Universitat
de Barcelona

Estudio de la longitud telomérica e identificacion
de nuevos genes causales en el cancer
colorrectal hereditario no polipésico

Nuria Segui Gracia

©0Ce

Aquesta tesi doctoral esta subjecta a la llicencia Reconeixement- NoComercial —
Compartirlgual 3.0. Espanya de Creative Commons.

Esta tesis doctoral esta sujeta a la licencia _Reconocimiento - NoComercial — Compartirlqual
3.0. Espafia de Creative Commons.

This doctoral thesis is licensed under the Creative Commons Attribution-NonCommercial-
ShareAlike 3.0. Spain License.




0= 2 .o DIBELLSD

Universitat . Institut d’Investigacié Biomedi i
. . igaci6 Biomédica de Bellvitge
de Barcelona Institut Catala d'Oncologia

ESTUDIO DE LA LONGITUD TELOMERICA E IDENTIFICACION DE
NUEVOS GENES CAUSALES EN EL CANCER COLORRECTAL
HEREDITARIO NO POLIPOSICO

Memoria presentada por
Nuria Segui Gracia

Para optar al Grado de

Doctor por la Universidad de Barcelona

Tesis realizada bajo la direccion de la
Dra. Laura Valle Velasco
en el Instituto Catalan de Oncologia del
Instituto de Investigacion Biomédica de Bellvitge
(ICO-IDIBELL)

Tesis adscrita a la Facultad de Biologia, Universidad de Barcelona (UB)
Programa de Doctorado en Genética

Tutor: Gemma Marfany Nadal

Laura Valle Velasco Gemma Marfany Nadal Nuria Segui Gracia

Barcelona, 2014






indice

ABREVIATURAS .ttt ettt et e e e s s st r e e e e e s s s s bbb e e e aaeesnann vii
INTRODUGCCION ... .oouiiiiitiiee ettt ettt ettt e e s 1
1. EL CANCER ..ottt bbbttt 3
1.1. El cancer como enfermedad genetiCa ...........eeeveeeiiiiiiiiiiieeiee e ee e 3

1.2. Capacidades adquiridas durante la carcinOgénesis..........ccccccovviuvvveeieeeennnnnns 4

2. EL CANCER COLORRECTAL ....ctitiitieteieititesenisieteiesen et tebe et neeaes 6
2.1, EpIdemiolOgia......cccoeiiiiiiieiiee e 6

2.2. Anatomia y epitelio iNteStINGL...........ouiiiiiiiiiiiiee e 7

2.3. Estadificacion del cancer colorrectal .............cccccevvviiiiiiii 9

2.4. La carcinogénesis COlOIeCtal............ccouvviiiiiiiiiiiii 10

3. PREDISPOSICION AL CANCER COLORRECTAL......courtririeieieiiriineneneeieieienenenees 13
3.1. Etiologia: conjuncion de genes y ambiente...........cccccooviiuviiieiiieeeniiniiiieeeeennn 13

3.2. El cancer colorrectal familiar ... 16

4. SINDROMES POLIPOSICOS.......cuveieieiienienieneeeesresie st sse s s s s ssesseeseeve v 19
4.1. Poliposis adenomatosa familiar...........c...ccooviiiiiiiiii e 19

4.2. Poliposis asociada a MUTYH.......oooiiiiii e 19

4.3. Poliposis asociada a la actividad reparadora de la polimerasa .................... 21

4.4. Poliposis hereditariat MIXLA ..............eeeeereeeeieiiiiiiiiiiieiiiiieeeereeeeeeeeeeee e 21

4.5. Polip0SiS hamMartOMAtOSAS ........uvuurrrrrreieeriiieiiiieiieiieeiibeereereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenee 22

5. SINDROME DE LYNCH .....coviitiiticiicieeteeteeteete ettt ettt ene 23
5.1. Manifestaciones y variantes CliniCas ...........cccccccvvviiiiiic 23

5.2. Base genética: sistema de reparacion de bases desapareadas del ADN.....24

5.3. Identificaciéon de familias con sindrome de Lynch...........cccccccccoiiiiinnnnnn, 26

a) Cribado CHNICO ....cccviiiiiiiiicicc e 26

b) Cribado molecular €n tUMOF ..........ucieiiiiiiiiiiiiiire e 28

5.4. Vigilancia médica y profilaxis ... 29

5.5. ANLICIDACION GENETICA ... .eetiiieiiiiiiiiiiee ettt 30

6. CANCER COLORRECTAL FAMILIAR TIPO X ..cvoouiiuieiieiierieieeeeieeneeeeeeeese s 31
6.1. Caracteristicas CliNICAS ..........ccvviiiiiiii 31

6.2. Caracteristicas MOIECUIArES ...........ccovvviiiiiiii 32

7. BUSQUEDA DE GENES CAUSALES DE ENFERMEDADES MENDELIANAS...... 34
7.1. ANAliSiS d€ lIgamIUENTO ......ceeiiiiiiiiiieiiie et 34

7.2. Andlisis directo de genes candidatos ...........c.ueeeeereeeiiiiiiiiiiiieiee e 35

7.3. Secuenciacion de genomas y exomas COMPIetos.........cccvvveeeeeeeeiiiiiiieeeeenn. 36

8. TELOMEROS. .....utututiirisieteteieietes ettt st se e bbb st es et ebe st e st eaebebene e aees 39



indice

8.1. Los telomeros y 1a telOmMerasa ..........ccueeeviiiiiiiiiiiee e 39

8.2. Los teldmeros y la telomerasa en CANCEr .............ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeee 40

8.3. Alteraciones en la longitud telomérica y la predisposicion al cancer............. 41

HIPOTESIS ...ttt ettt bbbttt 45

OBUJIETIVOS ...cceeeettee ettt ettt e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e nbb e et e e e e e e e s e annbraneeeaens 49

RESULTADOS ...ttt ettt e e e e ettt e e e e e e e st ettt e e e e e e s anbbbeeeeaaeeeeeannnnbaeeeaeens 53
ARTICULO 1: “Longitud de los telémeros y anticipacion genética en el sindrome de

LYRICR ..ottt ettt e e e ettt e e e e et e e e e e et eeeaaa e aas 57

ARTICULO 2: “Asociacion de telémeros mas largos con el riesgo de cancer en el
cancer colorrectal hereditario no polipésico sin defectos en la maquinaria de

reparacion de bases desapareadas’.........ccveeieiiiiiiiiiiiiiiie e 69
ARTICULO 3: “GALNT12 no contribuye de manera relevante al cancer colorrectal
FAIMUITAT TDO X7 .coeeeeeeeeeee e 75
ARTICULO 4: “Identificacion de mutaciones en MUTYH mediante secuenciacion de
exomas en una familia con un fenotipo atiPiCO” ............uuuuuveieeiiiiiiiiiiiiiee e 81
ARTICULO 5: “Mutaciones en la linea germinal en GEN1X causan cancer colorrectal
hereditario a través de deficiencias en la reparacion del ADN”...............coeeeeeeeeeeeenns 93
DISCUSION ...ttt bbbttt bbbttt 123
1. ANALISIS DE LA LONGITUD TELOMERICA EN EL CANCER COLORRECTAL
HEREDITARIO NO POLIPOSICO ......cuviuveieteeeeeeeeeeeeeveeeeeeeeeesaessessessesseesessessesneenens 125
1.1. Aspectos a considerar sobre la cuantificacion de la longitud de los telé6meros
........................................................................................................................ 125
1.2. Longitud telomérica en el cancer colorrectal hereditario no polipdsico........ 127
1.2.1. Longitud telomérica en el sindrome de Lynch...........cccccceeeeivinnnnnns 128
1.2.2. Longitud telomérica en el cancer colorrectal familiar tipo X ............. 129
1.2.3. Equilibrio de la longitud telomérica en la viabilidad celular .............. 130
1.3. Anticipacién genética y longitud telomérica en sindrome de Lynch............ 133
1.3.1. Aspectos generales de la anticipacion genética............cccevvvvvunnnnnnn. 133
1.3.2. Valoracion de la implicacion de la longitud telomérica en la
anticipacion observada en el sindrome de Lynch ...........ccccoiieeeeeinniinnnns 134
1.3.3. Otros posibles mecanismos que expliquen la anticipacién genética en
el SINArome de LYNCh......iiiiicceecce e 135
2. ESTUDIO DE GALNT12 COMO GEN CAUSAL EN CANCER COLORRECTAL
FAMILIAR TIPO X e e e s e e e e e e e e e e e e e aneaaeaaaaaanenans 137
2.1. Valoracion de GALNT12 como gen candidato...........ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiinnnnn, 137
2.2. Evaluacion de las variantes de GALNT12 identificadas...............ccccceeeeen. 138
2.3. Contribucién de GALNT12 a la predisposicion al CCR ............ccccccvvivennnn. 141
3. LA SECUENCIACION DE EXOMAS COMO HERRAMIENTA PARA DESCIFRAR
LAS CAUSAS DEL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR TIPO X.....coeevevervenrnnen. 144



indice

4. MUTACIONES EN MUTYH ENMASCARADAS BAJO UN FENOTIPO INUSUAL 147
4.1. Valoracién de las variantes identificadas por secuenciacion de exomas.... 147
4.1.1. Riesgo de cancer en portadores heterocigotos de mutaciones en

