 (17:
28,33%), seguido de ATM (11: 18,33%), RAD51D (8: 13,33%), RAD51C (6: 10%) y
CHEK2 (6: 10%). También se encontraron VP en TP53 (3), BRIP1 (2), BRCAl1 y BRCA2
(1 en cada gen, variantes intronicas en regiones no incluidas en el estudio previo por
secuenciacion Sanger) y PTEN (1) (Tabla 14 y Tabla 14b). El andlisis evidenci6 227

variantes de significado desconocido.

Tabla 14. Variantes Patogénicas identificadas

GEN Variante Patogénica (N)

€.2257C>T; p.(Arg753*)

¢.509_510del; p.(Arg170llefs*14)
c.121_130del; p.(Ala41Leufs*9)
C.1653T>A,; p.(Tyr551*) (2)

€.2749 3113del365; p.(Val917Glufs*14) ¢
€.1857delT; p.(Phe619Leufs*9)
c.73A>T, p.(Lys25%)

PALB2 €.2257C>T, (R753%) (2)

€.3201+5G>T intrén 11; p.(Asn1039GLYfs*7)
€.1192delG; p.(Val398Cysfs*26)
€.1675C>T; p.(GIn559%)

€.3362delG exon 3; p.(Glyl121fs)
C.73A>T, p.(Lys25%)

€.1111G>T; p.(Glu371%)

€.3256C>T; p.(Arg1086*)
€.4909+1G>A; p.?

€.2510C>G; p.(Ser837%)
c.3712_3716del; p.(Leul238Lysfs*6) (2)
€.9007_9034del; p.(Asn3003Aspfs*6)
C.7788+3A>G; p.(Leu2544_Glu2596del)
c.3756del; p.(Tyr1252*)

€.2413C>T; p.(ARg805*)

c.3802del; p.(Val1268*)

€.1595G>A; p.(Cys532Tyr)

€.4432C>T; p.(GIn1478%)

€.694C>T; p.(Arg232*) (4)
€.94_95delGT; p.(Val32Phefs)

RAD51D €.655C>T; p.(GIn219Ter)
€.94_95delGT; p.(Val32Phefs*38)
C.649G>T; p.(Gly217Ter)

ATM
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Tabla 14b. Variantes Patogénicas identificadas

GEN Variante Patogénica (N)

€.709C>T; p.(Arg237%)

€.358dupA; p.(Thr120Ansfs*35) (2)
RAD51C €.706-2A>G; p.?

€.1026+5_1026+7del; p.(Arg322Serfs*22)
€.656T>C; p.(Leu219Ser)

€.349A>G; p.(Arg117Gly)
C.715G>T; p.(Glu239*) (3)
del EO3-E04; p.?
€.279G>A; p.(Thp93*)

CHEK2

€.1577_1581dup; p.(Glu528Cysfs*45)
MSH6 €.3103C>T; p.(Arg1035%)
€.3261dupC; p.(Phel088Leufs*5)

€.207delT>C; p.(Ala69=)
TP53 C.783-1G>A; p.?
C.736A>G; p.(Met246Val)

€.2392C>T; p.(Arg798*)

BRIP1
€.1702_1703del; p.(Asn568Trpfs*9)
MSH2 €.2083G>A; p.(Val695Met) $
BRCA1 €.4185+4105C>T; p.gIn1395_gIn1396insSerlysSerleu*
BRCA2 €.8332-13T>G; p.(LlIe2778_GIn2829del)
PTEN ¢.407G>A exon 5; p.(Cys136Tyr)

Las caracteristicas clinicas de los pacientes donde se hallaron VP se detallan en la tabla
15.

El andlisis de los genes oportunistas detecté 3 variantes patogénicas en MSH6 y 1 en
MSH2. Respecto a los casos de MSH6 cabe destacar una paciente que era portadora
también de una VP en ATM; habia sido diagnosticada a los 54 afios de una neoplasia de

mama receptor de estrégeno positivo y de una neoplasia de colon a los 62 afios.

La paciente portadora de la mutacién en MSH2 habia sido diagnosticada de cancer de
mama a los 30 afos. En la historia familiar destaca su padre con una neoplasia de colon

a los 49 afos y el abuelo paterno una neoplasia de colon diagnosticada a los 31 afios.



Tabla 15. Caracteristicas clinicas de los casos segun el gen con variante patogénica

Sélo Cancer de mama Conoc\?:rci:gr de
c:s?)s ‘ ;:a; OOS Diseg‘:jsn;');‘t)igo Tgﬁigo bilgtl\gral vgr'\gn CM+CO co
afios
PALB2 6 3 1 1 4 1 1
TP53 1 2
BRCA1 1
BRCA2 1
ATM 3 2 2 5 )
CHEK2 4 1 1
PTEN 1
RAD51C 1 1 1 3
RAD51D 2 5 4
BRIP1 1 1
MSH2 1
MSH6 2 1

5.2.2 Accionabilidad de los resultados

En los casos con hallazgo de variante patogénica, tras explicar los resultados y sus
implicaciones, se ofrecié estudios de co-segregacion a los familiares de primer grado,

realizandose 147 estudios en cascada a familiares directos.

Se procedié a analizar la accionabilidad de los hallazgos; de acuerdo a las guias clinicas
actuales, se consideré6 que los hallazgos eran “accionables” cuando provocaban un

cambio en el manejo del paciente o de su familia.

En los portadores de las VP, en 37 casos (67,2%) este hallazgo produjo un cambio en las

medidas de seguimiento y/o recomendaciones de cirugias profilacticas (Tabla 16).

A modo de ejemplos; en la familia con la VP intrénica en BRCA2 se le aconsej6 realizar
mastectomia bilateral profilactica a la hija del caso indice. En uno de los casos de VP en
RAD51D se plante6 al probando realizar mamografia anual (para control de la mama
contralateral) y seguimiento ginecolégico semestral con ecografia transvaginal vy

marcador tumoral CA 125 y valorar salpingo-ooforectomia bilateral profilactica (SOBP)
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entre los 45-50 afios. A su hermana, también portadora de la VP, se le recomendd

seguimiento con RM mamaria.

En otros casos los hallazgos no provocaron un cambio en el manejo habitual, es el
ejemplo de uno de los casos de VP en RAD51C que la probando tenia ya realizada una
ooforectomia bilateral y por la historia familiar ya cumplia con los controles mediante

mamografia y RM mamaria.

Tabla 16. Accionabilidad clinica en las familias con variantes patogénicas.

e | e
Céancer de mama Alto riesgo
PALB2 17 40 12
TP53 2
BRCA1
BRCA2
Total 22 45 16
Céancer de mama Riesgo Moderado
ATM 11 28 5
CHEK2 6 7 2
PTEN 1 2 1
Total 18 37 8
Cancer de ovario
RAD51C 6 15 2
RAD51D 8 26 5
BRIP1 2 5 2
MSH6 3 17 3
MSH2 1 2 1
Total 20 65 13
Total 60 147 37 (62.7%)

5.3 Nuevas relaciones genotipo-fenotipo. Papel de ERCC3 en el

Sindrome de Cancer de mama ovario hereditario. (Objetivo 3)

En este trabajo se analizdé una cohorte de 1311 pacientes no relacionados con sospecha
de cancer de mama y/o ovario hereditario a quienes se les realiz6 un panel de genes

dirigido por fenotipo y que consintieron para realizar el core de genes de investigacion. Se



identificaron 162 variantes, lo que representd que un 12,36% de los pacientes eran
portadores de mutaciones en genes de alta y moderada penetrancia (Tabla 17).

Con el objetivo de analizar el papel de ERCC3 como gen de riesgo para cancer de mama
ylo ovario se realizé el estudio exhaustivo de variantes y de alteraciones en el nimero de
copias de dicho gen. Este estudio se publicé en 2020 en EJC (Stradella et al.(116). Se
identificaron 13 pacientes portadores de variantes deletéreas en heterocigosis en el gen
ERCC3 (Tabla 18). No se evidenciaron alteraciones en el ndmero de copias.
Curiosamente, cinco de los pacientes también eran portadores de una variante
patogénica adicional en un gen asociado ya previamente al Sindrome de cancer de
mama-ovario hereditario (CMOH) de moderada/alta penetrancia, y uno tenia Sindrome de
Birt-Hogg-Dubé (BHD) concomitante (Tabla 18 y Figuras 9 y 10).

La frecuencia de alteraciones patogénicas en ERCC3 de la serie global fue del 0.99%. El
porcentaje de variantes deletéreas en el gen en el subgrupo de pacientes con cancer de
mama fue del 0,85%, del 1,00% en los casos de cancer de ovario y del 1,5% en
pacientes con cancer de mama y ovario. Al analizar s6lo aquellas pacientes sin otras
mutaciones en genes asociados a riesgo de CMOH, los porcentajes pasaron a ser del
0,54% para CM, del 1,14% para CO y 0,65% para CMO. Soélo se identificé un paciente
portador de una variante deletérea de ERCC3 en nuestra cohorte control de 453

personas sanas (0,22%) (Tabla 17).

Se identificaron 4 variantes de ERCC3 recurrentes en nuestra cohorte. La variante mas
frecuente fue ¢.583C>T; p.(Arg195*) que fue identificada en 3 pacientes no relacionados.
Tres variantes fueron encontradas en 2 pacientes cada una, ¢.325C>T; p.(Arg109%),
€.335dup; p.(His112GInfs*4) y ¢.1757_1758delAG; p.(GIn586Argfs*17). A destacar que
una de las pacientes portadoras de la variante ¢.325C>T (Argl109*) (descrita previamente
como VP asociada a CM) comentd ser descendiente de familia judia pero estaba

diagnosticada de cancer de ovario y no de cancer de mama.
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Tabla 17. Resumen de los resultados del panel NGS de nuestra cohorte de CMOH y las poblaciones
control.

N de Genes N Variantes ER(.:CBt excluye?do
Grupo Clinico | pacientes | estudiados por | Patogénicas | ERCC3 (%) paue\r;aerzisaﬁ?enso fas
(%) R (%) patogénicas® (%)
85 PP/P
(10,39%): 28
ATM, BRCAL, BRCA2, 22
BRCA2, CHEK2 BRCAL, 11 7(0,85) 4 (0,54)
Solo cancer de 818 MLHly MSH2 ’ ATM, 11 OR=3,54 OR=225 ,(O 6-5,93)
mama, CMH (62%) MSH6. PALB2 PALB2, 5 (1,39-7,54)* ’p:O 1
Ti353 ’ CHEK2, 3 p=0,005 ’
RAD51C, 2
BRIP1, 2
MSH6, 1 MLH1
36 PP/P
(12,08%): 17
BRIP1, BRCAL, BRCA2, 10 3 (1,00)

Sélo cancer de 298 BRCA2, MLH1, BRCAL, 4 OR:’4 17 3 (1,14)
ovario. COH (23%) MSH2, MSH6, BRIP1, 2 © 84_12’ 58)* OR=4,74(1-14,34)*
' RAD51C, RAD51D, 1 ’ =0 0’4 p=0,28

RAD51D MSHS6, 1 ’
PALB2, 1
RAD51C
41 PP/P
ATM, BRIP1, (21,02%): 21
. BRCA1, BRCA2, BRCA1, 12 3(1,5)
Crig‘;ﬁ; 3‘3 195 CHEK2, MLH1, | BRCA2, 2 OR=64 | o, é8((()d%5)7)-15 42)
ovario. HBOC (15%) MSH2, MSH6, | ATM, 2 BRIP1, |(1,29-19,42)* ,p:O ’315 ’
' PALB2, RAD51C,| 2 CHEK2,1 p=0,013 ’
RAD51D, TP53 PALB2, 1
RAD51C
BEH | som
Total 1311 162 (12,36%) (2.12-7 é) «~ | OR=2,87(1,21-5,86)**
p=4,44 x 105 PRI
Cohorte de controles
Cohorte de
poblacién 1 (0,22 %)
espafiola (453)
Individuos
GnomAD 51,343
(Europeos no- 125 (0,24%)
Finlandeses, no-
cancer)

Las caracteristicas clinicas de los pacientes portadores de variantes de ERCC3 estan
descritas en la Tabla 18. Considerando sélo aguellos pacientes sin otra variante en genes
de moderada/alta penetrancia para CMOH, cinco pacientes fueron diagnosticadas de
cancer de mama siendo el diagndstico en ellas a una edad mas temprana que la
poblacién general (35 afios, rango 20-62). Dos pacientes desarrollaron un cancer de
mama receptor de estrogenos positivos, Her2 negativo, 1 paciente un carcinoma

intraductal, 1 paciente un cancer de mama triple negativo (RE, receptor de progesterona



(RP) y Her2 negativos) y otra paciente un céancer Her2 positivo (RE y RP negativos).
Todos los casos de cancer de mama invasivo fueron tumores de alto riesgo y con indice
de proliferacion alto. Las pacientes fueron tratadas mediante cirugia, quimioterapia y
radioterapia cuando estuvo indicada. Presentaron una evolucion que se solapa a las
series de pacientes ya publicadas con este tipo de tumor. Ninguna de ellas present6

recaida tumoral.

Respecto al grupo de pacientes de cancer de ovario, cuatro pacientes fueron
diagnosticadas con una mediana de edad de 65 afios (56-77), dos de ellas de un tumor
con células claras (50%). Esta proporcién es mas alta de lo esperado, aunque puede
tratarse de un sesgo por el pequefio nimero de pacientes. Todas las pacientes
presentaron una evolucién similar: fueron diagnosticadas con estadio IlIC de FIGO
(International Federation of Gynecology and Obstetric) y presentaron buena respuesta a

la quimioterapia basada en platinos neoadyuvante pero todas recayeron tras la cirugia.

