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PREFACIO

La tiroides es una glandula situada en la cara anterior del cuello, que se encarga de la
sintesis de hormonas tiroideas, implicadas en multiples funciones en el organismo, a

destacar el mantenimiento de la homeostasis termogénica y metabdlica (1).

La glandula tiroides estd organizada en unidades funcionales llamadas foliculos,
formados por células foliculares alrededor de una sustancia coloidal secretada que
contiene grandes cantidades de tiroglobulina, el precursor proteinico de las hormonas
tiroideas (figura 1). La funcién de las células foliculares es la sintesis de las hormonas
tiroideas, junto con su secrecién al torrente sanguineo. El otro tipo celular presente en
la glandula son las células C o parafoliculares, unas células de estirpe neuroendocrina

cuyo cometido es la sintesis de calcitonina (1).

C cell

Thyroglobulin stored in Thyroid Cuboidal
colloid of follicle follicie epithelium
of follicle

Figura 1. Adaptado de Atlas de histologia (2).

Al igual que en el resto de tejidos, la proliferacién anormal de las células tiroideas
puede originar neoplasias, siendo el cancer de tiroides la neoplasia endocrinolégica
mas comun. Existen dos tipos fundamentales de cancer de tiroides atendiendo a su
origen celular: los carcinomas medulares de tiroides (CMT), que provienen de las
células C, y constituyen el 5% de los cédnceres de tiroides; y los carcinomas no
medulares, que provienen de las células foliculares y representan el 95% de los
canceres de tiroides. El comportamiento clinico de los carcinomas no medulares es

muy heterogéneo, y de hecho se subdividen en varios grupos: el 95% son carcinomas
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bien diferenciados (mayoritariamente papilares y foliculares), mientras que los
carcinomas pobremente diferenciados y anapldsicos, con alto grado de malignidad,

representan aproximadamente el 5% restante (1).
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El cdncer de tiroides es la neoplasia endocrina mas comun, representando
actualmente el quinto cdncer mas frecuente en mujeres en EEUU (3). El 95% de las
neoplasias de tiroides son carcinomas de tiroides derivados de las células foliculares:
los carcinomas papilares (CPT; aproximadamente el 80% de los casos), los carcinomas
foliculares (CFT; 15%), que junto con los anteriores constituyen los Ilamados
carcinomas diferenciados de tiroides (CDT), y otros tipos de cancer menos frecuentes
(<5%; pobremente diferenciados y anaplasicos). El 5% de neoplasias de tiroides
restantes derivan de las células C o parafoliculares, productoras de calcitonina,

ocasionando los carcinomas medulares de tiroides (CMT).

Existen familias en las que concurren varios pacientes afectos de cancer de tiroides. En
el registro sueco de cancer (4) se constaté que la descendencia de los pacientes con
cancer de tiroides tenia el triple de riesgo de padecer una neoplasia tiroidea en
comparacion con la poblacién general. El abordaje asistencial integral de estas familias,
que posiblemente incluye asesoramiento genético, requiere conocer las bases
genéticas de la enfermedad. En el caso del CMT familiar (hasta un 25% de los CMT), se
sabe que el protooncogen RET es el principal protagonista implicado (5). La presencia
de mutaciones germinales en RET se asocia con el CMT hereditario o la neoplasia
endocrina multiple tipo 2, con un patréon de herencia autosémica dominante (HAD). En
los ultimos afios, se ha avanzado mucho en el conocimiento genético de esta
patologia, e incluso se ha podido establecer una estrecha correlacién genotipo-
fenotipo (6). Sin embargo, en la presente tesis doctoral nos centraremos en el

carcinoma familiar no medular, con una base hereditaria mucho menos conocida.

El carcinoma diferenciado (o no medular) de tiroides familiar, también conocido como
FNMTC por su siglas en inglés (Familial non-medullary thyroid cancer), se define por la
presencia de esta neoplasia en 2 o mas familiares de primer grado, siempre y cuando

no haya otros factores predisponentes como radiacion o deficiencia de yodo (7).

La prevalencia de FNMTC no es desdefiable: Se estima que hasta el 9% de los
carcinomas no medulares de tiroides son hereditarios (7). Por tanto, es lo

suficientemente frecuente como para que identifiquemos algunos casos en nuestro

10
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ambito clinico; y al mismo tiempo es tan infrecuente como para que debamos aunar
esfuerzos multicéntricos con el fin de reunir una casuistica que permita avanzar en su

investigacion.

Ante la sospecha de FNMTC, debemos distinguir entre las formas sindrémicas, en las
que el FNMTC forma parte de un espectro fenotipico mas amplio asociado a un
sindrome, y las no sindrémicas, donde el FNMTC se presenta de manera aislada. En el
95% de los casos estaremos ante un FNMTC no sindrémico. No obstante, alrededor del
5% de los casos de FNMTC aparece en el seno de un sindrome genético bien
caracterizado. Como endocrindlogos debemos conocerlos por sus posibles

repercusiones sistémicas, que exigen un abordaje multidisciplinar.

1. Carcinoma no medular de tiroides familiar sindromico.

Hoy en dia se reconocen los siguientes cinco sindromes que cursan con FNMTC y cuyos
genes involucrados ya han sido descritos (tabla 1). En otros sindromes como McCune-
Albright, Peutz-Jeghers o el de ataxia-telangectasia se ha sugerido asimismo una
predisposiciéon al cancer diferenciado de tiroides no medular, pero ésta no se

encuentra claramente establecida.

11
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Tabla 1 Sindromes hereditarios asociados con FNTMC

Gen Frecuencia Manifestaciones
Manifestaciones
Sindrome causante | Herencia del cancer extratiroideas
tiroideas
(locus) de tiroides fundamentales
Poliposis/neoplasia
CPT (variante
Sindrome de colénica,
APC (5921) HAD cribiforme- =2-12%
Gardner osteomas, quistes
morular)
epidermoides
=14%
(hasta el Cancer de
Sindrome de PTEN BMN, CDT
HAD 66% con endometrioy
Cowden (10922) (sobre todo CFT)
patologia mama
benigna)
Hiperpigmentacion
= 5% (hasta
cutdnea, mixomas
Complejode | PRKARIA Adenomas el 15% con
HAD multiples, otras
Carney (17922-24) folicularesy CDT | patologia
patologias
benigna)
endocrinas
Blastoma
CDTenla
Sindrome de DICER1 Muy pleuropulmonar,
HAD infancia,
DICER1 (14932) infrecuente | nefroma, tumores
también BMN
ovaricos
Progeria o Envejecimiento
WRN
Sindrome de HAR CDT = 20% prematuro, talla
(8p11-12)

Werner

baja

Abreviaturas: CDT: carcinomas diferenciados de tiroides; CPT: carcinomas papilares de

tiroides; CFT: carcinomas foliculares de tiroides; BMN: bocio multinodular; HAD:

herencia autosdémica dominante; HAR: herencia autosémica recesiva. Adaptado de

“Practical Management of Thyroid Cancer” (8).

12
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1.1. Sindrome de Gardner [MIM: 175100].

El Sindrome de Gardner es un sindrome de HAD causado por mutaciones germinales
en el gen supresor tumoral APC (cromosoma 5g21). Se trata de una variante de la
poliposis adenomatosa familiar, en la que ademds concurren manifestaciones
extracoldnicas. Clinicamente cursa con poliposis/neoplasia coldnica, osteomas, quistes
epidermoides y tumores dermoides, entre otros. Entre un 2-12% de los pacientes
pueden desarrollar CDT, habitualmente a edades jévenes, y como primera
manifestacion del sindrome hasta en un tercio de los casos. Concretamente se asocia a
la variante cribiforme-morular del CPT, por lo que ante cualquier paciente con dicha
histologia debemos descartar que no se trate de la manifestacién inicial de un

sindrome de Gardner (8).

1.2. Sindrome de Cowden [MIM: 158350].

Este es un sindrome de HAD asociado a mutaciones inactivadoras en linea germinal en
el gen supresor PTEN (cromosoma 10qg22). Los pacientes padecen multiples
hamartomas y mayor riesgo de cdncer de endometrio y mama, y hasta dos tercios de
los pacientes tienen patologia tiroidea, principalmente BMN y CDT (este uUltimo en un
3-14% de los casos, y fundamentalmente de estirpe folicular) (8). En pacientes en los
que no se hallan mutaciones en PTEN (hasta un 15%), deberian considerarse otros
genes mas infrecuentemente asociados al sindrome de Cowden, tales como SDHXx, la
hipermetilacién del promotor de KLLN (9); PIK3CA y AKT1 (10); RASAL1 (11) y SEC23B
(12).

1.3. Complejo de Carney [MIM: 160980].

Se trata de un sindrome de HAD, debido a mutaciones germinales en el gen supresor
PRKAR1A (cromosoma 17q22-24), que provoca hiperpigmentacion cutanea (a destacar
Iéntigos y nevus azules), mixomas en multiples localizaciones y patologia endocrina
hipofisaria, suprarrenal, gonadal, y/o tiroidea. Hasta un 15% de los afectados pueden

presentar adenomas y mads raramente carcinomas de tiroides. No ha de confundirse

13
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con el término “triada de Carney” (asociacion de tumor del estroma gastrointestinal

(GIST), condroma pulmonar y paraganglioma) (8).

1.4. Sindrome de DICER1 [MIM: 606241].

De HAD y de descripcidn mas reciente, se relaciona con mutaciones germinales en
DICER1 (cromosoma 14g32), que codifica una ribonucleasa, predisponiendo a
multiples tumores en la infancia como el blastoma pleuropulmonar, asi como al BMN y
CDT. Es un gen a tener en cuenta fundamentalmente en las neoplasias tiroideas en

edad pediatrica (13).

1.5. Progeria o Sindrome de Werner [MIM: 277700].

Es el Unico de estos sindromes de HAR, originado por mutaciones en el gen WRN
(cromosoma 8p11-12), que codifica una helicasa implicada en el mantenimiento de los
teldmeros. Sus caracteristicas clinicas incluyen talla baja, multiples neoplasias (entre
ellas la de tiroides, hasta en un 20% de los casos), y lo mas distintivo: un

envejecimiento prematuro. Es muy infrecuente fuera de Japdn (8).

2. Carcinoma no medular de tiroides familiar, no sindrémico.

Recapitulando, la mayoria de los pacientes con cancer de tiroides que vemos en el
ambito  endocrinolégico  presentan  subtipos  histolégicos no  medulares
(mayoritariamente CPT o CFT), que en aproximadamente el 9% de los casos son
hereditarios o familiares. Excluyendo los pocos casos que aparecen en el seno de los
sindromes previamente comentados, el resto son no sindrémicos, y su genética esta
aun por dilucidar. Seguidamente, revisaremos de manera general las caracteristicas
clinicas de los FNMTC no sindrémicos, para posteriormente centrarnos en los genes de

susceptibilidad descritos hasta la fecha.
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2.1. Caracteristicas clinicas

Hace mas de 10 afios que el FNMTC es reconocido como una enfermedad con entidad
propia, que representa aproximadamente el 3,2-6,2 % de todos los canceres de
tiroides (7). Sin embargo, y dada la alta prevalencia e incidencia de cancer de tiroides
en la poblacion general (se diagnostican 15,8 nuevos casos/100.000 habitantes/afio
(14) surge la duda de si en realidad la presencia de 2 o0 mds casos de cdncer no medular
de tiroides en una misma familia no podria ser debido al azar. Tras un complejo analisis
estadistico, Charkes (15) concluyd que alrededor del 62% de las familias con dos casos
pueden tratarse de fenocopias (dos casos esporadicos asociados por azar) y sélo el
38% ser hereditarios. En cambio, si hay 3 miembros afectos, la probabilidad de que sea

realmente hereditario es del 96%.

Se ha observado que el FNMTC presenta HAD, con expresividad variable y penetrancia
incompleta. La mayoria de los FNMTC son CPT (=90%), seguido de CFT, al igual que en
los carcinomas no medulares esporddicos. Pueden coexistir diferentes variantes
histoldgicas dentro de la misma familia. Respecto a alteraciones moleculares a nivel
somatico, al comparar las muestras de tiroidectomia/puncidn aspiracion con aguja fina
(PAAF) de los pacientes con FNMTC con las de los pacientes con CDT sin antecedentes
familiares, no se observaron diferencia significativas en cuanto a frecuencia ni tipo de
mutaciones somaticas, con presencia de la mutacién BRAF V600E o mutaciones en
NRAS o reordenamientos RET/PTC en un porcentaje muy similar de casos (16). Este
dato sugiere que las causantes de la enfermedad son mutaciones en linea germinal, sin

gue las mutaciones somaticas jueguen un papel crucial en la tumorogénesis.

Globalmente las caracteristicas clinicas son similares, con una predominancia femenina
en algunos estudios (proporcion 2-3/1). Como rasgos diferenciales, el FNMTC suele
presentarse con una edad menor al diagndstico, en torno a los 43 afios -versus los 48
afios del CDT esporadico- (16). Estudios recientes sugieren que la segunda generacién
de afectos por el FNMTC podria presentar un “fendmeno de anticipacién”, con un
diagnéstico a edad mas temprana, con mayor proporcién de varones afectos que en la

primera generacién, y una enfermedad mas agresiva que en sus antecesores (17,18).
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Ademas, en el FNMTC se ha descrito una mayor agresividad tumoral seglin un
metaanalisis de 2015 que incluydé 12 estudios con resultados bastante dispares (19).
Concretamente, se observd mayor presencia de adenopatias y extension extratiroidea,
mayor tasa de multifocalidad y de recurrencia, y menor supervivencia libre de
progresién, especialmente en los estudios que incluyeron familias con al menos 3
miembros afectos; las diferencias en las familias con sélo 2 miembros afectos eran
menos claras. En la misma linea, Ya-Bing Zhang et al. (20) y Kalmovich et al. (21)
describen mayor agresividad en familias con 3 0 mds miembros con FNMTC, sugiriendo

que deberian hacerse estudios prospectivos focalizados en estas familias mas floridas.

Se ha investigado la utilidad de llevar a cabo un cribado de CDT en personas con
familiares que sufren esta enfermedad (22). En este estudio prospectivo de 5 afios, el
CDT fue detectado por cribado en un 4,6% de los individuos en riesgo de familias de 2
miembros afectos, mientras que en las familias de >3 miembros afectos el cribado
detectd un 22,7% de CDT, concluyéndose que esta busqueda activa deberia ser
considerada en estas Ultimas. Es decir, cuantas mds personas afectas, mayor es el
riesgo de que mds miembros de la familia padezcan la patologia, y estaria mas indicado
plantear una busqueda activa (23). También documentaron que los FNMTC detectados
por cribado tenian menor tamafio tumoral, menor tasa de adenopatias y un
tratamiento quirdrgico y de radioyodo menos agresivo que los casos indice. Pese a
todo, en las ultimas guias de manejo del CDT de la American Thyroid Association (ATA)
(24), no se posicionan a favor o en contra del cribado familiar ya que la reduccion de la
morbi-mortalidad no esta demostrada. En realidad, esta demostracién es poco factible
en una enfermedad con una supervivencia a los 10 afios del 95-97% (24). Triponez et
al. (25) compararon la supervivencia de pacientes con FNMTC con la de sus familiares
no afectos y con poblacion general, y observaron una supervivencia mas corta en los
pacientes cuyas familias eran de 3 6 mas miembros afectos. Sin embargo, no
compararon con CDT esporadicos. Recientemente, Lee et al. (26) publicaron un estudio
de cohortes con seguimiento a 12 afios de pacientes con FNMTC y pacientes con CDT
esporadico. Descartaron que la historia familiar fuese un factor de riesgo
independiente de recurrencia (si lo eran el tamafio tumoral, la presencia de

adenopatias y la extension extratiroidea), y adicionalmente concluyeron que la
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estratificacién dindmica de riesgo, empleada en el seguimiento del CDT esporadico, era

igualmente util en el FNMTC.

En cualquier caso, la mayoria de publicaciones reconocen que la mayor agresividad del
FNMTC sigue siendo hoy un tema de debate debido a la heterogeneidad de los
estudios, fundamentalmente retrospectivos. Esta controversia se extrapola al
seguimiento y tratamiento de dichos tumores. Recientemente, se ha sugerido que el
tratamiento quirdrgico inicial del FNMTC deberia ser mas agresivo, una vez mas, en
familias con 23 miembros afectos (27). De hecho, en las ultimas guias de manejo del
CDT (24) se aboga por la tiroidectomia total y la terapia con radioyodo en pacientes
con antecedentes familiares de CDT. Mas recientemente, Kim et al. (28) también
apuestan por la tiroidectomia total, pues en su estudio retrospectivo de 2894
pacientes con CDT (391 casos familiares), describen mayor presencia de multifocalidad
o de nddulos benignos contralaterales en los pacientes con FNMTC, comparado con
casos esporadicos. Ademas, algun estudio sugiere que dado que estos pacientes
podrian tener mas adenopatias, habria que considerar la realizacion de
linfadenectomia central junto a la tiroidectomia total (29). Lo que no estaria indicado
es la tiroidectomia total profilactica, pues aun no hemos identificado las causas
genéticas de la enfermedad que permita detectar a los portadores, y ademds no existe
una penetrancia completa. En cuanto a la PAAF, actualmente se recomienda en
lesiones nodulares por encima de 1cm (24) (en las anteriores guias de la ATA de 2009
se recomendaba también en ndédulos subcentimétricos) (30). Se ha descrito que la
PAAF en los pacientes con FNMTC podria tener mas falsos negativos dado que estos
pacientes suelen tener una alta incidencia de enfermedad maligna multifocal,

coexistente con nédulos benignos (31).

En resumen, parece razonable considerar la presencia de un componente familiar
como un factor de riesgo mads a tener en cuenta en el manejo personalizado del
cancer de tiroides (32), especialmente en familias con al menos 3 miembros afectos,
dada la alta probabilidad de que sea genético -y no por asociacién casual-, asi como
por los estudios que en este subgrupo han demostrado mayor agresividad tumoral y

mayor beneficio de un cribado precoz.
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2.2. Bases genéticas

Si bien el FNMTC es una enfermedad relativamente poco prevalente, representa un
esfuerzo de recursos significativo para el sistema nacional de salud, principalmente por
el actual desconocimiento de sus determinantes hereditarios, y de sus posibles
diferencias clinicas respecto a la enfermedad esporddica. Estas circunstancias
dificultan su diagndstico precoz (en estadios en los que el tratamiento es mas
resolutivo), y hace inviable el consejo genético, que, ademas del impacto sanitario, es
una demanda creciente de la sociedad actual. Conocer la mutaciéon germinal implicada
en cancer de tiroides en una familia tendria como consecuencia directa permitir el
estudio familiar, identificar a las personas portadoras de la mutacién, concentrar en
estas personas los esfuerzos diagndsticos y terapéuticos, y poder incidir precozmente
en el curso de estas neoplasias. Asimismo, se evitaria tener que estudiar a todos los
familiares no portadores de la mutacién. Por otra parte, la historia cientifica reciente
nos sefiala que la identificacién de genes causales de neoplasias genéticas ha
permitido un enorme avance en el conocimiento de la oncogénesis en los casos
esporadicos (mucho mas prevalentes), en la identificacién de componentes y vias de
sefializacion celulares implicadas, y en el disefio de moléculas capaces de modular

estas vias y ejercer acciones terapéuticas especificas.

Por todo, el conocimiento de las bases genéticas de una patologia como el FNMTC
resulta relevante, por las implicaciones directas que puede tener en la practica
asistencial. Se han empleado distintas estrategias de busqueda de los genes implicados
en esta patologia, que detallamos a continuacidon. En la tabla 2 se resumen los
principales genes candidatos identificados en la actualidad, y que describiremos a lo

largo de las proximas paginas.
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Tabla 2 Genes/familias de genes descritos en el FNMTC no sindrémico

Gen/es®

Locus

Conclusiones de los estudios mas

destacados

Reparadores de DNA:

ATM, CHEK2, XRCC1,

11922.3, 22q12,
19q13.31, 14932

rs17879961 en CHEK2 (40), y el rs373759
en ATM (41) podrian conferir

XRCC3 respectivamente susceptibilidad a FNMTC
Parece mas relacionado con el BMN que
TITF-1 14913
con CDT (45, 46)
Hasta 23 SNPs que conferirian riesgo (47)
FOXE1 9¢22.33 —>Gen de susceptibilidad a FNMTC de baja
penetrancia
4 mutaciones missense que conferirian
riesgo en 4 familias (49) > Gen de
SRGAP1 12914
susceptibilidad a FNMTC de baja
penetrancia en algunas familias
Variante G534E en una familia de 7
afectos (51) > Posible gen de
HABP2 10g25.3
susceptibilidad, no demostrado en otras
poblaciones
SRRM2 16p13.3 Controvertido (55)
Genes del complejo
teldmero—telomerasa Varios Poca consistencia entre estudios (59,61)
Variante V205M en una familia de 5
afectos (64) = Posible gen de
RTFC (C140rf93) 14q11.2
susceptibilidad, no validado en otros
estudios
Variantes A321T y M367T presentes en 2
MAP2K5 15923 familias (65) >resultados no replicados
(66)
Variante Y1203H en una familia de 6
afectos (67)>Posible gen de
DUOX2 15g21.1
susceptibilidad, no validado en otros
estudios
( ]
19
\ )




Introduccion

® Existen otros loci que se han asociado a FNMTC en los que aun no se han identificado
los genes responsables, asi como algunos microRNA que podrian estar relacionados

con la aparicidon de FNTMC.

Abreviaturas: FNMTC: familial non-medullary thyroid cancer; BMN: bocio
multinodular; CDT: carcinomas diferenciados de tiroides; SNPs: Polimorfismos de un

solo nucleétido.

2.2.1. Estrategias de busqueda empleadas

Se han desarrollado diversas estrategias para la busqueda de genes candidatos
responsables del FNMTC. Previamente a la aparicion de las técnicas de secuenciacién

modernas, se habian llevado a cabo:

a) Estudios de ligamiento (linkage). En genéticase denomina ligamientoa la
asociacion fisica entre dos loci (esto es, su cercania en una misma hebra de ADN, lo
que repercute en una baja frecuencia de recombinacion entre ellos durante la meiosis,
y, por tanto, a una mayor probabilidad de herencia conjunta). En individuos con
parentesco se mapean loci genéticos para encontrar alelos que se hereden ligados a la
enfermedad de interés y determinar de manera indirecta la localizacion cromosémica
del gen asociado a FNMTC. Es decir, este tipo de estudios son un método indirecto
que usa marcadores genéticos (por ejemplo, microsatélites) ligados al gen de la

enfermedad.

Los loci descritos hasta la fecha incluyen TCO (19q13.2), fPTC/ PRN (1g21), FTEN
(8p23.1-p22), NMTC1 (2921), MNG1 (14932), 6022, 8q24 y 4932 (33,34). Sin embargo,

los genes candidatos ubicados en estos loci permanecen desconocidos.

b) Estudios de GWAS (acrénimo inglés de Estudios de Asociacion de Genoma
Completo). Se estudian miles de polimorfismos comparando controles versus
pacientes, a fin de encontrar polimorfismos de predisposicién. Mediante esta técnica
se han identificado por ejemplo dos polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs)

asociados a riesgo de FNMTC: rs944289 (localizado en 14q13.3, cerca de NKX2-1), y
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rs965513 (localizado en 9q22.33, cerca del gen candidato FOXE1) (35). Sin embargo, la

mayoria de estudios estan realizados en CDT no familiar (36).

c) Estudios dirigidos a genes candidatos o vias metabdlicas especificas. Por
ejemplo, Pereira et al. (37) estudiaron directamente FOXE1 en 60 familias con FNMTC
en Portugal, encontrando una asociacidn entre variantes en linea germinal de este gen

y la aparicién de FNMTC en estas familias.