MUT Y H. e 148
4.1.2. Estudio funcional de la variante NOVel................eeueeeeemeeeeeeenniinnnnnnne 149
4.2. Caracteristicas clinicas y moleculares de la familia .............cccccvvvvviiiinnnnnn. 150
5. IDENTIFICACION DE UN NUEVO GEN DE CANCER COLORRECTAL
HEREDITARIO ..t s s e e e s s e s e e e e s e e e e e e e neeeeanaeaeaaeens 153
5.1. Hallazgos de la secuenciacion de exomas en una familia con cancer
colorrectal familiar tIPO X......ooovieeiecie e 153
5.2. Busqueda de mutaciones en otras familias con CCR hereditario ............... 154
5.3. Evaluacion de las mutaciones encontradas en GENL1X............ccccccvvvinenn. 154
5.3.1. Frecuencias poblacionales .........ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeccceeeeeeeeeeeee 154
5.3.2. Estudio de segregacion con la enfermedad ..........cccoeveeviveiiivineenenns 155
5.3.3. Evidencias de afectacién de la funcion y posible patogenicidad de las
variantes identifiCadas. ... .ccooov i 155
5.3.4. Ensayo de viabilidad celular en respuesta a agentes de dafio celular
................................................................................................................ 157
5.4. Papel del gen en la carcinogénesis colorrectal ............ccccccccvviiiiiiiiinnn, 157
5.4.1. Gen supresor de tumores: Busqueda del segundo evento a nivel
LS0] 10 =1 [o o F N 157
5.4.2. Gen implicado en la reparacion del dafio genético: ¢ Acumulacién de
erroreS €N €1 ADN? ...cooiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 158
5.4.3. Participacion de GEN1X en la progresion tumoral ...........cccceeeeennnnee 160
5.4.4. GEN1X como gen de alta penetrancia en el cancer colorrectal ....... 161
6. IDENTIFICACION DE LAS CAUSAS GENETICAS DEL CANCER COLORRECTAL
FAMILIAR TIPO X e e s e s s e e e e e e e e e e e e e e e e anananenens 162
CONCLUSIONES ... ..o 165
BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt ettt 169
ANEXOS .ottt 201
ANEXO |: Otras PUDlICACIONES..........uuuureieiiieeriiiiiieiieiieeieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 203
"No association between germline allele-specific expression of TGFBR1 and
colorectal cancer risk in Caucasian and Ashkenazi populations”...................... 205
"Genetic variant in the telomerase gene modifies cancer risk in Lynch syndrome”
........................................................................................................................ 217
"New insights nito POLE and POLD1 germline mutations in familial colorrectal
cancer and POoliPOSIS”.......ccoiiiiiiiiiii 225
ANEXO 11 INformes del dir€CION........uuuueeeiiiiiiiiiiiiieiieiiiiieieeee s 237






ABREVIATURAS







Abreviaturas

3D
ADN
ALT

ARN
CCR
CCRf-X
CIMP
CSCE

EMS
IHQ
IMS
Mb
MMC
MMR
PCR
GALNT
Q-FISH
ShRNA
SL
SNP
TCGA
NGS

Tridimensional

Acido desoxirribonucleico

Alternative lengthening of telomeres; Via alternativa de elongacion de los
teldbmeros

Acido ribonucleico

Cancer colorrectal

Cancer colorrectal familiar tipo X

CpG island methylator phenotype; Fenotipo metilador de islas CpG
Conformation Sensitive Capillary Electrophoresis; Electroforesis capilar
sensible a conformacion

Estabilidad de microsatélites

Inmunohistoquimica

Inestabilidad de microsatélites

Megabase

Mitomicina C

Mismatch repair; Reparacion de bases desapareadas

Polymerase chain reaction; Reaccion en cadena de la polimerasa
UDP-GalNAc:polipéptido N-acetilgalactosamina-transferasas
Hibridacion fluorescente in situ cuantitativa

Short hairpin RNA, ARN de horquilla pequefia

Sindrome de Lynch

Single Nucleotide Polymorphism; Polimorfismo de una sola base
The Cancer Genome Atlas; Atlas del genoma del cancer
Next-generation sequencing; Secuenciacion de nueva generacion o

secuenciacion masiva en paralelo

GENES (nomenclatura estandar procedente del inglés)

APC
BMPR1A
BRAF
BRCA1l
BUB1
BUB3
CHEK2

Adenomatous Polyposis Coli

Bone morphogenetic protein receptor, type 1A
V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B
Breast cancer 1, early onset

BUB1 mitotic checkpoint serine/threonine kinase
BUB3 mitotic checkpoint protein

Checkpoint kinase 2



Abreviaturas

DACT2
DARC
DCC
DNMT3B
EPCAM
FAMS5B
FANCA
GABBR2
GALNT12

GREM1
GSTM1
HABP4
KRAS
MCC
MDM2
MET
MGMT
MLH1
MSH2
MSH6
MUTYH
MYC
NUDT1
OGG1

P16 (CDKN2A)

PIK3CA
PKC
PMS2
POLD1
POLE
PTEN
PTPRJ
RACK1
RAS

Dishevelled-binding antagonist of beta-catenin 2
Duffy blood group, atypical chemokine receptor
Deleted in colorectal carcinoma

DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta
Epithelial cell adhesion molecule

Neurexophilin and PC-esterase domain family, member 2
Fanconi anemia, complementation group A
Gamma-aminobutyric acid B receptor, 2
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 12

Gremlin 1, DAN family BMP antagonist
Glutathione S-transferase mu 1

Hyaluronan Binding Protein 4

Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
Mutated in colorectal cancers

MDM?2 oncogene, E3 ubiquitin protein ligase
Met proto-oncogene

O-6-methylguanine-DNA methyltransferase
MutL homolog 1

MutS homolog 2

MutS homolog 6

MutY homolog

V-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog

Nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 1

8-oxoguanine DNA glycosylase

cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha

Protein kinase C

postmeiotic segregation increased 2 (S. cerevisiae)
Polymerase (DNA directed), delta 1, catalytic subunit
Polymerase (DNA directed), epsilon, catalytic subunit
Phosphatase and tensin homolog

Protein tyrosine phosphatase, receptor type, J

Guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 2-like 1

Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog



Abreviaturas

RB1
SMAD4
STK11 (LKB1)
TERC

TERT
TGFBR1
TP53
UNC5C
ZNF367

Retinoblastoma 1

SMAD family member 4

Serine/threonine kinase 11

Telomerase RNA component

Telomerase reverse transcriptase
Transforming growth factor, beta receptor 1
Tumor protein p53

Unc-5 homolog C (C. elegans)

Zinc finger protein 367

Xi






INTRODUCCION







Introduccion

1. EL CANCER

Se denomina cancer al conjunto de enfermedades caracterizadas por una proliferacién
celular descontrolada que puede derivar en una diseminacion de estas células anomalas a
otras zonas del cuerpo, proceso conocido como metastasis. El cancer es la segunda

causa de mortalidad en el mundo tras las enfermedades cardiacas.

1.1. El cancer como enfermedad genética

La carcinogénesis es un proceso que se produce en varios pasos, cada uno de ellos
determinado por alteraciones genéticas que dirigen la transformacién progresiva de
células humanas normales hasta sus derivados malignos con capacidad invasiva. Por
tanto, podemos decir que el cancer es una enfermedad genética, causada principalmente
por mutaciones en las células somaticas. Aun asi, si estos cambios se producen en linea
germinal, estas alteraciones genéticas se pueden transmitir a la descendencia, confiriendo

a los individuos portadores una predisposicion al cancer heredable (Knudson, 2002).

Desde los afios setenta, cuando Knudson describié la relacion entre el retinoblastoma, un
tumor de la retina ocular, y las mutaciones en el gen RB1 (Knudson et al., 1976; Friend et
al., 1986), se han descrito a lo largo de las Ultimas décadas multiples genes implicados en
la carcinogénesis de distintos tipos de tumores, asi como las vias moleculares a través de
las cuales acttan. Los genes implicados en cancer se pueden clasificar en tres categorias:
Oncogenes, genes supresores de tumores y genes reparadores (Vogelstein y Kinzler,
2004). Mutaciones en las dos primeras categorias de genes actlan regulando
directamente la proliferacién celular, ya sea mediante la estimulacion del crecimiento
celular o por inhibicion de la muerte celular. En el caso de los oncogenes, como por
ejemplo RAS, MYC y MET, una mutacién causa su activacion constitutiva, es decir, una
ganancia de funcién. La mutacion de un solo alelo es generalmente suficiente para que un
oncogen aporte una ventaja selectiva de crecimiento a una célula (Figura 1).
Contrariamente, mutaciones en los genes supresores de tumores reducen su actividad, y
hacen falta mutaciones en ambas copias del gen para conferir la ventaja selectiva. Se
trata por tanto de una pérdida de funcion de naturaleza recesiva. Ejemplos de este tipo de
genes son TP53, APC o PTEN (Figura 1).
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Figura 1. Alteracion del ciclo celular
por oncogenes (OG) y genes
supresores de tumores (GST).
Mutaciones en una copia de los OG
altera su funcién, mientras que los
GST requieren la deficiencia de las

GST dos copias del gen.

3 Ciclo
\ celular

Finalmente, los genes de reparacion del ADN, también considerados como un subtipo de
genes supresores de tumores, cuando estan alterados promueven la tumorogénesis por
una via indirecta. Estos genes codifican proteinas encargadas del mantenimiento de la
integridad del genoma, tales como MLH1, MUTYH o BRCA1. Su inactivacién provoca una
mayor tasa de mutacion en otros genes debido a una acumulacion de errores en el ADN
causada por una reparacion de errores deficiente. Como en el caso de los genes
supresores de tumores, son necesarias mutaciones en los dos alelos del gen para
inactivarse. Sin embargo, la inactivacion de los dos alelos del gen reparador no es
suficiente para el inicio de la carcinogénesis, sino que haran falta las consecuentes
mutaciones somaticas en oncogenes 0 genes supresores de tumores, causadas por la

reparacion defectuosa del ADN, para que se inicie el proceso neoplasico.