Como se comentaba previamente, cabe destacar que 5 de los 13 pacientes con ERCC3
también eran portadores de una mutacién adicional en un gen de predisposicion a CMOH
y podrian ser considerarse casos de sindrome de neoplasias hereditarias mdltiples

(MINAS del inglés multilocus inherited neoplasia alleles syndrome). (Tabla 18 y Figura 10)
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Tabla 18. Pacientes portadores de VP en ERCC3, historia personal y familiar y otros hallazgos del estudio

genético.
L . Tumor n ey
Familia Indlf:a}cmn (s) caso Edad Mutacién ERCC3 Otra_ls Varlante_ p_atogenlca
clinica e dx (a) Neoplasias (a) adicional
indice
c.325C>T,; Madre: CM RE+
1 CM CM RE+ 20 p.(Arg109*) (50) -
CM RE €.335dup;
2 Ciloln wcp | 9277 | p(His112GInfs*a) -
¢.583C>T; Tia materna:
3 M cib 35 p.(Arg195%) CM RE+ (54) -
C.760C>T,;
4 CcO COocCcC 64 p.(GIn254%)
Madre: CM RE+
CM .1421_1422insA,; (65) i
5 M Her2+ 44 p.(Asp474Glufs*2) Tia maternal:
CM RE+ (80)
c.1757_1758delAG
6 CM CMTN 34 ; -
p.(GIn586Argfs*17)
€.1757_1758delAG
7 (ef0) COSAG 56 ; -
p.(GIn586Argfs*17)
Casos MINAS ERCC
COSAG,
Birt- c.325C>T; . FLCN; ¢.346C>T;
8 CO Hogg- 66 b.(Arg109%) Padre: MC (84) 0.(GIn116%)
Dubé
Madre: CM . .
COSAG, ¢.335dup; RE+Her2- (70), BRCAL ¢.5123C>A;
9 CMOH CMTN 63, 65 p.(His112GInfs*4) cancer gastrico p-[Ala1708Glu,
(80) Aspl692_Trpl718delinsGly])
CM Hermana: CM
RE+, ) RE+ Her2- (48) ) )
10 CMOH mix | 49,50 C'(SA?SES;) Madre: CM (72) BRCAéﬁ%%%{?”’
COSAG P-(Arg Prima materna: P:
-Cocc CM (50)
¢.583C>T,; CHEK2: ¢.349A>G;
n ™ CMRE+ 49 p.(Arg195*) p.(Argl17Gly)
Madre: CM
CM RE+ (60), . .
12 cMm Her2+, | 48,58 | c.2218-1G>A; p.? Hermana: BR(igﬁ'rzcéggB;iﬁfglo‘;e"
CID Cancer de P:
colon (48)
Padre:
osteosarcoma
CM RE-
) . (18), sarcoma TP53: €.724T>G;
13 CM JHer2+ 27 €.658-1G>A; p.? fusiforme (57); p.(Cys242Gly)
BC >
Hija: tumor de
Wilms (1)
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p.(GIn586Argfs*17)

Figura 9. Familias de pacientes portadores de VP en ERCC3 sin otra VP en genes de susceptibilidad al cancer. Adaptado de Stradella et al (EJC 2020). Se representan los
antecedentes personales y familiares de cancer y los resultados de la co-segregacion. Los cuartos llenos de simbolos indican los pacientes afectados (cada color se refiere
a un tipo especifico de cancer/enfermedad). También se detalla la edad en el momento del diagndstico. El probando estd marcado con una flecha. Los estudios directos se
realizaron en los familiares disponibles, y los portadores de la variante estan marcados con mut (portador de la variante) o wt (no mutado). BC: Cancer de mama (rojo),
HGOSC: Céancer de ovario seroso de alto grado (verde), IDBC: Ca de mama intraductal (rojo), OCCC: Cancer de ovario de células claras (verde), PC: Carcinoma
peritoneal (verde), TNBC: Cancer de mama triple negativo, ER: Receptor de estrogenos (+ positivo — negativo); Her2: del inglés human epidermal growth factor receptor 2
(+ positivo — negativo).
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Figura 10: Familias de pacientes portadores de VP en ERCC3 MINAS. Adaptado de Stradella et al (EJC 2020). Se representan los antecedentes personales y familiares de
cancer y los resultados de la co-segregacion. Los cuartos llenos de simbolos indican los pacientes afectados (cada color se refiere a un tipo especifico de
cancer/enfermedad). También se detalla la edad en el momento del diagndstico. El probando estad marcado con una flecha. Los estudios directos se realizaron en los
familiares disponibles, y los portadores de la variante estan marcados con mut (portador de la variante) o wt (no mutado). BC: Cancer de mama (rojo), CMM: Melanoma
cutaneo (gris), CRC:cancer colorectal (azul), GC: Cancer gastrico (azul claro), HGOSC: Cancer de ovario seroso de alto grado (verde), IDBC: Ca de mama intraductal

(rojo), OCCC: Céncer de ovario de células claras (verde), PC: Carcinoma peritoneal (verde), Sarcoma (marron), TNBC: Cancer de mama triple negativo, ER: Receptor de
estrogenos (+ positivo — negativo); Her2: del inglés human epidermal growth factor receptor 2 (+ positivo — negativo).
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Respecto a estos casos, a continuacion, los describimos con més detalle:

Familia 9: el caso indice también era portador de una mutacion en BRCAL, ella habia
sido diagnosticada de un cancer de ovario seroso de alto grado a los 63 afios y de un
cancer de mama triple negativo a los 65 afios. Su madre habia desarrollado un cancer de
mama RE positivo, Her2 negativo a los 70 afios. Lamentablemente no pudo realizarse el
estudio de co-segregacion de ERCC3.

Dos pacientes eran también portadoras de variantes patogénicas en BRCA2 (familia 10 y
familia 12). La paciente indice de la familia 10 fue diagnosticada de un cancer de mama
RE positivo a los 49 afios y de un cancer de ovario mixto seroso y de células claras a los
50 afios. Su madre desarrollé un cancer de mama RE positivo a los 72 afios y su
hermana fue diagnosticada de un cancer de mama RE positivo a los 48 afios. El estudio
de co-segregacion solo fue realizado a su hermana y demostr6 que era portadora

también de la variante en ERCC3 pero no de la variante en BRCA2.

La paciente de la familia 12 fue diagnosticada de un cancer de mama RE positivo y Her2
positivo a los 48 afios y de un carcinoma in situ en la misma mama a los 58 afos.
Respecto a su familia, su madre fue diagnosticada de un cancer de mama (no
disponemos de la informacién del subtipo) a los 60 afios y su hermana desarrollé6 un

cancer de colon a los 48 afos.

El caso indice de la familia 11 también presentaba de manera concomitante la variante
deletérea c.349A>G (p.Argl1l7Gly) de CHEK2 que ya habia sido asociada a riesgo de
cancer de mama en poblacion europea (OR de 2,26 (117)). La paciente fue diagnosticada
de un cancer bifocal RE positivo a los 49 afios. El estudio de co-segregacion demostro

gue la madre sana de la paciente también era portadora de la variante en ERCC3.

La paciente de la familia 13 también era portadora de una variante probablemente
patogénica en TP53; ella habia sido diagnosticada de un cancer de mama RE negativo
Her2 positivo a los 27 afios. La historia familiar cumplia los criterios del sindrome de Li-
Fraumeni: su hija fue diagnosticada de un osteosarcoma al afio y su padre sufridé un
sarcoma fusocelular a los 57 afios. Ambos resultaron portadores de la variante de TP53 y

su padre también de la variante en ERCC3.

Por ultimo, la paciente portadora también de la mutacién en FLCN (familia 8) desarrollé
un cancer de ovario de tipo seroso de alto grado a los 66 afios y ademas presentaba la
clinica clasica del Sindrome Birt-Hogg-Dubé con varios neumotérax espontaneos y

quistes renales.
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El andlisis de co-segregacion y de pérdida de heterocigosidad (LOH) también se realiz6
en algunos casos adicionales; la familia 1 mostré que el caso indice hered6 la mutacion
de su madre, también afectada de un cancer de mama (carcinoma invasivo RE positivo) a
los 50 afios. En este caso fue posible realizar LOH en la muestra tumoral de la paciente
indice y el analisis mostr6 una pérdida total del alelo mutado.

El estudio de co-segregacion en la familia 5 demostré6 que la madre y la tia del caso
indice eran también portadoras de la variante de ERCC3 y ambas habian sido
diagnosticadas de cancer de mama a los 65 y 80 afios respectivamente. No se evidencio
LOH en ninguna de las muestras de los 3 casos. En la familia 6, la variante de ERCC3
fue heredada de su madre sana y no se identific6 LOH de su muestra. El estudio de co-
segregacion en la familia 10 fue llevado a cabo s6lo en la hermana de la paciente indice
que habia sido diagnosticada de un cancer de mama a los 48 afios. El estudio demostro
gue también era portadora de la variante en ERCC3 pero no de la variante de BRCA2. En
la muestra tumoral del caso indice no se observé pérdida de heterocigosidad. El estudio
de co-segregacion de la familia 11 demostré que la paciente heredd la variante de su

madre sana.

El estudio de secuenciacion masiva (NGS) realizado a 453 controles sanos de nuestra
poblacion identificd solo una variante patogénica en ERCC3 (0,22%). También se analiz
la frecuencia de variantes truncantes en ERCC3 en la cohorte de individuos europeos no
finlandeses (no-cancer) GnomAD 2.1.1 observandose una incidencia del 0,24% (125
portadores de variantes en heterocigosis de la cohorte de 51.343 individuos). Para poder
comparar estos datos con nuestra serie excluimos aquellos casos con variantes
patogénicas en BRCAL/2, TP53 y CHEK2 ya que estas mutaciones por si solas pueden
ser responsables del fenotipo desarrollado por las pacientes. No excluimos el caso de la
paciente portadora de mutacion en FLCN porque este gen no esta relacionado con el
sindrome de CMOH. Tras este analisis encontramos una asociacion con tendencia a la
significancia estadistica para el cancer de mama con una OR= 2,25 (CI=0,6-5,93 y
p=0,011), como ya habia sido publicado; pero, curiosamente, también observamos una
asociacion con cancer de ovario con OR=4,74 (Cl=1-14,34 y p=0,028). Ademas, la
existencia de una variante en ERCC3 demostrd un riesgo elevado para desarrollar el
fenotipo de cancer de mama y cancer de ovario, pero sin presentar una diferencia
estadisticamente significativa, OR=2,68 (CI=0,07-15,42 y p=0,315) (tabla 17).



5.4 Pacientes portadores de dobles mutaciones. (Objetivo 4)

De la cohorte de pacientes estudiadas mediante panel de genes y que consintieron para
realizar el estudio de investigacion se incluyeron en este estudio 1023 pacientes no
relacionados visitados en las Unidades de Consejo Genético del Institut Catala

d’Oncologia.

En la serie analizada y publicada en 2018 en JMG (Stradella el at.(118)) identificamos 13
portadores de variantes patogénicas en mas de 1 gen relacionado a un incremento de
riesgo de desarrollar una neoplasia (1,37%). (Tabla 19, Figuras 11 y 12). Esto represent6

el 5,75% de los pacientes portadores de variantes patogénicas de nuestra serie.

Nueve pacientes presentaron una variante patogénica en un gen de alta penetrancia
(Familia 1-Familia 9); todas mostraron asociacion con el fenotipo clinico del caso indice.
En estas familias, la variante deletérea en el segundo gen no se asocio al fenotipo
excepto en el caso de la Familia 2. En este caso dos hermanas eran portadoras de 2
variantes patogénicas en genes de alto riesgo (MLH1 y MEN1); una de ellas present6 un
fenotipo con manifestaciones clinicas de ambos sindromes hereditarios mientras que la

otra hermana so6lo presentd manifestaciones clinicas relacionadas al sindrome de MENL1.
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Tabla 19. Caracteristicas clinicas de las familias MINAS y variantes identificadas.

Edad
N Familia  Fenotipo Tumor/Enfermedad Egid actual (B) Variante Patogénia A* Variante Patogénica B*
Imuerte(£)
Fam-1 PAFA Poliposis colorectal 76 T7(£) APC [c.423-3T>A; p.(Argl41Serfs*8)] BRCAL [c.1961delA; p.(Lys654Serfs*47)]
Fam-2 MEN1 Tumor neuroendocrino 41 45(B) MLH1 [c.244A>G; p.(Thr82Ala)] MENZ1 (c.784-9G>A;
(probando) Adenoma hipotuitario 36 p.[Lys267Valfs*28,Arg280Serfs*2])
Hiperplasia paratiroidea 39
Hemangiomas 29
hepéticos
Fam-2 CCHNP, Carcinoma uterino 41 52(B) MLH1 [c.244A>G; p.(Thr82Ala)] MENZ1 (c.784-9G>A;
(hermana) MEN1 Cancer colorectal 48 p.[Lys267Valfs*28,Arg280Serfs*2])
Hemangiomas 45
Hiperparatiroidismo 45

Fam-3 CMOH Cancer de ovario 45 51(B) BRCAL [c.607C>T; p.(Arg1203*)] TP53 [c.659A>G; p.(Tyr220Cys)]

Fam-4 Esclerosis  Tumores subcutaneous 6 28(B) TSC2 [c.5227C>T; p.(Argl743Trp)] RADS51D [c.694C>T; p.(Arg232*)]
Tuberosa benignos-hamartomas
Epilepsia

Fam-5 Sindrome 40 47(B) FH (c.905-2A>G; p.?) BARD1 [c.157delT; p.(Cys53Valfs*5)]
de Reed Leimiomas cutaneos

Fam-6 PAFA Poliposis colorectal 52 55(B) APC [c.5826_5829del; EXOL1 [c.1900C>T; p.(Arg634*)]
Céancer colorectal 53 P.(Asp1942GIufs*27

Fam-7 CMOH Cancer de ovario 51 57(B) BRCAL [c.2309C>A; p.(Ser770%)] XPA [c.553C>T; p.(GIn185%)]

(probando)

Fam-7 CMOH Cancer de ovario 37 38(B) BRCAL [c.2309C>A; p.(Ser770%)] XPA [c.553C>T; p.(GIn185%)]
(hermana)

Fam-8 CMOH- Cancer de ovario 66 68(B) FLCN [c.346C>T;p.(GIn116%)] ERCC3 [c.325C>T;p.(Arg109%)]
Birt-Hogg-  Neumotorax (x5) 33
Dubé

Fam-9 CMOH Cancer de mama 54 59(B) PALB2 [c.3256 C>T; p.(Arg1086%) ATM (c.3802delG;p.Val1268*)
Cancer de pancreas 59

Fam-11 & CMOH Céncer de mama 35 37(B) CHEK?2 (c.433C>T; p.(Arg145Trp)] CHEK2 [c.470T>C; p.(lle157Thr)]
bilateral

Fam-11& CMOH Céncer de mama 42 42(£) CHEK?2 [whole gene deletion] CHEK2 [c.499G>A,; p.(Gly167Arg)]

Fam-12 CMOH Céncer de mama 35 38(B) ATM [c.3712_3716del; p.(Leul238Lysfs*6)] FANCA (c.2602-1G>C; p.?)