Sin embargo, en todos estos estudios los resultados han sido poco fructiferos,
describiendo genes que podrian estar implicados en la etiologia del FNMTC con baja
penetrancia y Unicamente en algunas familias. Ademas, los resultados no se han

replicado en sucesivas investigaciones.

d) Técnicas de secuenciacidon masiva. En los ultimos afios se ha producido un gran
avance en el campo de la gendmica gracias a la mayor factibilidad tanto desde el punto
de vista técnico como econdmico para realizar la secuenciacién masiva del genoma. La
secuenciacion masiva (next generation sequencing (NGS)) ha conllevado un gran salto
ya que ha supuesto pasar de examinar genes especificos a explorar genomas
completos de grupos humanos o de otras especies. Todo ello, ademas, de forma
mucho mas eficiente y rdpida que con la secuenciacidn cldsica de Sanger. De este
modo se puede comparar, por ejemplo, cémo difiere el genoma de pacientes con una
determinada patologia frente al genoma de individuos sanos. La ingente cantidad de
informacién obtenida, eso si, obliga a la aplicacidon de una serie de filtros arbitrarios
para seleccionar las variantes candidatas a estar relacionadas con la patologia de
estudio. Incluso algunos investigadores han compartido su estrategia de busqueda y
filtros sugeridos para el caso concreto de la NGS en el FNMTC (38). Asi pues, la NGS
abriria las puertas al estudio de familias con varios miembros con FNMTC, sin
necesidad de tener que estudiar miles de polimorfismos o genes candidatos concretos.
Desde la incorporacion de las nuevas técnicas de secuenciacion, se han multiplicado
los estudios que tratan de dilucidar las causas genéticas del FNMTC, identificando

nuevos genes recogidos en una revision reciente (39). A continuacién,
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profundizaremos en el conocimiento de los genes asociados con vulnerabilidad al

FNMTC descritos hasta la fecha.

2.2.2. Genes candidatos descritos

Genes implicados en la reparacion de DNA.

Corresponderia a los genes ATM (ATM Serine/Threonine Kinase, locus 11922.3), CHEK2
(Checkpoint Kinase 2, locus 22q12), XRCC1 (X-Ray Repair Cross Complementing 1, locus
19g13.31) y XRCC3 (X-Ray Repair Cross Complementing 3, locus 14q32).

El hecho de que factores como la radiacién ionizante aumenten el riesgo de cancer de
tiroides sugiere que genes reparadores de DNA podrian estar implicados en su
fisiopatologia. Por ello, se han estudiado genes como ATM, CHEK2, XRCC1, XRCC3. En
varios estudios se ha descrito que determinados polimorfismos en estos genes podrian
asociarse a mayor susceptibilidad a CDT, como el rs17879961 en CHEK2 (40), y el
rs373759 en ATM (41). Ademas, mutaciones en CHEK2 podrian ser mas frecuentes en
casos de CDT (42). Por el contrario, Ryu et al. (43) describieron que el cambio
Argl94Trp en XRCC1 conferia menor susceptibilidad a CDT en poblacién coreana.
Dichas investigaciones se han realizado bdsicamente comparando pacientes con CDT
esporadico versus controles (44), no pudiendo establecerse por el momento una clara

relacion con el FNMTC.

TTF-1 (Thyroid Transcription Factor 1, también conocido como NKX2.1).

Ubicado en 14q13, es un factor de transcripcion tiroideo. En 2009 se describidé la
mutacion germinal Ala339Val en TTF-1 en 4 pacientes con historia de BMN y CPT, dos
de los cuales tenian antecedentes familiares de BMN con o sin CPT (45). Un aino
después, Cantara et al. (46) no encontraron en su serie de pacientes con CPT la
presencia de esta variante en TTF-1. Por ello no se descarta que esta variante esté
asociada con el BMN, pero no puede afirmarse que esté relacionada con el CPT y

menos aun con el FNMTC.
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FOXE1 (Forkhead Box E1).

Ubicado en 9qg22.33, codifica un factor de transcripcion tiroideo (TTF-2) que participa
en la morfogénesis y migracion de la glandula tiroidea. Determinados polimorfismos
en este gen se han asociado al FNMTC de manera mds robusta. Como hemos
comentado, en el estudio de GWAS de 2009 de Gudmunson et al. (35) se describieron
los polimorfismos rs944289 (localizado en 14q13.3, cerca de NKX2-1) y rs965513 (en
9qg22.33, cerca de FOXE1) como predisponentes al cancer de tiroides en poblacién
europea. Bonora et al. (47) genotiparon estos y otros 21 SNPs identificados por GWAS
en 11 genes candidatos en 672 sujetos pertenecientes a 133 familias con FNMTC de 2
o mas miembros afectos. Hallaron dos SNPs (rs965513 y rs10759944) en 9¢22.33
(cerca de FOXE1) que se asociaban de manera estadisticamente consistente con
FNMTC; no asi el SNP rs944289. Pereira et al. (37) secuenciaron entonces FOXE1 en 60
familias con FNMTC y en 80 casos esporddicos de CPT, encontrando una nueva
variante en linea germinal (Ala248Gly) con segregacion en una Unica familia con

FNMTC, y que en los estudios funcionales promovia la tumorogénesis.

Por todo, aunque los resultados no son completamente consistentes, FOXE1 podria

considerarse un gen de susceptibilidad a FNMTC de baja penetrancia.

SRGAP1 (Slit-Robo Rho GTPase-activating protein 1)

SRGAP1 (locus 12q14) codifica una proteina que inactiva a CDC42, una pequefia
proteina GTPasa de la familia Rho, implicada en la migracién neuronal y la
tumorogénesis (48). Mediante estudios de ligamiento, se identifico el locus 12q14 en
21 de 38 familias con FNMTC, por lo que posteriormente se procedid a la
secuenciacion de todos los exones de SRGAP1, ubicado a ese nivel (49). Encontraron 4
mutaciones missense en linea germinal (GIn149His, Ala275Thr, Arg617Cys vy
His875Arg), cada una en una Unica familia. Los estudios funcionales demostraron que
las variantes GIn149His y Arg617Cys condicionaban pérdida de funcién de la proteina

SRGAP1, que seria incapaz de inactivar a CDC42. Este trabajo sugiere que SRGAP1
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podria ser un gen de baja penetrancia asociado a FNMTC. Sin embargo, es necesaria su

validaciéon como gen candidato en una cohorte mas amplia de familias con FNTMC.

HABP2 (Hyaluronan-Binding Protein 2)

HABP2 se localiza en 10g25.3, y codifica una proteasa que se une al acido hialurénico y

participa en la fibrinolisis y la integridad vascular (50).

En 2015, aparece el primer estudio que aplica la secuenciacion masiva del exoma para
el estudio de las bases genéticas del FNMTC. El grupo de Gara (51) describié un cambio
genético constitucional Gly534Glu en el gen HABP2, que cosegregaba en una familia
con 7 miembros con CPT, como posible causante de la enfermedad. También
describieron este cambio en un 4,7% de 423 casos con CDT esporadico, versus en 0,7%
de la poblacién control, lo que indicaba una frecuencia 6,71 veces mayor en pacientes
con cancer de tiroides. Asimismo, demostraron sobreexpresion de la proteina HABP2
en tejido tumoral de los pacientes con FNMTC comparado con los de controles y casos
esporadicos; ademas, en los estudios de funcionalidad la presencia de la variante
Gly534Glu condicionaba pérdida de funcion supresora tumoral. Todo ello indicaba que
HABP2 podria tener una funciéon supresora tumoral, y que el cambio Gly534Glu
supondria una predisposicion al cdncer de tiroides con penetrancia incompleta. Otro
grupo encontré en 4 de 29 familias con FNMTC que también presentaban la misma
variante germinal Gly534Glu (52). Sin embargo, el papel de HABP2 como gen de
susceptibilidad a FNMTC es aun controvertido, dado que estos resultados no se han
replicado en otros estudios y la frecuencia poblacional del cambio Gly534Glu podria
ser muy variable atendiendo a su origen geogréfico (53), quedando patente la
importancia de seleccionar correctamente los controles a la hora de realizar este tipo

de estudios (54).

SRRM2 (Serine/Arginine Repetitive Matrix 2)

SRRM?2 (locus 16p13.3) codifica una proteina implicada en el splicing. Este gen fue

propuesto como candidato en el FNMTC a raiz del estudio de Tomsic en 2015 (55), en
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el que se sugiere que variantes en esta proteina podrian afectar al splicing de genes
implicados en la tumorogénesis tiroidea. Concretamente, llevaron a cabo NGS de 2
miembros de una familia de 6 afectos de FNMTC, encontrando la variante en
heterocigosis ¢.1037C > T (Ser346Phe, rs149019598) que cosegregaba con el CDT en la
familia. Por el contrario, este cambio no fue encontrado cuando analizaron otras 138

familias con CDT (55), por lo que este hallazgo requiere validacion ulterior.

Genes del Complejo telémero-telomerasa

Los telémeros son secuencias repetitivas de ADN no codificante que se encuentran en
los extremos de los cromosomas. Su funcién es dar estabilidad cromosdmica, y cuando
estas secuencias se acortan se produce una inestabilidad que favorece la oncogénesis
(56). Existen varios genes implicados en el mantenimiento de los telémeros, tales
como TERT (Telomerase Reverse Transcriptase), o los genes del complejo shelterina

(POT1, RAP1, TIN2, TPP1, TRF1y TRF2)(57).

Sabemos que mutaciones somaticas en el promotor de TERT juegan un papel
importante en el desarrollo del cancer de tiroides (58). Por ello, se ha sugerido que los
genes implicados en el mantenimiento de los telémeros podrian estar implicados en
CDT, y en el FNMTC en particular. De hecho, se ha descrito que los pacientes con
FNMTC tienen los teldmeros mas cortos que sus familiares no afectos, los controles
sanos o casos esporadicos (59). Por el contrario, recientemente se ha publicado un
estudio en el que describen una mutacion frameshift en TINF2, también conocido
como TIN2, que cosegregaba en todos los miembros afectos en una unica familia con
CDT y melanoma (60), y que se asociaba a mayor longitud de los telémeros (61). No
hallaron el cambio en las otras 23 familias analizadas (61). Por otro lado, Jendrzejewski
et al. (62) no encontraron diferencia en la longitud de los telémeros entre CDT
esporadicos y FNMTC. Tampoco se han observado diferencias en el nimero de copias
ni en la expresion de diversos genes del complejo teldémero-telomerasa en seis familias
con FNMTC (63). No se han hallado mutaciones en TERT u otros genes del complejo
shelterina en linea germinal en familias con FNMTC (57). Por tanto, aunque parece que

la longitud de los teldmeros y los genes del complejo teldmero-telomerasa estan
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implicados de algun modo en el desarrollo del FNMTC, los resultados en la literatura

son aln poco consistentes y requieren mas investigaciones.

RTFC o C140rf93 (Chromosome 14 Open Reading Frame 93).

En un estudio de 2017 en China (64), combinando analisis de ligamiento y NGS,
encontraron la variante Val205Met en RTFC (locus 14q11.2) en una Unica familia con 5
miembros con FNMTC. En los estudios funcionales, esta variante promovia la
oncogénesis. Hasta la fecha, no se han realizado otros estudios independientes para

validar estos resultados.

MAP2K5 (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 5)

MAP2K5 (también conocido como MEKS5) se localiza en 15923 y codifica una proteina
de la familia de las MAP kinasa. En un articulo reciente en poblaciéon china (65),
estudiaron a 34 familias de 23 miembros afectos de FNMTC mediante NGS, y hallaron
dos variantes en el gen MAP2K5 presentes en 2 familias: Ala321Thr y Met367Thr. Estas
variantes son muy infrecuentes en poblaciéon sana. Los resultados de los estudios
funcionales también sugirieron que MAP2K5 podria ser un gen de susceptibilidad al
FNMTC. Sin embargo, otro grupo italiano no replicé estos resultados en 33 familias

(66), permaneciendo incierta la implicacion de MAP2K5 en esta patologia.

DUOX2 (Dual Oxidase 2)

Ubicado en 15¢21.1, este gen codifica una glicoproteina que participa en el
metabolismo del perdxido de hidréogeno (H,0,), necesario para la actividad de los
enzimas tiroideos que participan en la sintesis de hormonas tiroideas. Recientemente,
se ha descrito una nueva variante germinal en DUOX2 (la variante missense
Tyr1203His), identificada mediante NGS en una familia de 6 miembros con FNMTC, y
que podria asociarse a susceptibilidad a éste (67). La presencia de esta variante

aumentaria la fabricacién de H,0,, toxico para el DNA, promoviendo la tumorogénesis.
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De manera interesante, la expresion de DUOX2 estd aumentada en pacientes
homocigotos para el polimorfismo rs965513 en FOXE1, con lo que ambos mecanismos
podrian estar conectados, sugiriendo los autores que la desregulacién de proteinas
implicadas en el metabolismo del H,0, podria relacionarse con la susceptibilidad al

FNMTC.

MicroRNAs

También se ha hipotetizado que los microRNA, pequefios segmentos de RNA capaces
de regular la expresion de otros genes, podrian estar implicados en el desarrollo del
cancer de tiroides (68). En una revisién de 2018 (69) se recogen los distintos microRNA
relacionados hasta entonces con los diferentes subtipos de cancer de tiroides.
Destacamos el articulo de Xiong et al. (70) por focalizarse en el estudio del perfil de

microRNAs del FNMTC, encontrando una desregulacién del miR-886-3p y miR-20-a.

En el anexo 1, se incluye una revision sobre el estado actual del conocimiento de los

genes implicados en el FNMTC, publicada por la doctoranda y el resto del equipo.

Desde la aparicion de NGS, la publicacion de nuevos genes candidatos crece
exponencialmente, pero en la mayoria de publicaciones no existen estudios de
funcionalidad, y a menudo solo incluyen un ndmero muy limitado de familias,
mayoritariamente de 2 miembros afectos (71-73). El esfuerzo que comporta superar

estas limitaciones confiere un mayor wvalor a nuestros originales.
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JUSTIFICACION E HIPOTESIS DE TRABAJO

Como se ha expuesto en la introduccidn, en los estudios realizados hasta la fecha se
han sugerido diversos genes candidatos a ser causantes del FNMTC, pero sin

resultados concluyentes.

La observacién de familias en las que hay diferentes miembros afectados de FNMTC no
sindrémico estd bien documentada. La busqueda de genes causantes de este cancer
hereditario por los métodos cldsicos (ligamiento, genes candidatos, polimorfismos) no
ha dado unos resultados claros ni se han replicado; sin embargo es evidente que en un

porcentaje alto de estas familias existe una causa genética.

El proyecto actual pretende aplicar técnicas de secuenciacion masiva para lograr
identificar posibles genes causantes de FNMTC, y estudios de funcionalidad posterior

que corroboren dicho papel.

Nuestra hipodtesis es que el FNMTC no sindrémico, al igual que en otros canceres
hereditarios, es debido mayoritariamente a cambios en uno o unos pocos genes, que

nos proponemos identificar mediante el presente proyecto.

Asi, los objetivos planteados en esta tesis y que desarrollaremos en el siguiente

epigrafe son los siguientes:

-Objetivo 1: Reclutamiento de familias con FNMTC y creacién de una base de datos
clinicos y de muestras bioldgicas. Descripcidén de las caracteristicas clinicas de dichas

familias.

-Objetivo 2: Investigacion de mutaciones en el exoma mediante NGS, en familias con al
menos 3 miembros afectos de FNMTC no sindrémico, a fin de identificar genes

candidatos a ser causantes de la predisposicién al FNMTC no sindrémico.

2.1. Estudio de genes previamente descritos.

2.2. Busqueda de nuevos genes candidatos y validacién en el resto de familias

reclutadas.
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-Objetivo 3: Comprobacién mediante estudios de funcionalidad del papel

patogénico de los cambios genéticos hallados.
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DESARROLLO DE LOS OBIJETIVOS

1. OBJETIVO 1. Reclutamiento de familias con FNMTC y creacion de una base de
datos clinicos y de muestras bioldgicas. Descripcién de las caracteristicas clinicas de

dichas familias.

1.1. Justificacién del objetivo

La relativa baja prevalencia del FNMTC hace necesaria una colaboracidon multicéntrica,
a fin de reunir un tamafio muestral suficiente para llevar a cabo proyectos de
investigacion. Para el presente proyecto, nuestro grupo ha coordinado y sigue
promoviendo en la actualidad el reclutamiento de familias con FNMTC, para la
recogida de datos clinicos y muestras biolégicas. Desde la Sociedad Espafiola de
Endocrinologia y Nutricidon (SEEN), se ha habilitado online un registro de datos clinicos

de familias con FNMTC (http://www.regcancerdiferenciadofamiliar.es/), en el que

también hemos participado.

Por otro lado, tal y como se ha expuesto en la introduccidn, existen pocos estudios y
todavia mucha controversia acerca de las caracteristicas clinicas y la agresividad
tumoral en las familias con FNMTC. En el reciente congreso de la SEEN (octubre de
2020) se han presentado los datos preliminares del andlisis del registro de la SEEN de
FNMTC (referenciado en comunicaciones de la presente tesis doctoral). Sin embargo,
hasta la fecha no existen publicaciones con datos procedentes de familias con FNMTC
en nuestro pais, por lo que pensamos que podria ser interesante analizar las

caracteristicas de nuestra muestra.

1.2. Material y métodos

-Sujetos del estudio: seleccién de familias con al menos dos casos confirmados
histolégicamente de CDT, sin caracteristicas clinicas que hagan sospechar de que se

trate de casos sindromicos, ni antecedentes de irradiacidn cervical u otras neoplasias.
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Los pacientes seran seleccionados en los centros asociados de acuerdo con estos

criterios de inclusion y siempre que consientan su participacion.

-Centros colaboradores:

Servei d’ Endocrinologia i Nutricié. Hospital Clinic. Barcelona

Servei d’Endocrinologia. Hospital de Bellvitge. Hospitalet de Llobregat.
Servei d’Endocrinologia. Hospital Althaia. Manresa.

Servicio de Endocrinologia y Nutricion. Hospital Ramén y Cajal. Madrid.
Servei d’Endocrinologia. Hospital de Matard. Mataré.

Laboratorio de Hormonas. Hospital de Alicante. Alicante.

Servei d’Endocrinologia. Hospital Josep Trueta. Girona.

Servei d’Endocrinologia pediatrica. H.San Joan de Déu. Esplugues.

Servicio de Endocrinologia. Hospital de Elda. Alicante.

Servei d’ Endocrinologia i Nutricid. Hospital Vall Hebrén. Barcelona.

Servei de Cirurgia General. Hospital del Mar. Barcelona.

Servei d’ Endocrinologia i Nutricié. Hospital de Mollet. Mollet del Vallés.
Hospital de Xativa. Valencia.

Hospital Universitario de La Plana. Castellén.

Servei d’ Endocrinologia i Nutricié. Hospital Germans Trias i Pujol. Badalona.
Servei d’ Endocrinologia i Nutricié. Hospital Universitari Mdtua de Terrassa.
Terrassa.

Servei d’ Endocrinologia i Nutricid. Hospital de Terrassa. Terrassa.

-Recogida de datos: Se procedera a la recogida retrospectiva de datos clinicos de todos

los sujetos reclutados, concretamente se reunira la informacion clinica siguiente:

Numero de familiares afectos. Identificacion del caso indice.

Edad al diagnéstico. Fecha.

Sexo.

Presentacién clinica en el momento del diagndstico (nédulo tiroideo, BMN,

adenopatia/s, hallazgo por cribado familiar).
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e Histologia del tumor.

e Presencia o no de enfermedad multicéntrica, invasion local. Lateralidad.
e Estadiaje del tumor (TNM).

e Tratamientos, incluyendo la cirugia/s y el tratamiento con radioyodo.

e Situacién de la enfermedad.

e Recurrencia. Fecha.

e Presencia de BRAF mutado.

Con estos datos, se procederd a realizar un estudio descriptivo mediante el paquete

estadistico SPSS versidon 17.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL).

Asimismo, de cada sujeto se recogera muestra sanguinea (15 ml de sangre total) para
la extracciéon de ADN usando el protocolo convencional de precipitacion salina, para
poder llevar a cabo los siguientes objetivos de la presente tesis doctoral. También se
recogeran muestras histoldégicas de tejido tumoral en los casos en que sea factible.
Todas las muestras extraidas (sangre y tejido) estaran codificadas. Las muestras
obtenidas durante el proyecto seran incluidas en una coleccidn particular (“Sindromes
Endocrinos Hereditarios”; CEIC: Reg. 2013/8772; responsable de la coleccién: Dr. Josep
Oriola). El almacenamiento de muestras se hard a —202C en el congelador situado en el
Servicio de Bioquimica y Genética Molecular del Hospital Clinic, de uso exclusivo por

parte del equipo investigador.

-Aspectos éticos.

El presente proyecto ha sido aprobado por el Comité de Etica del Hospital Clinic de
Barcelona, Espafia (Reg. HCB /2016/0200), y se realizd de conformidad con la
Declaracién de Helsinki. Los sujetos dieron su consentimiento informado por escrito

antes de ser admitidos en el estudio.
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1.3. Resultados

Hasta la fecha (octubre de 2020), hemos reclutado 51 familias (41 de 2 miembros
afectos; 10 de 3 o mas miembros afectos) procedentes de 17 centros nacionales. Del
total de 118 sujetos hemos podido recolectar muestras sanguineas de 91 (debido a
distintos motivos tales como exitus, cambio de vivienda habitual, seguimiento médico
privado, etc.) y datos clinicos de 104. Sélo hemos conseguido muestras histolégicas de
una familia de 23 miembros. La incorporacién de nuevos centros y el reclutamiento

siguen abiertos.

En cuanto a las caracteristicas clinicas de las familias reclutadas, el 67,3% de los sujetos
fueron mujeres, con edad media al diagndstico de 43,2 afios (intervalo de 13 a 71
afios). La variante histolégica mas comun fue el CPT variante cldsica (84% de los casos),
seguido del CPT variante folicular (11%). Dentro de otros subtipos histoldgicos menos
comunes, encontramos dos casos de CFT, un caso de CPT variante cribiforme morular
(en que se descarté sindrome de Gardner asociado), un CPT columnar, un CPT de
células altas y otro caso de CPT variante esclerosante difusa. Cabe recordar que se ha

demostrado que estas tres ultimas variantes del CPT confieren peor prondstico (24).

A todos los pacientes se les practicd una tiroidectomia total, y un 87,5% de los
pacientes recibieron terapia con yodo radioactivo (rango 30-450 mCi). Como otras
caracteristicas resefiables que se han asociado al FNMTC, la multifocalidad tumoral
estaba presente en el 50,6% de los casos. En total, un tercio de los tumores eran
bilaterales, y un cuarto de los tumores presentaron extension extratiroidea
macroscopica e invasion local. Se hallaron metastasis en ganglios linfaticos en el 45,3%
de los casos, y metastasis a distancia en el 4,7%. Uno de los pacientes (con metastasis
pulmonares a distancia) murié de cancer de tiroides (mortalidad 0,9%). Este mismo
paciente fue el Unico que ha recibido inhibidores de tirosin-kinasa (concretamente
lenvatinib y sorafenib). Hasta la fecha, un 21,7% presentaron persistencia o recurrencia
de la enfermedad. Las caracteristicas clinicas de nuestras familias se resumen en la

siguiente tabla (tabla 3).

35

——
| —



Desarrollo de los objetivos

Tabla 3. Caracteristicas basales de las familias con FNMTC reclutadas (N= 51 familias)

Caracteristica Proporcion
Sexo (%) 3/ 2 32,7/67,3
Edad al diagnostico (afios) X (DS) 43,2 (12,4)
Ndmero 1Q (n) X (DS) 1,19 (0,49)
Radioyodo (%) si/no 87,5/12,5
Dosis de radioyodo (mCi) X (DS) 125,6 (74,4)
Tamafio tumoral (%) <2cm/2- 50,5/32,3/17,2
4cm/>4cm
Ganglios (%) si/no 45,3/54,7
M1 al diagndstico (%) si/no 4,7/95,3
Multifocalidad (%) si/no 50,6/49,4
Bilateralidad (%) si/no 33,3/66,7
Invasién local (%) si/no 25,6/74,4
Recurrencia (%) si/no 21,7/78,3

Leyenda: X: media; DS: desviacidon estandar; 1Q: intervenciones quirurgicas; mCi:

milicurios; M1: metastasis.