1.2. Capacidades adquiridas durante la carcinogénesis

Hanahan y Winberg definieron hace mas de una década una serie de rasgos a nivel
molecular, bioguimico y celular que son compartidos por la mayoria de los tumores
humanos (Hanahan y Weinberg, 2000). Propusieron una lista de seis capacidades
adquiridas durante la tumorogénesis que reflejan los cambios que dirigen la
transformacién progresiva de células humanas normales en células cancerosas malignas:
Autosuficiencia en las sefiales de crecimiento, insensibilidad a las sefiales inhibitorias del
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crecimiento, evasion de la apoptosis, potencial replicativo ilimitado, mantenimiento de la

angiogénesis y, finalmente, invasién de tejidos y metastasis.

Posteriormente, incorporando los avances en el conocimiento acerca de la biologia del
cancer, los mismo autores propusieron un nuevo esquema mas completo (Hanahan y
Weinberg, 2011). En este nuevo esquema se afiaden a la lista dos caracteristicas
emergentes funcionalmente importantes para el desarrollo del tumor: La reprogramacién
de la energia metabdlica y la elusion a la destruccién inmune. Asimismo se afiaden dos
caracteristicas que hacen posible la adquisicion de todas las anteriores: El desarrollo de
una inestabilidad genémica que produce mutaciones en las células cancerigenas, y el
estado inflamatorio de las lesiones pre-malignas inducido por el sistema inmune (Figura
2).

Mantenimiento Evasion de los
de las sefiales supresores de
proliferativas crecimiento

Elusion de la
destruccion

Desregulacion
de la energia

celular T
Resistencia a .
| rt Inmortalidad
a muerte o ..
replicativa
celular
Inestabilidad .
P Inflamacién
gendmicay
mutacion
Induccién de la Activacion de
angiogénesis la invasion y
metastasis

Figura 2. Caracteristicas distintivas de la progresion tumoral. Los ocho cambios esenciales
en la fisiologia de la célula que dictan el crecimiento maligno y las caracteristicas que los
posibilitan. Adaptado de Hanahan y Weinberg, 2011.

Con la unioén de todos estos conceptos se ha ido construyendo paulatinamente la vision
actual de los tumores, como algo mas que masas aisladas de células cancerigenas en
proliferacién. Los tumores son complejos tejidos compuestos por miultiples tipos celulares
gue incluyen también la participacion de células normales que conforman el estroma

asociado al tumor, conocido como microambiente tumoral.
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2. EL CANCER COLORRECTAL

2.1. Epidemiologia

A nivel mundial se diagnostican mas de un millén de casos de cancer colorrectal (CCR) al
afo, siendo ésta una de las principales causas de mortalidad por cancer. El CCR se sitla
entre el segundo y cuarto tumor mas frecuente en los paises industrializados y su
incidencia varia ampliamente segun regiones geograficas (Figura 3). La mayoria de casos
se dan entre los 65 y 75 afios de edad, aunque también se dan casos a edades mas

tempranas, a menudo relacionados con una predisposicion genética (Ferlay et al., 2010).

26.3+
14.3-26.3
83-14.3
49-83
<49

ooenmn

Sin datos

Figura 3. Mapa mundial de la incidencia del cancer colorrectal en el afio 2012.
Tasa estandarizada por edad por 100.000. Imagen extraida de Globocan 2012,
International Agency for Research on Cancer.

En Espafia, con casi 30.000 casos al afio, el CCR es la neoplasia mas frecuente.
Separando por sexos es el tercer cancer mas frecuente en hombres (15%), después del
de préstata (21,7%) y de pulmén (16,9%); y el segundo en mujeres (14,9%), tras el cancer
de mama (29%). En nimeros absolutos, en el afio 2012 hubo 14.700 muertos por CCR
(8.742 hombres y 5.958 mujeres). Segun estas cifras el CCR representa la segunda causa
de muerte por cancer para ambos sexos en este pais, después del cancer de pulmén en

hombres y de mama en mujeres (Figura 4) (Ferlay et al., 2013).



Introduccion

Prostata Mama
Pulmén Colorrectal
Colorrectal Cuerpo uterino
Vejiga Qvario
Estdmago Pulmoén
Labio, cavidad oral Linfoma no Hodgkin
Higado Cuello del (tero
Linfoma no Hodgkin Leucemia
Laringe Tiroides
Rifibn Melanoma de piel
Leucemia Estdmago
Pancreas Cerebro, sist. nervioso
Cerehro, sist. nervioso Pancreas
Esofago Rifion
. M Incidencia M Incidencia
Faringe M Mortalidad Vejiga M Mortalidad
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tasa estandarizada por edad. Ratio por 100,000 Tasa estandarizada por edad. Ratio por 100,000

Figura 4. Incidencia y mortalidad estandarizadas por edad de las diferentes neoplasias en
Espafia en el afio 2012 segln sexos. lzquierda, hombres; derecha, mujeres. Imagen adaptada
de GLOBOCAN 2012, International Agency for Research on Cancer.

2.2. Anatomiay epitelio intestinal

El colon y el recto forman parte del sistema digestivo o gastrointestinal. Este sistema
procesa la comida ingerida y desecha el material que el cuerpo no aprovecha. Tras el
esoOfago, estbmago e intestino delgado prosigue el denominado intestino grueso, cuya
primera y parte mas larga corresponde al colon. A lo largo de éste érgano se absorben
agua Yy nutrientes minerales, los desechos resultantes pasan al recto, zona final del
intestino grueso, para finalmente ser expulsados por el ano. Se puede dividir el colon en
cuatro secciones: colon ascendente, transverso, descendente y sigmoide; que
clinicamente se pueden simplificar en dos partes: El colon proximal o derecho y el colon

distal o izquierdo (Figura 5A).

Histolégicamente el colon estd compuesto por varias capas, diferenciando del interior
hacia el exterior la mucosa, submucosa, muscularis propia, subserosa y serosa. La capa
interior esta a su vez formada por células epiteliales, lamina propia y muscularis mucosa
(Figura 5B). Cuando se genera un tumor puede variar el nimero de capas que estén

afectadas, factor determinante del pronéstico de la enfermedad.
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COLON PROXIMAL O DERECHO . — — SEROSA
— Masculo bngitudinal] MUSCULARIS
— Masculo circular PROPIA

— SUBMUCOSA

Colon
transverso

Angulo — Muscularis mucosa
2 < — Lamina propia MUCOSA
hepético Angulo ; o
esplénico Epitelio
Colon Colon
ascendente descendente

. . ‘&= Vasos sanguineos
Colon sigmoide ——_

Apéndice Recto

enla submucosa
COLON DISTAL O IZQUIERDO

Figura 5. Esquema de la anatomia del intestino grueso. A. Divisién anatémica y clinica del
colony recto. B. Capas histolégicamente diferenciadas en un corte transversal del colon.

La mucosa del colon tiene la superficie plana, en contraposicion al intestino delgado que
presenta villi. La superficie del intestino grueso estad organizada en estructuras tubulares
llamadas criptas de Lieberkiihn, cavidades epiteliales con las que gana superficie. Las
células que forman esta area tienen una tasa de renovacion muy elevada. En el fondo de
las criptas se encuentran las células madre, que se dividen formando células pluripotentes
0 progenitoras no diferenciadas que migran en direccion ascendente desde la base de la
cripta y que ocupan dos terceras partes de la misma. Cuando llegan a la parte superior,
estas células dejan de proliferar y se diferencian en uno de los tipos celulares del colon:
Colonacitos, células calciformes o células enteroendocrinas (Figura 6) (Reya y Clevers,
2005).
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s Figura 6. Esquema del epitelio colénico.

Migracion y etapas de diferenciacion de las
Células células epiteliales desde la base de la cripta
adie hasta la superficie intestinal. Adaptado de
Reyay Clevers, 2005.



Introduccion

2.3. Estadificacion del cancer colorrectal

El prondstico de los pacientes con CCR esta altamente correlacionado con el estadio en el
gue se diagnostica la enfermedad. Asi, la supervivencia a 5 afios es mayor del 90% si se
detecta el tumor en estadios tempranos, pero menor del 10% si se diagnostica en estadios
avanzados. Por ello, la deteccidon precoz es el arma principal para la prevencién de la
mortalidad por CCR.

La estadificacion del CCR se basa en el grado de invasion e infiltracién del tumor primario
en las diferentes capas de la pared intestinal, en la afectacion de los ganglios linfaticos y
en la presencia de metastasis. Dukes propuso en el afio 1932 una primera clasificacién en
tres estadios definidos en funcidén de estas tres caracteristicas. Dada su sencillez se han
realizado multiples madificaciones de la clasificacion de Dukes, siendo la mas importante
la de Aster y Coller en el afio 1954 (Tabla Il). Finalmente, con la intencién de unificar
sistemas, la American Joint Committee on Cancer propuso la clasificacibn TNM (Hutter y
Sobin, 1986). Este sistema considera por partes separadas tumor primario (T), nddulos
linfaticos (N) y metastasis (M) (Tabla I). Estas tres categorias se combinan de manera que
corresponden a un estadio concreto establecido (I-1V). La estadificacién en cuatro fases (I-
IV) se correlaciona asimismo con la clasificacion de Dukes y puede asociarse al

prondstico de los pacientes (Tabla Il).

Tabla I. Descripcién de las categorias del sistema TNM para el cancer colorrectal.