Fam-13 CMOH Céncer de ovario 49 70(B) SDHB [c.505C>T; p.(GIn169%)] FANCA [c.3558dupG; p.(Arg1187Glufs*28)]
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Figura 11. Familias MINAS (adaptado de Stradella et al IMG 2018). Los cuartos coloreados representan los
pacientes afectos. También se detallan la edad actual, la edad al diagndstico y la edad en el momento del
fallecimiento. El probando de la familia esta marcado por una flecha. Se indica mediante un simbolo el
estudio de co-segregacion (+ portador, - no portador). Cada tipo de tumor se identifica con un color. Bl C:
cancer de vejiga (Amarillo claro), BC: cancer de mama (esmeralda), Bil BC: cancer de mama bilateral
(esmeralda), C pol: poliposis colénica (verde claro), Chondrosarc: condrosarcoma (violeta claro), CRC:
Cancer colorectal (rodo), CUP: carcinoma de origen desconocido (amarillo), Kidney Cancer: cancer renal
(negro), LC: Cancer de pulmén (gris), Leiomyomatosis:leiomiomatosis (azul claro), Lymphoma: linfomra
(naranja), Melanoma (marrén), NET: tumor neuroendocrino (verde oscuro), OC: cancer de ovario (azul), PC:
cancer de péancreas (naranja claro), Stomach céancer: cancer gastrico (gris claro), Tuberous sclerosis:
esclerosis tuberosa (violeta), UC: carcinoma uterino (rosa)
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Figura 12. Familias MINAS (adaptado de Stradella et al IMG 2018). Los cuartos coloreados representan los
pacientes afectos. También se detallan la edad actual, la edad al diagndstico y la edad en el momento del
fallecimiento. El probando de la familia esta marcado por una flecha. Se indica mediante un simbolo el
estudio de co-segregacion (+ portador, - no portador). Cada tipo de tumor se identifica con un color. Bl C:
cancer de vejiga (Amarillo claro), BC: cancer de mama (esmeralda), Bil BC: cancer de mama bilateral
(esmeralda), C pol: poliposis colonica (verde claro), Chondrosarc: condrosarcoma (violeta claro), CRC:
Cancer colorectal (rodo), CUP: carcinoma de origen desconocido (amarillo), Kidney Cancer: cancer renal
(negro), LC: Cancer de pulmon (gris), Leiomyomatosis:leiomiomatosis (azul claro), Lymphoma: linfomra
(naranja), Melanoma (marrén), NET: tumor neuroendocrino (verde oscuro), OC: cancer de ovario (azul), PC:
cancer de péancreas (naranja claro), Stomach cancer: cancer gastrico (gris claro), Tuberous sclerosis:
esclerosis tuberosa (violeta), UC: carcinoma uterino (rosa)

En la Familia 7 dos hermanas que resultaron portadoras de dos variantes deletéreas
(BRCA1 y XPA) fueron diagnosticas de cancer de ovario a los 37 y 51 afos

respectivamente.

Cabe destacar que en 2 pacientes mas la segunda variante deletérea estaba en un gen
de alto riesgo (BRCAL y TP53) mientras que en el resto las variantes estaban en genes
asociados riesgo moderado o bajo de cancer de mama, ovario o colorrectal (RAD51D,
XPA, BARD1, EXO1, ATM y ERCC3).
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Tres casos (Familias 10, 11 y 12) con sospecha clinica de Sindrome de cancer de mama
y ovario hereditario resultaron ser portadores de dos variantes en genes de moderado-
bajo riesgo de cancer de mama: una de ellas presenté una variante deletérea en ATM y
en FANCA y dos pacientes portadoras de variantes bialélicas en CHEK2.

Dos de estas pacientes fueron diagnosticas de cancer de mama a edad joven (35 afios) y
una tercera paciente fue diagnosticada de cancer de mama metastasica al debut a los 42
aflos y presentdé una mala evolucion clinica. Ninguna de ellas tenia antecedentes

familiares de cancer de mama.

La paciente perteneciente a la Familia 13 fue diagnosticada de cancer de ovario antes de
los de 50 afios y presentaba una variante patogénica en SDHB y FANCA, dificiles de

asociar con el fenotipo observado.

Estos resultados no nos permiten afirmar que los casos de doble mutaciones tienen un
fenotipo més agresivo que en los casos portadores de una sola. Sélo en los casos de 2
mutaciones en genes de moderada penetrancia presentaron un fenotipo algo mas

agresivo, hecho que deberia estudiarse en poblaciones mas grandes.
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En el trabajo incluido en esta tesis se realizé el andlisis de variantes genéticas mediante
secuenciacion masiva para la deteccion de variantes patogénicas relacionadas con el
cancer hereditario. En nuestra cohorte de 1205 pacientes identificamos un 13% de VP en
individuos que cumplian criterios clinicos de estudio genético y que se estudiaron
mediante paneles de genes dirigidos por fenotipo ademas del cribado de los genes
oportunistas BRCA1/2 y los genes MMR. Cuando el estudio se amplié con el grupo de
genes de investigacion el incremento del rendimiento de VP fue modesto (2%). En
general, la frecuencia de VPs identificadas es semejante a otras series europeas
publicadas (119-121).

Respecto al hallazgo de variantes de significado desconocido, el porcentaje de pacientes
portadores de al menos una VSD fue del 30% cuando se analizd el panel de genes
dirigido por fenotipos y aumento hasta el 65% cuando se amplié el estudio con el core de
genes de investigacion, datos que también concuerdan con los publicados previamente
(77,122,123). Debido a la diferencia de la metodologia utilizada para analizar el estudio
de grandes reordenamientos se decidié no incluir las alteraciones en el nimero de
copias, motivo por el que consideramos que la deteccion de VP en nuestra serie puede

estar infravalorada.

El cribado de genes oportunistas identificé un individuo portador de una VP en BRCAL,
un portador de VP en BRCA2 y 5 en MSH6 lo que increment6 el rendimiento del panel en
un 0,6%. De los portadores de VP en MSH6 4 (uno con CM, 2 con CO y 1 con
glioblastoma) no habian realizado el screening molecular de las proteinas MMR porque
cumplian criterios para estudio de panel para otro fenotipo. La restante paciente, afecta
de CM y cancer de endometrio mostraba normal expresion de MSH6 y segln este criterio
no hubiese sido estudiada. Estos hallazgos fueron accionables tanto para los pacientes
portadores como también para sus familias, donde se realizaron estudio de co-
segregacion en 13 de los 29 familiares identificados. Dada la frecuencia de estos
sindromes de susceptibilidad al cancer (1/200 para CCHNP y 1/500 para
CMOH)(21,100,124,125), la tendencia a realizar cada vez mas estudio genéticos
mediante NGS y el rendimiento obtenido en este trabajo, consideramos que estos genes
deberian incorporarse a todos los estudios independientemente del fenotipo por el que se
estudie al paciente. Respecto a PMS2, a pesar de no estar incluido dentro del cribado de
genes oportunistas, consideramos que debe valorarse si la calidad del estudio puede

garantizar los resultados.
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Sin considerar BRCA1/2, entre los individuos estudiados por CM principalmente se
identificaron VP en PALB2, CHEK2 y ATM mientras que en las familias con CO se
detectaron més VP en BRIP1, RAD51C y RAD51D. A destacar que se identificaron VP en
genes relacionados a CO en pacientes con CM y sin historia familiar de CO cuando se
analizé el panel de investigacion de 24 genes, hecho que refuerza la idea que a las
familias con CM y/o CO se las deberia estudiar mediante el mismo panel de genes. De
acuerdo con la evidencia actual (32,97,126) las portadoras de VP en estos genes se
podrian beneficiar de medidas especificas de reduccion del riesgo del CO, por lo que
incluirlos en el panel de genes para CM seria razonable. Respecto a los genes asociados
a CM PALB2, CHEK2 y ATM, no se identificaron VP en pacientes con CO, por lo que

seguirian relacionados sélo a CM.

Aproximadamente un cuarto de los pacientes (24%) con sospecha de CCHNP debido a
su historia familiar o por ser diagnosticado a edad joven resultaron portadores de una VP
en genes con asociacion conocida al sindrome. Este alto rendimiento se puede deber al
cribado molecular previo que se les realizé a los pacientes. Por el contrario no se
evidenciaron PV en pacientes con tumores con reparacion eficiente a pesar de presentar
una clinica sospechosa. La mayoria de las VP se identific6 en MSH6 comparada con
MLH1 y MSH2 (23 vs 14 y 13 respectivamente), lo que refleja que la distribucion histérica
de los VP ha sido probablemente impulsada por los criterios clinicos para el estudio (68).
De especial interés la identificacion de 4 pacientes con diagnéstico de cancer de colon a
edad joven a quienes se les realizé el estudio por sospecha de CCHP con tumor con
reparacion eficiente y que resultaron ser portadores de VP en CHEK2 y ATM. En la
actualidad, a pesar de que se ha descrito un leve aumento del riesgo de CCR asociado a
ambos genes, no hay evidencia solida de un aumento del riesgo considerable de CCR en
las series reportadas (127-129). Por este motivo, consideramos que estos resultados no
modificaran las recomendaciones de cribado ni consideramos que esté indicado afadir

estos genes en el panel dirigido para CCHNP.

El analisis de TP53 se incluyd en el panel dirigido para CM sin importar la edad del
diagnéstico de la neoplasia o si se cumplian los criterios de sospecha de Li-Fraumeni. No
se hallaron VP en los individuos estudiados por CM, la Unica VP que se identific6 fue en
un paciente que cumplia con los criterios de Chompret (130). El estudio publicado por
Rana y colaboradores (131) identificd que la incidencia de VP en pacientes a los que se
le realizaba el panel por CM era del 0,3% mientras que en pacientes que cumplian
criterios de Li-Fraumeni era del 4%. A pesar de la baja tasa de VP, y de los retos que

supone el asesoramiento genético de los hallazgos en TP53 (132) en ausencia de



criterios clinicos sospechosos, este gen se incluye en muchos paneles de CM (109,133).
Nuestros resultados apoyan la propuesta de restringir el andlisis de TP53 cuando la
historia individual o familiar cumple criterios de Chompret o en casos de CM en menores
de 35 afios como ya se recomienda por otros autores (132).

El analisis exhaustivo del panel permitié identificar 26 PV adicionales. De ellas, 22 se
encontraron en genes con evidencia de asociacion con el riesgo de cancer (APC, ATM,
BARD1, BRIP1, CDH1, CHEK2, PALB2, POLE, PTEN, RAD51C y RAD51D) y cuatro en
el NBN, donde sélo la mutacién eslava fundadora se ha asociado con el CM
(21,134,135). Profundizando en las VP identificadas en genes accionables, 3 VP en
genes asociados a cancer de ovario (BRIP1, RAD51C y RAD51D) fueron identificadas en
pacientes con cancer de mama por lo que se propone incluirlos también en dicho panel.
Las VP en CHEK2, ATM y PALB2 fueron descritas en 0,5% de los pacientes, pero
creemos que un andlisis coste-beneficio se deberia hacer antes de plantear incorporarlos
al cribado de genes oportunistas. Respecto a RAD51D el papel de este gen en la
susceptibilidad a CM esta en investigacion (99,134), hay algunos datos que sugieren una
posible relacibn con CM tipo tiple negativo, aunque dada la baja frecuencia de dicho

subtipo tumoral el riesgo absoluto seria bajo.

Respecto a la identificacion de una VP en CDH1 y en PTEN en el panel core de
investigacion creemos que posiblemente estas variantes se podrian identificar por las
caracteristicas fenotipicas de las familias, por lo que se considerd que no estaria indicado

incluirlos en el panel por fenotipos.

Es conocido el incremento de identificacion de VSD con los estudios de secuenciacion
masiva (77,122), en nuestro estudio el ratio de deteccion esta en el rango alto. Para la
clasificaciéon de las variantes seguimos principalmente las guias de la ACMG, pero
también las del consorcio ENIGMA e INSIGTH cuando se considerd indicado. Se ha
reportado que las guias de la ACMG dejan un margen a la interpretacion permitiendo un
40% de diferencias en la clase Ill vs otras clases entre los distintos laboratorios (136).

Posiblemente nuestra ratio fue elevada por tener un manejo mas conservador.

Desde nuestro punto de vista, los paneles basados en el fenotipo asociado al cribado de
genes oportunistas son un enfoque conservador pero eficiente para ofrecer un
diagnoéstico de susceptibilidad genética al cancer en comparacién con los estudios de
secuenciacion masiva amplios. Las principales razones para proponer este enfoque estan
relacionadas con la incertidumbre en las estimaciones de riesgo de cancer y/o el espectro

de riesgo de cancer para algunos de los genes, lo que ha demostrado traducirse en
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incertidumbre en los pacientes (137). En un entorno de diagndstico, creemos que los
laboratorios pueden necesitar centrarse en los estudios de genes accionables desde el
punto de vista clinico. Ademas, se debe considerar que los paneles amplios llevan a una
deteccion de VSD alta y requieren esfuerzos continuos de investigacion para la
reclasificacion de las variantes (138,139).

En un entorno donde el uso de paneles multigenes ya esta incorporado a la practica
habitual un punto importante a tener en cuenta es la incertidumbre que hay sobre qué
pacientes con un estudio genético previo negativo podrian beneficiarse de realizar un
nuevo estudio mas extenso. La falta de predictores clinicos junto con el elevado nimero
de familias obliga a plantear estrategias parar ofrecer un nuevo estudio (retest). Para este
aspecto es clave el concepto de utilidad clinica o accionabilidad (83). Utilidad clinica/
accionabilidad se refiere a aquellos hallazgos que conduciran a un cambio en el manejo
de los pacientes, en el ambito del cancer hereditario se refiere tanto a las
recomendaciones para el seguimiento de los pacientes como a la posibilidad de ofrecer

cirugias reductoras de riesgo(82,85).