Separamos por grupos y analizamos las familias de al menos 3 miembros afectos (N=10
familias, en total 32 sujetos de los que disponiamos de la informacién clinica), versus
las familias de 2 miembros afectos (N=41 familias, en total 72 sujetos de los que
disponiamos de la informacion clinica).

No encontramos diferencias en cuanto a la edad al diagndstico, variantes histoldgicas,
ni niumero de cirugias o la administracién de radioyodo. Sin embargo, detectamos una

mayor dosis de radioyodo en las familias de >3 miembros afectos versus las de 2
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miembros (147,8 versus 108,6 mCi, p<0,05). En cuanto al sexo, habia mayor
proporcion de varones afectos en las familias de 23 miembros afectos (un 43%, versus
el 28%), aunque esta diferencia no fue significativa (p=0,08, no significativa (NS)).
También observamos una tendencia a mayor presencia de adenopatias, metdstasis,
multifocalidad y bilateralidad en las familias de >3 miembros afectos, pero
nuevamente sin diferencias estadisticamente significativas. En cuanto a la invasién
local, si detectamos mayor frecuencia en las familias de >3 miembros afectos (44%
versus 17,5%, p<0,05). En lo que se refiere a la recurrencia, se observé en un 33,3% de
las familias de >3 miembros afectos, versus un 16,1% de las de 2 miembros (diferencia
no significativa, p= 0,05). El unico paciente fallecido fue del grupo de >3 miembros

afectos.

Las caracteristicas clinicas de las familias de tres o mas miembros afectos, versus las de

2 miembros afectos, se resumen en la siguiente tabla (tabla 4).
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Tabla 4. Caracteristicas basales de las familias de >3 versus 2 miembros afectos.

Sexo (%) YA 43/56 28/72 NS (p=0,08)

Edad al diagnodstico 42,4 (11,8) 43,6 (12,6) NS
(afios) X (DS)

Numero IQ (n) X 1,25 (0,67) 1,16 (0,37) NS
(DS)

Radioyodo (%) 96,6/3,4 83,6/16,4 NS (p=0,07)
si/no

Dosis de radioyodo 147,8 (110,6) 108,6 (35,82) <0,05
(mCi) X (DS)

Tamafio tumoral (%) 37,9/37,9/24,1 56,3/29,7/14,1 NS

<2cm/2-4cm/>4cm

Ganglios (%) 55,6/44,4 40,7/59,3 NS
si/no

M1 al diagndstico 7,4/92,6 3,4/96,6 NS
(%) si/no

Multifocalidad (%) 57,7/42,3 47,5/52,5 NS
si/no

Bilateralidad (%) 43,5/56,5 29,3/70,7 NS
si/no

Invasion local (%) 44/56 17,5/82,5 <0,05
si/no

Recurrencia (%) 33,3/66,7 16,1/83,9 NS (p= 0,05)
si/no

Leyenda: X: media; DS: desviacién estandar; 1Q: intervenciones quirurgicas; mCi:

milicurios; M1: metastasis.
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A continuacidn, se representa el tamafio tumoral en los dos grupos (grafico 1). Aunque
no hubo diferencias significativas, se intuye una tendencia a un mayor tamaifo tumoral

en las familias de 23 miembros afectos.

Grafico 1. Categorias de tamaiio tumoral en las familias con >3 miembros afectos,
versus las de 2 miembros afectos.
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También quisimos comprobar si en el conjunto total de nuestras familias se daba un
fenomeno de anticipacion, tal y como estd descrito en la literatura. Para ello,
seleccionamos las familias en las que los casos tenian una relacidon paterno-filial. En
total, se trataba de 15 familias: 15 padres/madres con 18 hijos/as afectos/as. Sus
caracteristicas basales estan recogidas en la tabla 5. Efectivamente, observamos una
menor edad al diagndéstico en pacientes de segunda generacion respecto a la primera
generacion (grafico 2). La mediana de edad al diagndstico de la primera generacion fue
de 51 afios, versus 32 afios para la segunda generacion (p<0,01). Separando las familias
segln el numero de miembros afectos, se mantenia la misma diferencia. Solo en 3
casos de las 15 familias el diagndstico del miembro de segunda generacion fue en
contexto de realizacién de ecografia de tiroides por screening familiar (concretamente
en 3 familias de 23 miembros afectos), en el resto fue por aparicién de ndédulo
tiroideo/bocio multinodular afios después del diagnéstico de CDT en la primera
generacién: Considerando la fecha de diagndstico, la segunda generacion fue
diagnosticada en promedio 6,6 afios mas tarde que la primera generacion (rango 0-24

anos).
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Tabla 5. Familias con relacién paterno-filial (N=15 familias). Diferencias entre los
miembros de primera versus de segunda generacion.

Sexo (%)  J/ 9 33,3/66,7 38,9/61,1 NS

Edad al diagnodstico 51,8 (15,1) 32,7 (9,8) P<0.01
(afios) X (DS)

Numero 1Q (n) X 1,21 (0,57) 1,11 (0,32) NS
(DS)

Radioyodo (%) 93,3/6,7 94,1/5,9 NS
si/no

Dosis de radioyodo 175,2 (126,2) 116,9 (77,2) NS
(mCi) X (DS)

Tamario tumoral (%) 53,3/33,3/13,3 29,4/47,1/23,5 NS

<2cm/2-4cm/>4cm

Ganglios (%) 53,8/46,2 56,3/43,8 NS
si/no

M1 al diagndstico 15,4/84,6 6,7/93,3 NS
(%) si/no

Multifocalidad (%) 53,8/46,2 62,5/37,5 NS
si/no

Bilateralidad (%) 42,9/57,1 46,2/53,8 NS
si/no

Invasion local (%) 38,5/61,5 14,3/85,7 NS
si/no

Recurrencia (%) 28,6/71,4 37,5/62,5 NS
si/no

Leyenda: X: media; DS: desviacién estandar; 1Q: intervenciones quirurgicas; mCi:

milicurios; M1: metastasis.
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Grafico 2. Edad al diagndstico en la primera generacion versus en la segunda
generacion, en las 15 familias con relacion paterno-filial.
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En cuanto a la proporcion entre sexos, observamos una mayor proporcién del sexo
masculino en segunda generacion (39% de los casos) versus en primera generacion
(33% de los casos), aunque la diferencia no fue significativa. Tampoco pudimos
demostrar diferencias significativas prondsticas o de otra indole entre ambas
generaciones. Solo observamos una tendencia a mayor recurrencia en la segunda
generacion versus la primera, concretamente en las familias de 3 o mas miembros: 4
casos de la segunda generacidon presentaron recurrencia, versus 2 casos de la primera
generacién. En cambio, en las familias de 2 afectos hubo 2 casos con recurrencia en la

primera generacién, y también 2 casos en la segunda generacion.

Finalmente, en el siguiente grafico (grafico 3) podemos ver el tamafio tumoral en las
distintas generaciones. Aunque no hubo diferencias significativas, se puede sospechar

gue hay una tendencia a mayor tamafo tumoral en segunda generacion.
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Grafico 3. Categorias de tamafo tumoral en la primera generacién versus en la
segunda generacion, en las 15 familias con relacion paterno-filial.
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2. OBJETIVO 2.- Investigacion de mutaciones en el exoma mediante NGS, en familias
con al menos 3 miembros afectos de FNMTC no sindrémico, a fin de identificar

genes candidatos a ser causantes de la predisposicion al FNMTC no sindrémico.

Este objetivo queda ampliamente desarrollado en los originales 1 y 2. A continuacidn

se describen brevemente los resultados mas significativos.

2.1. Estudio de genes previamente descritos.

2.1.1. Justificacidn del objetivo

Como hemos comentado previamente, se han sugerido diversos genes de
susceptibilidad al FNMTC, que no han podido validarse en ulteriores estudios. Por ello,
en primer lugar procedimos al estudio de estos genes previamente descritos en
nuestras familias. Concretamente, seleccionamos las familias mas ricas en miembros
afectos (23), por su mayor probabilidad de que el cancer de tiroides sea realmente
hereditario. De cada familia estudiamos el exoma de dos de los miembros, los dos
genéticamente mas alejados. De este modo, habria menos variaciones que se
compartan simplemente por el vinculo familiar pudiendo hacer un mejor cribado de

los cambios que puedan ser responsables del cancer de tiroides en cada familia.

2.1.2. Material y métodos

o Una vez obtenidas las muestras sanguineas, se procedié a la extraccién del DNA
(mediante el protocolo de precipitaciéon salina) y valoracién del DNA mediante
cuantificacién fluorométrica por nanodrop/qubit™.

o Estudio del exoma de cuatro familias con al menos tres miembros afectos mediante
secuenciacion masiva del exoma (WES). Concretamente, se estudio el exoma de 10
personas afectas procedentes de 4 familias (figura 2). La construccion de librerias
para la secuenciacion se realizd a partir de 5 ug de DNA de cada paciente. Las

librerias fueron enriquecidas mediante el kit de Agilent Technologies Exome capture
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Agilent v6 para una secuenciacion bidireccional con una profundidad de 60x. La
secuenciacion se realizd en un secuenciador de Illunima HiSeq 2000. Las lecturas
fueron mapeadas contra el genoma de referencia humano (UCSC hg19).

En el caso concreto del gen POT1, ademads de su estudio mediante WES en esas
cuatro familias, se procedid a la secuenciacién completa del gen mediante Sanger en
tres casos indice pertenecientes a tres familias adicionales (figura 3, familias 5,6 y 7).
Busqueda de variantes en genes previamente descritos como posiblemente
relacionadas con el FNMTC. La anotacidn de variantes se baso en las bases de datos
del National Center for Biotechnology Information (NCBI) y UCSC Genome Browser,
suplementadas con programas bioinformaticos de prediccion.

Para mas detalles sobre la metodologia, ver apartado correspondiente en las

publicaciones 1y 2.

Figura 2. Familias analizadas mediante WES (El asterisco indica las personas afectas

estudiadas).
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Figura 3. Familias adicionales en las que se analizé POT1, mediante Sanger (La flecha

indica las personas afectas estudiadas, que se corresponden con los casos indice).

FAMILIA 5 FAMILIA 6 FAMILIA 7

_1/ _
I 1 ‘ _/‘ 2

2.1.3. Resultados

En los 10 exomas analizados (y por tanto en las 4 familias, pues tratdandose de una
patologia hereditaria todos los miembros afectos deberian ser portadores de las
variantes) hemos descartado alteraciones en genes que condicionan cancer de tiroides
no medular familiar de naturaleza sindréomica (genes APC, PTEN, WRN, DICER1 Y
PRKAR1A).

También hemos descartado variantes sugestivas de causar la patologia en genes
supresores tumorales (SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, STK11,VHL, RB1); genes reordenados
en tiroides (NRTK, PPARG); genes reparadores de DNA (ATM, XRCC1, XRCC3,
BRCA1,BRCA2,MLH1,MSH2,MSH6); genes implicados en el desarrollo de la tiroides
(PAX8, JAG1,CDC42, GSTM1, GSTT1, SRGAP1, TERT, THRB,AKT1, SEC23B,
ESR2,NKX2,TBL1X); genes previamente descritos en la literatura como posibles
implicados en el FNMTC (HABP2,TTF1,THADA, SEC23B, FOXE1, KLLN, MAP2K5, CHEK2,
MYH9, SRRMZ2); genes del complejo teldmero-telomerasa como POTI1; proto-

oncogenes (RET, MET KIT, MERTK) y genes que se han encontrado mutados en cancer
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de tiroides a nivel somatico (en tejido tumoral) como BRAF, NRAS, TP53, CDKN2A, ALK,
ATF4 (original 1).

En el caso concreto de POT1, dado que se ha sugerido recientemente su posible
implicacion en el cancer de tiroides hereditario (74), ampliamos el estudio a tres
familias adicionales (figura 3), en las que también descartamos la presencia de
variantes patolégicas mediante secuenciacion directa completa de dicho gen (original

2).

2.2. Busqueda de nuevos genes candidatos y validacion en el resto de familias

reclutadas.

2.2.1. Justificacidn del objetivo
Dado que no hallamos variantes en genes previamente descritos en la literatura como
posiblemente implicados en el FNMTC, nos sumergimos en la busqueda de nuevos

genes.

2.2.2. Material y métodos

o Para el presente objetivo, empleamos los datos del estudio del exoma del objetivo
previo. Concretamente, seleccionamos los datos de WES de la familia 2, porque es
la familia con mas miembros afectos que pudimos reclutar (figura 2). Ademas,
disponiamos también de muestra sanguinea del individuo Il.1. (control sano).

o Nuevamente, las lecturas fueron mapeadas contra el genoma de referencia
humano (UCSC hg19); y la anotacidn de variantes se basé en las bases de datos
del National Center for Biotechnology Information (NCBI) y UCSC Genome
Browser, suplementadas con programas bioinformaticos de prediccion.

o Dada la ingente cantidad de variantes obtenidas por WES, se establecieron una
serie de criterios para filtrar las variantes con mas probabilidad de ser patogénicas
(tabla 6). En todos los casos, cuando se encontrd una variante en un sujeto, se

hizo un estudio de segregacion en los demas miembros afectados.
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o Analisis y comprobacién de las variantes seleccionadas mediante secuenciacion
directa (Sanger).

o Integracién de los datos de secuenciacidn y clinicos.

o Validacion de los resultados obtenidos: los cambios genéticos encontrados (asi
como los genes de los que forman parte, dado que podrian presentarse variantes
en distintos exones dentro de un mismo gen) en esta familia inicial (familia 2),
fueron estudiados mediante secuenciacidon por Sanger en las restantes familias
reclutadas en el proyecto (en aquel momento disponiamos de 44 familias).
También se estudiaron en poblacion control (100 muestras sanguineas anénimas
procedentes del banco de sangre de nuestro centro, previo consentimiento).

o Para mas detalles sobre la metodologia, ver apartado correspondiente en las

publicaciones 1y 2.

Tabla 6. Filtros empleados sobre los datos de WES de la familia 2 para la obtencién de

variantes candidatas (adaptado de original 1).

Filtros empleados Numero de variantes obtenidas (SNVs
e INDELs)
Numero total de variantes 90.249
Presentes en todos los miembros afectos de la 244

familia, heterocigotas y con cobertura>20

En regiones exdnicas 118

No-sinénimas (missense) o 87
inserciones/deleciones (frameshift)

SIFT score patogénico (<0.05) o no disponible 82

Frecuencia de la SNVs/ INDELs < 2% o no 58
disponible, seguin las bases de datos de ExAC
(poblacidn europea) y 1000 Genomes

Descritas como un GST o protooncogen 5
Confirmadas por Sanger 2
Presentes en todos los miembros afectos de al 1

menos otra familia adicional
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Abreviaturas: SNVs: Variantes de un solo nucleétido; INDELs: inserciones y deleciones;

GST: gen supresor tumoral.

2.2.3. Resultados

El ndmero total de variantes presentes en todos los miembros de la familia 2
analizados mediante WES fue de 90.249. Tras filtrar por nuestros criterios
preestablecidos (tabla 6), identificamos 58 variantes. Seleccionamos cinco de ellas, por
estar en genes previamente descritos como protooncogenes o genes supresores
tumorales. Tras la comprobacion mediante secuenciacién de Sanger, sélo se
confirmaron dos variantes: p.Thr190Met en SH3BP1; y p.Asp31His en NOP53 (gen
también conocido como GLTSCR2). Estas dos variantes seleccionadas, fueron
estudiadas mediante secuenciacién en las restantes familias reclutadas en aquel
momento (37 de dos miembros afectos; 7 de tres o mas miembros afectos), asi como

en nuestro grupo control de 100 personas.

No encontramos la variante p.Thr190Met en SH3BP1 en ninguna otra familia. Sin
embargo, si estaba presente en el 3% de los controles, por lo que la descartamos
debido a su alta frecuencia en nuestra poblacién (>2%, uno de nuestros filtros

preestablecidos).

En cambio, si hallamos la variante p.Asp31His o D31H (dbSNP: rs78530808) en NOP53
presente en heterocigosis y en todos los miembros de otras dos familias: Una familia
de 4 miembros afectos (familia 5) y otra familia de 2 afectas (familia 8). Es decir,
p.Asp31His en NOP53 estaba presente en todas las personas afectas de 3 familias con
FNMTC (familias 2, 5 y 8) (figura 4), y no presente en los controles no afectos: Ni en el
miembro 1l.1 de la familia 2 (figura 2), ni en el miembro 1.3 de la familia 5 (figura 3),
reforzando su posible papel patogénico. Las caracteristicas clinicas de las tres familias
portadoras de la variante p.Asp31His en NOP53 estan descritas en la tabla 2 del

original 1.
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Figura 4. Pedigries de las familias 2, 5 y 8 y genotipo de NOP53 para cada mutacion en
heterocigosis (c.91G > C, p. Asp31His). Los pacientes afectos de cancer de tiroides se
muestran coloreados en gris. El asterisco indica que la variante fue identificada
mediante WES vy validada con Sanger; mientras que ¢ indica que la variante fue

identificada directamente mediante Sanger.

FAMILIA 2 FAMILIA 5

FAMILIA 8

CIG CiG

En cuanto a nuestro grupo control, hallamos la variante p.Asp31His en 3/100 muestras,
lo cual representa una frecuencia alélica o Minor Allele Frequency (MAF) del 1,5%. En
poblacién europea no finlandesa, esta misma variante ha sido descrita en el 1,8% de la

poblacion segin Exome Aggregation Consortium (ExAC) (75), resultado similar a

nuestro estudio.

3. OBIJETIVO 3. Comprobacion mediante estudios de funcionalidad del papel

patogénico de los cambios genéticos hallados.
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Este objetivo queda ampliamente desarrollado en el original 1. A continuacién se

describen brevemente los resultados mas significativos.

3.1. Justificacion del objetivo

Tras el hallazgo de la variante p.Asp31His en NOP53 en todos los miembros de 3
familias con FNMTC (resultados descritos en el objetivo anterior), nos planteamos
profundizar en el conocimiento de dicha variante. La posicion Asp31 en NOP53 esta
bien conservada en diferentes especies. Ademas, verificamos en distintos algoritmos in
silico (PolyPhen-2, mutation taster) su probable efecto patogénico. Todo ello nos
impulsé a llevar a cabo estudios funcionales, para comprobar su posible papel en la
oncogénesis del FNMTC. Para ello, contamos con la colaboracién y experiencia del
Endocrine Oncology Branch, National Institutes of Health (Bethesda, Maryland, USA).
Alli pude llevar a cabo, bajo su supervision, los siguientes estudios funcionales, fruto de
una estancia de investigacién de 6 meses becada por la Sociedad Espaiola de

Endocrinologia y Nutricién (SEEN): Beca Morreale Escobar, 2018.

3.2. Material y métodos

o Obtencién de lineas celulares estables de cancer de tiroides:
-TPC1 (papillary thyroid cancer cell line).
-FTC133 (follicular thyroid cancer cell line).

-BCPAP (papillary thyroid cancer cell line with a BRAF V600E and TP53
D259Y mutations).

o Estudios de knockdown de NOP53 en TPC1, FTC133 y BCPAP, empleando ARN
interferentes (siRNAs) mediante la técnica de transfeccidn inversa. Realizacion de

estudios de clonogenicidad y de proliferaciéon celular.

o Estudios de sobreexpresion de NOP53 en TPC1, FTC133 y BCPAP, a las que

previamente insertamos mediante transfeccién una copia de NOP53 wild type, o de
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NOP53 con la mutacion de interés (D31H). Realizacion de estudios de clonogenicidad

y de proliferacién celular.

o Por otro lado, sobre los cortes histolégicos fijados en parafina de las piezas de
tiroidectomia conseguidas, estudiamos la expresion inmunohistoquimica de los
genes candidatos (NOP53) mediante anticuerpos especificos. En estos cortes
histoldgicos habia representacion del tejido tumoral y de tejido tiroideo normal, de

modo que permitiese la comparacion semicuantitativa.

3.3. Resultados

En los estudios de knockdown de NOP53 (figura 4 del original 1) se observé una
reduccion significativa de la proliferacién celular y la formacion de clones en las tres
lineas celulares, en comparacién con los controles. Esto sugiere una funcidn
protooncogénica de NOP53 (al bloquear el gen, desciende la proliferaciéon y la
clonogenicidad, eventos propios de la oncogénesis). Estos hallazgos se confirmaron

realizando los ensayos con dos siRNA distintos.

En los estudios de sobreexpresion de NOP53 (figura 5 del original 1) se observd un
aumento significativo de la proliferacién celular y la formacién de clones en las tres
lineas celulares, en comparacion con los controles. Esto sugiere de nuevo una funcion
protooncogénica de NOP53 (al sobreexpresar el gen, aumenta la proliferacién y la
clonogenicidad, eventos propios de la oncogénesis). Sin embargo, no detectamos
diferencias significativas en la proliferacién celular y la clonogenicidad entre las células
transfectadas con NOP53 wild type versus las transfectadas con NOP53 con la variante

D31H.

Por ultimo, obtuvimos piezas de tiroidectomia de los 4 individuos afectos de la familia
5. Los estudios de inmunohistoquimica revelaron mayor expresion de la proteina
NOP53 en tejido tumoral, en comparacion con el tejido tiroideo normal, sugiriendo

gue NOP53 puede estar sobreexpresado en el tejido tumoral de pacientes con FNMTC.
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Abstract: Nonsyndromic familial non-medullary thyroid cancer (FNMTC) represents 3-9% of thyroid
cancers, but the susceptibility gene(s) remain unknown. We designed this multicenter study to analyze
families with nonsyndromic FNMTC and identify candidate susceptibility genes. We performed
exome sequencing of DNA from four affected individuals from one kindred, with five cases of
nonsyndromic FNMTC. Single Nucleotide Variants, and insertions and deletions that segregated with
all the affected members, were analyzed by Sanger sequencing in 44 additional families with FNMTC
(37 with two affected members, and seven with three or more affected members), as well as in an
independent control group of 100 subjects. We identified the germline variant p. Asp31His in NOP53
gene (rs78530808, MAF 1.8%) present in all affected members in three families with nonsyndromic
FNMTC, and not present in unaffected spouses. Our functional studies of NOP53 in thyroid cancer
cell lines showed an oncogenic function. Immunohistochemistry exhibited increased NOP53 protein
expression in tumor samples from affected family members, compared with normal adjacent thyroid
tissue. Given the relatively high frequency of the variant in the general population, these findings
suggest that instead of a causative gene, NOP53 is likely a low-penetrant gene implicated in FNMTC,
possibly a modifier.

Keywords: thyroid cancer; genetic abnormalities; molecular testing; NOP53; oncogenic mutations

1. Introduction

Thyroid cancer (TC) is the most common endocrine cancer, with more than 54,000 new cases
diagnosed every year in the USA. In fact, it is expected that in a few years it will become the third most
common cancer among American women [1].

There are two main types of TC, defined according to their cellular origin: (a) non-medullary
cancer, arising from follicular cells, which accounts for 95% of TCs (mostly papillary thyroid cancer
(PTC) and follicular thyroid cancer (FTC)); and (b) medullary thyroid carcinomas (MTC), which
originates from parafollicular C-cells (accounting for 5% of TCs). Familial non-medullary thyroid
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cancer (FNMTC) represents 3-9% of TCs [2]. FNMTC is classified as either syndromic or nonsyndromic.
Susceptibility genes involved in syndromic FNMTC are known: APC in familial adenomatous polyposis
[MIM: 175100], PTEN in Cowden’s disease [MIM: 158350], PRKAR1A in Carney complex type 1 [MIM:
160980], WRN in Werner’s syndrome [MIM: 277700], and DICER1 in the DICER1 syndrome [MIM:
606241], [3]. Nonsyndromic FNMTC accounts for more than 95% of all FNMTC cases and is defined
by the presence of TC in two or more first-degree relatives, in the absence of environmental causes
(e.g., exposure to radiation) [4]. Most cases of FNMTC are nonsyndromic and the genetic causes are
still unknown [5,6]. In addition, some studies have suggested that nonsyndromic FNMTC is more
aggressive than sporadic non-medullary thyroid cancer [7]. Therefore, given the prevalence and
aggressiveness of nonsyndromic FNTMC, it is crucial to identify the susceptibility genes involved.