T: Extension gue ocupa el tumor primario

Tx  Eltumor primario no se puede evaluar

Tis Carcinoma in situ. Intraepitelial o invasion de la lamina propia
T1 Eltumor invade la submucosa

T2  El tumor invade la muscular propia

T3  El tumorinvade la subserosa sin llegar a tejidos vecinos

T4  El tumor invade otros 6rganos o estructuras

N: Ausencia o presencia de afectacion en ganglios linfaticos

Nx Informacion incompleta, los ganglios no pueden ser evaluados
N1 Ningun ganglio afectado

N2 De uno a tres ganglios afectados

N3 Cuatro o mas ganglios afectados

M: Ausencia o presencia de metastasis a distancia

Mx  No se puede valorar la metastasis a distancia

MO No hay metéastasis a distancia

M1 Presencia de metastasis a distancia
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Tabla Il. Estadificaciéon para el cancer colorrectal segln los diferentes métodos
de clasificacion y pronéstico de los pacientes.

: Supervivencia
Estadio TNM Dukes | Astery Coller upenv 5 !
a los 5 afios
0 Tis - - 96-100%
TINOMO A
- 0,
! T2NOMO A Bl 80-95%
T3NOMO B2
- 0,
g TANOMO B B3 50-75%
T _N1MO C1
bt - 0,
1 T_N2MO C c2 25-50%
v T N_M1 - D <7%

2.4. La carcinogénesis colorrectal

Como se ha comentado en apartados anteriores, la tumorogénesis constituye un proceso
gradual que consiste en la sucesiva adquisicién de alteraciones moleculares, desarrollo
que puede occurrir a lo largo de varios afios. Los tumores colorrectales, dada su ubicacién
y accesibilidad, asi como la existencia de varias fases bien diferenciadas de la
enfermedad, han supuesto un buen sistema de estudio de los cambios genéticos
involucrados en el desarrollo de la neoplasia. Fearon y Vogelstein propusieron en el afio
1990 un primer modelo de carcinogénesis que explica la progresion del CCR desde sus
formas benignas hasta las mas agresivas. Este proceso se conoce como secuencia
adenoma-carcinoma (Fearon y Volgestein, 1990). Siguiendo este arquetipo, mutaciones
en el gen APC se dan en fases tempranas, seguidas generalmente por mutaciones en los
genes de la familia RAS; mientras que los cambios en TP53 aparecen mas adelante
cronolégicamente. Las alteraciones que promueven el paso a tumores metastaticos, en el

caso de existir, alin permanecen desconocidas (Figura 7).

Las principales caracteristicas de este modelo son:

1- Los tumores aparecen como resultado de mutaciones activadoras de

oncogenes y de mutaciones inactivadoras de genes supresores de tumores.

2- Hacen falta mutaciones en al menos 4 o 5 genes para la formacion de un

tumor maligno.

3- Aungque los cambios genéticos se dan preferentemente en una secuencia
determinada, es el total de las alteraciones acumuladas en vez de su orden de

aparicién, lo que determina las propiedades bioldgicas del tumor.

10



Introduccion

4- En ocasiones, algunos genes supresores de tumores mutados pueden ejercer

un efecto fenotipico a nivel celular, ya en su estado heterocigoto.

Via Activacion Activacion Inactivacion Pérdida de
afectada via Wnt sefializacion EGFR respuesta TGFp funcién p53 .
Otras alteraciones
&t
Gen APC KRAS Smad2/4 p53 geneticas

involucrado

Uu-Li-

Adenoma temprano/
Cripta displasica

Epitelio normal Adenoma intermedio Adenoma tardio Carcinoma Metdstasis

Figura 7. Secuencia adenoma-carcinoma en el cancer colorrectal. La progresion del epitelio normal a
través de adenoma a carcinoma esta asociada a anomalias acumuladas en genes concretos. Adaptado de
Davies et al., 2005.

La presencia de sistemas de mantenimiento y reparacion del genoma hace que en
condiciones normales la tasa de mutacién espontanea sea muy baja a lo largo de cada
generacion celular. Con el fin de acumular las mutaciones génicas necesarias para
avanzar en el proceso de carcinogénesis, las células tumorales incrementan su tasa de
mutacion, mediante distintos mecanismos, que pueden ser o no excluyentes (Salk et al.,
2010). Actualmente se conocen tres mecanismos que causan inestabilidad genémica y
contribuyen a la progresién tumoral: la inestabilidad cromosémica, la inestabilidad de
microsatélites (IMS) y el fenotipo metilador de islas CpG (CIMP, del inglés CpG island
methylator phenotype).

El mecanismo de la inestabilidad cromosomica es el mas frecuente, presentandose en el
75-80% de todos los canceres colorrectales, y corresponde a la presentada en el modelo
de Fearon y Vogelstein. Tipicamente estos tumores presentan pérdida de heterocigosidad
(deleciones), amplificaciones y translocaciones cromosomicas. Estos cambios provocan la
inactivacién de genes supresores de tumores tales como APC, TP53, DCC y SMAD4, asi
como la activacion de oncogenes como KRAS y MYC (Vogelstein et al., 1988; Fearon y
Vogelstein, 1990).
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Los microsatélites son secuencias repetitivas del ADN, compuestas por repeticiones de
uno a cinco nucleotidos. La IMS se caracteriza por un aumento o disminucion de la
longitud de algunas de estas secuencias en las células somaticas en comparacion con la
linea germinal. Esta inestabilidad resulta de la incapacidad del sistema de reparacién de
corregir los errores producidos durante la replicacion del ADN, debido a la inactivacion de
los genes de reparacion de bases desapareadas (MMR, del inglés mismatch repair)
(Kinzler y Volgestein, 1996).

Finalmente, alteraciones en el patréon de metilacion de las islas CpG de la region
promotora de los genes causa la inactivacion de su expresion. En tumores, este tipo de
inactivacion transcripcional ocurre en genes supresores de tumores, por ejemplo en p16,
MGMT, MLH1 o BRCAL. Cuando esta hipermetilacién de islas CpG ocurre de manera
generalizada, se origina el denominado fenotipo metilador CIMP (Toyota et al., 1999).
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3. PREDISPOSICION AL CANCER COLORRECTAL

3.1. Etiologia: conjuncién de genes y ambiente

Las grandes diferencias en la incidencia de CCR que hay entre paises, hacen patente la
participacion de las costumbres y estilos de vida en el desarrollo de la enfermedad. Asi
mismo, estudios en grupos de poblaciones emigrantes sugieren que factores ambientales

juegan un papel esencial en la etiologia de la enfermedad (Boyle y Langman, 2000).

Uno de los factores ambientales que se ha asociado en estudios epidemiolégicos al riesgo
a desarrollar CCR es la dieta. Un alto consumo de carne roja y grasas esta asociado a un
mayor riesgo a padecer este tipo de cancer, mientras que se da la correlacion inversa
para el consumo de fibra, vegetales y fruta. En cuanto al estilo de vida, existen evidencias
gue relacionan el tabaco, la ingesta de alcohol, la actividad fisica y el indice de masa
corporal con el riesgo a desarrollar CCR. Ademas, también se han vinculado positiva o
negativamente medicamentos como la aspirina o el tratamiento hormonal sustitutivo
respectivamente (Potter et al., 1999; Bagnardi et al., 2001; Chan et al., 2010; Burn et al.,
2011; Bardou et al., 2013).

Por otro lado, desde los afios 50 se conocen informes de familias con una elevada
agregacion de tumores localizados en el intestino grueso, donde ya indicaban que los
miembros de estas familias tenian un riego elevado de desarrollar CCR (Woolf et al.,
1955; Macklin, 1960). De hecho, el riesgo a desarrollar CCR es mayor en individuos con
historia familiar de cancer de colon, sobre todo en aquellas familias con un sindrome
hereditario como la poliposis adenomatosa familiar o el sindrome de Lynch (SL). Estudios
caso-control sugieren que factores hereditarios contribuyen considerablemente al CCR,
con razones de oportunidades (en inglés, odds ratios) moderadas con valores entre 2y 4
(Johns et al., 2001). Asimismo, estudios en gemelos estiman que el efecto de los factores

genéticos en el cancer colorrectal es de hasta un 35% (Lichtenstein et al., 2000).

A nivel genético podemos clasificar los alelos de susceptibilidad segun su capacidad de
afectacion fenotipica, lo que se denomina penetrancia (Figura 8). Las mutaciones de
elevada penetrancia predisponen a desarrollar CCR con un riesgo muy alto. Suelen ser
cambios Unicos o muy poco frecuentes que causan los sindromes hereditarios de
predisposicion al CCR como la poliposis adenomatosa familiar o el SL, detallados en el

siguiente apartado. Los alelos de moderada penetrancia también suelen ser variantes
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genéticas poco frecuentes pero se asocian con un riesgo mas bajo. Un ejemplo clasico de
este tipo de alelo de susceptibilidad es la variante 11307K en el gen APC (Laken et al.,
1997). Finalmente, también se han identificado numerosas variantes de baja penetrancia
que contribuyen a la susceptibilidad del CCR de una manera aditiva. Estos son alelos
comunes que se asocian a un riesgo relativo bajo. En los Gltimos afios multiples estudios
de asociacion del genoma completo o de genes candidatos en amplias series de casos y
controles han localizado numerosas regiones o variantes relacionadas con el riesgo de
CCR. Hasta la fecha, se han asociado al menos 41 loci independientes en poblacion
caucasica (P < 1 x 10° y asociacién confirmada en al menos una serie caso-control
independiente adicional; Tabla Ill) (http://www.genome.gov/gwastudies). Parecen seguir
un modelo de predisposicion poligénico, por el que individuos portadores de un nimero
elevado de estos alelos podrian tener un riesgo tres veces mayor que aquellos con un
numero medio de alelos de riesgo (Houlston y COGENT, 2012). Por otro lado, las
asociaciones de variantes de riesgo bajo-moderado en genes candidatos a menudo son
dificiles de interpretar. Un meta-analisis realizado recientemente ha descrito asociacion
significativa con el CCR para un total de 62 variantes en 50 genes, 8 de ellos con una
fuerte evidencia acumulativa de asociaciéon y 2 moderada (Ma et al., 2013). Entre
variantes genéticas se encuentran los genes: MUTYH, APC, CHEK2, MLH1, DNMT3B,
GSTM1y TERT.
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Tabla Ill. Variantes y genes identificados mediante estudios de asociacién a nivel genémico asociados al
CCR. Estudios con P < 1 x 10° en fases inicial y de validacion. OR, odds ratio.