En nuestro estudio analizamos una cohorte de 568 casos con sospecha de CMOH y con
estudio previo de BRCAL1/2 negativo, donde identificamos 60 nuevas VP (10,56%), 24
(40%) se presentaron en genes de alto riesgo y 36 (60%) en genes de moderado riesgo.
En estudios previamente publicados la ratio reportada de VP oscila entre 3,5 al 11%
(77,80,82,84-89), diferencias que se explican porque son series muy heterogéneas y son
pocos los estudios que analizan los hallazgos del panel en paciente con estudio previo de
BRCAL/2. Cuatro estudios que valoraron retestar a pacientes con un estudio previo de
BRCAL1/2 negativo informaron también un rendimiento del 11% de variantes patogénicas
(77,82,84,89) pero ninguno de ellos con poblacién europea. La serie reportada por Kurian
y colaboradores (77) incluyé 198 pacientes de los cuales 141 habian sido estudiados
para BRCAL/2 sin hallarse mutaciones; en ellos se identificaron 16 VP (11,4%). La
cohorte publicada por Yadav (82) incluyé 122 pacientes BRCA1/2 negativo e identificaron
13 portadoras de VP (11%). Otra serie americana (84) de 278 pacientes evidencié 31
pacientes con VP (11%), Por ultimo, la serie coreana reportada por Park y colaboradores
analizé una serie de 700 mujeres con cancer de mama y con estudio BRCA1/2 negativo e
identificaron 76 portadoras de VP (10,9%).

Cabe destacar que un estudio de poblacién americana (80) con un gran tamafio de la
muestra identificé variantes deletérea sélo en el 3,8% de las pacientes que realizaron un

panel tras obtener un resultado no informativo de BRCAL1/2. El mayor rendimiento en



nuestro estudio, en consonancia con las series comentadas, podria deberse a los
criterios de seleccion de la cohorte, ya que sélo se ofreci6 ampliar el estudio mediante
panel a un grupo seleccionado de pacientes que fueron remitidas de nuevo a la consulta
de asesoramiento genético por el fenotipo familiar de alto riesgo (el 68% son pacientes
gue seguian controles en la unidad por considerarse de alto riesgo por historia familiar y
el estudio se realizé para ajustar riesgo).

Respecto a las VP identificadas, 24 (40%) se presentaron en genes de alta penetrancia y
36 (60%) en genes de moderada penetrancia. EI gen donde se hallaron variantes
patogénicas con mayor frecuencia fue PALB2 (17: 28,33%), seguido de ATM (11:
18,33%), RAD51D (8: 13,33%), RAD51C (6: 10%) y CHEK2 (6: 10%). A comentar que
también se identificaron 2 VP en BRCAl1 y BRCA2 (ambas variantes intronicas en
regiones no incluidas en el estudio previo por secuenciacion Sanger) Estos datos se
solapan casi por completo a las series publicadas con anterioridad (77,80,82,85,87), las

pequefias diferencias se deben a la eleccién de los genes incluidos en los paneles.

En relacion al cribado de genes oportunistas, en nuestra serie se encontraron 3
portadoras de VP en MSH6 y 1 en MSH2. De los portadores de VP en MSH6 ninguno
cumplia criterios de estudio para CCHNP. Sdlo una paciente habia sido diagnosticada de
cancer de colon a los 62 afios, pero su familia no cumplia criterios Amsterdam Il y su
tumor de colon era eficiente. Ademas, es portadora también de una VP ATM, lo que
podria justificar su fenotipo. Respecto a la paciente portadora de mutacién en MSH2 el
estudio se realizé porque habia sido diagnosticada de cancer de mama a los 30 afios. En
la historia familiar destaca su padre con una neoplasia de colon a los 49 afios y el abuelo
paterno una neoplasia de colon diagnosticada a los 31 afios, lo que pudiera haber llevado
a realizar estudio de CCHNP en la familia. Como se comentaba previamente con los
resultados publicados por Feliubadalé y colaboradores (79), dada la accionabilidad de
estos genes oportunistas consideramos que debe plantearse su inclusién cuando se

valore ampliar el estudio en paciente con BRCA1/2 negativo.

Tras realizar los estudios de co-segregacion en los familiares directos se analizé su
utilidad clinica y evidenciamos que en 37 casos (67,2%) este hallazgo produjo un cambio
en las medidas de seguimiento y/o recomendaciones de cirugias profilacticas. En las
diferentes series publicadas la accionabilidad varia del 4,7% al 85% (77,80,82,86). Es
importante distinguir entre la accionabilidad y utilidad clinica real en los pacientes
individuales. No todas las mutaciones accionables conducen a una intervencion

significativa ya que factores especificos del paciente desempefian un papel importante a
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la hora de determinar el impacto clinico de un gen accionable. Por ejemplo, una paciente
portadora de una VP en RAD51C tenia ya realizada una ooforectomia bilateral y por la
historia familiar ya cumplia con los controles mediante mamografia y RM mamaria. En
otro caso, una paciente portadora de una variante deletérea en PALB2 tenia enfermedad
metastasica, por lo que no se indicaron nuevas medidas de seguimiento. Habitualmente
la utilidad clinica es mayor en los familiares que en los pacientes a quienes se les realiza
el estudio. En nuestra serie la mayoria de las VP se presentaron en genes donde las
recomendaciones de seguimiento estan bien establecidas, como es el caso de los
hallazgos en BRCA1/2, PALB2, TP53, RAD51C, RAD51D y los genes de MMR. Para los
genes de moderada penetrancia ATM y CHEK2 donde la utilidad clinica es mas dudosa
(109,140) el asesoramiento genético estd siendo mas complejo y lento debido a la

necesidad de individualizar caso a caso.

En este momento, basandonos en nuestro estudio y en estudios anteriores (80,82), es
muy dificil determinar a qué subgrupo de pacientes con BRCA 1/2 negativos se les debe
ofrecer ampliar el estudio mediante un panel de genes. Es importante sefalar que los
antecedentes familiares por si solos no siempre identifican a los pacientes que podrian
beneficiarse de un nuevo estudio. Uno de los factores mas importantes a tener en cuenta
es la relevancia clinica de los genes a estudiar. Incluso para los genes de alta
penetrancia, como el TP53, las recomendaciones clinicas tienen que ser individualizadas.
Por ejemplo, a nuestra paciente portadora de una variante patogénica en TP53 dada la
historia personal y familiar de cancer se le ofrecié realizar seguimiento dermatolégico,
whole body RMN anual, RMN SNC, analitica sanguinea anual, RMN mamaria anual y
valorar mastectomia contralateral profilactica. En muchos casos, donde no hay una
clinica florida de céancer en la familia estas recomendaciones no son claramente
beneficiosas y pueden generar mucho malestar en las personas portadoras, tanto como

gue les lleve a rechazar el estudio (89,137,141).

Nuestro estudio demuestra la viabilidad y el beneficio clinico de la ampliacion del estudio
mediante un panel de genes dirigido por fenotipo en pacientes con estudio previo de
BRCAL1/2 negativo, demostrando un rendimiento del 11% para las variantes patogénicas

con una accionabilidad del 67,2%.

Sin embargo es importante aclarar que debido a la complejidad de la informacion, la
posible ambigiliedad de los resultados y la escasez de consensos de manejo basadas en

la evidencia, la ampliacién del estudio, debe realizarse en el marco de un asesoramiento



genético previo y posterior al estudio y por parte de profesionales con conocimientos y

experiencia en cancer hereditario.

Uno de los objetivos que ha tenido siempre la implementacion de los estudios de
secuenciacion masiva es la busqueda de nuevos genes que puedan explicar los casos de
pacientes con gran carga familiar de neoplasias o casos de presentacion atipica (edad de
diagnostico temprana o evolucién no habitual). Es el caso del cAncer de mama ovario
hereditario multiples trabajos han estudiado el papel de diferentes genes de moderada y
baja penetrancia como ATM, CHEK2, RAD51C, RAD51D, BRIP1, pero sé6lo representan
en torno al 5% de los casos (19) por lo que la busqueda se ha mantenido, habitualmente
centrada en genes que interactdan directamente con BRCA1/2 o que estan implicados en

la reparacion homologa (RH) del DNA.

En este escenario ERCC3, gen implicado en la reparacion por escision de nucleétidos al
codificar una proteina ATPasa/helicasa involucrada en la reparacion del DNA; emergio
como un buen candidato para analizar en pacientes con cancer de mama ovario
hereditario (CMOH). Variantes bialélicas en ERCC3 han sido descritas como causa del
Xeroderma Pigmentoso/Sindrome (101) pero su rol como gen de susceptibilidad al
cancer no estd establecido claramente. Una variante truncante en ERCC3 en
heterocigosis recurrente fue relacionada con un incremento del riesgo de CM en
individuos con ascendencia judia Ashkenazi (102). Esta variante, ¢.325C>T
p.Arg109*(R109X), fue identificada mediante secuenciacién de exomas en 3 individuos
de la misma familia con BRCA 1/2 no mutado al analizarse una cohorte de pacientes
judios Ashkenazis con diagnéstico de CM a edad joven. El estudio posterior de casos-
controles para esta variante en 3286 pacientes con CM y 2761 individuos judios
Ashkenazis sanos revel6 que los portadores de dicha variante tenian un incremento de
riesgo para CM de 1,53 (p=0,023) y para CM RE positivo de 1,73 (p=0,007).

Con el objetivo de analizar el papel de ERCC3 como gen de riesgo para cancer de mama
y/lo ovario se realizd el estudio exhaustivo de las regiones codificantes. En nuestra
cohorte de 1311 individuos con sospecha de CMOH identificamos 13 portadores de
variantes deletéreas en ERCC3. Nuestros datos evidenciaron que los portadores de VP
en heterocigosis en ERCC3 presentaron un riesgo significativamente mayor para
desarrollar cancer de ovario (OR= 4,74) y se evidenci6é una tendencia, aungue no
significativa, para el cancer de mama (OR=2,25). Es la primera vez que se reporta la

asociacion de ERCC3 y cancer de ovario.
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Tras la identificacion de la primera mutacion fundadora Ashkenazi (R109X) (102), se han
descrito variantes de ERCC3 en 17 pacientes con CM (86,103-105) y en siete pacientes
con otros tumores no relacionados (105,106) lo que sugiere su posible papel en la
predisposicion al cancer. La cohorte mas grande de CM publicada incluyé 10047 mujeres
afroamericanas y mostr6 un OR de 2,4 (IC= 1,04-5,86, p=0,44) para CM y de 2,76 (IC
1,08-7,10; p=0,032) para CM RE positivo (104). La co-ocurrencia con otras mutaciones u
otras caracteristicas clinicas no estaban disponibles.

Es importante sefalar que nuestro trabajo es el primero en donde se evidencia un
aumento estadisticamente significativo del riesgo de CO de variantes truncantes de
ERCC3 (OR= 4,74 CI: 1-14,34, p=0,028). Una serie publicada también en 2020 por el
consorcio CZECANCA(142) analiz6 la relaciéon de ERCC3 y cancer de ovario. En su serie
de 1333 mujeres con CO la incidencia de VP en este gen fue del 0,15% (0,11% en
pacientes sin otra VP en genes de susceptibilidad al cancer). En un estudio posterior
(143), el consorcio revis6 los datos de 10574 pacientes con cancer, y el 0,29% (31
pacientes) tenia VP en ERCC3. El analisis de una cohorte checa de individuos sanos (N:
2428) mostré una prevalencia del 0,41% de VP en ERCC3. En nuestra cohorte la
incidencia de variantes deletéreas fue mayor, del 1% en pacientes con cancer de ovario y
del 1,14% en aquellas pacientes sin otras mutaciones en genes de alto riesgo conocidos.
En nuestra cohorte espafiola sana, se identificaron VP de ERCC3 en el 0,22% de los
individuos (1/453), muy similar a la encontrada en los controles europeos no finlandeses
de GhomAD (0,24%).

Todas estas diferencias, en conjunto, podrian explicarse por un sesgo entre las dos
poblaciones estudiadas que podria estar relacionado tanto con el diferente tamafio de la
muestra, pero también a las diferencias en las raices genéticas entre estas dos
poblaciones. En este sentido, es llamativo que mientras la incidencia en nuestros
controles es practicamente la misma que en los controles europeos no finlandeses
GnomAD (0,22% frente a 0,24%, respectivamente), los controles checos eran casi el
doble (0,45% y 0,41%). Ademas, podrian existir diferencias en los criterios de estudio de
los pacientes. Impresiona que en la cohorte checa los criterios pudieron ser mas estrictos
ya que tienen una mayor tasa de VP en genes de alta penetrancia (17,8% frente a
12,4%), aunque esto es especulativo ya que no tenemos suficiente informacion al
respecto. Si ese fuera el caso y nuestros criterios fueran mas amplios, favoreceria que
hubiera mas pacientes con VP en genes con menor penetrancia, que podria ser el caso
de ERCC3.



Respecto a otros genes estudiados como relacionados a CO (méas allad de los genes
BRCA1/2 y MMR (144), en la ultima década otros genes de alta y moderada penetrancia,
como RAD51C, RAD51D, STK11 y BRIP1(142,145,146). La serie publicada por el
consorcio CZECANCA (142) describié asociacion con CO para varios genes ademas de
BRCA vy los genes MMR, como RAD51D con OR=11,3 (2,6-103,4) y P=<0,001, RAD51C
con OR= 5,7 (1,7-23,8) y p= 0,001, BRIP1 con OR= 3,5 (1,1-13) y P= 0,03, NBN con OR=
3,5 (1,3-10,2) y P= 0,006, y PPM1D con OR= 13,82 (3,24-124,22) P= 0,001. La OR para
ERCC3 en nuestra cohorte es de 4,74 ligeramente inferior a la encontrada para RAD51C

en el mencionado estudio y superior a la observada para BRIP1.