Most nonsyndromic FNMTCs show an autosomal dominant pattern of inheritance with incomplete
penetrance. Given the high prevalence of TC in the general population, Charkes [8] estimated that
about 62% of families with two cases of FNMTC can be phenocopies (two sporadic cases associated by
chance) and, therefore, only 38% would be truly hereditary. However, if there are three affected cases,
the probability of its being hereditary rises to 96%.

Different strategies have been used to identify candidate genes responsible for FNMTC:
Linkage [9,10], Genome Wide Association Studies (GWAS) [11], and next generation sequencing
studies [12,13]. Several candidate regions, such as PRN (1q21), NMTC1 (2q21), FTEN (8p23), MNG1
(14932) and TCO (19p13.2), as well as candidate genes, like SRGAP1, NKX2, FOXE1, HABP2 or
MAP2K5 have been suggested, but none have been clearly validated as causative of familial thyroid
cancer [14-16]. Overall, this suggests that many genes could be involved in FNMTC in a monogenic
fashion with different penetrance levels, without ruling out the possibility of polygenic inheritance
(the sum of genetic variants).

We designed this multicentric study to analyze families with FNMTC and identify putative
susceptibility genes for nonsyndromic FNMTC.

2. Materials and Methods

2.1. Study Subjects

We designed a multicentric study in Spain to collect blood specimens (15 mL of whole blood in
potassium EDTA tubes), and clinical data from families with at least two members with non-medullary
thyroid cancer, confirmed by histology, without history of other malignancies, and without clinical
characteristics suggestive of syndromic FNMTC. We obtained blood samples and clinical data from
45 families with nonsyndromic FNMTC (37 with two affected members and eight families with three
or more affected members) from 15 hospitals in Spain.

This project was approved by the Ethics Committee of the Hospital Clinic of Barcelona, Spain
(Reg. HCB/2016/0200), and was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki. Patients
gave written informed consent before undergoing evaluation and testing.

2.2. DNA Extraction, Exome Capture and Next-Generation Sequencing

Genomic DNA was extracted from peripheral blood samples (using conventional salt-precipitation
protocol). The DNA library was prepared using the SureSelect exon v5-post kit (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA), that enables the capture of the target sequence of exonic regions in the human
genome. The libraries were sequenced using the Illumina HiSeq 2000 sequencer (Macrogene, Seoul,
Korea), with 101-base pair (bp) average read length.

Whole-exome sequencing (WES) was performed in four affected individuals (marked with an
asterisk in Figure 1) from the kindred with the most affected members (Kindred 1, with five affected
cases; I1.4 and II.5 are dizygotic twins).
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Figure 1. Family pedigrees for Kindreds 1, 2 and 3 and the NOP53 genotype for each heterozygous
mutation (c.91G > C, p. Asp31His). Patients affected by thyroid cancer are shown in grey. The asterisk
indicates p. Asp31His variant was observed in whole-exome sequencing (WES) and validated by
Sanger sequencing, whereas 1 indicates that the variant was identified using direct Sanger sequencing.

2.3. Filtering Criteria of Whole-Exome Sequencing Data and Validation

We filtered and identified germline single nucleotide variants (SNVs) and insertions/deletions
(INDELSs) using HaplotypeCaller and The Genome Analysis Toolkit website [17]. The sequence data
was mapped to the human reference genome (GRCh37/hg19) using Burrows—Wheeler Alignment
(BWA) method. We used the following filters (Table 1): present in heterozygosis with coverage
>20 in all affected members of Kindred 1, present in exonic region, nonsynonymous or frameshift
deletion/insertion changes, SIFT score less than 0.05 or not available, Minor Allele Frequency (MAF)
in the European Non-Finish population less than 2% in Exome Aggregation Consortium (ExAC)
browser and 1000 Genome databases [18,19]; genes described as tumor suppressor genes (TSG) or
proto-oncogenes, and present in all affected members in at least another kindred.

We identified five likely pathogenic variants (LPV), but only two were confirmed by Sanger
sequencing. These two LPV were then studied in our 45 families (included Kindred 1, to confirm the
WES results), and in our own independent control group (100 anonymous subjects from the blood
donor bank). For that purpose, PCR, followed by Sanger sequencing, was performed. PCR conditions
were as follows: denaturation at 95 °C for 5 min, 10 cycles (95 °C for 1 min, 65-60 °C for 1 min, 72 °C
for 1 min), followed by 25 cycles (95 °C for 1 min, 55 °C for 1 min, 72 °C for 1 min) and extension at
72 °C (10 min). Sanger sequencing was performed using the following primers (Sigma—Aldrich, Saint
Louis, MO, USA):

NOP53, exon 1. Forward TTGGTGGGAAGCGCAGCTCG
NOP53, exon 1. Reverse TCCAGGAACTGGTCAACCTC
SH3BP1, exon 7. Forward CCCATGTGGTCTGCTGTATG
SH3BP1, exon 7. Reverse AAGAGGCTACGAGGGAATGG

Sequences were analyzed using the CodonCode Aligner software version 7.0. (CodonCode Co., USA).
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Table 1. SNVs and INDELSs in Kindred 1 by filtering steps of whole-exome sequencing data.

Filter Criteria for Variants Number of Variants (SNV and INDELSs)

after Filtering
Total number of variants 90,249
Present in all affected members of the kindred heterozygous; 44
and coverage > 20

In exonic regions 118

Nonsynonymous (missense) or frameshift deletion/insertion 87
Deleterious SIFT score less than 0.05 or not available 82
SNVs/ INDELSs < 2% or not available in EXAC (European 58

Non-Finish) and 1000 Genomes databases

Described as TSG or proto-oncogene 5
Confirmed by Sanger sequencing 2
Present in all affected members in at least another kindred 1

SNVs, Single nucleotide variants; INDELs, insertions and deletions; TSG, tumor suppressor gene.

2.4. Cell Culture

Three cell lines were used in this study: TPC1 (papillary thyroid cancer cell line) was obtained
from Dr. Nabuo Satoh (Japan). FTC133 (follicular thyroid cancer cell line) was kindly provided by
Dr. Peter Goretzki (Germany). BCPAP (female derived, papillary thyroid cancer (PTC) cell line with
a BRAF V600E and TP53 D259Y mutations) was purchased from American Type Culture Collection
(ATCC; Rockville, MD, USA). All cell lines were authenticated by short-tandem repeat profiling. All
experiments were done using cell lines between passages P§8-P25.

The cell lines were grown and maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM),
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), penicillin and streptomycin (10 u/mL), insulin
(10 pg/mL) and fungizone (250 ng/mL), in a standard humidified incubator, at 37 °C in a 5%
CO, atmosphere.

2.5. Gene Expression Analysis

Total RNA was extracted from TPC1, FTC133 and BCPAP thyroid cancer cells lines, using TRIzol
reagent (Invitrogen, Waltham, MA, USA) and purified using an RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo,
The Netherlands). For gene expression, 500-1000 ng of total RNA was reverse transcribed using a
High Capacity Reverse Transcription cDNA kit (cat no. 4374967; Applied Biosystems, Waltham, MA,
USA), and the resulting cDNA was diluted and amplified with specific primers, according to the
manufacturer’s instructions, using a real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) system (Quant
Studio 5; Applied Biosystems, Waltham, MA, USA). Gene expression levels were normalized using the
GAPDH gene expression as an endogenous control. Results obtained were analyzed using the AACt
method with SDS software (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA).

The tagman probes for detecting gene expression of human NOP53 (Hs00414236_m1, Catalog
# 4448892) and internal control GAPDH (Hs02786624_g1, Catalog #4331182) were purchased from
Thermo Fisher (Waltham, MA, USA). The amplicon length for NOP53 was 118 bp and it spanned the
exon boundary 1-2. The sequence of the probe is proprietary and would not be released.

2.6. Knockdown Studies

We conducted knockdown experiments using two different small interfering RNAs (siRNA)
targeting NOP53 mRNA (cat# s26871 (si#l), cat# s26873 (si#2)) obtained from Ambion (Austin, TX,
USA). Cells were reverse transfected in six wells with 50 nmol/L of siRNA, with the use of Lipofectamine
RNAIMAX transfection reagent (Life Technologies, Frederick, MD, USA). All functional assays were
carried out 48 h post transfection.
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2.7. Site-Directed-Mutagenesis and Generation of Stable Cell Lines

The wild type ORF expression clone for NOP53 gene (NM_015710.4) and the mutant ORF
expression clone for NOP53 gene with p. Asp31His (GAC — CAC) mutation were purchased directly
from GeneCopoeia (Rockville, MD, USA). Both the wild type and mutant constructs were cloned in a
pReceiver-Lv120 vector, a proprietary of Genecopoeia, Inc. The negative empty control vector (without
wild type or mutant sequence) for pReceiver-Lv120 was used as a control for the experiments.

We added 50 ng of plasmid (control, wild type and mutant) into competent E. Coli cells following
the transformation heat shock protocol. After growing overnight in a 100 pg/mL ampicillin containing
LB-agar plate, we picked one colony from each control, wild type, and mutant-transformed cells. We
inoculated these colonies into a LB-broth with ampicillin at 37 °C for approximately 24 h, and then we
proceeded to isolate the plasmids from the transformed bacteria through Qiagen plasmid protocol
(Hilden, Germany).

For the generation of stable control, wild type, and p. Asp31His variant cell lines, TPC1, FTC133
and BCPAP cells were transfected with 2.5 pg of the previously obtained plasmid DNAs in six wells
with Lipofectamine 2000 (Life Technologies, Frederick, MD, USA). After 48 h of transfection, cells were
selected with 1 pg /mL of puromycin containing growth medium for two weeks. During the selection
of stably transfected cells, fresh growth medium containing the puromycin antibiotic was replaced
every two days. After two weeks of selection, the transfected cells were analyzed for overexpression of
wild type NOP53/ D31H-NOP53 by real time-quantitative PCR (qPCR) and Western blot.

2.8. Clonogenicity and Proliferation Studies

We performed clonogenicity and proliferation assays using (a) the transient knockdown of wild
type NOP53 48 h after transfection, and (b) the stable wild type and p. Asp31His variant overexpression,
in TPC1, FTC133 and BCPAP cell lines. For the proliferation assay, 48 h after transfection, 200 cells/well
were plated in quadruplets in six 96-well plates, and incubated at 37 °C in the previously described
medium. Starting the following day, and every 24 h, one plate was frozen at —80 °C (from day 1 until
day 6). After one week, the proliferation assay was performed with the six plates, using the Cyquant
Cell Proliferation Kit with the manufacturer’s protocol (Invitrogen, Waltham, MA, USA). Fluorescence
was measured using a Spectramax i3X, and cell proliferation was expressed as the number of cells, or
fold change in number of cells normalizing by seeding at day 1. For clonogenicity assays, 48 h after
transfection, cells were split and seeded onto the 6 well plates in duplicates. Prior to seeding the cells,
the 6 well plates were coated with a previously autoclaved 0.1% gelatin in phosphate buffered saline
(PBS). After 30 min, gelatin solution was aspirated and the cells were then plated. For TPC1, FTC133
and BCPAP, 600 cells were seeded and incubated at 37 °C for 7-15 days. The cells were fixed with 4%
Paraformaldehyde (PFA) for 20 min and then stained with 0.05% crystal violet for 30 min. Images of
the cells were captured using microscopy.

2.9. Western Blot Analysis

RIPA buffer was used for lysis of cultured cells. The protein concentration in samples/lysates was
measured using The Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). Total protein
lysates (25 pg for TPC1 cell line; or 30 ug in the case of FTC133 and BCPAP cell lines) were subjected to
sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), transferred to nitrocellulose
membranes, and immunostained overnight at 4 °C, using the antibody of interest. Anti-NOP53 (1:1.000,
#73225) was purchased from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA). Anti-human (3-actin
(1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) was used as a loading control. Membranes were
incubated with appropriate secondary horseradish peroxidase conjugated IgG (anti-rabbit 1:3.000,
Cell Signaling Technology; or anti-mouse 1:3.000, Santa Cruz Biotechnology). To prevent non-specific
background binding of the primary and/or secondary antibodies to the membrane, we used 5% Bovine
serum albumin (BSA) in 10x Tris Buffered Saline (TBS) with 0.1% Tween-20 for 60 min, as a blocking
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solution. Proteins were detected using enhanced chemiluminescence (ECL, Pierce Biotechnology,
Waltham, MA, USA).

2.10. Tissue Samples

We collected tissue samples from the four affected members of Kindred 2 (Figure 1), after informed
consent. All diagnoses were evaluated and confirmed by an Anatomical Pathology Consultant in
thyroid cancer.

2.11. Immunohistochemistry Studies

We collected tumor samples from the four affected family members in Kindred 2 (Figure 1),
containing both tumoral tissue and histologically normal tissue adjacent to the thyroid cancer.
Tumor tissue samples were formalin fixed, embedded in paraffin, and 5-micron thick sections, that
included both tumor and adjacent normal thyroid tissue, were cut for immunostaining. Sections
were deparaffinized using standard procedures and immunostaining was performed using Dako
EnVision kits, according to the manufacturer’s protocol (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
Primary anti-NOP53 rabbit monoclonal antibody was used at 1:200 dilution and incubated overnight
at 4 °C (ab131002, antigen: synthetic peptide- aa 380-429; (Abcam, Cambridge, UK). The entire
slides were magnified 200x using a ScanScope XT digital slide scanner and viewed using ImageScope
software (Aperio Technologies, Vista, CA, USA). Manual counting of staining intensities in tumor
tissue relative to control—the adjacent histologically normal thyroid tissue—was performed using the
image processing package Image]J [20].

2.12. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism 7.0 software (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA). An unpaired student t-test was used for comparison between groups and analysis
of variance for multiple group comparison. Values are shown as mean + standard error of the mean
(SEM) or mean =+ standard deviation (SD). Asterisks denote the following significance levels: * p < 0.05,
**p <0.01.

3. Results

3.1. Whole Exome Sequencing and Identification of a Variant in NOP53

We performed WES using peripheral blood DNA from four affected individuals from a kindred,
with five cases of nonsyndromic FNMTC (Kindred 1). We did not find mutations in: genes previously
described in syndromic FNMTC (APC, PTEN, WRN, DICER1 and PRKAR1A), rearranged genes (NTRK,
PPARG), DNA repair genes (XRCC1, XRCC3), genes involved in the development of the thyroid gland
(PAXS8, JAG1,CDC42, GSTM1, GSTT1, SRGAP1, TERT, THRB, AKT1, SEC23B, ESR2, NKX2, TBL1X),
genes previously described in the literature in nonsyndromic FNMTC (HABP2, TTF1, THADA, SEC23B,
FOXE1, KLLN, MAP2K5), oncogenes (RET, MET, KIT, MERTK), nor genes that have been found in TC
with somatic mutations (BRAF, NRAS, TP53, CDKN2A, ALK, ATF4).

We executed stringent filtering criteria (Table 1) to identify SN'Vs and INDELSs that segregated
with all the affected members from Kindred 1, identifying 58 variants. Five out of the 58 were in
genes described as tumor-suppressor genes or proto-oncogenes in the literature, or genes possibly
involved in cancer pathways. These five variants, located in different genes, were selected for further
analysis. After Sanger sequencing, only two variants were confirmed: p. Thr190Met in SH3BP1; and p.
Asp31His in NOP53 (also known as GLTSCR2). The three remaining predicted changes were located
in repetitive sequences in exonic flanking regions, but they were not confirmed by Sanger. The two
final variants were studied by Sanger sequencing in 44 additional families with FNMTC (37 with two
affected members, and seven with three or more affected members), as well as in an independent
control group of 100 subjects.
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The variant p. Thr190Met in SH3BP1 is described in the non-Finnish European population with
an allele frequency of 0.007. We did not find this variant in any other kindred, but it was present in 3%
of our control group (100 anonymous samples from blood donation bank), so we discarded it due to
the high frequency in our population (>2%).

We found the c.91G > C; p. Asp31His (D31H) variant (dbSNP: rs78530808) in NOP53 gene
(Figure 2). This variant was present in heterozygosis and segregated with all affected members in three
families (Figure 1): in Kindred 1 (five out of five affected members), in Kindred 2 (four out of four), and
in Kindred 3 (two out of two). This variant was not present in the non-affected (NA) spouse control II.1
(Kindred 1), nor in the NA spouse control I1.3 (Kindred 2), who did not have any thyroid problem.
This variant has been reported in EXAC, with an MAF of 1.8% in the European non-Finnish population.
The Asp31 position is well-conserved across different species (Figure 3).

CTTCGGTGglcACCCAGCG

Mutated type /\/\"’ﬂ/W\/\ [\’\ fA/\/\N\

CTTCGGTGGACCCAGCG

Wild type N v'/Y\/\P [\/\ /\/V\/\N\

Figure 2. Sequence obtained from Sanger sequencing from one representative wild type and
mutant sample.

Nop53

0 100 200 300 400 478 8a

H. sapiens 16 SDADSGFLGLRPTSV--4DPA--LRRRRRGPRNKKRGWRRLAQEPLGLEVD 61
P. troglody1es 16 SDADSGFLGLRPTSV-4DPA--LRRRRRGPRNKKRGWRRLAQEPLGLEVD 6l
M. mulatta 16 SDADSGFLGLRPTSV~--DPA~-~LRRRRRGPRNKKRGWRRLAQEPLGLEVD 61
C. hlpllS 51 SETDTGFLGFRPTSV--DPA--LRRRRRGPRNKKRGWRRLAQEPLGLEVD 96
B. Taurus 16 SETDTGFLGLRPTSV--DpPA--LRRRRRGPRNKKRGWRRLAQEPLGLEVD 61
M. musculus 16 SQADSGFLGLRPTSV--DPA--LRRRRRGPRNKKRGWRRLAEEPLGLEVD 61
R. ﬂOI'VCgiCllS 16 SQADSNFLGLRPTSV--DPA--LRRRRRGPRNKKRGWRRLAEEPLGLEVD

Figure 3. Protein domain architecture of NOP53 (GLTSCR2) and conservation of the p.Asp31 position
across species. The red frame highlits the amino acid aspartic acid (D) at position 31.

We also checked the predicted effect of this variant in additional “in silico” algorithms (PolyPhen-2,
mutation-taster), obtaining a probable damaging effect result in both (0.936 and 0.999 respectively).
We also validated this variant by Sanger sequencing in our control population, and we found it with
an allele frequency of 1.5% in our database (three out of 200 alleles presented the variant). None of
the family members in Kindreds 1, 2 and 3 had a history of other primary cancers or clinical features
suggestive of a syndromic FNMTC (Table 2).

Finally, we decided to study the functional role of NOP53 gene and the identified p.
Asp31His variant.

3.2. Knockdown of NOP53 Using siRNAs Reduces Cell Proliferation and Clonogenicity

In order to understand the role of NOP53 in TC cell lines, we performed functional studies
upon transient knockdown experiments using siRNAs in these three TC cell lines. We validated the
knockdown efficiency by qPCR and Western blot, both of which showed a significant decrease in
NOP53 mRNA and protein expression (Figure 4, panels a and b, respectively). We also observed that
knockdown of wild-type NOP53 resulted in a significant reduction in cell proliferation and colony
formation compared to the scrambled control. Accordingly, these results suggest that the suppression
of NOP53 reduces the growth in all the three tested cell lines (Figure 4, panels c, d).
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Table 2. Clinical characteristics, pathological findings, and treatment in familial non-medullary thyroid cancer (FNMTC) affected members from Families 1, 2 and 3.

Kindred

K1 K1 K1 K1 K1 K2 K2 K2 K2 K3 K3
Patient Patient [1.2  PatientI.3  PatientI.4 PatientIl.5 PatientIlI.1  Patient II.1 Patient [1.2  PatientIII.1 PatientIIl.2  Patient II.1 Patient I1.2
Index Case No Yes No No No No Yes No No No Yes
Age at Diagnosis 53 57 51 50 36 41 37 30 24 35 34
Nodule on . . . Nodule on . .
Presentation ToxicMNG ~ MNG MNG Toxic MNG Us Thyroid Thyroid Thyroid US Thyroid Thyroid
. nodule nodule nodule . nodule nodule
screening screening
. Hiithle cell
Histology PTC PTC PTC PTC PTC PTC PTC PTC PTC . PTC
carcinoma
Multicentricity No No Yes No Yes No No No Yes No Yes
Bilateralism No No Yes No Yes No No No No No No
Local Invasion No Yes Yes No Yes No Yes No No No Yes
m.&mmH (TNM) T1INOMO T1INOMO T2NOMO TINOMO  T1aN1bMO T1INOMO T2NOMO T2NOMO T2NOMO T2NOMO TIN1IMO
Surger TT + LN TT + LN TT + LN TT + LN TT + LN TT + LN TT + LN TT + LN TT + LN TT + LN TT + LN
gery dissection dissection dissection dissection dissection dissection dissection dissection dissection dissection dissection
Radioiodine Yes Yes
Ablation (mCu) Yes (311) Yes (199) Yes (118) Yes (113) Yes (28) Yes (100) Yes (300) Yes (100) Yes (100) (unknown)  (unknown)
Radiotherapy No No No No No No No No No No No
Disease Status 2 NED NED NED NED NED NED NED NED NED. NED NED

US, Ultrasound. PTC, Papillary-thyroid cancer. TT, Total thyroidectomy. LN, lymph node; NED, No Evidence of Disease. MNG, Multinodular Goiter. 1 Staging was based on the
tumor-node-metastasis (TNM) classification of the American Joint Committee on Cancer 2016. 2 Disease status was assessed based on follow-up cervical ultrasonography, radioiodine
scanning, and the stimulated serum thyroglobulin level.
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Figure 4. Knockdown of wild-type NOP53 reduces cell proliferation and clonogenicity: (a) Validation
of two different siRNAs (si#1 and si#2) targeting NOP53 gene expression in three different thyroid
cancer cell lines (TPC1, FTC133 and BCPAP) using qPCR; (b) Validation of two different siRNAs
(si#1 and si#2) targeting NOP53 protein expression in three different thyroid cancer cell lines (TPC1,
FTC133 and BCPAP) using Western blots. The total protein lysates used were 25 pg for TPC1 cell
line; and 30 pg for FTC133 and BCPAP cell lines. GAPDH and (-actin were used as an internal and
loading control for gPCR and Western blot, respectively; (c) Transient knockdown of NOP53 in three
different cell lines with two siRNAs significantly reduced cell proliferation compared to negative
control (scrambled), suggesting a proto-oncogenic function of NOP53; (d) Transient knockdown of
NOP53 in three different cell lines with two siRNAs significantly reduced cell clonogenicity compared
to negative control (scrambled), suggesting a proto-oncogenic function of NOP53. * indicates adjusted
p value < 0.05 compared to control. ** indicate adjusted p value < 0.01 compared to control. Error bars
indicate standard deviation.

3.3. Overexpression of NOP53 Increases Cell Proliferation and Clonogenicity

We investigated the effect of overexpression through transfection of wild type NOP53 gene and
the p. Asp31His variant in the three cell lines. We confirmed the overexpression by gPCR and Western
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blot (Figure 5, panels a,b). Overexpression of NOP53 significantly increased cell proliferation and
colony formation in all three cell lines, compared to the empty-vector control, supporting a growth
promoting role, which is consistent with the mentioned knockdown results (Figure 5, panels c,d).
However, we did not detect significant differences in cell proliferation and clonogenicity between
transfected NOP53 wild-type and transfected p. Asp31His variant, except in FTC133 and BCPAP cells
lines, where we observed more clones in transfected p. Asp31His cells.
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Figure 5. Effects of stable overexpression of NOP53 in three cell lines (TPC1, FTC133, BCPAP): (a)
Validation of stable overexpression of wild type (WT) and D31H mutant NOP53 in three cell lines
by qPCR; (b) Validation by Western blot. The lower band corresponds to the endogenous protein
expression, whereas the upper band represents the exogenous overexpressed protein. The total protein
lysates used were 25 ug for TPC1 cell line, and 30 pg for FTC133 and BCPAP cell lines. GAPDH
and B-actin were used as an internal and loading control for gPCR and Western blot, respectively; (c)
Overexpression of WT and D31H mutant NOP53 significantly increased the cell proliferation in thyroid
cancer cell lines compared to the vector control; (d) Overexpression of WT and D31H mutant NOP53
significantly increased the cell clonogenicity in thyroid cancer cell lines compared to the vector control.
* indicates adjusted p value < 0.05 compared to control. ** indicate adjusted p value < 0.01 compared to
control. Error bars indicate standard deviation.