Gen mapado SNP OR
ATOH1 - HMGB3P15 rs13130787 1.09
C11orf93;C110rf92 rs3802842 1.11-1.14
CCND2 rs3217810 1.20
CCND2 rs3217901 1.10
CDH1 rs9929218 1.10
CHCHD3P1 - HSP90OAB7P  rs10795668 1.12
DACT1 - RPL31P4 rs17094983 1.13
DCBLD1 rs2057314 1.08
DIP2B - ATF1 rs11169552 1.09
DUSP10 - QRSL1P2 rs6691170 1.06
DUSP10 - QRSL1P2 rs6687758 1.09
DUSP4 - RPL17P33 rs12548021 1.28
FGFR3P3 - BMP2 rs4813802 1.10
FGFR3P3 - BMP2 rs961253 1.12
GPR143 - HMGN1P33 rs5934683 1.07
GSDMC - RPL15P12 rs2128382 1.11
HSD17B7 - Clorf110 rs1912453 1.07
HSPA12A rs1665650 1.13
KLHL18 - PTPN23 rs8180040 1.28
KRT18P42 - MAN2A1 rs367615 1.35
LAMAS rs4925386 1.08
LAMC1 rs10911251 1.09
LINC00536 - EIF3H rs16892766 1.24-1.27
LOC100616530 rs3104964 1.27
LOC100996485 rs647161 1.11-1.17
MIR3925 - LAP3P2 rs1321311 1.10
MIR4291 - BARX1 rs10114408 1.37
MYNN rs10936599 1.04
NABP1 - SDPR rs11903757 1.16
OSBPL3 - CYCS rs39453 1.28
POLD3 rs3824999 1.08
RHPN2 rs10411210 1.15
RPL18P9 - CCND2 rs10774214 1.09-1.17
RPS23P3 - CENPC1 rs17730929 1.47
RPS3AP46 - MIR5580 rs4444235 1.11
SALL4PS - RPL24P7 rs4591517 1.06
SCGS5 - GREM1 rs4779584 1.12-1.23
SCGS5 - GREM1 rs4779584 1.18
SLC22A3 rs7758229 1.28
SMAD7 rs4939827 1.12-1.20
SRRM1P1 - POU5F1B rs6983267 1.13-1.18
SRRM1P1 - POU5F1B rs7014346 1.19
SRRM1P1 - POU5F1B rs6983267 1.24-1.27
SRRM1P1 - POU5F1B rs10505477 1.17
SRSF10P2 rs2423279 1.10-1.14
SYNJ2 rs9365723 1.27
TBX3 rs59336 1.09
TBX3 - UBA52P7 rs7315438 1.11
TPH2 rs10879357 1.25
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Moderada

Alta penetrancia .
penetrancia

Baja penetrancia

MLH1 e MLH1 rs1800734 GSTM1
MSH2 APCI1307K TERT rs2736100
MELE e DNMT3B rs1569686
e GWAS loci
ocl
EPCAM - L

(mutacién bialélica) 1925 8g24.21 15qg13.3

MYH Y165C 1941 10p14 16g22.1
FREL POLE (rs34612342)
POLD1 " 2g32.3  11q13.4 18g21.1
PTEN 3262 11g23.1 19q13.11
CHEK2 1100delC
SMAD4 5021  12p13.3  20p12.3
BMPR1A LKB1
U T 6p212 12g13.13 20q13.33
MYH G382D (rs17879961) 89233 14q22.2  Xp22.2

(rs36053993)

Modificadores genéticos y ambientales

Figura 8. Contribucion de los factores genéticos en la predisposicién al CCR. El efecto de
modificadores de riesgo, genéticos y/o ambientales, hace que los margenes que delimitan cada grupo
no queden bien definidos.

De este modo, como para la mayoria de canceres, la distincion entre esporadico y familiar
resulta un tanto borrosa, y seria conveniente visualizar la predisposicion como un continuo
de factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de la neoplasia. Es por tanto el balance
entre los factores genéticos y los factores ambientales lo que determina la susceptibilidad

individual a desarrollar CCR, tanto en casos familiares como esporadicos (Figura 8).

3.2. El cancer colorrectal familiar

Tradicionalmente se ha divido el CCR en base a los antecedentes familiares,
diferenciando los casos esporadicos de los familiares. De este modo, se considera CCR
esporadico aquel que se da en individuos sin ningiin antecedente familiar o personal a
esta forma de cancer, y supondria el resultado de mutaciones somaticas adquiridas. Se
estima su proporcion en un rango del 65 al 85% del total de casos (Figura 9). Por otro
lado, se estima que de todos los casos de CCR un 20-25% presentan historia familiar de
la enfermedad (Lichtenstein et al., 2000; de la Chapelle, 2004). Aun asi, tan solo un 2-6%
del total se explica por mutaciones en linea germinal de los genes de moderada-alta
penetrancia conocidos (Tabla 1V).
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El denominado CCR familiar se caracteriza por la presencia de varios afectos en la misma
familia. Estos individuos tienen un riesgo mayor al de la poblacién general a desarrollar la
enfermedad, asi como a que se presente de manera mas precoz. En estos grupos
familiares, ademas de agregarse los casos explicados por las variantes de susceptibilidad
conocidas, también pueden subyacer variantes de CCR hereditario que aln se
desconaocen. Sin embargo, la agregacion familiar de algunos de estos casos también
podria resultar de un ambiente o estilo de vida compartido, o incluso simplemente por

azar.

Agregacion
familiar

Esporadico

F Sd Lynch

CCRf-X

PAF

Poliposis hamartomatosas

Figura 9. Clasificacién de los diferentes tipos de CCR segln la agregacién
familiar y caracteristicas genéticas.

Las formas hereditarias del cancer colorrectal pueden dividirse en polipdsicas y no
polipésicas. Entre los sindromes polipoésicos podemos diferenciar las poliposis
adenomatosas, que incluyen a la poliposis adenomatosa familiar en sus formas clasica y
atenuada, la poliposis asociada a MUTYH, la poliposis asociada a la actividad reparadora
de la polimerasa, y la poliposis hereditaria mixta; y las poliposis hamartomatosas, que
incluyen al sindrome de Peutz-Jeghers, la poliposis juvenil, y el sindrome hamartoma-
tumor causado por mutaciones en PTEN. Dentro de los sindromes no polipésicos se
encuentra el SL y el cancer colorrectal familiar tipo X (CCRf-X), donde se agrupan los

casos no polipdsicos cuya causa genética se desconoce (revisado por Valle, 2014b).
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Tabla IV. Sindromes de predisposicion al CCR y genes asociados.

Sindrome Gen(es) Herencia  Funcidn de la proteina
Poliposis adenomatosa familiar ~ APC AD Inhibicién de la via Wnt
(clasica y atenuada)
Sindrome de Lynch MLH1 AD Reparacion de bases desapareadas
MSH2
MSH6
PMS2
EPCAM*
Poliposis asociada a MUTYH MUTYH AR Reparacion por escision de bases
Poliposis asociada a la actvidad POLE AD Correccion de errores introducidos
reparadora de la polimerasa POLD1 por la polimerasa
Poliposis hereditaria mixta GREM1 AD Sefializacién BMP
Sindrome Peutz-Jeghers LKB1 AD Serin-treonin quinasa
Poliposis juvenil SMADA4 AD Sefializacion TGF-beta y BMP
BMPR1A
Sindrome de tumor hamartoma  PTEN AD Inhibicion de la sefializacion AKT

PTEN**

*A consecuencia de deleciones de EPCAM se da una metilaciéon germinal de las islas CpG de MSH2.

**E| sindrome de tumor hamartoma PTEN incluye los sindromes de Cowden, Bannayan-Riley-Ruvalcaba,
Proteus y Proteus-like, asociados a mutaciones en PTEN.
AD, herencia autosémica dominante; AR, herencia autosémica recesiva.
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4. SINDROMES POLIPOSICOS

4.1. Poliposis adenomatosa familiar

La poliposis adenomatosa familiar (N° MIM 175100) es el segundo sindrome de CCR mas
frecuente, representando menos del 0,2-1% del total de casos de CCR diagnosticados (de
la Chapelle, 2004). Es una enfermedad autosémica dominante caracterizada en su forma
clasica por la presencia de cientos a miles de pélipos adenomatosos, apareciendo
generalmente en la adolescencia. Si no se tratan estos poélipos pre-cancerosos algunos
derivardn inevitablemente en un carcinoma colorrectal, con una edad media de
diagnéstico de 39 afios (Petersen et al.,, 1991). Por tanto, esta enfermedad tiene
penetrancia practicamente completa, por lo que se recomienda la colectomia profilactica

tras la aparicion de los adenomas.

La variante atenuada de la enfermedad se diferencia de la clasica por el nUmero de
polipos que se desarrollan en el paciente, entre 10 y 100. Ademas, éstos se localizan
principalmente en el colon proximal y con una edad de diagnéstico mas tardia. Se estima

el riesgo acumulado a los 80 afios en aproximadamente el 70% (Knudsen et al., 2010).