En relacién con las caracteristicas histologicas, mientras que los tumores relacionados
con el CMOH son practicamente todos carcinomas serosos de alto grado, los
relacionados con el Sindrome de Lynch son mas frecuentemente de tipo endometrioide y
de células claras (144,147). En nuestra serie hay una alta proporcion de casos de células
claras de células claras, pero esto podria estar sesgado por el nimero pequefio de
pacientes. En relacion con el cancer de mama, cabe mencionar que nuestros casos se
diagnosticaron a una edad media mas joven respecto con los casos esporadicos, aunque
subtipo de tumor y la evolucion coincidieron con los observados en los casos de CM

esporadicos.

Después de revision cuidadosa de los portadores en nuestra cohorte, ho esperamos
encontrar VP en ERCC3 en familias con una alta carga de historia familiar de cancer ya
gue en familias con estas caracteristicas se identific6 también una VP en otro gen de
susceptibilidad al cancer que también puede explicar el fenotipo. En nuestra serie se
identificaron 5 casos de MINAS (Multilocus Inherited Neoplasia Alleles Syndrome) y en
estudio del consorcio CZECANCA, los autores también identificaron 7 casos. Ademas,
previamente se habia reportado 2 casos: Dumbrava (105) describié un paciente de 13
afios diagnosticado de un tumor sélido pseudopapilar de pancreas portador de dos
variantes patogénicas, una en MSH6 y otra en ERCC3 y Tedaldi y colaboradores (103)
describieron el caso de una paciente con CM con variantes deletéreas en BRCALl y
ERCC3. Todos estos hallazgos pueden sugerir que las mutaciones de ERCC3 en esta
situacion podrian actuar como modificadores del fenotipo, aunque esto debe ser

analizado con precaucion y requiere pruebas adicionales de grandes cohortes.

En resumen, nuestros resultados aportan pruebas sélidas para confirmar que ERCC3
podria comportarse como un gen de susceptibilidad al cancer de mama y mas

fuertemente su asociacion con el cancer de ovario. Es necesario su analisis en cohortes
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més amplias que incluyan una estratificacion clinica y molecular de las cohortes para
ponderar mejor el riesgo relativo de las portadoras de CM y CO, entre otros tumores.
Nuestros datos también indican un posible papel modificador de las mutaciones de
ERCC3 en combinacién con variantes patogénicas en genes de alta penetrancia, aunque
esto es mas especulativo y necesita mas datos para ser confirmado.

Asi mismo, a medida que los estudios genéticos se expanden y los paneles multigenes
se vuelven més abarcadores, se detecta un numero creciente de individuos portadores de
variantes patogénicas en dos o mas genes de susceptibilidad al cancer. El término
MINAS (Moltilocus Inherited Neoplasia Alleles Sindrome) se describié con el objetivo de
discernir si los portadores de variantes patogénicas en mas de un gen asociado al cancer
hereditario tenian caracteristicas clinicas especificas o si se asociaban a un fenotipo mas
grave (81). Los ejemplos mas conocidos de pacientes con mas de 1 VP son aquellos con
mutaciones en BRCA1 y BRCA2 (81,107,148,149).

En nuestra serie identificamos 13 portadoras de dos VP que representé una incidencia de
1,27% (y un 5,75% de los casos con VP), posteriormente se identificaron 2 individuos
mas tras realizaciébn del estudio de co-segregacion. Si bien se ha observado un
incremento de los casos MINAS desde la implementacion de NGS, lamentablemente la
incidencia que hemos evidenciado no puede ser comparada dado que este dato no se ha

recogido en las series publicadas.

La situacion mas frecuente fue la presencia de una VP en un gen de alto riesgo que se
relacionaba con el fenotipo del paciente y una segunda VP sin manifestaciéon clinica
evidente en el probando ni en su familia. Sélo en una familia se observé un fenotipo mixto
donde uno de los portadores de una VP en MEN1 y en MLH1 present6 caracteristicas
clinicas de ambos sindromes de cancer hereditario. La serie mas extensa publicada
recientemente (107) revis6 385 casos, de los cuales 206 eran portadores de una VP en
BRCAL o BRCAZ2. Los pacientes presentaron un fenotipo caracteristico de este sindrome
sin claros signos clinicos de la segunda VP vy, al igual que en otras series, no identificaron
un fenotipo mas agresivo (150); los casos de fenotipos relacionados a ambas VP fueron

anecdoticos.

De manera interesante, en 3 casos diagnosticados de CM a edad temprana se
identificaron 2 VP en genes de riesgo intermedio y bajo (2 con 2 VP en CHEK2 y 1 con 1
VP en ATM y otra en FANCA), lo que hace sospechar de un posible efecto aditivo.
Diferentes estudios han evaluado este posible efecto aditivo pero sin resultados

contundentes (81,107,151). Un estudio con poblacién alemana analizé el efecto de la



variante fundadora de CHEK2 ¢.1100delC (151) y evidenciaron que las pacientes
portadoras de la variante en homocigosis presentaron mayor riesgo de CM que los
portadores en heterocigosis. Es importante aclarar que los 2 casos que presentaron
ambas VP en CHEK2 no cumplen estrictamente con la definicion de MINAS al estar en el
mismo gen, pero realmente creemos que el hecho de observar un fenotipo severo en los
tres casos con VP en genes de moderado/bajo riesgo de cancer hace que merezca la
pena destacarlo y que se documente juntos a los casos de MINAS.

Destaca la identificacion de VP en genes conocidos de alto riesgo (como BRCAL, TP53 o
RAD51C) que, en este contexto de dobles mutaciones, se comportan como variantes
patogénicas de baja penetrancia sin antecedentes personales o familiares de cancer.
Esto puede deberse a diferentes motivos, como la corta edad del probando, una
penetrancia incompleta, una mutacién de novo en el probando, un mosaicismo genético,
un riesgo menor del esperado para la mutacion especifica identificada o informacion
familiar incompleta o ausente. Es de esperar que esta situacion se pueda aclarar con
datos de cosegregacion, analisis funcionales o estudios sobre las muestras tumorales. A
pesar de que en la actualidad no se conozca la implicacion de estas VP en el fenotipo de
los pacientes consideramos que se debe ofrecer asesoramiento genético, medidas de
seguimiento y estudios de co-segregacion a los familiares de primer grado ya que estas

VP se encuentran en genes de utilidad clinica claramente conocida.

Sigue existiendo la necesidad de un mayor analisis y seguimiento prospectivo de estos
pacientes para mejorar nuestro conocimiento de la relevancia clinica y las consecuencias
de los casos MINAS. Ademas, de potencial interés clinico y cientifico es la posible
relacion de dobles mutaciones en genes de riesgo bajo o moderado de cancer con un
fenotipo clinico grave o diagndstico a edad temprana. Siendo éste un fendmeno

infrecuente, es crucial compartir los datos genéticos y clinicos
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7. CONCLUSIONES
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Nuestros resultados muestran que el abordaje del estudio genético mediante la
utilizacién de paneles de secuenciacion masiva dirigida por fenotipo, afiadiendo el
estudio asociado al cribado de genes oportunistas, ofrece un buen rendimiento de
deteccidn de variantes patogénicas en genes de accionabilidad conocida.

En nuestro estudio la identificacion de variantes patogénicas fue del 12,4%, con un
incremento del rendimiento del 0,6% con el cribado de genes oportunistas y del 2%
adicional con el andlisis del panel de investigacion. La proporcion de pacientes
portadores de variantes de significado desconocido fue del 30% en el panel, del 36%
cuando se amplié el estudio con genes oportunistas y del 65% con analisis del panel

de investigacion

La ampliacion del estudio en pacientes con sospecha de cancer de mama y ovario
hereditario y con estudio previo de BRCA1/2 negativos ha permitido la identificacion
de variantes patogénicas en genes de alta y moderada penetrancia con una utilidad

clinica en més del 60% de los casos analizados.

El estudio mutacional del gen ERCC3 en nuestra cohorte de pacientes de CH
demuestra una asociacién con el cancer de ovario y sugiere una asociacioén con el

cancer de mama.

La implementacion de los paneles multigenes ha permitido mostrar que un 1,3% de
los casos/pacientes son portadores de mas de una variante patogénica en genes de

susceptibilidad al cAncer (casos MINAS).

Nuestros resultados sugieren gque en la mayoria de los casos de pacientes con Sd.

MINAS no existe un efecto modificador del fenotipo.
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8. LINEAS DE FUTURO
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Actualmente se sigue trabajando en la explotacion de los datos fruto del andlisis del panel
de NGS en pacientes BRCA negativas. En concreto se estan realizando estudios de co-
segregacion a los familiares y realizando un estudio de valoracion global de la
accionabilidad de los resultados.

Ademas, se esta desarrollando un proyecto de investigacion con el objetivo de
implementar el modelo poligénico de riesgo con la finalidad de ajustar mejor el riesgo de
cada paciente como asi también las recomendaciones de seguimiento y reduccion del
riesgo.

Asi mismo se estan realizando estudios prospectivos de obertura de paneles de
investigacion para la identificacion de nuevas relaciones genotipo-fenotipo asi como para
la identificacion de mas casos de pacientes MINAS que seran de gran utilidad para
profundizar en el conocimiento de este sindrome de varias mutaciones patogénicas en un

mismo paciente.
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CONSENS CATALA EN ELS CRITERIS CLINICS | PANELLS DE GENS
PER A L’ESTUDI DE LES SINDROMES HEREDITARIES DE CANCER

Centres participants. Han participat professionals de les Unitats de Consell Genétic en
Cancer i dels Laboratoris de Diagnostic Molecular/Genétic dels seglients centres:

* Institut Catala d’Oncologia (centres Hospitalet, Badalona i Girona)
* Hospital Vall d’'Hebron, Barcelona

* Hospital Arnau de Vilanova, Lleida

* Hospital Sant Pau, Barcelona

* Hospital Clinic, Barcelona

* Hospital del Mar, Barcelona

* Hospital Parc Tauli, Sabadell

* Consorci Sanitari de Terrassa, Terrassa.

* Hospital Althaia, Manresa

* Hospital Sant Joan, Reus

Metodologia. Cada centre va designar una representacid de professionals de I'ambit clinic
i del de diagnostic genetic. En total 30 professionals han estat convocats a les 3 Jornades
de treball. En cada Jornada s’ha disposat previament d’ordre del dia i material per a
revisié. Cada punt del consens (criteris clinics i gens a incloure en el panell) ha estat
presentat per un o dos experts i sotmes a discussio entre els assistents. Un cop finalitzada
la discussid s’han fet votacions online (mentimeter.com). Es considerava consens >75%
vots, entre 50 i 75% es traslladava a la seglient jornada, <50% no s’aprovava. S’han
redactat i aprovat actes tant de les votacions com de les discussions.

Jornades de Consens. S’han realitzat 3 Jornades de treball: ICO Hospitalet (13/7/2018),
Hospital Sant Pau (26/10/2018), Hospital Clinic (8/2/2019)



Criteris clinics d’indicacio d’estudi de panell de gens en linia germinal i gens
a estudiar

A tots els probands se’ls oferira el cribratge oportunista dels segiients gens
independentment dels criteris clinics: BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MISH6

Cancer de mama o Cancer de mama i Ovari Hereditari (CMOH)

Criteris clinics

- Cancer de mama <40anys.
- Cancer de mama triple negatiu < 60 anys.
- Cancer de mama en el vard

- Tres o més familiars de primer grau afectes de cancer de mama (al menys un
en edat premenopausica).

- Dos casos de cancer de mama en <50 anys.

- Un cas de cancer de mama bilateral i un altre de cancer de mama (un <50
anys)

- Cancer dovari epitelial invasiu no mucinds (En els tumors de baix grau

s’individualitzara en funcié edat, historia familiar i possible benefici a familiars)

Panell de gens en Cancer de Mama i Ovari (casos o families amb cancer de mama o cancer
de mama i cancer d’ovari)

BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6, TP53%*, PALB2, CHEK2, ATM, BRIP1, RAD51C, RAD51D,
PTEN**, CDH1**

*Només si cancer de mama <35 anys o criteris de CHOMPRET

** Només si fenotip suggestiu (criteris Sindrome de Cowden, criteris de Cancer Gastric
Difus Hereditari-Ca de mama lobel-lar)

Panell de gens en Cancer d’Ovari (casos o families amb només cancer d’ovari)

BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6, BRIP1, RAD51C, RAD51D



Sindromes Hereditaries de Poliposis

Criteris clinics en Poliposis Adenomatoses

- 220 Adenomes
- 210 Adenomes si edat < 40 anys o familiar amb CCR abans dels 60 anys

Criteris clinics en Poliposis No Adenomatoses

- Criteris clinics de cada sindrome (Cowden, Peutz-Jeghers, etc)

Panell de gens en Poliposis

BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6, APC, MUTYH, POLE (exons 7-14), POLD1 (exons 6-13),
NTHL1, BMPR1A, SMAD4, PTEN*, STK11*
*Nomeés si fenotip suggestiu

Cancer Colorectal i Endometri

S’aprova el cribratge de la Sindrome de Lynch mitjangant estudi Immunohistoquimic
(IHQ) de les proteines dels gens reparadors a tots els cancers colorectals i d’endometri.