Genes 2019, 10, 899 11 of 15

3.4. NOP53 Immunohistochemistry in Tumor Samples

We also analyzed NOP53 protein expression in tumor samples from the four affected family
members in Kindred 2 using immunohistochemistry, as described previously. We noted that the tumor
tissue from the samples showed more staining intensity and, therefore, higher expression of NOP53,
compared to adjacent normal thyroid tissue—e.g., cells located amongst thyroid follicles—and negative
controls (Figure 6, panels a-d). These findings suggest that NOP53 may be overexpressed in tumor
tissue of patients with FNMTC.

-%,_10" \
' . . ‘ 5
NOP53-RbAb
200x —— e

A s aon 200x

Negative
control

Negative
control

Tumor Adjacent Tumor Adjacent
normal tissue normal tissue

(a) (b)

NOP53-RbAb NOP53-RbAb [&
Negative Negative
control control

Adjacent
normal tissue

Tumor Adjacent
normal tissue

(c) (d)

Figure 6. Overexpression of NOP53 in tumors from patients with FNMTC. Panels A through D show

representative immunohistochemical staining for NOP53 in thyroid cancer samples from the four
affected members of Kindred 2: (a) Corresponds to Patient IIL.1.; (b) Patient II.2.; (c) Patient II1.2.; and
(d) Patient I.1. Each panel contains an inlet (zoom 10xX); two separate regions—from tumor tissue
and adjacent normal thyroid tissue—of higher magnification images (zoom 200x); and two higher
magnification images (zoom 200X) from a negative control specimen at a similar location. The top
left represents tumor staining with NOP53-RbAb, the top right shows adjacent normal tissue staining
with NOP53-RbAb, and the two bottom images are negative controls. We observed that the tumor
tissue showed a higher expression of NOP53 compared to the adjacent normal thyroid tissue in the
four patients studied.

4. Discussion

Several genes have been suggested to be implicated in non-syndromic FNMTC, however, until
now, the results have not been conclusive or reproducible in additional families or studies [6,21,22].
We selected a kindred with five FNMTC-affected members (Kindred 1) to perform WES. We focused
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on variants with a predictable effect on the protein, that segregated with all affected members of the
kindred, and was not present in spouse controls. We selected a population prevalence cut-off that
was higher than the usual (< 2%), because the frequencies described in the general population do not
always correlate with the real frequencies in our population, thus, we wanted to be more permissive
with this filtering step, in order to not rule out possible interesting variants. We rigorously checked
for each variant candidate, to find the real allele frequency in our control group. We also selected the
variants that were present in genes described before in the literature as involved in cancer, because
there were more chances they were implicated in thyroid cancer. Nevertheless, we cannot completely
exclude the potential of the discarded variants, that were not studied further in the development of
FNMTC. Establishing these filters makes the use of exome data biased, which would limit our study.

We only found the candidate variant ¢.91G > C; p. Asp31His in NOP53 gene to accomplish
every filtering criteria, and it was present in all affected members of three different families with
nonsyndromic FNMTC.

NOPS53 gene is located in 19q13.33. It encodes a nucleolar protein which is involved in ribosome
biogenesis [23]. It regulates the activation of p53/TP53 in response to ribosome biogenesis perturbation,
DNA damage and other stress conditions [24]. The participation of NOP53 in the maintenance of
nuclear morphology, chromosomal stability and mitotic integrity during nuclear division has been
described, suggesting that NOP53 expression may be a critical event in carcinogenesis [25]. It has
been theorized that NOP53 function depends on the cell type. Thus, several studies suggest that
NOP53 may have a tumor-suppressive function, since its expression was downregulated in renal cell
carcinomas, and brain and breast cancer [26]. In contrast, high NOP53 expression was associated
with poor prognosis in colon and esophageal cancers, suggestive of a growth-promoting or oncogenic
function [27]. Interestingly, it has already been reported that NOP53 (GLTSCR2) had higher expression
in aggressive follicular carcinomas than in non-aggressive ones [28]. Among its main related pathways
is PI3K/AKT signaling, and this pathway, together with the RAF/RAS/MEK/ERK signaling pathway,
are the most commonly activated in thyroid cancer, leading to cancer initiation and/or progression [29].

NOP53 gene is well conserved between different species, particularly the aspartic amino acid
at position 31 (Figure 3), suggesting that variants in that position may have a deleterious effect. In
addition, three “in silico” mutation algorithms—SIFT, PolyPhen-2, and mutation-taster—qualify this
variant as probably damaging. This change is described in the non-Finish European population in
ExAC and in The Genome Aggregation Database (gnomAD) v2.1 (non-cancer) with an allele frequency
of 1.8%, and all the subjects in our study were Southern European. In our 100 person control group the
variant appeared with an allele frequency of 1.5% (3/200). Hence, we have found an enrichment in
families with FNMTC, compared to the general population or our control sample; it was observed
in 6.7% of our families (3/45). Despite the high frequency of this variant in the general population,
we have demonstrated that it co-segregates in all affected members of the three families, and it is
not present in spouse controls. Furthermore, we calculated the likelihood of a random association
between this mutation and thyroid affected patients, when considering the three families together, to
be approximately 2 out of 1000 (1/512).

In our knockdown experiments (Figure 4, panels c, d), we observed that, when we knock down
NOP53, cell proliferation and clonogenicity clearly decrease, suggesting an oncogenic behaviour of
NOP53 in the three cell lines. In the overexpression experiments (Figure 5, panel c), we observed in the
three cell lines that the wild-type and the mutant proliferate significantly more than the control, without
significant differences between the wild-type and the mutant themselves. Thus, we hypothesize that,
more than the specific p. Asp31His variant, NOP53 may have an oncogenic role in thyroid cancer, and
that this variant could be a mild-oncogenic mutation that has little surplus mitogenic effect when this
gene is overexpressed. We should consider that not all the mutations present in a proto-oncogene are
highly oncogenic. It is well known that the p. Val804M RET mutation, present in heterozygosis in the
RET proto-oncogene, is rarely causative of medullary thyroid carcinoma, presenting high penetrance
only when it is present in homozygosis [30]. A similar situation has been recently reported, implying a
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mild gain-of-function mutation in the CaSR gene [31]. If we assume that the p. Asp31His mutation is a
mild gain-of-function mutation, it would only present its oncogenic potential if other genetic variants
are present, representing a risk factor for the development of FNMTC.

Moreover, our immunochemistry studies (Figure 6) showed that NOP53 was overexpressed in
tumor, as compared to adjacent normal tissue. In The Human Protein Atlas database [32], we found
that, for NOP53 (GLTSCR2), the immunohistochemical staining in normal thyroid gland is mainly
found in glandular cells, and with a medium antibody staining. By contrast, in our study, we observed
that the tumor tissue from the affected samples showed higher expression of NOP53 (intense staining),
compared to adjacent normal thyroid tissue.

Altogether, our functional studies are consistent with an oncogenic function of NOP53 in TPC1,
FTC133 and BCPAP cell lines. We hypothesize that the NOP53 gene could be involved in FNMTC,
with an oncogenic role when presented in association with other genetic events in a polygenic scenario,
and that p. Asp31His variant, and perhaps others in NOP53, may be mild mutations with no high
penetrance, acting as a risk factor for development of TC. For example, the penetrance of BRCA2
mutations in males is about 6% [33], therefore, it cannot be considered causative, but it multiplies the
risk of developing the neoplasm. We have to remember that in most hereditary cancers, the number of
high penetrance causative genes is usually only two or three—e.g., BRCA1 and BRCA2 in breast cancer,
or APC, MLH1 and MSH?2 in colon cancer—but many studies have tried unsuccessfully to discover
a causative gene with a high penetrance for FNMTC. This could be because it is mainly a polygenic
hereditary entity, and, in this context, it would be feasible that NOP53 has an oncogenic role in some
(but not all) families with FNMTC.

In conclusion, our findings suggest that NOP53 could be a candidate modifier locus for FNMTC,
although more studies are needed to deduce if the p. Asp31His variant or other variants are present in
more families affected with FNMTC, as well as the pathways in which NOP53 is involved in thyroid
cancer. We think that our findings are interesting, as they can open research of the potential oncogenic
role of NOP53 in FNMTC for the first time, improving our understanding of the genetic mechanisms
underlying this disease. However, we should consider that, as well as the NOP53 gene, other genes are
most likely involved in FNMTC.
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Abstract

To date, the genes involved in familial non-medullary thyroid cancer (FNMTC) remain poorly understood, with the exception of
syndromic cases of FNMTC. It has been proposed that germline mutations in telomere-related genes, such as POT1, described in
familial melanoma might also predispose individuals to thyroid cancer, requiring further research. We aimed to identify germline
mutations in POT! in selected FNMTC families (with at least three affected members) without a history of other cancers or other
features, and to describe the clinical characteristics of these families. Sequencing of the S'UTR and coding regions of POT1 was
performed in seven affected people (index cases) from seven families with FNMTC. In addition, we performed whole-exome
sequencing (WES) of DNA from 10 affected individuals belonging to four of these families. We did not find germline variants of
interest in POTI by Sanger sequencing or WES. We neither found putative causative mutations in genes previously described as
candidate genes for FNMTC in the 4 families studied by WES. In our study, no germline potentially pathogenic mutations were

detected in POT1, minimizing the possibilities that this gene could be substantially involved in non-syndromic FNMTC.

Keywords POT1 - Germline - Telomere - Familial non-medullary thyroid cancer

Introduction

Thyroid cancer (TC) is one of the most frequent cancers, and
its prevalence is increasing in the last years [1]. TC may orig-
inate from follicular or parafollicular cells, referred as non-
medullary thyroid carcinoma (NMTC) or medullary thyroid
carcinoma (MTC), respectively. A majority of thyroid cancer
cases (80-90%) originate from follicular cells, and 3-9% of
them present first-degree relatives with NMTC [2, 3].
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Familial non-medullary thyroid cancer (FNMTC) is de-
fined by the presence of thyroid cancer originating from fol-
licular cells in two or more first-degree relatives, in the ab-
sence of predisposing environmental factors. Five percent of
all FNMTC cases are syndromic and the susceptibility genes
involved in syndromic FNMTC are known: APC in familial
adenomatous polyposis (MIM: 175100), PTEN in Cowden’s
disease (MIM: 158350), PRKARIA in Carney complex type 1
(MIM: 160980), WRN in Werner’s syndrome (MIM: 277700),

Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Raras
(CIBERER), Instituto de Salud Carlos I1I (ISCIII),
28029 Madrid, Spain

Department of Endocrinology and Nutrition, Germans Trias i Pujol
Health Science Research Institute and Hospital, Universitat
Autonoma de Barcelona, 08196 Badalona, Spain

Faculty of Medicine, University of Barcelona,
08007 Barcelona, Spain

Centro de Investigacion Biomédica en Diabetes y Enfermedades
Metabolicas Asociadas (CIBERDEM), Instituto de Salud Carlos 111
(ISCTII), 28029 Madrid, Spain

@ Springer



HORM CANC

and DICER] in the DICERI syndrome (MIM: 606241) [4].
However, most cases of FNMTC (95%) are non-syndromic
and the genetic causes are still unknown [5]. Thus far, differ-
ent strategies have been carried out in order to find out the
genes involved in the development of FNMTC: linkage [6, 7],
GWAS [8], and next-generation sequencing studies [9, 10].
Several candidate regions such as PRN (1q21), NMTC1
(2921), FTEN (8p23), MNG1 (14q32), and TCO (19p13.2),
as well as candidate genes like SRGAPI, NKX2, FOXEI,
HABP2, or MAP2KS5, have been suggested, but none clearly
validated as causative of FNMTC [11-13].

It has long been known that somatic mutations in the TERT
promotor gene are involved in the development of TC [14],
suggesting that genes associated with, or taking part of the
telomerase complex, could be involved in the development
of non-syndromic FNMTC. Some studies have already been
carried out in TC, e.g., TERC gene [15], showing no germline
mutations in this gene.

POTI (protection of telomeres 1) gene is located in chro-
mosome 7 and it is a member of the shelterin complex,
encoding a nuclear protein involved in telomere maintenance.
Germline variants in POTI have been described mainly not
only in families with melanoma [16], but also in familial gli-
omas and Li-Fraumeni-like familial cancer syndromes [17,
18]. Recently, it has been suggested that germline mutations
in POT1 gene could be implicated in TC, specifically the new
variant p.(Lys90Glu) of POT! identified by whole-exome se-
quencing (WES) in a family with multiple family members
affected with melanoma as well as thyroid, kidney, and breast
cancers [19]. In another family with melanoma, a case of TC
has been recently reported in an individual with the
p-(Ile78Thr) mutation [20]. On the other hand, it has been
described that the spectrum of cancers caused by mutations
in the POT1 gene is more diverse than it seemed at first [21].
Therefore, with the purpose of reinforcing or not if TC is part
of the mutational POT! phenotype spectrum, it would be in-
teresting to know if mutations in these gene could lead to non-
syndromic FNMTC. In order to elucidate this possibility, we
analyzed the POT1 gene in seven selected families, each of
them with three or more affected cases to minimize the possi-
bility that thyroid cancer could have been due to chance in
these families.

Methods
Patients

We designed a multicentric study in Spain to collect blood
specimens (15 ml of whole blood in potassium EDTA tubes),
and clinical data from families with at least three first-degree
relatives affected with NMTC, confirmed by histology, with-
out history of other malignancies, and without clinical

@ Springer

characteristics suggestive of syndromic FNMTC. We obtained
blood samples and clinical data from the affected individuals
belonging to seven families with non-syndromic FNMTC,
from seven hospitals in Spain (Fig. 1). Patients gave written
informed consent before undergoing evaluation and testing.

DNA Extraction and Gene Sequencing

Genomic DNA was extracted from peripheral blood samples
using conventional salt-precipitation protocol. The whole cod-
ing region and 5'UTR regions of POT1 gene (NM_015450.2),
as well as intron-exon boundaries, were studied.

PCR followed by Sanger sequencing was performed. PCR
conditions were as follows: denaturation at 95 °C for 5 min,
10 cycles (95 °C for 1 min, 65-60 °C for 1 min, 72 °C for
1 min), followed by 25 cycles (95 °C for 1 min, 55 °C for
1 min, 72 °C for 1 min), and extension at 72 °C (10 min).
Sanger sequencing was performed using universal M13
primers by GENEWIZ (Takeley, UK). Sequences were ana-
lyzed using the SeqPilot 4.0.1 software (JSI Medical Systems,
Ettenheim, Germany). POTI sequencing was performed in
seven affected individuals (the index cases) from seven differ-
ent pedigrees with FNMTC.

Exome Capture and Next-Generation Sequencing

Whole-exome sequencing (WES) was performed in 10 affect-
ed individuals (marked with an asterisk in Fig. 1) from the first
four families we recruited (kindreds 1, 2, 3, and 4).

The DNA library was prepared using the SureSelect exon
v5-post kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) that
enables the capture of target sequence of exonic regions in the
human genome. The libraries were sequenced using the
[lumina HiSeq 2000 sequencer (Macrogene, Seoul, South
Korea) with 101-base pair (bp) average read length.

Results
Families

Regarding the whole data (Table 1) for the 7 pedigrees (in
total, 24 FNMTC-affected members), their median age at di-
agnosis was 41 years (range 23-61 years), 54% female.
Twenty out of 24 (83%) patients presented classic papillary
thyroid cancer (PTC), and 17% follicular variant PTC. Tumor
multifocality was present in 46% of cases and not present in
37% (in the remaining 17%, we did not have this data). In
total, 29% of tumors were bilateral (46% unilateral) and 37%
of tumors presented gross extrathyroidal extension and local
invasion. Lymph node metastasis was found in 10 cases
(41.6%), and distant metastasis was present in 2 cases
(8.3%). One of the patients with distant metastasis died of
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Fig. 1 Families with non-
syndromic FNMTC recruited.
Index cases are indicated with
black arrows. Asterisk: Affected ' 1 2
individuals where the WES was

performed. Gray circles: Patients

affected with thyroid cancer I 1 2

Family 1

s
O

I 1 2 73
i 51 i;/

thyroid cancer. All patients received radioactive iodine thera-
py (range 30—450 mCi), and to date 29% presented recur-
rences and persistence of the disease.

POT1 Analysis

None of the seven index members from FNMTC was found to
be a carrier of POT] mutations that could be interpreted as
causative of TC or other neoplasia. During the analysis, only
the following well-known benign changes were found:
rs6959712, rs6977407, rs7794637, rs3815221, and
rs142780416. All of them are located in intronic regions.

Whole-Exome Sequencing

Confirming the previously described sequencing results, none
ofthe 10 subjects studied by WES was found to be a carrier of
germline POT] mutations. In addition, we looked for muta-
tions in other genes related to FNMTC. According to the lit-
erature, we examined genes responsible for syndromic
FNMTC (APC, PTEN, WRN, DICERI, and PRKARIA),
rearranged genes (NTRK, PPARG), genes involved in DNA
repair (XRCC1, XRCC3, ATM), or in the development of the
thyroid gland (PAXS, JAGI, CDC42, GSTM1, GSTT1,
SRGAPI, TERT, THRB, AKTI, SEC23B, ESR2, NKX2,
TBL1X), genes previously described that may predispose to

Family 2

[ 57@2

I 1 2 3
I d) 1
~

Family 7

non-syndromic FNMTC (HABP2, TTF1, THADA, SEC23B,
FOXEI, KLLN, MAP2KS5, CHEK?2, MYH9, SRRM?), proto-
oncogenes (RET, MET, KIT, MERTK), and genes with somatic
mutations in TC (BRAF, NRAS, TP53, CDKN2A, ALK,
ATF4). We did not find any genetic variant that could be
considered causative of thyroid cancer.

Discussion

Regarding the rising incidence of TC in general, and familial
TC in particular, there is an unmet need to identify the genetic
risk factors associated with this disease. Many studies have
been carried out in order to identify susceptibility genes in-
volved in non-syndromic FNMTC. Numerous reports have
found private mutations in specific genes in isolated families,
suggesting them to be causative of FNMTC [22], but none of
them has been validated across different research articles [23].

TC and melanoma are in a way genetically connected cancers
since they share some features: both can be triggered by environ-
mental factors such as radiation or ultraviolet exposure, suggest-
ing that DNA repair genes may be involved in their pathophys-
iology [24]. Furthermore, the elevation of TC risk in patients
with melanoma has been described [25], and both are observed
in a syndrome such as PTEN hamartomatous tumor syndrome
(Cowden disease). Interestingly, like melanoma, TC often
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Table 1 Clinical characteristics, pathological findings, and outcome of 7 families with FNMTC (members according to Fig. 1)

Family Member Age (years)/sex Disease presentation Type  Tumor multifocality Bilaterality Gross ETE LN Distant M1 Outcome

1 1.2. 26/F Unknown CPTC No No Yes No No Unknown
IL1. 29/F Nodule CPTC UK UK UK No No Remission
1L.2. 31/F Nodule CPTC Yes Yes No No No Persistence

2 1L.2. 53/F Multinodular goiter CPTC No No No No No Remission
1L.3. 57M Multinodular goiter ~CPTC No No Yes No No Remission
1L.4. S1/F Multinodular goiter CPTC Yes Yes Yes No No Remission
1L5. 50/F Multinodular goiter CPTC No No No No No Remission
1L 1. 36/M screening CPTC Yes Yes Yes Yes No Remission

3 1L.2. 48/M Nodule CPTC Yes No No UK No Remission
1L.3. 41/F Nodule CPTC No No Yes Yes No Persistence
1L 1. 23/M Nodule FPTC UK UK UK UK No Remission

4 II.1. 55M Adenopathy CPTC UK UK UK Yes No Remission
11.2. 61/H Adenopathy CPTC UK UK UK Yes Yes Exitus
1I.1. 37/F Nodule CPTC Yes No UK Yes No Persistence

5 1L.2. 37/F Nodule CPTC No No Yes No No Remission
1L.3. 41/F Nodule FPTC No No No No No Remission
1L 1. 24/M Screening CPTC Yes No No No No Remission
1I1.2. 30/M Nodule FPTC No No No No No Remission

6 1L1. 29/M Nodule CPTC Yes UK Yes Yes No Persistence
1L.2. 45/F Nodule CPTC Yes Yes Yes Yes No Remission
1L.3. 43/M Nodule FPTC No No Yes No No Remission

7 1.2. 46/F Multinodular goiter CPTC Yes Yes No Yes No Persistence
1.3. 45/M Adenopathy CPTC Yes Yes No Yes Yes Persistence
1L1. 36/M Nodule CPTC Yes Yes No Yes No Remission

F, female; M, male; CPTC, classic papillary thyroid cancer; FPTC, follicular variant papillary thyroid cancer; ETE; extrathyroidal extension; LN, lymph

node metastasis; M1, metastasis; UK, unknown

harbors somatic promotor mutations in the 7ERT gene [26] or the
p-Val600Glu mutation in the BRAF gene, both being important
events in TC progression [27]. Moreover, it has been suggested
that genes involved in telomere maintenance that predispose to
develop melanomas may also be implicated in TC, as it has been
described that patients with FNMTC have shorter telomeres,
compared with unaffected family members, sporadic cases, and
healthy controls [28]. He et al. [29] investigated the gene copy
number and mRNA expression of different genes involved in
telomere maintenance (POT! gene included) in 13 patients from
six families with FNMTC observing no significant differences.
Cantara et al. [15] studied POT1 and RAPI genes by DHPLC in
66 patients from 38 families, implying that the majority of fam-
ilies had only two affected cases. Although they did not detect
mutations in POT1, we consider it was not strong enough to rule
out the implication of POT! as a gene implied in hereditary TC
because the analysis was done by DHPLC and the study was
carried out mostly in families with only two cases. Given the
high prevalence of TC in the general population, Charkes [30]
estimated that about 62% of families with two cases affected by
FNMTC can be phenocopies (two sporadic cases associated by
chance); therefore, only 38% would be truly hereditary.

@ Springer

However, if there are three affected cases, the probability of being
hereditary rises to 96%. Consequently, we designed this
multicentric study to analyze in selected FNMTC families (with
3 or more affected patients/family, and without any feature that
made us suspect a well-known syndromic FNMTC) if the POT
gene could be a putative susceptibility gene for non-syndromic
FNMTC. Our enrolled families are representative of non-
syndromic FNMTC, with a very high probability of being he-
reditary, not only because of the important number of affected
members, but also because they present similar clinical charac-
teristics, as described before for other families with FNMTC,
especially those with 3 or more affected members [31]: early
age at diagnosis, lower female predominance, more tumor
multifocality, more lymph node metastasis, and tumor aggres-
siveness and recurrence.

We performed WES analysis in four families and Sanger
sequencing in the seven families. WES does not cover all the
regions of POTI gene (e.g., S'UTR regions or large intron-
exon boundaries). On the other hand, WES analysis provided
us complementary information, since it allowed us to rule out
the presence of pathogenic mutations in other genes previous-
ly described as implicated in FNMTC.
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In our study, no germline potentially pathogenic mutations
were detected in POTI gene in seven families with FNMTC.

We did not find putative causative mutations in genes pre-
viously described as candidate genes for FNMTC in the four
families studied by WES.

A limitation of the study is the relatively small number
of families. However, it is difficult to recruit families with
more than two members affected with NMTC, even with a
multicentric collaboration. In fact, most scientific articles
on this topic include a limited number of families ana-
lyzed, unless they include families with two affected
members [15, 29].