La poliposis adenomatosa familiar est4 causada por mutaciones en la linea germinal en el
gen supresor de tumores APC (Adenomatous Polyposis Coli), importante en la regulacion
de la via de Wnt. Alrededor del 80% de los casos clasicos tienen mutaciones en APC,
pero menos del 30% de las formas atenuadas (Giardiello et al., 2001; Sieber et al., 2002).
La mayoria de las mutaciones en este gen son cambios sin sentido o de cambio de la
pauta de lectura que resultan en una proteina truncada. El 90% de las mutaciones son
detectables mediante secuenciacion del gen, mientras que el resto son grandes
deleciones. En aproximadamente el 20% de los casos la mutaciéon en APC parece ser de
novo, por lo que no va acompafiada de historia familiar (Bisgaard et al., 1994). En parte de
estos individuos se ha observado que es el resultado de mosaicismo a nivel soméatico
(Hes et al., 2008).

4.2. Poliposis asociada a MUTYH

Mutaciones bialélicas en el gen MUTYH son responsables de la poliposis asociada a
MUTYH (N° MIM 608456), siendo el Unico sindrome de predisposicion al CCR conocido

con herencia autosomica recesiva (Al Tassan et al., 2002). La mayoria de individuos con
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esta anomalia desarrollan pélipos (<100), aunque también se han descrito pacientes con
CCR sin 0 muy pocos pélipos. El riesgo de cancer colorrectal en individuos sin vigilancia
varia entre el 43% y casi el 100% (Sampson et al., 2003; Farrington et al., 2005). Existen
ademas pacientes con manifestaciones extracolonicas, tales como poélipos o cancer
gastrico, cancer de ovario, vejiga, mama, endometrio, tumores benignos y malignos de
piel y de tiroides, anomalias dentales o hipertrofia congénita del epitelio pigmentario de la
retina (Vogt et al., 2009). La gran variabilidad fenotipica observada en los portadores de
mutaciones en MUTYH dificulta el diagnéstico basado en las caracteristicas clinicas, y por
ello se han definido varios rasgos, tanto clinicos como moleculares, para establecer una
sospecha de poliposis asociada a MUTYH (Tabla V) (Morak et al., 2010; Nielsen et al.,
2011).

Tabla V. Condiciones establecidas para el estudio de MUTYH. Al menos una de ellas debe cumplirse.

e Entre uno y diez adenomas col6nicos antes de los 40 afios.

e Entre diez y cientos adenomas colénicos y/o pdlipos hiperplésicos.

e Poliposis en el colon (>100 pdlipos) en ausencia de mutacién germinal en APC.
e CCR con la mutacion soméatica KRAS ¢.34G>T.

e Historia familiar de cancer de colon (con o sin pélipos) con patrén de herencia
autosOmico recesivo.

MUTYH codifica para una glicosilasa de ADN implicada en la reparacion por escision de
bases, importante en la prevencién de mutagénesis causada por dafio oxidativo (Xie et al.,
2008). Las mutaciones patogénicas descritas para este gen son predominantemente de
cambio de sentido, con presencia de mutaciones fundadoras y diferencias entre etnias. En
poblaciones caucésicas se ha observado dos variantes comunes, ¢.536A>G
(p.Tyrl79Cys) y ¢.1187G>A (p.Gly396Asp) (anotado en base a la secuencia codificante
mas larga, NM 001128425.1), en mas del 70% de los pacientes (Nielsen et al., 2009). A
nivel somatico, un rasgo caracteristico de los adenomas y tumores asociados a MUTYH
es la elevada frecuencia de transversiones G:C>T:A. Uno de estos cambios
frecuentemente encontrado en estos tumores (64%) es la mutacion ¢.34G>T en el coddn
12 de KRAS, por lo que se ha sugerido su analisis como prueba de cribado para el
consiguiente andlisis genético de MUTYH (Lipton et al.,, 2003; van Puijenbroek et al.,
2008; Nielsen et al., 2011).
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4.3. Poliposis asociada a la actividad reparadora de la polimerasa

Recientemente se han identificado mutaciones en los genes que codifican las ADN
polimerasas ¢ (POLE) y & (POLD1) en casos de CCR familiar y poliposis. Estas
mutaciones en la linea germinal muestran herencia autosémica dominante y predisponen
a desarrollar multiples adenomas y carcinomas colorrectales (Palles et al., 2013).
Asimismo, mutaciones en POLD1 también confieren un riesgo incrementado de cancer de

endometrio en mujeres portadoras (Briggs y Tomlinson, 2013).

Todas las mutaciones patogénicas encontradas hasta la fecha en estos dos genes se
localizan en el dominio exonucleasa de la respectiva polimerasa, sugiriendo que
deficiencias en la actividad reparadora durante la replicacion del ADN son la causa
promotora de la tumorogénesis en los individuos portadores (Palles et al., 2013; Church et
al., 2013). Los tumores desarrollados en este sindrome, asi como los tumores
colorrectales y de endometrio esporadicos con mutaciones en POLE, se caracterizan por
ser hipermutantes y por presentar estabilidad de microsatélites (EMS). Presentan
alrededor de 500 cambios genéticos somaticos en las regiones codificantes, y un espectro
mutacional con un incremento de transversiones G:C>T:A y A:T>C:G (Briggs y Tomlinson,
2013).

El fenotipo de la poliposis asociada a la actividad reparadora de la polimerasa se solapa
en cierta medida con fenotipos asociados con mutaciones en linea germinal en APC,
MUTYH y los genes MMR (Briggs y Tomlinson, 2013). Dado esta considerable variacion,
es necesaria la descripcion de casos adicionales para describir de manera mas precisa las
caracteristicas clinicas y genéticas de este sindrome. Recientemente, por ejemplo, se ha
descrito que, como para APC, se pueden dar mutaciones de novo en POLE y también se
ha observado la presencia de mutaciones en familias sin poliposis, rasgos que amplian los

elementos a considerar para el andlisis genético (Valle et al., 2014a).

4.4, Poliposis hereditaria mixta

El sindrome de poliposis hereditaria mixta (N° MIM 601228) muestra una herencia
autosémica dominante con penetrancia variable y se caracteriza por el desarrollo de
distintos tipos de lesiones colorrectales, tales como poélipos Peutz-Jeghers, pélipos

juveniles, serrados, adenomas convencionales y CCR (Whitelaw et al., 1997).
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Tras estudios de ligamiento en familias Ashkenazi que acotaron la region candidata
(Tomlinson et al, 1999; Jaeger et al., 2003), se logr6 identificar duplicaciones
heterocigotas en el cromosoma 15g13-q14 que causan un incremento de la expresion del
gen GREM1 como causales de la poliposis y del riesgo incrementado de CCR en estas

familias (Jaeger et al., 2012).

4.5. Poliposis hamartomatosas

Los sindromes de poliposis hamartomatosas son formas hereditarias poco frecuentes que
predisponen a desarrollar multiples pélipos hamartomatosos intestinales, tumores del
sistema gastrointestinal en el caso de la poliposis juvenil (N°® MIM 174900) y el sindrome
Peutz-Jeghers (N° MIM 175200), y tumores en diversas localizaciones en los sindromes

causados por mutaciones en el gen PTEN (N° MIM 601728).

La poliposis juvenil, la forma de poliposis hamartomatosa mas comun, esta causada por
mutaciones en la linea germinal en los genes SMAD4 (20% de los pacientes y en
BMPR1A (20% de los pacientes). Ambos genes estan involucrados en la via de
sefializacién de TGF- (Sayed et al., 2002; Howe et al., 2004). Por otro lado, el sindrome
Peutz-Jeghers esta causado por deficiencias en la serina-treonina quinasa STK11
(también conocido como LKB1) y clinicamente se caracteriza por la presencia de lesiones
cutaneas, polipos gastrointestinales y un riesgo incrementado de cancer (Hemminki et al,
1998; Jenne et al., 1998).

Finalmente, el sindrome de tumor-hamartoma causado por mutaciones en PTEN incluye a
los sindromes de Cowden, Bannayan-Riley-Ruvalcaba, Proteus y Proteus-like. De
momento no se ha dilucidado una clara relacion genotipo-fenotipo de las diferentes
mutaciones descritas (Tan et al,, 2011), variando los fenotipos asociados desde
macrocefalia y retraso en el desarrollo hasta el desarrollo de muiltiples neoplasias

primarias (Mester et al., 2013).
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5. SINDROME DE LYNCH

El sindrome de Lynch (N° MIM 120435) es el trastorno hereditario de predisposicion al
CCR mas frecuente, que puede llegar a explicar hasta un 2-3% del total de casos de CCR
diagnosticados. La susceptibilidad a este tipo de cancer se hereda de manera autosémica
dominante y es causada por defectos en los genes de reparacidén de bases desapareadas
del ADN (Lynch et al.,, 1999). Dada la relativamente elevada penetrancia de la
enfermedad, en estas familias se observan individuos afectos en las sucesivas
generaciones y pocas veces se observa un salto generacional. Aunque muy poco
frecuentes, también se han descrito casos con mutaciones en la linea germinal de novo en
los genes MMR (Morak et al., 2008).

5.1. Manifestaciones y variantes clinicas

El SL presenta una gran heterogeneidad tanto genotipica como fenotipica, pero ain asi
presenta rasgos clinicos especificos que facilitan su identificacion. Una de las principales
caracteristicas es una edad temprana de aparicion de los tumores. La edad media de
diagnostico esta en 45 afios, siendo 69 afios en la poblacién general. Asimismo, también
se observa una carcinogénesis acelerada, con secuencias adenoma-carcinoma que
pueden tardar menos de 3 afios, comparado con los 10 afios de su homologo esporadico.
Existe una preferencia por que los tumores se desarrollen en el colon derecho o proximal.
Asimismo, los pacientes afectos de SL tienen un riesgo elevado a padecer canceres

colorrectales adicionales, tanto sincronicos como metacronicos (Lynch et al., 2009).