Criteris clinics

- Inestabilitat de Microsatel-lits (MSI) o IHQ alterada
- Cancer colorectal <50 anys o criteris d’Amsterdam

Panell de gens en Cancer Colorectal i Endometri

BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2*, EPCAM (exons 8-9), MUTYH, POLE (exons 7-
14), POLD1 (exons 6-13), TP53**

* Si hi ha pérdua d’expressio en la IHQ, o en tots els casos en funcié de la técnica disponible (validesa
analitica garantida)

**Si criteris Chompret



Cancer Gastric Difus Hereditari (CGD)
Criteris clinics
- Cancer Gastric Difus <40 anys
- 2 casos CGD, almenys 1 amb histologia confirmada
-Historia personal o familiar (primer o segon grau) de CGD i cancer de mama

lobel-lar infiltrant, almenys un abans dels 50 anys

Panell de gens en CGD

BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6, CDH1, CTNNA1
Cancer de Pancreas Hereditari
Criteris clinics

- Cancer de pancrees <45

- Cancer de pancrees i melanoma o mama en la mateixa persona

- 23 casos amb cancer de pancrees per la mateixa branca

- 22 familiars de primer grau amb cancer de pancrees

- 22 casos cancer pancrees i melanoma per la mateixa branca

- 2 3 casos entre cancer de pancrees i/o ovari i/o mama i/o prostata metastasica
Gleason >7

Panell de gens en cancer de pancrees

BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6, ATM, PALB2, CDKN2A
PRSS1 només si presenta criteris de pancreatitis hereditaria

Melanoma Familiar
Criteris clinics
- 2 casos de melanoma en familiars de primer o segon grau, almenys un dels dos
diagnosticats abans dels 60 anys
- Melanomes multiples: 2 o0 més melanomes en 1 individu, el primer abans dels 60
anys

- Melanoma i pancrees en el mateix individu o familiar

Panell de gens en Melanoma

BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6, CDKN2A, CDK4, POT1, BAP1, MITF(Només la variant
E318K)



Cancer de Prostata Hereditari
Criteris clinics
- Cancer de prostata amb Gleason >7 i:
e Edat <70 i metastassic resistent ala castracié o
* Edat<55anys, 0

* Historia familiar de CMOH, o0 2 6 més casos de cancer de prostata

- Cancer de prostata de <55 anys i historia familiar de 2 o més casos de cancer de
prostata, o de CMOH

Panell de gens en cancer de prostata

BRCA1, BRCA1, MLH1, MSH2, MSH6, HOXB13 (Variant G84E), ATM*, CHEK2*

*Només si hi ha historia familiar de cancer de mama

Cancer Renal Hereditari
Criteris clinics

- Criteris clinics d’'una sindrome relacionada amb cancer renal hereditari: Von
Hippel-Lindau, Birt-Hogg-Dubé, Leiomiomatosis Hereditaria (Sindrome de Reed),
Cowden, Esclerosi Tuberos, Paraganglioma/Feocromocitoma Hereditari, Carcinoma
Renal Papilar tipus 1 hereditari

- Cancer renal <45 anys, independentment de la histologia i historia familiar

- Agregacio familiar de cancer renal (2 o més casos en familiars de primer o segon
grau), tumors bilaterals i/o multifocals son candidats a derivacié a consulta. Es
valorara la indicacid d’estudi genétic segons histologies, informativitat de la familia,
edat de diagnostic i exploracié dermatologica

Panell de gens en cancer renal

Si hi ha criteris clinics diagnostics clars de la Sindrome es pot plantejar fer estudi només
del gen relacionat

BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6, FH, FLCN, MET, VHL, SDHx, TSC1* TSC2* PTEN*,
BAP1*, MITF* (E318K)

*si fenotip suggestiu



Indicacions en persones sanes quan no és possible I’estudi genétic en afectats

Es fara I'estudi genetic en teixit sa extret d’un bloc de parafina del pacient afecte per
neoplasia. Quan aixd no sigui possible es valorara fer I'estudi en el familiar sa, previa
discussio en comite de cancer hereditari o sessio clinica del servei.

L’estudi es realitzara en un familiar de primer grau que pertanyi a una familia amb criteris
d’alt risc i/o amb alta carrega familiar

- Familia amb criteris d’Amsterdam I/II

- Familiar amb cancer colorectal/ endometri <70 anys i pérdua d’expressié d’una de
les proteines dels gens reparadors de I'ADN a l'estudi d’IHQ (descartada
hipermetilacié de MLH1)

- Familiar de primer grau amb una sindrome hereditaria ben definida (Pol-liposi
colonica, Neurofibromatosi tipus 1, Von-Hippel-Lindau, MEN2, CGDH, Peutz-
Jeghers, Cowden, Li-Fraumeni,...)

- Familiar de primer grau d’una pacient amb cancer d’ovari epitelial d’alt grau

- Familiar de primer grau d’afecte de cancer de mama amb criteris d’alta
probabilitat de mutacié en BRCA1/2 (>15%)
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SHORT REPORT

Does multilocus inherited neoplasia alleles syndrome
have severe clinical expression?

Agostina Stradella, "% Jesus del Valle,"** Paula Rofes,"** Lidia Feliubadalo,"**

Elia Grau Garces, " Angela Velasco,” Sara Gonzalez,"*? Gardenia Vargas,

14,2

Angel Izquierdo,” Olga Campos, " Eva Tornero, "#* Matilde Navarro, "

Judith Balmafia-Gelpi,® Gabriel Capell4,"** Marta Pineda,"** Joan Brunet,

Conxi Lazaro"*?

ABSTRACT

Importance Genetic testing of hereditary cancer
using comprehensive gene panels can identify patients
with more than one pathogenic mutation in high
and/or moderate-risk-associated cancer genes. This
phenomenon is known as multilocus inherited neoplasia
alleles syndrome (MINAS), which has been potentially
linked to more severe clinical manifestations.
Objective To determine the prevalence and clinical
features of MINAS in a large cohort of adult patients
with hereditary cancer homogeneously tested with the
same gene panel.

Patients and methods A cohort of 1023 unrelated
patients with suspicion of hereditary cancer was
screened using a validated panel including up to

135 genes associated with hereditary cancer and
phakomatoses.

Results Thirteen (1.37%) patients harbouring two
pathogenic mutations in dominant cancer-predisposing
genes were identified, representing 5.7% (13/226) of
patients with pathogenic mutations. Most (10/13) of
these cases presented clinical manifestations associated
with only one of the mutations identified. One case
showed mutations in MENT and MLH1 and developed
tumours associated with both cancer syndromes.
Interestingly, three of the double mutants had a young
age of onset or severe breast cancer phenotype and
carried mutations in moderate to low-risk DNA damage
repair-associated genes; two of them presented biallelic
inactivation of CHEK2. We included these two patients
for the sake of their clinical interest although we are
aware that they do not exactly fulfil the definition of
MINAS since both mutations are in the same gene.
Conclusions and relevance Genetic analysis of a
broad cancer gene panel identified the largest series
of patients with MINAS described in a single study.
Overall, our data do not support the existence of more
severe manifestations in double mutants at the time of
diagnosis although they do confirm previous evidence
of severe phenotype in biallelic CHEK2 and other DNA
repair cancer-predisposing genes.

INTRODUCTION

Hereditary cancer syndromes account for 5%-10%
of all patients with cancer.' Patients with these
syndromes are carriers of pathogenic mutations
in high or moderate-penetrance genes and are at

1,57

risk of developing cancer at an early age as well as
multiple synchronous or metachronous tumours. It
is important to identify these patients because they
will require specialised, long-term care and both
they and their families can benefit from clinical
follow-up appropriate to their risk, together with
proper reproductive choices. One of the challenges
in genetic counselling of these disorders is dealing
with clinical heterogeneity and overlapping clinical
manifestations. The phenotype variability could be
explained by many factors, in isolation or in combi-
nation, such as incomplete penetrance, allelic and
genetic heterogeneity, existence of genetic modi-
fiers, environmental factors and stochastic events.>*
Genetic diagnosis of these conditions has evolved
over the last decade thanks to the introduction of
next-generation sequencing, a cost-effective solu-
tion in terms of cost and time for the simultaneous
sequencing of multiple genes. These new approaches
for sequencing have led to the development of
gene panels that contain clearly defined high-pene-
trance genes and moderate or even low-penetrance
genes, arbitrary defined with a relative risk below
4 (moderate) or 2 (low). The use of these genes
in the clinical setting is a matter of discussion and
some clinical geneticists and genetic counsellors are
reluctant to screen them for clinical purposes due
to the uncertainty of changing medical management
in carriers and in non-carriers of mutations in these
genes because clinical utility has not yet been clearly
established.* Moreover, the use of large gene panels
can lead to unexpected and complex findings, for
example, to identify patients with more than one
pathogenic mutation in genes implicated in different
cancer syndromes.”™ The term ‘MINAS’ (multilocus
inherited neoplasia alleles syndrome) was coined by
Whitworth and colleagues® in a JAMA Oncology
review in which the authors presented their experi-
ence (five cases) and the literature review (82 cases)
of patients with cancer with two pathogenic muta-
tions in hereditary cancer genes. No clear conclu-
sion was reached and a database was created to
record such cases (http://databases.lovd.nl/shared/
diseases/04296); as of July 2018 it contained only
40 entries, all but one from the Whitworth group.
Very recently, the same group presented data from
a series of 460 patients with two or more tumours
identifying two additional cases of MINAS.’
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Table 1  Description of patients with MINAS identified
Current age
ID Phenotype Tumour/condition Age Dx (B)/death (£)  Mutation A* Mutation B*
Fam-1 AFAP Colorectal polyposis 76 77 (£) APC [c.423-3T>A; p.(Arg141Serfs*8)]  BRCAT [c.1961delA; p.(Lys654Serfs*47)]
Fam-2 MEN1 Neuroendocrine tumour M 45 (B) MLHT [c.244A>G; p.(Thr82Ala)] MENT (c.784-9G>A,; p.[Lys267Valfs*28,Ar
(proband) Pituitary adenoma 36 9280Serfs*2])
Parathyroid 39
Hyperplasia 29
Hepatic haemangiomas
Fam-2 HNPCC, MEN1 Uterine carcinoma 41 52 (B) MLH1 [c.244A>G; p.(Thr82Ala)] MENT (c.784-9G>A,; p.[Lys267Valfs*28,Ar
(sister) Colorectal cancer 48 g2805erfs*2])
Haemangiomas 45
Hyperparathyroidism 45
Fam-3 HBOC Ovarian cancer 45 51 (B) BRCAT [c.607C>T; p.(Arg1203*)] TP53 [c.659A>G; p.(Tyr220Cys)]
Fam-4 Tuberous sclerosis Subcutaneous benign tumours 6 28 (B) TSC2 [.5227C>T; p.(Arg1743Trp)] RAD51D [c.694C>T; p.(Arg232*)]
Epilepsy
Fam-5 Reed's syndrome Cutaneous leiomyomas 40 47 (B) FH (c.905-2A>G; p.?) BARD1 [c.157delT; p.(Cys53Valfs*5)]
Fam-6 AFAP Colorectal polyposis 52 55 (B) APC [c.5826_5829del; EXO1 [c.1900C>T; p.(Arg634*)]
Colorectal cancer 53 p.(Asp1942Glufs*27)]
Fam-7 HBOC Ovarian cancer 51 52 (B) BRCAT [c.2309C>A; p.(Ser770%)] XPA [c.553C>T; p.(GIn185%)]
(proband)
Fam-7 HBOC Ovarian cancer 37 38 (B) BRCA1 [c.2309C>A; p.(Ser770%)] XPA [c.553C>T; p.(GIn185*)]
(sister)
Fam-8 HBOC Ovarian cancer 66 68 (B) FLCN [c.346C>T;p.(GIn116%)] ERCC3 [c.325C>T;p.(Arg109*)]
Birt-Hogg-Dubé Pneumothorax (x5) 33
Fam-9 HBOC Breast cancer 54 59 (B) PALB2 [c.3256 C>T; p.(Arg1086*) ATM (c.3802delG;p.Val1268*)
Pancreatic cancer 59
Fam-10t HBOC Bilateral breast cancer 35 37 (B) CHEK2 (c.433C>T; p.(Arg145Trp)] CHEK2 [c.470T>C; p.(Ile157Thr)]
Fam-111 HBOC Breast cancer 42 42 (£) CHEK2 (whole gene deletion) CHEK2 [c.499G>A; p.(Gly167Arg)]
Fam-12 HBOC Breast cancer 35 38 (B) ATM [c.3712_3716del; FANCA (.2602-1G>C; p.?)
p.(Leu1238Lysfs*6)]
Fam-13 HBOC Ovarian cancer 49 70 (B) SDHB [c.505C>T; p.(GIn169*)] FANCA [c.3558dupG;

p.(Arg1187Glufs*28)]

*Cell shadow code: dark grey: high-risk genes, light grey: moderate to low-risk genes (see online supplementary table 1).
tThese patients are compound heterozygous for mutations at the same time, therefore they do not strictly fulfil the MINAS first definition.
AFAP, attenuated familial adenomatous polyposis; HBOC, hereditary breast-ovarian cancer; HNPCC, hereditary non-polyposis colorectal cancer; MEN1, multiple endocrine neoplasia type 1;

MINAS, multilocus inherited neoplasia alleles syndrome.

The authors highlighted that data gathered in the literature
presented inherent ascertainment bias in relation to the genes
and patients analysed. Most of the cases studied in the prepanel
era were patients with breast and ovarian or colorectal cancer,
in which only a few suspected genes were analysed, hence
most examples with double mutations are patients with two
germline BRCAT and BRCA2 mutations or with constitutional
mismatch repair deficiency syndrome, the latter with a clearly
defined severe phenotype.'*" In addition, homozygosity for the
founder ¢.1100delC CHEK2 mutation has been associated with
high breast cancer risk relative to heterozygous carriers.'*

We report the genotype and phenotype of the largest unbiased
MINAS cohort of patients with hereditary cancer analysed with
a comprehensive gene panel that includes almost all hereditary
cancer genes described in the literature.

MATERIALS AND METHODS

Our study population is a cohort of 1023 unrelated adult
patients with clinical suspicion of hereditary cancer, visited
in the Genetic Counselling Unit of the Catalan Institute of
Oncology. Institutional review board approval was obtained for
panel testing. For genetic testing, we used our validated custom
I2HCP gene panel (containing 122-135 genes, depending on
the version used)."> Variant classification was conducted under
American College of Medical Genetics and Genomics guide-
lines.'® When possible, cosegregation analysis was performed.

A brief description of the whole cohort is depicted in online
supplementary table 1 and online supplementary figure 1
(comprehensive analysis is under publication, Feliubadalé et al,
submitted manuscript). From our cohort of 1023 patients, 16%
had multiple tumours. Of them, four patients are part of our
MINAS series. For the purposes of this study, only patients with
more than one pathogenic/likely pathogenic mutation (hereafter,
‘mutation’) in dominant cancer-predisposing genes are presented
(online supplementary table 2). All the mutations reported here
were confirmed by Sanger sequencing. All patients underwent
a tiered-binned informed consent process. Twenty-four of our
135 panel genes were denominated CORE genes (Feliubadalé et
al, submitted manuscript). Pathogenic variants in all these genes
were returned to patients—including those with an unrelated
phenotype, unless patients did not consent for the CORE panel
analysis. The remaining genes of the panel were considered as
research genes and are used for research purposes and the results
are then explained to families in this scenario where cosegrega-
tion analysis is requested.