In the multiple studies searching for causative genes of
FNMTC in the literature, no reproducible results have been
found. We hypothesize that FNMTC may be mainly a poly-
genic hereditary entity. This scenario would make it diffi-
cult to find a common link among the different affected
families. Indeed, part of the families included in this study
were included in a previous paper [32], where we suggest
that non-syndromic FNMTC may be due to multiple muta-
tions acting as risk alleles and modifier locus for FNMTC,
in contrast with most hereditary cancers, in which only 2 or
3 high-penetrance causative genes have been described.

In conclusion, the absence of germline POT/ mutations in
our set of TC families studied here does not completely ex-
clude the possibility that POT1 mutations may be associated
with an increased TC risk as part of the wide spectrum of
POTI cancers. However, our results minimize the chances
of POTI being a TC predisposition gene that would manifest
itself in non-syndromic TC families.
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DISCUSION

1. Seleccion de familias con FNMTC

El paso inicial y fundamental para indagar las causas genéticas del FNMTC, es una
adecuada seleccién de familias. Como se ha comentado a lo largo de la presente tesis
doctoral, dada la relativamente alta prevalencia del cancer no medular de tiroides
esporadico, resulta de vital importancia discriminar las familias en las que se sospecha
un verdadero componente hereditario. En aquellas familias de tres miembros afectos,
la probabilidad de que sea realmente hereditario seria de en torno al 96%. Sin
embargo, en las de dos miembros se reduce tan solo a un 38% (15). Precisamente por
ello, recientemente se plantea el cambio de definicion del FNMTC (76), que nos parece
acertado: Considerar FNMTC cuando haya presencia de esta neoplasia en tres o mas
familiares de primer grado. Por eso, en nuestros dos articulos originales el punto de
partida de nuestra investigacion fueron las familias mas numerosas que pudimos
reclutar. En otra revision reciente (77), se pone en relieve que la definiciéon de cancer
familiar es diferente atendiendo al tipo de neoplasia, y que sugieren que en el caso del
FNMTC incluso mas que el numero de miembros afectos pesarian criterios como la
edad al diagndstico y la existencia de anticipacién en la generacion sucesiva. Por tanto,

incluso la definicion del FNMTC es motivo de controversia a dia de hoy.

En el original 1, partimos del estudio del exoma de una familia de cinco miembros
afectos, y las posibles variantes candidatas seleccionadas fueron investigadas en las

restantes familias de dos o mas miembros.

En el original 2, descartamos la presencia de mutaciones en linea germinal en POT1 en

los casos indice de siete familias de al menos 3 miembros afectos.

Por todo, consideramos que estas familias seleccionadas de 3 o0 mas miembros afectos
son representativas del FNMTC, con lo que los genes descritos y posteriormente
estudiados en el resto de familias aportan datos interesantes para el estudio genético

del cancer de tiroides.
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2. Caracteristicas clinicas de las familias con FNMTC

Las familias reclutadas en el presente proyecto son una buena representacion del
FNMTC, no solo por el nimero de miembros afectos, sino también por sus
caracteristicas clinicas, similares a las descritas en otras publicaciones (16,19). Las
familias con FNMTC tienen una edad al diagndstico de cdncer de tiroides menor que
los casos esporadicos, al igual que en el resto de canceres hereditarios. Ademas,
también observamos anticipacion, al igual que en publicaciones previas (17). En
nuestras familias con relaciéon paterno-filial, la edad al diagndstico de los hijos era
llamativamente menor (media 32 afos) a la de sus padres (media 51 afios).
Probablemente esto se debe a varios factores. Por un lado, se deberia al aumento en la
incidencia del cancer de tiroides, motivado en parte por el mayor diagndstico en
contexto de pruebas de imagen realizadas por otros motivos, en una sociedad con
superior acceso al sistema sanitario. Por otro lado, también contribuiria el posible
mayor seguimiento de los familiares de pacientes con cancer de tiroides, en ocasiones
sometidos a screening de la patologia, y que por lo general presentan una mayor
preocupacion por su salud tiroidea. De todos modos, cabe resaltar que en nuestra
muestra solo en 3 casos de las 15 familias (justamente las de >3 miembros afectos), el
diagnédstico del miembro de segunda generacién fue en contexto de realizacién de
ecografia de tiroides por screening familiar. De hecho, la segunda generacién fue
diagnosticada en promedio 6,6 afios mas tarde que la primera generacion (rango 0-24
afos), lo que sugiere aun mas la presencia de un fendmeno de anticipacién:
Transcurren unos afios desde que se diagnostica de CDT a los padres hasta que
aparece el nédulo tiroideo/BMN en los hijos y se diagnostican de CDT. Aunque llama la
atencion una diferencia de edad al diagndstico tan amplia entre padres e hijos (19 afios
en promedio), los sesgos mencionados hacen que no podamos afirmar si
efectivamente en la segunda generacién el FNMTC seria mas precoz y agresivo. En
realidad, no pudimos demostrar otras diferencias significativas en cuanto a
caracteristicas histopatolégicas u otras, probablemente debido al pequefio tamafio

muestral.

Focalizando nuestro anadlisis en las familias de tres o mas miembros afectos,

observamos mayor tendencia a multifocalidad, bilateralidad, recurrencia y metdstasis
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ganglionares que en las de solo dos miembros. Sin embargo, solo pudimos demostrar
diferencias significativas en cuanto a la invasién local, asi como a la necesidad de
mayores dosis de radioyodo en las familias de tres o mds miembros afectos. Esto va en
consonancia con la literatura, que sugiere mayor agresividad tumoral en las familias de
al menos tres miembros (19,20). Sin embargo, la mayoria de los estudios se basan en
analisis retrospectivos y con escaso tamafio muestral, como ocurre en el nuestro. Es
por ello que se precisan estudios prospectivos que permitan aclarar cuestiones como
la utilidad del cribado familiar, asi como determinar el mejor abordaje diagndstico y
terapéutico en estos pacientes. Quedan muchas cuestiones por despejar, tales como:
¢éA quiénes y como debemos realizar el screening familiar? éCuando debemos
puncionar los nddulos tiroideos, en caso de haber antecedentes familiares de CDT?
é¢Debemos practicar tiroidectomia total aunque se trate de nddulos tiroideos unicos
infracentimétricos? ¢Es recomendable el vaciamiento ganglionar profilactico? ¢Se
deben administrar dosis mas altas de radioyodo si existen antecedentes familiares de
CDT? También conviene dilucidar si la persistencia y recurrencia de la enfermedad en
estos pacientes es diferente a la de los pacientes con CDT esporadico, lo que cambiaria
su manejo. Parece menos Util analizar posibles diferencias en la supervivencia, que

serian muy dificiles de encontrar dado el buen prondstico del CDT en general.

Por todo, y en la misma linea de lo que se comentd anteriormente, nuevamente
parece mejor priorizar la homogeneidad y calidad de las familias reclutadas, vy
centrarse en las de al menos tres miembros afectos, para intentar dar respuesta a

todas estas cuestiones todavia abiertas en futuras investigaciones.

3. Genes de susceptibilidad al FNMTC

El FNMTC representa el 3-9% de los CDT (7), que a su vez son la neoplasia endocrina
mas frecuente. Con este proyecto, pretendimos aplicar metodologia recientemente
incorporada al campo de la genética y biologia molecular, para avanzar en el
conocimiento de las bases genéticas del FNMTC no sindrémico. La identificacion de
factores genéticos de predisposicién abriria la puerta no solo a la identificacién de

portadores y no portadores y al consejo genético, sino también a la caracterizacion de
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vias de seializacidn celular implicadas en este tipo cancer hereditario y quizas también

en el esporadico.

Primeramente, investigamos la presencia de variantes en genes descritos en la
literatura como de susceptibilidad al FNMTC. Como se ha desarrollado en el apartado
de resultados, no replicamos los hallazgos de estudios previos ni pudimos corroborar
que alguno de esos genes relatados previamente estuvieran implicados en el

desarrollo de FNMTC en nuestras familias.

A continuacién, centramos nuestros esfuerzos en el estudio de dos genes: Un potencial
candidato descrito recientemente en un articulo cientifico (POT1); y un gen dibujado
por primera vez como posiblemente involucrado en el FNMTC, fruto de la presente

tesis doctoral (NOP53).

3.1.POT1 (Protection of telomeres 1)

POT1 estd ubicado en el cromosoma 7, y codifica una proteina nucleolar implicada en
el mantenimiento de los teldmeros. Nos propusimos profundizar mas en el

conocimiento de dicho gen por diversos motivos.

En primer lugar, se sospecha que los genes del complejo telémero-telomerasa, dentro
del cual se incluiria POT1, podrian estar implicados en el desarrollo del FNMTC no
sindrémico. Existen varios genes implicados en el mantenimiento de los telémeros,
tales como TERT, o los genes del complejo shelterina (POT1, RAP1, TIN2, TPP1, TRF1y
TRF2) (57). Mutaciones somdticas en TERT, como hemos mencionado en la
introduccién, juegan un papel importante en el desarrollo del cancer de tiroides,
suponiendo un importante factor de mal prondstico en el CDT (78). De hecho, la
expresion de TERT es un marcador de transformaciéon maligna, pues no hay evidencia
de que se detecte en tumores benignos (58). Sin embargo, no se han encontrado
mutaciones en linea germinal en TERT causantes de CDT (57). Si se ha descrito que los
pacientes con FNMTC tienen los teldmeros mas cortos que sus familiares no afectos,
los controles sanos o casos esporadicos (59), aunque estos hallazgos no se han

corroborado en otros estudios (61, 62). Tampoco se han observado diferencias en el
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numero de copias ni en la expresion de diversos genes del complejo telémero-
telomerasa en seis familias con FNMTC (63). Por todo, la literatura todavia es poco

consistente y es un campo abierto a la investigacion.

En segundo lugar, se han descrito mutaciones germinales en POT1 en varias patologias
oncoldgicas (79), fundamentalmente en melanomas (80). En nifios que han sobrevivido
a un cancer, se ha descubierto una variante intrdnica en POT1 asociada al desarrollo de
CDT (81). También se ha identificado la variante p.(Lys90Glu) de POT1 en una familia
con multiples miembros afectados con melanoma y cancer de tiroides, riién y mama
(74). En otra familia con melanoma, se ha informado recientemente de un caso de CDT
en un individuo con la mutacion p. (Ile78Thr) (82). Por ultimo, Srivastava et al. (83)
describieron la variante p.V29L en POT1, que ocasionaba disfuncidn de los telémeros,

en una familia con FNMTC sin otras neoplasias.

Cabe destacar que el melanoma y el cancer de tiroides comparten varios rasgos que
nos hacen sospechar que puedan tener una fisiopatologia similar. Asi, ambos pueden
estar precipitados por la exposicién a radiaciones ionizantes, lo que hace pensar que
podrian estar implicados en su etiologia genes reparadores de DNA. Ademads, otros
genes tales como BRAF o el ya citado TERT juegan papeles clave en ambos procesos
oncoldgicos tal y como se ha descrito en numerosas publicaciones (84). Por otro lado,
se ha descrito un aumento de la incidencia de CDT en pacientes con melanoma (85); y
ambas patologias se presentan asimismo en el sindrome de Cowden, originado por

mutaciones en PTEN (8).

En realidad, existe una interrelacidn entre los dos puntos que acabamos de mencionar,
pues se ha visto que mutaciones en proteinas involucradas en la reparacién del DNA
resultaban en disfuncion de los teldmeros e inestabilidad cromosdémica,
confirmandose la presencia de lazos estrechos entre el mantenimiento de los

teldmeros y los mecanismos de reparacién del DNA (86).

En tercer y ultimo lugar, aunque ya se han llevado estudios de POT1 en familias con
FNMTC, ninguno ha sido aplicando nuestra metodologia: He et al. (63) reclutaron 13
pacientes afectos procedentes de 6 familias con FNMTC y analizaron varios genes

implicados en el mantenimiento de los telémeros (incluido POT1). Aunque detectaron
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gue estas personas tenian una longitud de los teldmeros relativa mas corta que los
miembros no afectos de las familias, no encontraron diferencias en el nimero de
copias ni en la expresion de ARN mensajero de dichos genes. Cantara et al. (57)
también estudiaron POT1 y otros genes, en esta ocasiéon en un nimero mayor de
familias (66 afectos procedentes de 38 familias con FNMTC), pero mediante
Cromatografia Liquida Desnaturalizante de Alto Rendimiento (DHPLC), técnica inferior

para detectar mutaciones a la secuenciacion directa de Sanger, el gold standard.

A diferencia de estas publicaciones, nosotros hemos seleccionado familias con al
menos 3 miembros afectos, con mas probabilidades de tratarse de verdaderos casos
hereditarios. Ademds, hemos secuenciado completamente el gen POT1 mediante
Sanger, el gold standard, incluyendo ademas regiones como las 5-UTR que la WES no

cubriria.

Por todo ello, analizamos POT1 en siete familias con FNMTC y sin otras patologias
neopldsicas, sin encontrar mutaciones que pudieran considerarse asociadas al
desarrollo del cancer de tiroides. Nuestros resultados reducen las posibilidades de que
POT1 sea un gen de predisposicion al FNMTC por si mismo, aunque no puede
descartarse por completo. Como hemos visto repetidamente a lo largo de esta tesis
doctoral, las variantes en genes candidatos a ser causantes de FNMTC se han hallado
exclusivamente en familias aisladas, y de manera no consistente en otras familias.
Quiza porque en el fondo no son genes causantes, sino predisponentes o factores de
riesgo para desarrolar el FNMTC. Asi, mutaciones en POT1 podrian predisponer o
incrementar el riesgo de cancer de tiroides dentro de un amplio espectro de otras

neoplasias.

Por otro lado, en el mundo de la investigacién es complicado encontrar publicaciones
de resultados negativos, a pesar de que también incrementan nuestro conocimiento.
Un articulo recomendable y que nos hizo meditar en ello y nos empujé a publicar el
original 2 fue “The need for reporting negative results —a 90 year update” (87). Aparte
de los estudios mencionados, no hemos identificado otros articulos que descarten

especificamente la presencia de mutaciones en POT1 en familias con FNMTC.
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3.2. NOP53 (NOP53 Ribosome Biogenesis Factor)

NOP53, también conocido como GLTSCR2 o PICT-1, esta localizado en el cromosoma
19g13.33 y codifica una proteina nucleolar implicada en la biogénesis ribosémica. Se
sabe que el nucleolo es una estructura celular muy importante: Situado en el nucleo,
su funcién es la formacién de los ribosomas, y estd implicado en la regulacion del ciclo
celular y la estabilidad cromosémica. Por tanto, la disrregulacion de proteinas
nucleolares se asocia con patologias como el cancer (88). NOP53 podria participar en
estas funciones nucleolares, y por tanto constituir un paso critico en la carcinogénesis
(89). En efecto, se ha visto que NOP53 actuaria regulando la activacidon del gen

supresor tumoral p53 (90).

Ademas, se ha descrito que NOP53 estd implicado en la via de sefializacion PI3K/AKT,
que es una de las mds importantes en cdncer de tiroides, junto con la via de
RAF/RAS/MEK/ERK/MAPK (91). Es conocido que mutaciones somaticas que conducen a
la activacion de la via MAPK y de la via PI3K / AKT son comunes en los canceres de
tiroides agresivos, como en los CDT metastasicos o recurrentes (92). Por ejemplo, la
conocida mutacion V600E en BRAF en el CPT conduce a una activacién constitutiva de
la via de las MAPK (93) y se relaciona con caracteristicas clinico-patolégicas mds
agresivas. Y como hemos mencionado, se sospecha que el FNMTC podria ser una
entidad mds agresiva que el CDT esporadico, y una hipodtesis plausible seria que sus

bases genéticas podrian diferir de algin modo del CDT esporadico.

En un estudio de 5 familias con FNMTC mediante WES, hallaron variantes de interés en
210 genes, seleccionando 31 variantes por encontrarse en genes relacionados con el
cancer o con el metabolismo de la tiroides, tales como los mencionados RET, CHEK?2,
POT1 y otros. Observaron que gran parte de estos genes “finalistas” estaban
relacionados con vias de sefializacién tumoral mediadas por receptores de tirosin
kinasa (94). Sin embargo, ninguna variante fue encontrada en mas de una familia. Los
autores concluyen que la via de sefializacion PI3K/AKT y MAPK/ERK jugarian un papel

fundamental en el desarrollo de FNMTC, y animan a realizar estudios funcionales con
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los posibles genes candidatos que ellos proponen. Posteriormente, en un estudio de
una familia con 3 miembros con FNTMC mediante NGS, se descubrieron tres genes de
susceptibilidad (PIK3CB, CAV2, y KANK1) relacionados también con la tumorogénesis a
través de la via de PI3K/AKT (95). De manera relevante, Chen et al. (96), reportaron
que NOP53 condicionaba una inactivacion de la via de AKT en células humanas de
glioblastoma y de cdncer de mama, de forma independiente a la disrupcidn nucleolar y
de p53, promoviendo la autofagia celular. Defienden ademds que la autofagia celular
podria condicionar tanto apoptosis como supervivencia de las células neoplasicas,

dependiendo del tipo celular y las condiciones especificas.

Recordemos ademas que el gen supresor tumoral PTEN es el principal freno de la via
PI3K/AKT; y que NOP53 fue descrito inicialmente como un gen que interactuaba con
PTEN estabilizando la proteina PTEN (97,98). Precisamente, una de las principales
manifestaciones del Sindrome de Cowden, causado por mutaciones en linea germinal

de PTEN, es el FNMTC sindromico.

Por otra parte, y enlazando con lo comentado en el apartado anterior, el CDT, al igual
que el melanoma, es un cdncer sensible a la radiacién. Se ha descrito que PTEN vy sus
mecanismos reguladores (como NOP53) podrian estar implicados en el desarrollo de
patologias cutaneas relacionadas con la radiacién UVA. Concretamente, se observé un
papel protector de NOP53 para el desarrollo de queratosis seborreica (99). Ademas, el
mismo grupo demostré que NOP53 regulaba positivamente el gen TERT en células
humanas de adenocarcinoma hepatico (SK-Hep-1); y que la proteina NOP53 inducia la
actividad de la telomerasa, siendo los altos niveles de telomerasa una caracteristica
propia de las células neopldsicas (100). Asi, concluyeron que otra de las funciones de
NOP53 seria la de codificar una proteina de respuesta al dafio del DNA encargada de
mantener la estabilidad cromosémica a través de la regulacién de la telomerasa. Cabe
sefialar, ademads, que las mutaciones en el promotor de TERT son mas prevalentes en
los CDT portadores de la mutacidn BRAF V600E, potencidndose el mal prondstico en

las lesiones que presentan ambas mutaciones (101,102).
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En conclusidn, segun la bibliografia, las mutaciones en NOP53 podrian estar implicadas
en la carcinogénesis bien por la via de p53, o por la via de PI3K/AKT —regulada por
PTEN- o por su interaccién con TERT y una desregulacion de la actividad de la
telomerasa. Todos estos mecanismos han sido descritos, igualmente, en Ia
fisiopatologia del cancer de tiroides. En cuanto a la funcién oncogénica o supresora
tumoral de NOP53, se hipotetiza que podria depender del tipo celular: Su expresién se
ha visto regulada negativamente en carcinomas de células renales, de mama,
cerebrales o de endometrio, sugiriendo una funcidn supresora tumoral en la mayoria
de estudios (103-105). Por el contrario, la sobreexpresion de NOP53 en cdanceres
digestivos (colon, eséfago), se ha asociado con peor prondstico, yendo a favor de un

comportamiento tipico de oncogen (106).

En el presente proyecto de tesis doctoral, hemos identificado la variante Asp31His
(rs78530808) en NOP53, que cosegregaba en todos los miembros afectos de tres
familias con 5, 4 y 2 miembros afectos de CDT respectivamente, y no estaba presente
en los familiares sanos. Por todo lo expuesto, NOP53 seria un buen candidato a
condicionar susceptibilidad al desarrollo de FNMTC. Ademas, el aminoacido aspartico
en la posicién 31 en NOP53 esta bien conservado en las diferentes especies, lo que
sugiere que las variantes en esa posicion pueden tener un efecto patogénico. En la
misma linea de pensamiento, tres programas de prediccion "in silico" (SIFT, PolyPhen-2
y mutation taster) consideran esta variante como probablemente patogénica. Se trata
de una variante descrita con una MAF del 1,8% en poblacién europea no finlandesa,
segln las bases de datos de ExXAC y The Genome Aggregation Database (gnomAD)
(75,107). La MAF para esta variante en otras etnias es del 3,9% en el sur de Asia, 3,4%
en Europa (poblacién finlandesa), 1% en el este de Asia, 0,8% en Africa, 0,6% en judios
y 0,6% en poblacion Latina. Todos los sujetos en nuestro estudio eran del sur de
Europa (MAF 1,8%). Nosotros la encontramos presente en el 1,5% de nuestra
poblacion control (la detectamos en 3 alelos de 100 personas analizadas). Si bien es
una variante relativamente frecuente en la poblacién, llama la atencién su presencia
en el 5,9% de las familias reclutadas (3/51). Ademas, si calculamos las posibilidades de
gue todos los miembros afectos de esas familias presenten la variante debido al azar,

la probabilidad es de aproximadamente el 2 %o (1/512).
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Con la finalidad de comprobar el papel patogénico de NOP53 desarrollamos estudios

de funcionalidad en lineas celulares de cancer de tiroides (original 1):

En los estudios de knockdown de NOP53, objetivamos una menor proliferaciéon y
formacién de clones en las tres lineas celulares de cancer de tiroides analizadas en
comparacion con los controles, sugiriendo una funciéon protooncogénica de NOP53.
Otros autores demostraron que cuando procedian al knockdown de NOP53 en células
Hela (derivadas de cérvix), se producian defectos en la mitosis y en la citocinesis,
incrementando el nimero de células con morfologia andmala y provocando retrasos

en la mitosis (89).

En los estudios de sobreexpresiéon de NOP53, observamos todo lo contrario: Mayor
proliferacién y clonogenicidad. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre
las células con sobreexpresiéon de NOP53 wild type (con su secuencia original) versus
las células con sobreexpresiéon de NOP53 mutante (con la variante p.Asp31His). Por
eso, nuestra hipoétesis seria que el propio gen NOP53 tendria un papel oncogénico en
el FNMTC, y que la variante especifica p.Asp31His podria ser una mutacién con un
efecto oncogénico poco significativo cuando ya estd sobreexpresado NOP53. Cabe
mencionar un estudio previo en el que también se observé mayor expresién de NOP53
en carcinomas foliculares agresivos (108). De hecho, si revisamos la literatura,
deducimos que no todas las mutaciones presentes en un protooncogen son altamente
oncogénicas: Por ejemplo, la mutacion p.Val804Met en RET, cuando esta presente en
heterocigosis, rara vez es causante del CMT. Por el contrario, si presenta alta

penetrancia cuando esta en homocigosis (109).

Los estudios de inmunohistoquimica revelaron mayor expresion de la proteina NOP53
en tejido tumoral, en comparaciéon con el tejido tiroideo normal circundante,
sugiriendo que NOP53 puede estar sobreexpresado en el tejido tumoral de pacientes

con FNMTC.

Por todo ello, NOP53 podria estar implicado en el FNMTC, probablemente como un

gen de baja penetrancia, dado que nuestros hallazgos se restringen Unicamente a tres

88

——
| —



Discusidn

familias del total de las familias reclutadas, y aun no se han ratificado en ulteriores
articulos. La variante p.Asp31His podria ser una mutacién que condiciona leve
ganancia de funcion, y que requeriria de otras variantes genéticas para desarrollar el

FNMTC, constituyendo un factor de riesgo para el desarrollo del FNMTC.