Ademas de un incremento de riesgo a desarrollar CCR, los portadores de mutacién en los
genes MMR también tienen mayor riesgo a desarrollar otro tipo de neoplasias como el
cancer de endometrio, ovario, estdmago, intestino delgado, conducto hepatobiliar,
pancreas, tracto uroepitelial superior y cerebro (Figura 10). Las mujeres portadoras de una
mutacién germinal para SL tienen un riesgo del 20-70% de padecer cancer de endometrio,

siendo éste el tumor extracol6nico mas frecuente (Dunlop et al., 1997).
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Riesgo (%)

Cerebro D1-4 (<1)

Piel |:|4 1)
Gastico I 230 (<)
Pancreatico

o biliar -7 18; (1)
Tracto urinario -1-28 (<1)

Intestino

delgado D7 8 (1)

Ovario I:Ii—m {(16)

Endometrio | 27-71 (2.7)

Figura 10. Riesgo de tumores extracolénicos en pacientes con sindrome de Lynch.
Riesgo de la poblacion general en paréntesis. Adaptado de Koornstra et al., 2009.

Existen también dos variantes clinicas del SL, el sindrome Muire-Torre y el sindrome de
Turcot, fenotipicamente asociados con la presencia de tumores sebaceos de piel y del
sistema nervioso central respectivamente (Schwartz y Torre, 1995; Hamilton et al., 1995).
El sindrome de Turcot puede estar causado también por mutaciones en el gen APC. Estos
individuos suelen presentar un mayor nimero de pélipos y un patrén distinto de tumores
cerebrales que aquellos con sindrome de Turcot asociado al SL, es decir, con mutaciones

en los genes MMR (Hamilton et al., 1995).

Aunque poco frecuentes, se han descrito casos con deficiencia constitucional de la
reparacion de bases desapareadas debido a mutaciones bialélicas en genes MMR. Esta
anomalia provoca un fenotipo mas agresivo con edades muy tempranas de aparicion de
los tumores y manifestando caracteristicas tipicas de la neurofibromatosis tipo I, como son
la presencia de manchas café con leche, pecas axilares, nédulos de Lisch en los ojos o

neurofibromas plexiformes (Gallinger et al., 2004).

5.2. Base genética: sistema de reparacion de bases desapareadas del ADN

El sindrome de Lynch esta causado por mutaciones en la linea germinal en los genes
MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, que codifican proteinas de identificacién y reparacién de

errores de bases desapareadas en el ADN.
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Los genes MMR son genes reparadores que actlan como genes supresores de tumores,
de manera que, cumpliendo con el modelo de los dos eventos mutacionales de Knudson
(Knudson, 1971), en individuos portadores de una mutacion germinal hace falta una
segunda mutacion a nivel somatico para que se desarrolle el cancer. Este segundo evento
puede darse por delecion (pérdida de heterocigosidad), mutacion o metilacion de las islas
CpG del promotor de MLH1 (de la Chapelle; 2004). A consecuencia, con el fallo en la
reparacion de los desapareamientos del ADN resultantes de errores espontaneos que
ocurren durante la replicacion, se generan mutaciones deletéreas en otros genes

supresores de tumores u oncogenes, promoviendo asi el inicio de la carcinogénesis.

Mutaciones en MLH1 y MSH2 son responsables del SL en la gran mayoria de las familias
con mutacion identificada (mas del 80%) (Figura 11). Mutaciones en MSH6 son menos
frecuentes (aproximadamente el 10%) y pueden causar una forma atenuada del SL, con
menor penetrancia y una edad de desarrollo del tumor més tardia (Miyaki et al., 1997).
Para PMS2, un gen con numerosos pseudogenes y genes paralogos que dificultan su
estudio, las mutaciones encontradas son minoritarias y la penetrancia de la enfermedad
también es menor que para los genes MMR principales (Senter et al., 2008). Aunque
generalmente las variantes causales del SL son mutaciones nulas o de pérdida de
funcién, se han descrito alelos hipomérficos que no muestran cambios en la secuencia,
sino que resultan en una disminucion de la expresion proteica (Renkonen et al., 2003).
Asimismo, también hay casos de inactivacion constitucional de MLH1 mediante

hipermetilacion de sus islas CpG como alteracion causal del SL (Ward et al., 2013a).

EPCAM
1.3y, PMSs2

Figura 11. Frecuencia de mutaciones
en los distintos genes causales del
sindrome de Lynch. Estos porcentajes
pueden variar segun la regién geogréfica
dependiendo de la presencia de
mutaciones fundadoras o recurrentes
mayoritarias.
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Recientemente se ha identificado un nuevo mecanismo molecular involucrado en el SL:
Deleciones germinales de los ultimos exones del gen EPCAM provocan el silenciamiento
epigenético de su gen vecino MSH2, causando consecuentemente el SL en los individuos

portadores (Ligtenberg et al., 2009).

Entre el conjunto de mutaciones identificadas existen algunas que son recurrentes. Estas
pueden ser mutaciones que se producen repetidamente de novo, como la ¢.942+3A>T
localizada en un sitio de splicing (mecanismo de corte y empalme) de MSH2 (Desai et al.,
2000), o mutaciones fundadoras presentes en algunas poblaciones (Nystrom-Lahti et al.,
1995; Clendenning et al., 2008; Pineda et al., 2010; Tomsic et al., 2013).

5.3. Identificacién de familias con sindrome de Lynch
a) Cribado clinico

Para distinguir a nivel clinico las formas hereditarias de CCR de las esporadicas, se han
utilizado la agregacion familiar de neoplasias y una edad temprana de apariciéon del cancer
como fuertes indicadores del SL. Basandose en estas premisas, en 1990, antes de la
identificacion de los genes causales del trastorno, se describieron los denominados
criterios de Amsterdam (Vasen et al., 1991) (Tabla Vla). Ocho afios después el mismo
grupo internacional de investigadores revis6 estos criterios para incluir los tumores
extracolonicos, dando lugar a los criterios de Amsterdam 1l (Vasen et al., 1999) (Tabla
Vib).

En 1996, una vez descubiertos los genes responsables del sindrome, se definieron unos
criterios clinicos menos estrictos, los criterios de Bethesda, con el objetivo de aumentar la
sospecha de casos con SL y no perder individuos para los estudios genéticos (véase
siguiente apartado, cribado molecular en tumor) (Rodriguez-Bigas et al., 1997). Estos
criterios describen casi todas las condiciones clinicas en las que puede haber sospecha
de un caso de SL. Una familia poco extensa, causas de muerte desconocidas o
tempranas, penetrancia incompleta de mutaciones en la linea germinal y casos de no
paternidad pueden ser causas de una historia familiar negativa. Posteriormente, estos

criterios fueron revisados y simplificados (Umar et al., 2004) (Tabla VII).

Los criterios de Bethesda son los mas sensibles, mas del 90% de los afectos con SL

cumplen una de sus condiciones. Pero por el contrario son los menos especificos (25%).
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Son los criterios de Amsterdam | los que diagnostican como portadores de mutaciones

MMR una mayor proporcion de individuos seleccionados (67% de especificidad) (Syngal

et al., 2000).

Tabla VI. Criterios de Amsterdam |y Il. Deben cumplirse todos los criterios.

A) CRITERIOS DE AMSTERDAM |

- Tres familiares afectos de CCR, uno de ellos en primer grado de
parentesco con los otros dos.

- Almenos dos generaciones afectadas.

- Almenos un CCR diagnosticado antes de los 50 afios.

- Poliposis excluida.

B) CRITERIOS DE AMSTERDAM ||

- Tres familiares con cancer asociado a CCHNP*, uno de ellos en
primer grado de parentesco con los otros dos.

- Almenos dos generaciones afectadas.

- Almenos un CCR diagnosticado antes de los 50 afios.

- Poliposis excluida.

* colon, recto, endometrio, intestino delgado, uréter o pelvis renal.

Abreviaturas: CCHNP, CCR hereditario no polipésico.

Tabla VII. Criterios de Bethesda revisados. Debe cumplirse al menos uno de los criterios.

CRITERIOS DE BETHESDA

CCR diagnosticado antes de los 50 afios.

CCR u otro cancer asociado a CCHNP* sincrénico o metacronico, sin tener en
cuenta la edad.

CCR con caracteristicas patologicas asociadas a una alta IMS (presencia de
linfocitos infiltrantes de tumor, carcinoma con diferenciacién mucinosa o en anillo
de sello, reaccion linfocitaria peritumoral tipo Crohn-like, patrén de crecimiento
medular) antes de los 60 afios.

CCR con uno o mas familiares en primer grado con cancer colorrectal u otro
céancer relacionado con CCHNP*, uno de los canceres diagnosticado antes de los
50 afios.

CCR con dos 0 més familiares con CCR o canceres asociado a CCHNP?, sin
tener en cuenta la edad.

* Incluye endometrio, ovario, gastrico, intestino delgado, tracto urinario, tracto biliar, pancreas, cerebro
y glandula sebéacea.

Abreviaturas: CCHNP, CCR hereditario no polipésico.
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b) Cribado molecular en tumor

Como ya se ha comentado en apartados anteriores, la deficiencia del sistema de
reparacion de bases desapareadas del ADN causa IMS, rasgo que emerge como muestra
representativa de la inestabilidad gendémica general existente. Este distintivo supone un
muy buen marcador de la deficiencia de los genes MMR, y por ello el andlisis de
microsatélites suele ser la primera prueba molecular que se realiza en el laboratorio tras la

sospecha de un caso con SL (Boland et al., 1998).