RESULTS

We identified 13 unrelated patients carrying more than one
mutation (1.37%) (table 1, figures 1 and 2), representing 5.75%
of patients with pathogenic mutations in our study population
(the overall mutation detection yield is 22.149%). The referral
criteria for each are summarised in online supplementary table 1.
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Pedigrees of MINAS patients. Filled quarters of symbols indicate affected patients (each color denotes a specific type of tumor). Current age,

age at death and age at diagnosis, when available, are also detailed. Proband is marked by an arrow, carrier status was studied in available relatives, and
those carrying the variant are shown with the variant symbol (#,$) and if genotyped and not carriers a (-) is under the mutation symbol. A number inside a
symbol denotes the number of siblings condensed in the symbol. Brain C (light orange), BC: breast cancer (emerald), C pol: colon polyposis (light green),
CRC: colorectal cancer (red), CUP: carcinoma of unknown primary (yellow), Kidney Cancer (black), Leiomyomas (light blue), Lymphoma (orange), Melanoma
(brown), NET: neuroendocrine tumor (dark green), OC: ovarian cancer (blue), Tuberous sclerosis (purple), UC: uterine carcinoma (pink).

Nine patients had one high-risk gene mutation (Fam-1
to Fam-9); all showed an association with the proband’s clinical
phenotype. The second mutation in these families did not trans-
late into recognised clinical manifestations, except for Fam-2, in
which two sisters carry two high-risk mutations; one presented
a phenotype consistent with the clinical features of both cancer
syndromes (MLH1 and MEN1), whereas the other showed only
MEN]1 clinical traits. In Fam-7, two sisters with double mutations
(BRCA1 and XPA) presented ovarian cancer at ages 37 and 51,
respectively. It should be noted that in two additional patients
the second mutation was in a high-risk gene (BRCA1 and TP53),
whereas in the remainder the mutations were in genes associated
with moderate or low risk of breast, ovarian or colorectal cancer
(RADS 1D, XPA, BARD1, EXO1, ATM and ERCC3).

Three cases (Fam-10 to Fam-12) with clinical suspicion of
hereditary breast-ovarian cancer harbour two mutations in
moderate to low breast cancer risk genes: one patient with muta-
tions in ATM and FANCA genes and two patients with biallelic
mutations in CHEK2. Two of these patients were diagnosed with
young-onset breast cancer (35 years) and the third was diag-
nosed with metastatic breast cancer at 42 years and had a poor
outcome; none had a family history of breast cancer.

The last patient was diagnosed with ovarian cancer before the
age of 50 and presented mutations in SDHB and FANCA, which
are difficult to associate with the observed phenotype (Fam-13).

DISCUSSION
The term MINAS was introduced with a view to discerning
whether carriers of pathogenic mutations in more than one

dominant hereditary cancer gene have specific clinical charac-
teristics or are associated with a more severe phenotype. In our
series, 15 patients from 13 families are carriers of two patho-
genic mutations in dominant hereditary cancer genes. The most
common situation was the presence of a mutation in a high-risk
gene associated with the proband’s cancer phenotype and a
second mutation without current clinical manifestations in the
proband or the family. A mixed clinical presentation was only
observed in one family where one of carriers of MEN1 and
MLH1 mutations presented clinical traits of the two hereditary
cancer conditions. Interestingly, in three cases of early-onset
breast cancer the proband carried two pathogenic mutations in
moderate to low-risk genes, suggesting an additive effect of these
two mutations. This hypothesis merits further exploration and is
additionally supported by Dutch population data for the analysis
of the founder ¢.1100delC CHEK2 mutation.'* It is important
to note that the two patients who were compound heterozygotes
for CHEK2 mutations do not fulfil the strict definition of MINAS
made formerly since both mutations are in the same gene, but we
really believe that the fact of observing a severe phenotype in the
three instances with mutations in moderate to low cancer risk
genes makes it worth highlighting as well as being documented
together in the MINAS open database. Notably, we highlight the
identification of mutations in known high-risk cancer-associated
genes (such as BRCA1, TP53 or RADS1C) that, in this context of
double mutations, behave as low-penetrance pathogenic variants
with no personal or family cancer history. There are different
possible reasons for this, such as young age of the proband,
incomplete penetrance, a de novo mutation in the proband,
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Figure 2  Pedigrees of MINAS patients. Filled quarters of symbols indicate affected patients (each color denotes a specific type of tumor). Current age, age
at death and age at diagnosis, when available, are also detailed. Proband is marked by an arrow, carrier status was studied in available relatives, and those
carrying the variant are shown with the variant symbol (#,$) and if genotyped and not carriers a (-) is under the mutation symbol. A number inside a symbol
denotes the number of siblings condensed in the symbol. Bl C: bladder cancer (light yellow), BC: breast cancer (emerald), Bil BC: bilateral breast cancer
(emerald), CRC: colorectal cancer (red), CUP: carcinoma of unknown primary (yellow), Kidney Cancer (black), LC: lung cancer (grey), Lymphoma (orange),

Melanoma (brown), OC: ovarian cancer (blue), PC: pancreas cancer (light orange), Stomach cancer (light grey), Tuberous sclerosis (purple), UC: uterine

carcinoma (pink).

genetic mosaicism, lower risk than expected for the specific
mutation identified or incomplete/missing family information.
Hopefully, these can be clarified with cosegregation data, func-
tional analysis or tumour profiling. In such situations, genetic
counselling, clinical surveillance and cascade testing should be
offered since these mutations are in genes of clearly known clin-
ical utility.

In conclusion, further analysis and prospective follow-up of
these patients is needed to improve our knowledge of the clinical
relevance and consequences of MINAS. Of potential clinical and
scientific interest is the putative relation of double mutations in
moderate to low cancer risk genes with a severe clinical pheno-
type in early onset of cancer. As suggested by Whitworth, sharing
genetic and clinical data and the continuous clinical update of
these patients is crucial. To this end, all our cases have been
submitted to the open database created by Whitworth (https://
databases.lovd.nl/shared/diseases/04296).
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European individuals were used as control populations.

Results: We identified 13 patients with heterozygous ERCC3 truncating variants (0.99%). Five
of them also carried a mutation in a high- /moderate-penetrance HBOC gene (BRCAI,
BRCA2, CHEK?2, and TP53) being Multilocus Inherited Neoplasia Alleles syndrome
(MINAS) patients. The frequency in 453 Spanish controls was of 0.22%; similar to that
observed in 51,343 non-Finnish European GnomAD population (0.24%). We found an almost
statistically significant association of truncating ERCC3 variants with BC (odds ratio
[OR] = 2.25, confidence interval [CI] = 0.6—5.93, P = 0.11), and we observed for the first
time a significant association with OC (OR = 4.74, CI = 1—-14.34, P = 0.028), that holds
even after removing MINAS cases.

Conclusions: To our knowledge, this is the largest HBOC series comprehensively analysed for

ERCC3 mutations, and the first study identifying ERCC3 as a cancer risk for OC.
© 2020 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Hereditary breast and ovarian cancer syndrome
(HBOC) is an inherited disorder showing an increased
risk of breast cancer (BC) and ovarian cancer (OC) at
early age [1]. Most cases of HBOC are caused by mu-
tations in BRCAI-BRCA2 genes. In the last decade
several genes with different penetrance have been asso-
ciated with an increased risk of BC and/or OC [2]. In
addition, hundreds of single nucleotide polymorphisms
have been described as cancer risk modifiers for BC/OC
[3,4] although an important fraction of the familial risk
remains unexplained [5].

In this scenario ERCC3, a nucleotide excision repair
gene encoding an ATPase/helicase protein involved in
DNA repair, emerged as a good candidate to explore in
patients with HBOC. Biallelic mutations in ERCC3 have
been described to cause xeroderma pigmentosum
complementation group B/Cockayne syndrome and also
photosensitive trichothiodystrophy-2 disorder. A recur-
rent heterozygous ERCC3 truncating mutation was
described to increase the risk of BC in individuals with
Ashkenazi Jewish ancestry [6]. This variant, ¢.325C>T
p.Argl09*(R109X), was identified through exome
sequencing in three individuals from the same BRCA-
wild-type kindred when screening a cohort of early onset
Ashkenazi Jews patients. A case—control study for this
mutation in 3286 BC patients and 2716 control Ashke-
nazi Jews revealed that carriers of this mutation had a
risk of BC of 1.53 (P = 0.023) and for oestrogen re-
ceptor (ER)—positive BC of 1.73 (P = 0.007).

Other studies identified germline ERCC3 deleterious
variants. Tedaldi et al. [7], when screening 255 patients
with HBOC, identified a patient carrying a truncating
variant of ERCC3 who also carried a pathogenic variant
in BRCAI. Bonache et al. [8] identified a patient car-
rying a nonsense ERCC3 variant in the analysis of 192
patients with HBOC . Recently the analysis of 23 BC
genes in a series of African American women with BC
identified 14 carriers of ERCC3 mutations in 5054

patients and nine carriers in 4993 unaffected controls
(OR] 2.40 P = 0.044) [9]. In addition, the analysis of
1000 patients with different tumours identified four
carriers of germline truncating variants in ERCC3
(0.4%), corresponding to breast, colorectal, sarcoma,
and pancreatic tumours [10]. Finally, a study of 586
patients with urothelial cancer detected four patients
with germline ERCC3 truncating variants (0.7%), all
diagnosed with bladder cancer at a young age [11].

In the present study, we investigate the prevalence of
deleterious germline ERCC3 variants in a cohort of 1311
patients with clinical suspicion of hereditary BC and/or
OC and compare with a cohort of 453 geographically
matched cancer-free controls and with a 51,343 individual
GnomAD non-cancer, non-Finnish European cohort.

2. Materials and methods
2.1. Patients and controls

Included in this study were a total of 1311 patients index
cases with suspected breast and/or ovarian hereditary
cancer (HC) referred via our genetic counselling units and
that underwent Next Generation Sequencing (NGS)
panel testing based on their clinical suspicion [12] (Table
1). The clinical consensus criteria in our regions includes
the following patients: Patients with personal history of
BC before 40 years; patients with triple-negative BC
before 60 years; patients with BC in males; patients with
non-mucinous OC, patients with a family history of two
cases of BC before age 50; patients with three or more
cases of first-degree BC; patients with a case of bilateral
BC associated with another case of BC in the family.
Informed written consent for both diagnostic and
research purposes was obtained from all patients, and the
study protocol was approved by the ethics IDIBELL
committee (PR278/19).

A set of 453 Spanish cancer-free individuals were
used as controls. One hundred and ninety four
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Summary of the Next Generation Sequencing panel results in our hereditary breast and/or ovarian cancer cohort and in the control populations.

Clinical groups

Number of
patients (%)

Tested genes
by phenotype

Number of
Pathogenic
mutations (%)

ERCC3 (%)

ERCC3 excluding patients
with other mutations® (%)

Only Breast Cancer, 818 (62%) ATM, BRCAI, 85 LP/P (10.39%):
HBC BRCA2, CHEK2, 28 BRCA2, 22
MLHI, MSH2, BRCAIL, 11 ATM, 11
MSH6, PALB2, PALB2,5 CHEK2, 3
TP53 RADS5IC, 2 BRIPI,
2 MSH6, 1 MLH]I
Only Ovarian 298 (23%) BRIPI, BRCAI, 36 LP/P (12.08%):
Cancer, HOC BRCA2, MLHI, 17 BRCA2, 10
MSH?2, MSHG6, BRCAI, 4 BRIPI, 2
RAD51C, RAD51D RADS5ID, 1 MSHG6,
1 PALB2, 1
RADSIC
Breast and Ovarian 195 (15%) ATM, BRIPI, 41 LP/P (21.02%):
Cancer, HBOC BRCAI, BRCA2, 21 BRCAI, 12
CHEK2, MLHI, BRCA2,2 ATM, 2
MSH2, MSHG6, BRIPI, 2 CHEK2, 1
PALB2, RAD5IC, PALB2, 1 RAD5IC
RAD5ID, TP53
Total 1311 162 (12.36%)

Controls studied

7 (0.85)
OR = 3.54 (1.39—7.54)**
P = 0.005

3 (1.00)
OR = 4.17 (0.84—12.58)*
P =004

3(1.5)
OR = 6.4 (1.29—19.42)*
P = 0.013

13 (0.99)
OR = 4.1 (2.12-7.3) **
P =444 x 1075

4(0.54)
OR = 2.25 (0.6-5.93)
P =011

3(1.14)
OR = 4.74(1—14.34)*
P = 0.028

1 (0.65)
OR = 2.68(0.07—15.42)
P =03l15

8 (0.70)
OR = 2.87(1.21-5.86)**
P = 0.009

Spanish population cohort (453)
GnomAD 51,343 individual (non-Finnish

1(0.22%)
125 (0.24%)

European, non-cancer)

OR, odds ratio. LP: likey Pathogenic. P: Pathogenic

$ Patient with FLCN mutation was not removed because FLCN is not associated with HBOC.

* a < 0.05.
** o < 0.01.

individuals correspond to the GCAT cohort (Genomes
For Life — Cohort Study of the Genomes of Catalonia)
[13] and were screened with the same cancer panel; 259
control individuals belong to the Spanish Babelomics
cohort, and ERCC3 variants were obtained from exome
sequencing [14].

2.2. NGS Panel testing

Genomic DNA was used to screen our I2HCP custom
NGS panel, comprising 122—135 HC-associated genes,
depending on the version used [15]. For this study we
consider any variant that originate a premature stop
codon or affecting canonical splice site positions (41,
+2, —1, —2) as a pathogenic or likely pathogenic variant
(pathogenic variant hereinafter). All variants were
confirmed by Sanger sequencing. Copy number analysis
was performed from NGS data using the DECoN [16]
tool with parameter optimisation [17].

2.3. Co-segregation analysis and loss of heterozygosity
(LOH)

Both analyses were performed by Sanger sequencing
when samples from relatives or tumour DNA was
available.

2.4. GnomAD analysis

The GnomAD non-Finnish European population, non-
cancer data set (Genome Aggregation Database, v2.1.1,
http://gnomad.broadinstitute.org/) [18] was used as a
control population. Variants were downloaded and
filtered to identify predicted loss-of-function variants in
ERCC3.