Vistos los resultados poco consistentes entre los estudios sobre la genética del FNTMC,
que sugieren basicamente genes candidatos de baja penetrancia o incluso mutaciones
Unicas en algunas familias, podria ser que el FNTMC fuese una enfermedad
genéticamente heterogénea y poligénica, a diferencia de la mayoria de cdnceres
hereditarios, en los que se han identificado 1-3 genes causantes de alta penetrancia:
RET en el cancer medular de tiroides; BRCA1 y BRCA2 en el cdncer de mama; APC,
MLH1 y MSH2 en el cdncer de colon, etc. Llama la atencidn que el FNTMC sea uno de
los canceres con mayor riesgo de ser heredado, de hasta 6-10 veces para familiares de
primer grado (110,111); y que sin embargo no encontremos un nexo comun entre las
diferentes familias. Podria pensarse que quizds es debido a algun factor ambiental que
comparten los miembros de las familias, dado que la radiacién u otros factores estan
implicados en la fisiopatologia del CDT. Sin embargo, estudios sobre la incidencia de
cancer en parejas han demostrado que la tasa de incidencia estandarizada es de hasta
un 1,4, mientras que la tasa de incidencia estandarizada del FNMTC de un 3,3, solo por
detras del Linfoma de Hodgkin (4,8) y del cancer testicular (4,2) (112,113). Esta notoria
superioridad denota que el componente genético es mucho mas importante que el
ambiental en la agregacién familiar en el FNMTC (114). Nuestra hipdtesis es que el
FNMTC no sindrémico podria deberse a multiples mutaciones de baja a moderada
penetrancia que actuen como factores de riesgo para desarrollar la enfermedad. Este
contexto poligénico explicaria por qué no hallamos el nexo comun entre las distintas
familias, asi como por qué es complicado encontrar familias con un grupo numeroso
de miembros afectos (seria mas comun si las mutaciones fuesen de alta penetrancia).
Por ejemplo, la penetrancia de mutaciones en BRCA2 en hombres es del 6%, por lo
gue no puede considerarse causante de la neoplasia. Sin embargo, multiplica el riesgo

de desarrollar la enfermedad (115).
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4. Dificultades y limitaciones del estudio

Nuestro estudio presenta una serie de limitaciones, que describiremos a continuacién:

En primer lugar, el relativamente pequeio nimero de familias en que llevamos a cabo
la WES. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que el reclutamiento de estas familias,
especialmente de tres o mas miembros afectos, es complejo y requiere una
colaboracién multicéntrica. De hecho, como hemos comentado en la introduccion, la
mayoria de las publicaciones maneja un numero de familias similar o menor. De
especial dificultad ha sido la consecucién de muestras histolégicas tumorales de estos
pacientes, que requiere una colaboracién no sélo entre centros sino también

interdisciplinar.

En segundo lugar, la posibilidad que entre los casos estudiados en cada familia, alguno
sea una fenocopia. Para minimizar este efecto, nuestro punto de partida fueron las
familias con al menos tres miembros afectos (riesgo de un 4% de que alguno sea una
fenocopia). Ademas, de cada familia estudiamos el exoma de dos de los miembros mas
alejados, pues a menor vinculo familiar menor cantidad de informaciéon genética

comparten.

En tercer lugar, y aunque las técnicas de secuenciacion masiva del exoma han supuesto
un gran salto cualitativo en la bioquimica y genética molecular, y cada vez estdn mas
estandarizadas, todavia presentan sus limitaciones y requieren frecuentemente de
validacién mediante secuenciacidon de Sanger. Ademas, la necesaria aplicacidon de una
serie de filtros sobre los datos de WES, de cara a seleccionar variantes de interés,
implica que se descarten otras variantes cuya implicacién en el desarrollo del FNMTC
no puede excluirse completamente. Mencionar asimismo que uno de los filtros
empleados fue que las variantes tuvieran una MAF <2% en poblacién europea, punto
de corte mayor que el habitual en otros estudios (<1%). Esto fue debido a que
quisimos ser mas permisivos con este filtro, para no descartar variantes

potencialmente interesantes, ya que comprobamos que a menudo las frecuencias
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descritas en poblacién general distaban mucho de los datos observados en nuestra

cohorte.

Por ultimo, que el nimero de genes implicados en el FNMTC sea alto y con frecuencias
de cada gen bajas. Si el FNMTC, a diferencia de la mayoria de canceres hereditarios, es
de etiologia poligénica, no seria factible encontrar un nexo comun entre las diferentes
familias con nuestra aproximacion. Esto podria explicar por qué hemos encontrado
una variante de interés en NOP53 presente exclusivamente en tres familias. Debemos
considerar que aparte de NOP53, existen otros genes involucrados en el desarrollo de

FNMTC.

A pesar de todo, creemos que los hallazgos de esta tesis son interesantes, ya que
describimos, por primera vez en la literatura, la presencia de una variante en NOP53
en linea germinal en varias familias con FNMTC. Estos resultados abririan las puertas a
la investigacion del papel de NOP53 en la oncogénesis del cancer de tiroides. El estudio
de las bases genéticas del FNMTC es un tema actual y candente, con mdultiples
publicaciones en los ultimos afios e incluso varias revisiones recientes (76,77). Esto
supone una ventaja adicional, pues el proyecto nos ha permitido reunir una coleccién
de muestras bioldgicas, que pueden ser de utilidad para comprobar inmediatamente la

presencia o no de variantes en nuevos genes que se describan en futuros estudios.

En definitiva, hoy en dia el FNTMC continta siendo una patologia heterogénea sin una
causalidad genética establecida. Se han descrito algunos posibles genes de
susceptibilidad, como NOP53 en la presente tesis. Sin embargo, las variantes en estos
genes se han encontrado Unicamente en familias aisladas y los resultados no se han
replicado en diferentes estudios. Por ello, no estd indicado el estudio genético de las
familias con FNMTC, al no haber ningln gen claramente establecido como causante
del FNMTC, a excepcion de los FNMTC asociados a sindromes genéticos hereditarios.
No obstante, si es de utilidad la recogida y registro de estas familias, incluyendo en la
medida de lo posible la obtencion de material genético germinal y tumoral, para poder
llevar a cabo estudios de colaboraciéon multicéntrica, y tratar de dilucidar las causas

genéticas de esta enfermedad, asi como sus caracteristicas clinicas diferenciales.
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En relacién a los distintos objetivos, podemos exponer las siguientes conclusiones:

1. La recogida de datos clinicos y muestras biolégicas de familias con FNMTC
procedentes de diversos centros es un factor clave para seguir investigando la etiologia

genética del FNMTC.

2. Las caracteristicas clinicas de las familias que hemos reclutado son similares a las
descritas en estudios llevados a cabo en otros paises: menor edad al diagndstico y
mayor anticipacion padres-hijos. En las familias de tres o mas miembros afectos,
objetivamos mayor invasién local del CDT, asi como necesidad de mayores dosis de

radioyodo comparado con las familias de dos miembros afectos.

3. No hemos hallado mutaciones en oncogenes, genes reparadores, genes supresores
tumorales u otros mdultiples genes previamente descritos en la literatura como

posiblemente causantes del FNTMC en las familias estudiadas.

4. No hemos encontrado mutaciones en el gen del complejo telémero-telomerasa

POT1 que puedan considerarse asociadas al desarrollo del FNMTC.

5. Hemos identificado la variante p.Asp31His en NOP53 presente en todos los
miembros afectos de cdncer de tiroides en tres familias con FNMTC de 5, 4 y 2
miembros. Esta variante no fue encontrada en los controles sanos de la familia
estudiados. No hemos encontrado ninguna otra variante en otros genes que estuviera

presente en todos los integrantes afectos de mas de una familia.
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6. Los estudios de funcionalidad sugieren que NOP53 podria ser un gen de
susceptibilidad para el FNMTC, aunque se requieren mas estudios para conocer los
mecanismos y vias implicadas, asi como para saber si su variante p.Asp31His esta

presente en otras familias afectas de FNMTC.

7. Consideramos que a dia de hoy y con los datos existentes previamente y fruto de
esta tesis doctoral, no estaria indicado el estudio genético de las familias con FNMTC,
al no haber ninglin gen claramente establecido como causante del FNMTC, a excepcién

de los FNMTC asociados a sindromes genéticos hereditarios.
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PALABRAS CLAVE Resumen El carcinoma diferenciado de tiroides familiar se define como la presencia de can-
Céncer de tiroides; cer de tiroides no medular en dos o mas familiares de primer grado, en ausencia de otros
Familiar; factores predisponentes. Representa hasta el 9% de los canceres diferenciados de tiroides, y
Genética; solo una minoria aparece en el seno de sindromes hereditarios bien conocidos que asocian el
Mutaciones cancer de tiroides, entre otras multiples manifestaciones clinicas. Sin embargo, en mas del
germinales; 95% de los casos, el cancer de tiroides aparece de manera aislada, y sus causas genéticas aln
No medular estan por dilucidar. En esta revision resumimos el estado actual del conocimiento de las bases

genéticas de esta patologia, asi como sus caracteristicas clinicas. La comprension de los meca-
nismos genéticos implicados ayudaria a esclarecer las vias metabolicas involucradas, con la
consiguiente potencial aplicacion terapéutica. Ademas, permitiria ofrecer consejo genético y
focalizar nuestros esfuerzos en los pacientes susceptibles de padecer la patologia.
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KEYWORDS Familial non medullary thyroid carcinoma: Beyond the syndromic forms

Thyroid cancer;

Familial; Abstract Familial non-medullary thyroid cancer is defined as the presence of non-medullary
Genetics; thyroid cancer in two or more first-degree relatives, in the absence of other predisposing fac-
Germline mutations; tors. It represents up to 9% of differentiated thyroid cancers, and only a minority appears
Non-medullary in well-known hereditary syndromes that associate thyroid cancer among many other clinical
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manifestations. However, in more than 95% of cases, thyroid cancer appears isolated, and its
genetic causes have yet to be elucidated. We review here the current knowledge of the genetic
basis of this pathology, as well as its clinical characteristics. Understanding the genetic mecha-
nisms implied would help to comprehend the metabolic pathways involved, with the consequent
potential therapeutic application. In addition, it would allow genetic counseling and to focus
our efforts on patients at risk of developing this disorder.

© 2020 SEEN y SED. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

El cancer de tiroides es la neoplasia endocrina mas comun,
representando actualmente el quinto cancer mas frecuente
en mujeres en EE. UU." EL 95% de las neoplasias de tiroides
son carcinomas diferenciados de tiroides (CDT), derivados
de las células foliculares: los carcinomas papilares (aproxi-
madamente el 80% de los casos), los carcinomas foliculares
(15%) y otros tipos de cancer menos frecuentes (< 5%). El 5%
de neoplasias de tiroides restantes derivan de las células C
o parafoliculares, productoras de calcitonina, ocasionando
los carcinomas medulares de tiroides (CMT)?.

Existen familias en las que concurren varios pacien-
tes afectos de cancer de tiroides. Su abordaje asistencial
integral, que posiblemente incluye asesoramiento genético,
requiere conocer las bases genéticas de la enfermedad. En el
caso del CMT familiar (hasta un 25% de los CMT), se sabe que
el protooncogén RET es el principal protagonista implicado®.
La presencia de mutaciones germinales en RET se asocia con
el CMT hereditario o la neoplasia endocrina multiple tipo 2,
con un patrén de herencia autosomica dominante (HAD). En
los ultimos afos, se ha avanzado mucho en el conocimiento
genético de esta patologia, e incluso se ha podido establecer
una estrecha correlacion genotipo-fenotipo®. Sin embargo,
en esta revision nos centraremos en el carcinoma familiar no
medular, cuya base hereditaria conocemos mucho menos.

El primer paso es definir esta entidad: el carcinoma
diferenciado (o no medular) de tiroides familiar, también
conocido como FNMTC (familial non-medullary thyroid can-
cer), se define por la presencia de esta neoplasia en dos o
mas familiares de primer grado, siempre y cuando no haya
otros factores predisponentes como radiacion o deficiencia
de yodo’®.

En segundo lugar, debemos saber que la prevalencia
de FNMTC no es desdenable: se estima que hasta el 9%
de los carcinomas no medulares de tiroides presentan un
componente hereditario®. Por tanto, es lo suficientemente
frecuente como para que identifiquemos algunos casos en
nuestro ambito clinico; y al mismo tiempo es tan infrecuente
como para que debamos aunar esfuerzos multicéntricos con
el fin de reunir una casuistica que permita avanzar en su
investigacion.

En tercer lugar, una vez identificados los posibles FNMTC,
debemos distinguir entre los casos sindromicos y no sindro-
micos. Es decir, ;el FNMTC se presenta de manera aislada, o
bien es parte del espectro fenotipico de un sindrome? En el

95% de los casos estaremos ante un FNMTC no sindromico.
No obstante, alrededor del 5% de los casos de FNMTC apa-
rece en el seno de sindromes genéticos bien caracterizados®,
que debemos conocer por sus posibles repercusiones sistémi-
cas, que exigen un abordaje multidisciplinar.El objetivo de
la presente revision es resumir el conocimiento que existe
hasta la actualidad sobre las bases genéticas del FNMTC,
centrandonos en el no sindromico. Para ello, se procedi6 a
la bisqueda bibliografica en la base de datos MEDLINE, y se
seleccionaron las revisiones o articulos originales mas rele-
vantes publicados durante los Gltimos 20 afos (1999-2020),
en relacion con este tema. Las palabras clave emplea-
das en la bUsqueda fueron «thyroid cancer», «familial»,
«genetics», «germline mutations» y «non-medullary».

Carcinoma no medular de tiroides familiar
sindromico

Hoy en dia se reconocen los siguientes cinco sindromes que
cursan con FNMTC, cuyos genes involucrados ya han sido
descritos y que repasaremos a continuacion someramente
(tabla 1). En otros sindromes como el McCune-Albright, el
Peutz-Jeghers o el de ataxia-telangiectasia, se ha suge-
rido asimismo una predisposicion al cancer diferenciado de
tiroides no medular, pero ésta no se encuentra claramente
establecida.

Sindrome de Gardner [MIM: 175100]

El sindrome de Gardner es un sindrome de HAD, cau-
sado por mutaciones germinales en el gen supresor tumoral
APC (cromosoma 5g21). Se trata de una variante de la
poliposis adenomatosa familiar, en la que ademas con-
curren manifestaciones extracolonicas. Clinicamente cursa
con poliposis/neoplasia coldnica, osteomas, quistes epider-
moides y tumores dermoides, entre otros. Entre un 2-12% de
los pacientes pueden desarrollar CDT, habitualmente a eda-
des jovenes, y como primera manifestacion del sindrome
hasta en un tercio de los casos. Concretamente se asocia a
la variante cribiforme-morular del carcinoma papilar, por lo
que ante cualquier paciente con dicha histologia debemos
descartar que no se trate de la manifestacion inicial de un
sindrome de Gardner’.
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Tabla 1 Sindromes hereditarios asociados con FNMTC
Sindrome Gen causante Herencia  Manifestaciones Penetrancia del Manifestaciones
(locus) tiroideas cancer de tiroides extratiroideas
fundamentales
Sindrome de APC (5g21) HAD CPT (variante ~ 2-12% Poliposis/neoplasia
Gardner cribiforme- colonica, osteomas,
morular) quistes epidermoides
Sindrome de PTEN (10922) HAD BMN, CDT (sobre ~ 14% (hasta el Cancer de endometrio y
Cowden todo CFT) 66% con patologia mama
benigna)
Complejo de PRKAR1A HAD Adenomas ~ 5% (hasta el 15%  Hiperpigmentacion
Carney (17922-24) foliculares y CDT con patologia cutanea, mixomas
benigna) multiples, otras
patologias endocrinas
Sindrome de DICER1 (14q32) HAD CDT en lainfancia,  Muy infrecuente Blastoma
DICER1 también BMN pleuropulmonar,
nefroma, tumores
ovaricos
Progeria o WRN (8p11-12) HAR CDT ~ 20% Envejecimiento
Sindrome de prematuro, talla baja
Werner

BMN: bocio multinodular; CDT: carcinomas diferenciados de tiroides; CFT: carcinomas foliculares de tiroides; CPT: carcinomas papilares
de tiroides; HAD: herencia autosomica dominante; HAR: herencia autosomica recesiva.

Sindrome de Cowden [MIM: 158350]

Este es un sindrome de HAD asociado a mutaciones inactiva-
doras en linea germinal en el gen supresor PTEN (cromosoma
10g22). Los pacientes padecen mdlltiples hamartomas y
mayor riesgo de cancer de endometrio y mama, y hasta 2/3
de los pacientes tienen patologia tiroidea, principalmente
bocio multinodular (BMN) y CDT (este ultimo en un 3-14%
de los casos, y fundamentalmente de estirpe folicular)’.
En pacientes en los que no se hallan mutaciones en PTEN
(hasta un 15%), deberian considerarse otros genes mas infre-
cuentemente asociados al sindrome de Cowden, tales como
SDHB-D, la hipermetilacion del promotor de KLLN®; PIK3CA
y AKT1°; RASAL1'° y SEC23B"".

Complejo de Carney [MIM: 160980]

Se trata de un sindrome de HAD debido a mutaciones germi-
nales en el gen supresor PRKARTA (cromosoma 17q22-24),
que provoca hiperpigmentacion cutanea (a destacar lénti-
gos y nevus azules), mixomas en multiples localizaciones y
patologia endocrina hipofisaria, suprarrenal, gonadal, y/o
tiroidea. Hasta un 15% de los afectados pueden presentar
adenomas y mas raramente carcinomas de tiroides. No ha de
confundirse con el término «triada de Carney» (asociacion
de tumor del estroma gastrointestinal [GIST] + condroma
pulmonar + paraganglioma)’.

Sindrome de DICER1 [MIM: 606241]

De HAD, y de descripcion mas reciente, se relaciona con
mutaciones germinales en DICER1 (cromosoma 14q32), que
codifica una ribonucleasa, predisponiendo a multiples tumo-
res en la infancia como el blastoma pleuropulmonar, asi

como al bocio multinodular (BMN) y CDT. Es un gen a tener
en cuenta fundamentalmente en las neoplasias tiroideas en
edad pediatrica'?.

Progeria o sindrome de Werner [MIM: 277700]

Es el Unico de estos sindromes de herencia autosomica
recesiva (HAR), originado por mutaciones en el gen WRN
(cromosoma 8p11-12), que codifica una helicasa implicada
en el mantenimiento de los telémeros. Sus caracteristicas
clinicas incluyen talla baja, multiples neoplasias (entre ellas
de tiroides, hasta en un 20% de los casos), y lo mas distintivo:
un envejecimiento prematuro. Es muy infrecuente fuera de
Japon’.

Carcinoma no medular de tiroides familiar, no
sindrémico

La mayoria de nuestros pacientes con cancer de tiroides
presentan subtipos histoldgicos no medulares (mayori-
tariamente carcinomas papilares o foliculares), que en
aproximadamente el 9% presentan antecedentes familia-
res. Excluyendo los pocos que aparecen en el seno de los
sindromes comentados, el resto son no sindromicos, y su
genética esta aln por dilucidar. Seguidamente, revisaremos
las caracteristicas clinicas de los FNMTC no sindrémicos,
para posteriormente centrarnos en los genes de suscepti-
bilidad descritos hasta la fecha.

Caracteristicas clinicas

Hace mas de 10 anos que el FNMTC es reconocido como una
enfermedad con entidad propia, que representa aproxima-
damente el 3,2-6,2% de todos los canceres de tiroides’. Sin
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embargo, y dada la alta prevalencia e incidencia de can-
cer de tiroides en la poblacion general (se diagnostican 15,8
nuevos casos/100.000 habitantes/afo'?), surge la duda de
si en realidad la presencia de dos 0 mas casos de cancer no
medular de tiroides en una misma familia no podrian deberse
al azar. Tras un complejo analisis estadistico, Charkes'* con-
cluy6 que alrededor del 62% de las familias con dos casos
pueden tratarse de fenocopias (dos casos esporadicos aso-
ciados por azar). En cambio, si hay tres miembros afectos,
la probabilidad de que sea realmente hereditario es del 96%.

Se ha observado que el FNMTC presenta HAD, con expre-
sividad variable y penetrancia incompleta. La mayoria de
los FNMTC son carcinomas papilares (=~ 90%), seguidos de
foliculares, al igual que en los carcinomas no medulares
esporadicos. Dentro de la misma familia pueden coexistir
diferentes variantes histoldgicas. Respecto a alteraciones
moleculares a nivel somatico, al comparar las muestras de
tiroidectomia/puncion aspiracion con aguja fina (PAAF) de
los pacientes con FNMTC con las de los pacientes con CDT
sin antecedentes familiares, no se observaron diferencias
significativas en cuanto a frecuencia, ni tipo de mutaciones
somaticas, con presencia de la mutacion BRAF Val600Glu o
mutaciones en NRAS o reordenamientos RET/PTC en un por-
centaje muy similar de casos®. Esto va en favor de que las
causantes de la enfermedad sean mutaciones en linea ger-
minal, sin que las mutaciones somaticas jueguen un papel
crucial en la tumorogénesis.

Globalmente, las caracteristicas clinicas son similares,
con una predominancia femenina en algunos estudios (pro-
porcion 2-3/1). Como rasgos diferenciales, el FNMTC suele
presentarse con una edad menor al diagnédstico, en torno a
los 43 afios -versus los 48 afos del CDT esporadico-°. Incluso
estudios recientes sugieren que la segunda generacion de
afectos por el FNMTC podria presentar un «fenémeno de
anticipacion», con un diagndstico a edad mas temprana y
una enfermedad mas agresiva que en sus antecesores, sin
descartar que en parte pueda ser debido a una mas pronta
observacion de estas personas debido a sus antecedentes
familiares. También habria mayor proporcion de varones
afectos'>6,

Ademas, en el FNMTC se ha descrito una mayor agresi-
vidad tumoral, segin un metaanalisis de 2015 que incluyd
12 estudios con resultados bastante dispares'’. Concre-
tamente, se observd mayor presencia de adenopatias y
extension extratiroidea, mayor tasa de multifocalidad y
de recurrencia, y menor supervivencia libre de progresion,
especialmente en los estudios que incluyeron familias con
al menos tres miembros afectos; las diferencias en las fami-
lias con s6lo dos miembros afectos eran menos claras. En la
misma linea, Ya-Bing Zhang et al.'® describen mayor agre-
sividad en familias con tres o mas miembros con FNMTC,
sugiriendo que posiblemente los estudios deberian focali-
zarse en estas familias con mayor nimero de pacientes
afectados.

Se ha investigado la utilidad de llevar a cabo un cri-
bado de CDT en personas con familiares que sufren esta
enfermedad'. En este estudio prospectivo de cinco afos, el
CDT fue detectado por cribado en un 4,6% de los individuos
en riesgo de familias de dos miembros afectos, mientras
que en las familias de > 3 miembros afectos, el cribado
detect6 un 22,7% de CDT, concluyéndose que esta busqueda
activa deberia ser considerada en estas Gltimas. Es decir,

cuantas mas personas afectas, mayor es el riesgo de que
mas miembros de la familia padezcan la patologia, y esta-
ria mas indicado plantear una busqueda activa?®. También
documentaron que los FNMTC detectados por cribado tenian
menor tamafo tumoral, menor tasa de adenopatias y un tra-
tamiento quirdrgico y de radioyodo menos agresivo que los
casos indice'®. Pese a todo, en las Ultimas guias de manejo
del CDT de la American Thyroid Association (ATA)*', no se
posicionan en favor o en contra del cribado familiar, ya que
la reduccién de la morbi-mortalidad no esta demostrada. En
realidad, esta demostracion es poco factible en una enfer-
medad con una supervivencia a los 10 anos del 95-97%.
Triponez et al.?> compararon la supervivencia de pacientes
con FNMTC con la de sus familiares no afectos y con pobla-
cion general, y observaron una supervivencia mas corta en
los pacientes cuyas familias eran de tres o mas miembros
afectos. Sin embargo, no compararon con CDT esporadicos.