2.5. Statistical analysis

Differences in the allele frequency between cases and
controls were determined by the Fisher exact test. Odds
Ratios (OR) and the corresponding 95% confidence in-
tervals (CI) were determined for two by two compari-
sons. Statistical tests were carried out using R v.3.5.1.

3. Results

In our cohort of 1311 unrelated patients with hereditary
BC/OC, 162 pathogenic variants were identified as per
clinical gene panel analysis (results summarised in Table
I and detail of genes analysed by phenotype in Feliu-
badald et al., 2019 [12]) meaning that 12.36% of the
patients harbour mutations in high- /moderate-pene-
trance BC/OC genes. In addition, and with the aim of
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investigating the role of pathogenic variants in the
ERCC3 gene, we performed an exhaustive analysis of
small variants and copy number alterations in this gene.
We identified 13 unrelated patients with heterozygous
deleterious ERCC3 variants; no copy number variations
were identified. Interestingly five of the patients were
also carriers of an additional pathogenic variant in a
high- /moderate-penetrance HBOC gene, and one had
concomitant Birt-Hogg-Dubé syndrome (BHD) (Table
2 and Figures 1 and 2).

The global ERCC3 pathogenic variant carrier fre-
quency throughout our cohort of HC patients was
0.99%. The percentage of ERCC3 deleterious variants in
the subset of patients with hereditary breast cancer
(HBC) was of 0.85%, 1.00% in hereditary ovarian cancer
(HOC) cases and 1.5% in patients with HBOC (Table 1).
When removing carriers of other HBOC pathogenic
variants percentages shift to 0.54% for HBC, 1.14% for
HOC and 0.65% for HBOC (Table 1). Only one dele-
terious ERCC3 variant was identified in our set of 453
cancer-free control cohort (0.22%). Four recurrent
ERCC3 variants were found in our cohort. The most

Table 2

frequent variant was ¢.583C>T; p.(Argl95+) which was
identified in three unrelated patients. Three variants
were found in two independent patients each,
¢.325C>T; p.(Argl09%*), c.335dup; p.(His112GlInfs*4)
and c.1757_1758delAG; p.(GIn586Argfs+17). Of note,
one of the ¢.325C>T (R109X) carriers that self-reported
to be of Jewish descent was diagnosed with OC but not
BC.

The clinical characteristics of ERCC3 carrier patients
are depicted in Table 2. Considering the clinical
phenotype of ERCC3 patients without another HBOC
mutation, five patients developed BC. The median age
was 35 years (20—62), younger than the general popu-
lation. Regarding the type of BC diagnosed, two pa-
tients had an ER-positive tumour, one an intraductal
breast carcinoma (IDBC), one a triple-negative tumour
(TNBC) and the other an ER-negative human epidermal
growth factor receptor 2 (Her2)—positive tumour. All
the invasive cases were high-grade tumours and had a
high proliferative index. They were all treated with
surgery and radiation therapy followed by chemo-
therapy; all presented a fairly normal evolution of the

ERCC3 patients, personal and family cancer history and other genetic findings.

Family Clinical Index case tumour(s) Age ERCC3 mutation

Others cancers (y)

Additional pathogenic mutation

indication dx
)
1 HBC ER + BC 20 ¢.325C>T; Mother: ER + BC (50) -
p-(Argl09%)
2 HBOC ER + BC, PC 62, c¢.335dup; -
77  p.(His112Glnfs*4)
3 HBC IDBC 35 ¢.583C>T; Maternal aunt: ER + BC (54) -
p-(Argl95%)
4 HOC occC 64  ¢.760C>T; —
p-(GIn254%)
5 HBC Her2+ BC 44 c.1421_1422insA;  Mother: ER + BC (65) —
p-(Asp474Glufs*2) Maternal aunt: ER + BC (80)
6 HBC TNBC 34 ¢.1757_1758delAG; -
p-(GIn586Argfs*17)
7 HOC HGOSC 56 ¢.1757_1758delAG; -
p-(GIn586Argfs*17)
MINAS ERCC3 cases
8 HOC HGOSC, Birt-Hogg- 66  ¢.325C>T; Father: CMM (84) FLCN; ¢.346C>T; p.(GIn116%)
Dubé p-(Argl09%)
9 HBOC HGOSC, TNBC 63, c.335dup; Mother: ER + Her2— BC (70), gastric  BRCAI: c.5123C>A;
65  p.(Hisl12GlInfs*4)  cancer (80) p-(Alal1708Glu,
Aspl1692_Trpl718delinsGly)
10 HBOC ER + Her2— BC, 49, ¢.583C>T; Sister: ER + Her2— BC (48) BRCA2: ¢.3922G>T;
mix HGOSC — 50 p.(Argl9s*) Mother: BC (72) p-(Glu1308%*)
OCcCC Maternal cousin: BC (50)
11 HBC ER + BC 49  ¢.583C>T; CHEK2: c.349A>G;
p-(Argl95%) p-(Argl17Gly)
12 HBC ER + Her2+ BC, 48, ¢.2218-1G>A; p.? Mother: BC (60), BRCA2: ¢.8978_8991del;
IDC 58 Sister: Colon cancer (48) p-(Ser2993Phefs*20)
13 HBC ER-,Her2+ BC 27 c.658-1G>A; p.? Father: osteosarcoma (18), Spindle cell ~ TP53: c.724T>G; p.(Cys242Gly)

sarcoma (57); Daughter: Wilms tumour

O

HGOSC: ovarian high-grade serous carcinoma; TNBC: triple-negative breast cancer; IDBC: intraductal breast carcinoma; OCCC: ovarian clear-
cell carcinoma; PC: peritoneal carcinoma; CMM: cutaneous malignant melanoma; IDC: invasive ductal carcinoma of the breast; ER: oestrogen

receptor status; Her2: human epidermal growth factor receptor 2.
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disease, and none of them suffered tumour relapse.
Regarding OC cases, four patients were diagnosed at a
median age of 65 years (56—77), and two had clear cell
carcinoma (50%). This proportion is higher than the
expected although it could be biased because of the low
number of patients. All patients presented a similar
evolution: they were International Federation of Gyne-
cology and Obstetricsstage IIIC at diagnosis and
responded well to the initial platinum-based chemo-
therapy but relapsed after surgery.

It is worth noting that five of 13 ERCC3 patients
harbour an additional mutation in a high- /moderate-
penetrance HBOC predisposition gene and could be
considered multilocus inherited neoplasia alleles syn-
drome (MINAS) cases (Table 2 and Figure 2). Hence,
index case of family 9 had also a pathogenic variant in
BRCAI; she had an ovarian high-grade serous carci-
noma at 63 and a TNBC at 65, and her mother devel-
oped an ER-positive BC at 70. Unfortunately, the co-
segregation study for ERCC3 could not be performed.
Two ERCC3 patients are carriers of a concurrent mu-
tation in BRCA2 (family 10 and family 12). The patient
from family 10 developed an ER-positive BC aged 49
and a mix high-grade serous and clear-cell ovarian car-
cinoma at 50. Her mother developed an ER-positive BC
at 72, and her sister was diagnosed with an ER-positive
BC at 48. A co-segregation study carried out only in her
sister showed that she carried the ERCC3 mutation but
not the BRCA2 mutation. The other carrier of a con-
current BRCA2 mutation (family 12) was diagnosed

with an ER-positive Her2-positive BC aged 48 and an
IDBC in the same breast at 58. Within her family, her
mother was diagnosed with BC at 60, and her sister
developed colon cancer at 48. The index case of family
11 also carries the recurrent ¢.349A>G (p.Argl17Gly)
CHEK?2 variant, which was shown to be significantly
associated with BC in European women, with an OR of
2.26 (P = 0.003) [19]; she was diagnosed with bifocal
ER-positive BC cancer at age 49. The co-segregation
study showed that the index case inherited the ERCC3
mutation from her healthy mother. Lastly, the index
case of family 13 also carries a likely pathogenic variant
in TP53; she was diagnosed with an ER-negative Her2-
positive breast tumour at age 27. Her family history
supports the diagnosis of Li-Fraumeni syndrome; her
daughter developed a Wilms tumour at one year of age,
and her father suffered an osteosarcoma at 18 and a
spindle cell sarcoma at 57. Both are carriers of the TP53
mutation, and her father also carried the ERCC3
variant. The patient carrying the FLCN mutation
(family 8) developed an ovarian high-grade serous car-
cinoma at age 66 and also presented a classic
BHD phenotype with spontaneous pneumothoraxes and
renal cysts.

Co-segregation and LOH analysis was feasible in
some additional cases; family 1 showed that the index
case inherited the mutation from her mother, also
affected with BC (infiltrating ductal ER positive carci-
noma) at age 50. In this case it was possible to perform
LOH in the tumour sample from the index patient, and
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analysis showed total loss of the mutated allele. Co-
segregation analysis in family 5 demonstrated that the
mother and aunt of the index case were also carriers of
the pathogenic FRCC3 variant, and both had BC at
age 65 and 80, respectively. There was no evidence of
LOH in the tumour samples from the three cases. In
family 6, the ERCC3 variant was inherited from the
asymptomatic mother, and there was no evidence of
LOH. Co-segregation analysis in family 10 was carried
out only in the sister of the index patient who devel-
oped an ER-positive BC at age 48; she carries the
variant in ERCC3 but not in BRCA2. In the index
breast tumour there was also no evidence of LOH. In
family 11, co-segregation analysis found that the index
case inherited the ERCC3 mutation from her healthy
mother.

NGS results in 453 control individuals from our
population identified only one truncating ERCC3
variant (0.22%). To increase the control cohort, patho-
genic ERCC3 variants in the non-Finnish European
GnomAD 2.1.1 (non-cancer) population, identifying a
total of 125 heterozygous carriers of 51,343 individuals
(0.24%). To compare our cohort with this one we also
performed statistics analysis excluding cases with mu-
tations in BRCAI/2, TP53 and CHEK? because these
mutations, by themselves, can be responsible for the
observed phenotype. We did not exclude the patient
with the FLCN mutation as mutations in this gene are
not associated with HBOC syndrome. With this analysis
we found an almost statistically significant association

with BC OR = 2.25, CI = 0.6—5.93 and P = 0.011, as
already reported but, interestingly, we also observed a
significant association with OC (OR = 4.74,
Cl = 1-14.34, P = 0.028); moreover, mutations in
ERCC3 demonstrated an increased risk in the BC and
OC group, but this difference was not statistically sig-
nificant (OR = 2.68, CI = 0.07—15.42, P = 0.315)
(Table 1).

4. Discussion

In this study, we have gained insight into the prevalence
of ERCC3 loss-of-function mutations in patients with
hereditary BC/OC by comprehensive analysis of the
entire coding region. Our data evidenced that ERCC3
heterozygous carriers showed a significant increased risk
for OC (OR = 4.74) and evidenced a trend, although
non-significant, for BC (OR = 2.25). This increased risk
for OC is reported for the first time in the present study.
After the first Ashkenazi founder mutation (R109X)
was identified, ERCC3 variants have been described in
17 patients with BC [7—10] and in seven patients with
other unrelated tumours [11,10], suggesting its putative
role in cancer predisposition The largest BC cohort was
recently reported in a case—control study of 10,047
African  Americans showing an OR of 24
(CI = 1.04—5.86, P = 0.44) for BC and of 2.76
(CI = 1.08—7.10, P = 0.032) for ER-positive BC [9];
co-occurrence with other mutations or other clinical
characteristics were unavailable for this large study.
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It is important to note that our work is the first to
show a statistically significant increased risk of OC for
ERCC3  truncating variants (OR = 474,
CI = 1.14.34, P = 0.028). Besides the known risk of OC
in carriers of mutations in BRCAI1/2 and MMR genes
[20], in the last decade other high- and moderate-pene-
trance genes have shown an association with OC, such
as RAD5IC, RAD51D, STKII and BRIPI [21-23]. A
recent study presented a multigene-panel analysis of 18
genes in a cohort of 1333 OC [22] describing a significant
association for several genes besides BRCA and MMR,
genes such as RADS51D with OR = 11.3 (2.6—103.4) and
P=<0.001, RAD51C with OR = 5.7 (1.7-23.8) and
P = 0.001, BRIP! with OR = 3.5 (1.1-13) and P
= 0.03, NBN with OR = 3.5(1.3—10.2) and P = 0.006,
and PPMID with OR = 13.82 (3.24—124.22)
P = 0.001. The OR for ERCC3 in our cohort is of 4.74,
slightly lower to that found for RADS5IC in the afore-
mentioned study and higher than that observed for
BRIPI. In relation to the histological features, while
HBOC-related tumours are virtually all high-grade se-
rous carcinoma, those related to Lynch syndrome are
more frequently endometrioid and clear-cell type
[20,24]. In our series there are a high proportion of clear-
cell cases, but this could be biased by the small number
of patients. In relation to BC it is worth to mention that
our BC-ERCC(C3 cases were diagnosed at a younger
median age compared with the sporadic cases, although
tumour subtype and outcome overlapped with the ones
observed in sporadic BC cases.

Lastly, it captures our attention the high number of
MINAS patients carrying a pathogenic ERCC3 variants
(50%) while the percentage of pathogenic mutations in
our whole HC cohort was 12%. Interestingly, two more
MINAS ERCC3 cases have been previously reported in
the literature. In Dumbrava’s series they described a 13-
year-old patient diagnosed with a solid pseudopapillary
tumour of the pancreas, who carried two pathogenic
variants, one in MSH6 and one in ERCC3. In addition,
Tedaldi et al. reported a BC patient with deleterious
mutations in BRCAIl and ERCC3. All these findings
may suggest that ERCC3 mutations could act as mod-
ifiers of the phenotype although this should be further
analysed with caution and requires additional evidence
from large cohorts.

In summary, our results provide strong evidence to
confirm ERCC3 as a cancer susceptibility gene for
breast cancer and strongly suggest its association with
OC. Its analysis in larger cohorts is needed to better
weigh the relative risk of carriers for BC and OC, among
other tumours. Our data also indicate a putative modi-
fier role of ERCC3 mutations in combination with high-
penetrance cancer mutations although this is more
speculative and needs further data to be confirmed.
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