En cualquier caso, la mayoria de las publicaciones reco-
nocen que la mayor agresividad del FNMTC sigue siendo
hoy un tema de debate debido a la heterogeneidad de los
estudios, fundamentalmente retrospectivos. Esta controver-
sia se extrapola al seguimiento y tratamiento de dichos
tumores. Recientemente, se ha sugerido que el tratamiento
quirurgico inicial del FNMTC deberia ser mas agresivo, una
vez mas, en familias con > tres miembros afectos?®. De
hecho, en las Ultimas guias de manejo del CDT?' se aboga
por la tiroidectomia total y la terapia con radioyodo en
pacientes con antecedentes familiares de CDT. Algln estu-
dio sugiere ademas que, dado que estos pacientes podrian
tener mas adenopatias, habria que considerar la realizacion
de linfadenectomia central junto a la tiroidectomia total?*.
Lo que no estaria indicado es la tiroidectomia total profi-
lactica, pues aln no hemos identificado las causas genéticas
de la enfermedad que permitan detectar a los portadores,
y ademas no existe una penetrancia completa. En cuanto a
la PAAF, actualmente se recomienda en lesiones nodulares
por encima de 1 cm? (en las anteriores guias de la ATA de
2009, se recomendaba también en nodulos subcentimétri-
cos). Se ha descrito que la PAAF en los pacientes con FNMTC
podria tener mas falsos negativos, dado que estos pacien-
tes suelen tener una alta incidencia de enfermedad maligna
multifocal, coexistente con nddulos benignos?.

En resumen, parece razonable considerar la presencia
de un componente familiar como un factor de riesgo mas
a tener en cuenta en el manejo personalizado del cancer
de tiroides?’, especialmente en familias con > 3 miembros
afectos, dada la alta probabilidad de que sea hereditario, y
no por asociacién casual; asi como a la vista de los estudios
que en este subgrupo han demostrado mayor agresividad
tumoral y mayor beneficio de un cribado precoz.

Bases genéticas

Si bien el FNMTC es una enfermedad relativamente poco
prevalente, representa un esfuerzo de recursos significa-
tivo para el sistema nacional de salud, principalmente por
el actual desconocimiento de sus determinantes heredita-
rios, y de sus posibles diferencias clinicas respecto a la
enfermedad esporadica. Estas circunstancias dificultan su
diagnostico precoz (en estadios en los que el tratamiento
es mas resolutivo), y hace inviable el consejo genético que,
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Tabla 2 Genes/familias de genes descritos en el FNMTC no sindromico

Gen/es ? Locus

Conclusiones de los estudios mas destacados

Reparadores de DNA: ATM,
CHEK2, XRCC1, XRCC3

11922.3, 22q12, 19q13.31,
14932 respectivamente

TITF-1 1413
FOXE1 9q22.33
SRGAP1 12q14
HABP2 10g25.3
SRRM2 16p13.3
Genes del complejo varios
telomere-telomerase complex:

TERT etc.

RTFC (C140rf93) 14q11.2
MAP2K5 15923
DUOX2 15g21.1
NOP53 19913.33

rs17879961 en CHEK2 (34), y el rs373759 en ATM (35)
podrian conferir susceptibilidad a FNMTC

Parece mas relacionado con el BMN que con CDT (39,40)
Hasta 23 SNPs que conferirian riesgo (41)— Gen de
susceptibilidad a FNMTC de baja penetrancia

4 mutaciones missense que conferirian riesgo en 4 familias
(43)— Gen de susceptibilidad a FNMTC de baja penetrancia
en algunas familias

Variante Gly534GluE en una familia de 7 afectos (45)—
Posible gen de susceptibilidad, no demostrado en otras
poblaciones

Controvertido (48)

Poca consistencia entre estudios (50,53)

Variante Val205Met en una familia de 5 afectos (55)—
Posible gen de susceptibilidad, no validado en otros
estudios

Variantes Ala321Thr y Met367Thr presentes en 2 familias
(56) — resultados no replicados (57)

Variante TyrY1203His en una familia de 6 afectos (58)—
Posible gen de susceptibilidad, no validado en otros
estudios

Variante AspD31His en 3 familias con FNMTC (61)— Posible
gen de susceptibilidad, no validado en otros estudios

a Existen otros loci que se han asociado a FNMTC en los que aun no se han identificado los genes responsables, asi como algunos

microRNA que podrian estar relacionados con la aparicion de FNMTC.

ademas del impacto sanitario, es una demanda creciente
de la sociedad actual. Conocer la mutacion implicada en
una neoplasia genética tendria como consecuencia directa
permitir el estudio familiar, identificar a las personas por-
tadoras de la mutacion, concentrar en estas personas los
esfuerzos diagndsticos y terapéuticos, y poder incidir pre-
cozmente en el curso de estas neoplasias. Asimismo, se
evitaria tener que seguir clinicamente a todos los familiares
no portadores. Por otra parte, la historia cientifica reciente
nos sefala que la identificacion de genes causales de neo-
plasias hereditarias ha permitido un enorme avance en el
conocimiento de la oncogénesis en los casos esporadicos
(mucho mas prevalentes), en la identificacion de componen-
tes y vias de sefalizacion celulares implicadas, y en el disefo
de moléculas capaces de modular estas vias y ejercer accio-
nes terapéuticas especificas. Por todo, el conocimiento de
las bases genéticas de una patologia como el FNMTC resulta
relevante por las implicaciones directas que puede tener en
la practica asistencial.

Se han empleado distintas estrategias de busqueda de los
genes implicados en esta patologia, que detallamos a con-
tinuacion. En la tabla 2 se resumen los principales genes
candidatos identificados en la actualidad, y que describire-
mos posteriormente.

Estrategias de busqueda empleadas

Se han desarrollado diversas estrategias para la bisqueda
de genes candidatos responsables del FNMTC. Previamente

a la aparicion de las técnicas de secuenciacion modernas,
se habian llevado a cabo:

a) Estudios de ligamiento (linkage). En genética se deno-
mina ligamiento a la asociacion fisica entre dos loci (esto es,
su cercania en una misma hebra de ADN, lo que repercute en
una baja frecuencia de recombinacion entre ellos durante
la meiosis, y, por tanto, a una mayor probabilidad de heren-
cia conjunta). En individuos con parentesco se mapean loci
genéticos para encontrar alelos que se hereden ligados a la
enfermedad de interés y determinar de manera indirecta
la localizacion cromosomica del gen asociado a FNMTC. Es
decir, este tipo de estudios son un método indirecto que usa
marcadores genéticos (por ejemplo, microsatélites), ligados
al gen de la enfermedad.

Los loci descritos hasta la fecha incluyen TCO?
(19913.2), fPTC/PRN (1q21), FTEN (8p23.1-p22), NMTC1
(2921), MNG1 (14q32), 6q22, 8q24 y 4q32?°. Sin embargo,
los genes candidatos ubicados en estos loci permanecen des-
conocidos.

b) Estudios de GWA (genome-wide association). Se estu-
dian miles de polimorfismos comparando controles versus
pacientes, a fin de encontrar polimorfismos de predis-
posicion. Mediante esta técnica se han identificado, por
ejemplo, dos polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs),
asociados a riesgo de FNMTC: rs944289 (localizado en
14q13.3, cerca de NKX2-1) y rs965513 (localizado en
9qg22.33, cerca del gen candidato FOXE1)*°. Sin embargo,
la mayoria de los estudios estan realizados en CDT no
familiar’'.
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c) Estudios dirigidos a genes candidatos o vias metabo-
licas especificas. Por ejemplo, Pereira et al.*? estudiaron
directamente FOXE1 en 60 familias con FNMTC en Portugal,
encontrando una asociacion entre variantes en linea germi-
nal de este gen y la aparicion de FNMTC en estas familias.

Sin embargo, en todos estos estudios los resultados han
sido poco fructiferos, describiendo genes que podrian estar
implicados en la etiologia del FNMTC con baja penetrancia,
y Unicamente en algunas familias. Ademas, los resultados no
se han replicado en sucesivas investigaciones.

d) Técnicas de secuenciacion masiva. En los Ultimos afios,
se ha producido un gran avance en el campo de la genémica
gracias a la mayor factibilidad, tanto técnica como econ6-
mica, para realizar la secuenciacion masiva del genoma. La
secuenciacion masiva (next generation sequencing [NGS])
ha conllevado un gran salto ya que ha supuesto pasar de
examinar genes especificos a explorar genomas completos.
Todo ello, ademas, de forma mucho mas eficiente y rapida
que con la secuenciacion clasica de Sanger. De este modo
se puede comparar, por ejemplo, como difiere el genoma de
pacientes con una determinada patologia frente al genoma
de individuos sanos. Desde la incorporacion de las nuevas
técnicas de secuenciacion, se han multiplicado los estudios
que tratan de dilucidar las causas genéticas del FNMTC, iden-
tificando nuevos genes recogidos en una revision reciente?>.
A continuacion revisaremos los conocimientos que tenemos
acerca de los genes asociados con vulnerabilidad al FNMTC
descritos hasta la fecha.

Genes candidatos descritos

Genes implicados en la reparacion de DNA: ATM
(ATM serine/threonine kinase, locus 11q22.3),
CHEK2 (checkpoint kinase 2, locus 22q12), XRCC1
(X-Ray repair cross complementing 1, locus
19q13.31) y XRCC3 (X-Ray repair cross
complementing 3, locus 14q32).

El hecho de que factores como la radiacion ionizante aumen-
ten el riesgo de cancer de tiroides, sugiere que genes
reparadores de DNA podrian estar implicados en su fisio-
patologia. Por ello, se han estudiado genes como ATM,
CHEK2, XRCC1 y XRCC3. En varios estudios se ha descrito
que determinados polimorfismos en estos genes podrian aso-
ciarse con mayor susceptibilidad a CDT, como el rs17879961
en CHEK2*, y el rs373759 en ATM®>. Ademas, mutaciones
en CHEK2 podrian ser mas frecuentes en casos de CDT*®.
Por el contrario, Ryu et al.>” describieron que el cambio
Arg194Trp en XRCC1 conferia menor susceptibilidad a CDT en
poblacion coreana. Dichas investigaciones se han realizado
basicamente comparando pacientes con CDT esporadico ver-
sus controles®, no pudiendo establecerse por el momento
una clara relacion con el FNMTC.

TITF-1 (thyroid transcription factor 1,
también conocido como NKX2.1)

Ubicado en 14q13, es un factor de transcripcion tiroideo.
En 2009, se describio la mutacion germinal Ala339Val en
TITF-1 en cuatro pacientes con historia de BMN y carcinoma

papilar de tiroides, dos de los cuales tenian antecedentes
familiares de BMN, con o sin cancer papilar de tiroides®°.
Un afio después, Cantara et al.*’ no encontraron en su serie
de pacientes con carcinomas papilares de tiroides (CPT), la
presencia de esta variante en TITF-1. Por ello no se descarta
que esta variante esté asociada con el BMN, pero no puede
afirmarse que esté relacionada con el CPT y menos alin con
el FNMTC.

FOXE1 (forkhead box E1)

Ubicado en 9q22.33, codifica un factor de transcripcion tiroi-
deo (TITF-2), que participa en la morfogénesis y migracion
de la glandula tiroidea. Determinados polimorfismos en este
gen se han asociado al FNMTC de manera mas robusta. Como
hemos comentado, en el estudio de GWA de 2009 de Gud-
mundsson et al.*° se describieron los polimorfismos rs944289
(localizado en 14q13.3, cerca de NKX2-1) y rs965513 (en
9q22.33, cerca de FOXE1), como predisponentes al cancer
de tiroides en poblacion europea. Bonora et al.*' genotipa-
ron estos y otros 21 SNPs identificados por GWAS en 11 genes
candidatos en 672 sujetos pertenecientes a 133 familias con
FNMTC de dos o mas miembros afectos. Hallaron dos SNPs
(rs965513 y rs10759944) en 9q22.33 (cerca de FOXET), que
se asociaban de manera estadisticamente consistente con
FNMTC; no asi el SNP rs944289. Pereira et al.?” secuenciaron
entonces FOXE1 en 60 familias con FNMTC y en 80 casos espo-
radicos de CPT, encontrando una nueva variante en linea
germinal (Ala248Gly) con segregacion en una Unica familia
con FNMTC, y que en los estudios funcionales promovia la
tumorogénesis.

Por todo, aunque los resultados no son completamente
consistentes, FOXE1 podria considerarse un gen de suscep-
tibilidad a FNMTC de baja penetrancia.

SRGAP1 (SLIT-ROBO Rho GTPase-activating
protein 1)

SRGAP1 (locus 12q14) codifica una proteina que inactiva a
CDC42, una pequefha proteina GTPasa de la familia Rho,
implicada en la migracién neuronal y la tumorogénesis®.
Mediante estudios de ligamiento, se identifico el locus 12q14
en 21/38 familias con FNMTC, por lo que posteriormente se
procedid a la secuenciacion de todos los exones de SRGAP1,
ubicados en ese nivel**. Encontraron cuatro mutaciones mis-
sense en linea germinal (GIn149His, Ala275Thr, Arg617Cys
y His875Arg), cada una en una Unica familia. Los estu-
dios funcionales demostraron que las variantes Gln149His
y Arg617Cys condicionaban pérdida de funcién de la pro-
teina SRGAP1, que seria incapaz de inactivar a CDC42. Este
trabajo sugiere que SRGAP1 podria ser un gen de baja pene-
trancia asociado a FNMTC. Sin embargo, es necesaria su
validacion como gen candidato en una cohorte mas amplia
de familias con FNMTC.

HABP2 (Hyaluronan-Binding Protein 2)

HABP2 se localiza en 10q25.3, y codifica una proteasa que
se une al acido hialurénico y participa en la fibrinélisis y la
integridad vascular**.
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En 2015, aparece el primer estudio que aplica la secuen-
ciacion masiva del exoma para el estudio de las bases
genéticas del FNMTC. El grupo de Gara®® describié un cam-
bio genético constitucional Gly534Glu en el gen HABP2, que
cosegregaba en una familia con siete miembros con CPT,
como posible causante de la enfermedad. También des-
cribieron este cambio en un 4,7% de 423 casos con CDT
esporadico, versus en 0,7% de la poblacion control, lo que
indicaba una frecuencia 6,71 veces mayor en pacientes con
cancer de tiroides. Asimismo, demostraron sobreexpresion
de la proteina HABP2 en tejido tumoral de los pacientes
con FNMTC, en comparacion con los de controles y casos
esporadicos; ademas, en los estudios de funcionalidad la
presencia de la variante Gly534Glu condicionaba pérdida de
funcion supresora tumoral. Todo ello indicaba que HABP2
podria tener una funcion supresora tumoral y que el cambio
Gly534Glu supondria una predisposicion al cancer de tiroides
con penetrancia incompleta. Otro grupo encontro 4/29 fami-
lias con FNMTC que también presentaban la misma variante
germinal Gly534Glu®. Sin embargo, el papel de HABP2 como
gen de susceptibilidad a FNMTC es aln controvertido, dado
que estos resultados no se han replicado en otros estudios y
la frecuencia poblacional del cambio Gly534Glu podria ser
muy variable atendiendo a su origen geografico’.

SRRM2 (serine/arginine repetitive matrix 2)

SRRM2 (locus 16p13.3) codifica una proteina implicada en
el splicing. Este gen fue propuesto como candidato en
el FNMTC a raiz del estudio de Tomsic en 2015%, en el
que se sugiere que variantes en esta proteina podrian
afectar al splicing de genes implicados en la tumorogé-
nesis tiroidea. Concretamente, llevaron a cabo NGS de
dos miembros de una familia de seis afectos de FNMTC,
encontrando la variante en heterocigosis ¢.1037C > T
(Ser346Phe,rs149019598), que cosegregaba con el CDT en
la familia. Por el contrario, este cambio no fue encontrado
cuando analizaron otras 138 familias con CDT y requiere
validacion ulterior.

Genes del complejo telomero-telomerasa

Los telémeros son secuencias repetitivas de ADN no codifi-
cante que se encuentran en los extremos de los cromosomas.
Su funcion es dar estabilidad cromosdmica, y cuando estas
secuencias se acortan, se produce una inestabilidad que
favorece la oncogénesis*’. Existen varios genes implicados
en el mantenimiento de los telomeros, tales como TERT
(telomerase reverse transcriptase), o los genes del complejo
shelterina (POT1, RAP1, TIN2, TPP1, TRF1y TRF2)*.
Sabemos que mutaciones somaticas en el promotor de
TERT juegan un papel importante en el desarrollo del cancer
de tiroides. Por ello, se ha sugerido que los genes implicados
en el mantenimiento de los telébmeros podrian estar impli-
cados en CDT, y en el FNMTC en particular. De hecho, se ha
descrito que los pacientes con FNMTC tienen los telébmeros
mas cortos que sus familiares no afectos, los controles sanos
o0 casos esporadicos®'. Sin embargo, Jendrzejewski et al.>?
no encontraron diferencia en la longitud de los telomeros
entre CDT esporadicos y FNMTC. Tampoco se han observado
diferencias en el niUmero de copias ni en la expresion de

diversos genes del complejo telémero-telomerasa en seis
familias con FNMTC®3, ni se han hallado mutaciones en TERT
u otros genes del complejo shelterina en linea germinal
en familias con FNMTC>%>4, Por tanto, los resultados en la
literatura son alin poco consistentes y requieren mas inves-
tigaciones.

RTFC o C140rf93 (chromosome 14 open
reading frame 93)

En un estudio de 2017 en China®®, combinando analisis de
ligamiento y NGS, encontraron la variante Val205Met) en
RTFC (locus 14q11.2) en una Unica familia con cinco miem-
bros con FNMTC. En los estudios funcionales, esta variante
promovia la oncogénesis. No se han validado estos resultados
en otros estudios independientes.

MAP2K5 (mitogen-activated protein kinase
kinase 5)

MAP2K5 (también conocido como MEK5), se localiza en
15q23 y codifica una proteina de la familia de las MAP kinasa.
En un articulo reciente en poblacidon china®, estudiaron a
34 familias de mas de > tres miembros afectos de FNMTC
mediante NGS, y hallaron dos variantes en el gen MAP2K5
presentes en dos familias: Ala321Thr y Met367Thr). Estas
variantes son muy infrecuentes en poblacion sana. Los resul-
tados de los estudios funcionales también sugirieron que
MAP2K5 podria ser un gen de susceptibilidad al FNMTC. Sin
embargo, otro grupo italiano no replicd estos resultados
en 33 familias®’, permaneciendo incierta la implicacidn de
MAP2K5 en esta patologia.

DUOX2 (dual oxidase 2)

Ubicado en 15g21.1, este gen codifica una glicoproteina
que participa en el metabolismo del peréxido de hidrégeno
(H202), necesario para la actividad de las enzimas tiroi-
deas que participan en la sintesis de hormonas tiroideas.
Recientemente, se ha descrito una nueva variante germi-
nal en DUOX2 (la variante missense Tyr1203His), identificada
mediante NGS en una familia de seis miembros con FNMTC,
y que podria asociarse a susceptibilidad a éste*®. La presen-
cia de esta variante aumentaria la fabricacion de peroxido
de hidrogeno, toxico para el DNA, promoviendo la tumoro-
génesis. De manera interesante, la expresion de DUOX2 esta
aumentada en pacientes homocigotos para el polimorfismo
rs965513 en FOXE1, con lo que ambos mecanismos podrian
estar conectados, sugiriendo los autores que la desregula-
cion de proteinas implicadas en el metabolismo del H,0,
podria relacionarse con la susceptibilidad al FNMTC.

NOP53 (ribosome biogenesis factor)

NOP53 esta localizado en 19q13.33 y codifica una proteina
nucleolar implicada en la biogénesis ribosomica, regu-
lando la activacion de p53°°. Esta implicado en la via de
sefalizacion PI3K/AKT, una de las mas importantes en cancer
de tiroides. De hecho, en un estudio de una familia con tres
miembros con FNMTC mediante NGS, se descubrieron tres
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genes de susceptibilidad (PIK3CB, CAV2 y KANK1), relaciona-
dos con la tumorogénesis a través de la via de PI3K/AKT®C,

Con base en un estudio multicéntrico realizado en Espaia
de 45 familias con FNMTC, se ha descrito NOP53 como otro
gen candidato en el FNMTC. Concretamente, se encontro la
variante Asp31His (rs78530808), que cosegregaba en todos
los miembros afectos de tres familias con cinco, cuatro y
dos miembros afectos de CDT, respectivamente, y no estaba
presente en los familiares sanos. Ademas, los estudios fun-
cionales mostraron una funcién oncogénica de NOP53¢'. De
hecho, en un estudio previo se habia observado mayor expre-
sién de NOP53 en carcinomas foliculares agresivos®?.

Por todo ello, NOP53 podria estar implicado en el FNMTC,
probablemente como un gen de baja penetrancia, si bien
hasta el momento estos recientes hallazgos no se han corro-
borado en otros estudios.

MicroRNAs

También se ha hipotetizado que los microRNA, pequerios seg-
mentos de RNA capaces de regular la expresion de otros
genes podrian estar implicados en el desarrollo del cancer
de tiroides. En una revision de 2018%, se recogen los distin-
tos microRNA relacionados hasta entonces con los diferentes
subtipos de cancer de tiroides. Destacamos el articulo de
Xiong et al.*, por focalizarse en el estudio del perfil de
microRNAs del FNMTC, encontrando una desregulacion del
miR-886-3p y miR-20-a.

Limitaciones

Tras todo lo expuesto, se pone de manifiesto la complejidad
del estudio de la genética del FNMTC por varias razones:

En primer lugar, la dificultad de reclutar datos clinicos
y muestras bioldgicas (sangre y tejido histologico tumo-
ral) de familias que presentan varios casos afectos exige
una colaboracion multicéntrica. En esta linea, desde la
SEEN existe un registro en el que se pueden introducir
los FNMTC que encontremos en nuestra practica clinica
(http://www.regcancerdiferenciadofamiliar.es/). Teniendo
en cuenta los estudios mencionados, parece que nuestros
esfuerzos deberian centrarse en las familias con > tres
miembros afectos, para maximizar el componente heredita-
rio. Como hemos comentado, algunas caracteristicas como
la agresividad tumoral y la edad menor al diagnéstico, o la
utilidad del cribado, son mucho mas claras en las familias
de al menos tres personas afectas. Por tanto, parece mejor
priorizar la homogeneidad y calidad de las familias recluta-
das que la cantidad. Ademas, dada la alta prevalencia del
cancer de tiroides en poblacion general, no hay que descar-
tar que dentro de una familia con FNMTC pueda haber algln
caso de CDT esporadico, es decir, una fenocopia.

En segundo lugar, y vistos los resultados poco consis-
tentes entre los estudios, que sugieren basicamente genes
candidatos de baja penetrancia o incluso mutaciones Uni-
cas en algunas familias, podria ser que el FNMTC fuese
una enfermedad genéticamente heterogénea y poligénica,
a diferencia de la mayoria de canceres hereditarios, donde
los genes causantes son habitualmente uno o dos. Esto expli-
caria por qué no encontramos un nexo comun entre las
diferentes familias.

Por Gltimo, aunque las técnicas de secuenciacién masiva
del exoma han supuesto un gran salto cualitativo en la
bioquimica y genética molecular, y cada vez estan mas
estandarizadas, todavia presentan sus limitaciones y requie-
ren frecuentemente de validacion mediante secuenciacion
de Sanger. Ademas, los resultados y variantes de interés
obtenidas dependen mucho de la estrategia de blisqueda
y de los filtros empleados, que son imprescindibles por
el volumen ingente de informacion; esto a la vez implica
un sesgo de seleccion al poder perder por ello varian-
tes potencialmente candidatas que no pueden excluirse
completamente®.

Conclusiones

Hoy en dia, el FNMTC continlia siendo una patologia hete-
rogénea sin una causalidad genética establecida. No esta
indicado el estudio genético de las familias con FNMTC al
no haber ningln gen claramente establecido como causante
del FNMTC, salvo en el caso de los FNMTC asociados a sindro-
mes genéticos hereditarios. Sin embargo, si es de utilidad la
recogida y registro de estas familias para poder llevar a cabo
estudios de colaboracion multicéntrica y tratar de dilucidar
las causas genéticas de su enfermedad.
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