La inestabilidad de microsatélites es un rasgo caracteristico pero no especifico del SL.
Tan solo un 20-25% de todos los tumores colorrectales con IMS est4d asociado a
mutaciones en la linea germinal en un gen MMR; el 75-80% restante corresponde a casos
esporadicos (Tabla VIII). Ademas, la IMS no se detecta en aproximadamente un 5% de
todos los individuos SL portadores de mutacién. Por ello la inmunohistoquimica (IHQ) para
detectar la presencia o ausencia de los productos proteicos que codifican los genes MMR
supone un valor afiadido que complementa el test de IMS para el diagndstico del SL. Esta
técnica es sensible para alrededor del 95% de las deficiencias de genes MMR, pero
requiere experiencia por parte del patélogo para su interpretacion. (Lynch et al., 2009).
Para la aplicacién de esta prueba molecular hay que tener en cuenta que las proteinas
MMR “principales”, MSH2 y MLH1, dimerizan con MSH6 y PMS2, respectivamente,
logrando asi un dimero proteico estable. Por ello, cuando en un tumor hay pérdida de
expresion de MSH2 o MLHL1, habra pérdida de expresion concomitante de MSH6 y PMS2

respectivamente.

Ademas de estas dos pruebas esenciales para el diagndéstico del SL, se puede estudiar la
presencia somatica de metilacién del promotor de MLH1 y la mutacion BRAF V600E para
detectar aquellos tumores con IMS que presumiblemente son esporadicos (Parsons et al.,
2012) (Tabla VII).

Por tanto, una alta IMS y la pérdida de expresién de una o dos de las proteinas MMR en el
tumor son los distintivos moleculares de esta patologia, resultando indicadores positivos

para efectuar el andlisis mutacional de los genes implicados.

Sin embargo, dada la prevalencia de la enfermedad en la poblaciéon general y los claros
beneficios de las estrategias de vigilancia para la prevenciéon del cancer y la deteccion
precoz en pacientes con SL, recientemente se ha propuesto realizar el cribado universal

mediante IMS o IHQ en todos los casos de CCR diagnosticados (Teutsch et al., 2009).
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Esto permitiria un incremento de la deteccion de los individuos con riesgo de céncer
elevado, resultando en una disminucion de la mortalidad. Actualmente ya se han realizado

varios estudios que apoyan la viabilidad de la estrategia (Hampel et al., 2008; Heald et al.,

2013; Ward et al., 2013b).

Tabla VIII. Diferencias clinicas y moleculares entre los tumores IMS esporadicos y hereditarios (SL).

Tumores IMS

Causa de la IMS
Caracteristica molecular

Mutacién germinal gen MMR
IMS

Hereditarios Esporadicos
% del total casos CCR 0,2-5% 7-18%
Edad media diagndstico 45 69
Historia familiar Positiva Negativa
Tumores primarios Multiples sincrénicos Individuales

Metilacién soméatica MLH1
Mutacion BRAF V600E

5.4. Vigilancia médica y profilaxis

Existen varios estudios que han demostrado que las colonoscopias regulares con la
extirpacion de pdlipos precancerosos reducen la incidencia de CCR y la mortalidad
asociada en individuos con SL (Jarvinen et al., 1995; de Vos tot Nederveen Cappel et al.,
2002; Jarvinen et al., 2009; Engel et al., 2010). Asi, en aquellos individuos en los que se
ha detectado una mutacién en un gen de reparacion de bases desapareadas se
recomienda realizar colonoscopias anuales o bianuales, empezando entre los 20 y 25
afios o bien 10 afios antes del cancer diagnosticado a menor edad en la familia. Para los
portadores de mutacion en los genes MSH6 y PMS2 el riesgo de CCR es menor, por lo
gue el inicio de vigilancia mediante colonoscopias se puede retrasar hasta los 30 afios de
edad (Senter et al., 2008; Baglietto et al., 2010).

Dado que la colonoscopia de rutina es una medida preventiva eficaz para el CCR, la
colectomia profilactica (reseccion del colon) no es una estrategia generalmente
recomendada para individuos con SL. Por el contrario, la reseccién profilactica en mujeres
del Gtero y los ovarios si que se considera mas frecuentemente una vez sobrepasada la

edad reproductiva.
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5.5. Anticipacion genética

La anticipacién genética se define como el fenédmeno de reduccion de la edad de
diagnéstico de una enfermedad y/o el aumento de la severidad de su fenotipo en

sucesivas generaciones.

El sindrome de Lynch presenta cierta heterogeneidad fenotipica inter- e intrafamiliar, de
manera que las caracteristicas clinicas pueden variar considerablemente entre individuos
de una misma familia (Vasen et al.,, 1994). En este sentido, aunque con cierta
controversia, hay estudios que sugieren que se da un adelanto de la edad de aparicién del
cancer al avanzar generaciones en familias con SL (Figura 12) (Tsai et al., 1997;
Westphalen et al., 2005; Stella et al., 2007; Nilbert et al., 2009; Stupart et al.,, 2013).
Ademas de las grandes diferencias clinicas que hay entre familias, existe una clara
complicacion analitica de los datos que ha hecho patente que el método estadistico
utilizado sea determinante (Larsen et al., 2009; Boonstra et al., 2010). Los estudios méas
recientes que tienen en cuenta variables relevantes como son tendencias seculares,
cribado molecular y la practica médica, concluyen que si existe anticipacion en la edad de

aparicion del cancer en sucesivas generaciones.

-0

CCR70
CCR 50
Figura 12. Anticipacion genética en el
sindrome de Lynch. Ejemplo de arbol
genealdgico. La edad de diagnéstico de
los canceres es menor en las sucesivas
generaciones.
CCR 36 CCR 43 CCR 29

En algunas enfermedades donde se ha observado anticipacion genética la base molecular
se ha explicado por diversos mecanismos: Expansion de una repeticion trinucleotidica
(enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Huntington), acortamiento
telomérico (sindrome Li-Fraumeni y Dyskeratosis Congenita) o degradacion proteosémica
de p53 (sindrome Li-Fraumeni); sin embargo, para el SL la causa molecular subyacente

permanece desconocida (Gruber y Mukherjee, 2009).
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6. CANCER COLORRECTAL FAMILIAR TIPO X

Clasicamente el término CCR hereditario no polipésico se habia utilizado como sinénimo
de la deficiencia hereditaria del sistema de reparaciéon del ADN MMR (SL). Sin embargo,
éste es un término basado en las caracteristicas clinicas de la genealogia y ya se ha
discutido largamente que, dada la heterogeneidad de familias que abarca, puede llevar a
confusién (Jass; 2006). Existen familias con agregacion de cancer colorrectal no
polipésico que, aun cumpliendo los criterios clinicos de Amsterdam, no presentan
evidencias de IMS ni se detectan alteraciones en los genes MMR. Como se ha comentado
en el apartado anterior, éstos son los distintivos principales del SL. Este conjunto de
individuos, lejos de resultar una minoria, comprenden aproximadamente el 40% de todas
las familias que cumplen los criterios de Amsterdam (I). Descritas por primera vez en 1995
(Jass et al.,, 1995), en la dltima década numerosos grupos se han centrado en su
caracterizacién, pero la etiologia genética permanece aun desconocida. Actualmente,

estas familias se agrupan bajo de denominacion de CCRf-X (Lindor et al., 2005).

6.1. Caracteristicas clinicas

Dado que las familias con CCRf-X cumplen los criterios de Amsterdam, todas presentan
un patron de herencia autosomico dominante. Por otro lado, se han descrito ciertas
caracteristicas clinicas en estos pacientes que difieren de aquellos individuos afectos de
SL. En primera instancia, destacar que las familias con CCRf-X presentan un riesgo
menor de padecer CCR que las familias Lynch. Ademas, la edad media de diagndstico es
mayor para estos individuos, pero se sitlla alrededor de 10 afios antes que en los casos
esporadicos. Otra de las principales diferencias es la localizacion de los canceres
colorrectales, mientras en el SL existe una tendencia a situarse en la zona proximal del
colon, en el grupo de casos CCRf-X la mayoria de tumores se desarrollan en el lado
izquierdo o distal, principalmente en el colon sigmoide y el recto. Ademas, estos tumores
no presentan las caracteristicas de infiltracion linfocitica que se han visto en los CCR de
pacientes con SL y tienen un ritmo mas lento de progresion adenoma-carcinoma. Cabe
destacar también que estas familias tienen una menor incidencia de tumores extra-
colénicos y de mdltiples tumores primarios (Jass et al., 1995; Lindor et al., 2005; Llor et al.,
2005; Mueller-Koch et al., 2005; Valle et al., 2007).
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Por todo ello, los pacientes con CCRf-X no deben ser tratados ni asesorados bajo el
mismo patrén que los pacientes con SL. La definicion de esta nueva entidad y su
diferenciacion del SL ha sido importante para la implantacién de un nuevo protocolo de
vigilancia para estas familias. Se recomienda seguir protocolos de vigilancia menos
estrictos con colonoscopias mas espaciadas (cada 5 afios) y con un inicio a edad mas
avanzada. Asimismo, se recomienda no hacer la evaluacion endometrial, a menos que

este tumor ya haya sido diagnosticado en algin miembro de la familia.

6.2. Caracteristicas moleculares

Partiendo de la definicion de CCRf-X, se agrupan en esta entidad todas aquellas familias
Amsterdam-positivas que no presentan deficiencias en el sistema de reparacion de bases
desapareadas del ADN. Por ello, al tener este sistema de reparacion intacto, estos
pacientes se caracterizan por tener tumores con EMS, al contrario que los individuos con
mutaciones en la linea germinal en los genes MMR (tumores IMS). Hasta la fecha, éste es
el rasgo distintivo molecular mas caracteristico que diferencia claramente los afectos de
CCRf-X de aquellos individuos con SL, sugiriendo consecuentemente que son otras las

vias de tumorogénesis implicadas (Dominguez-Valentin et al., 2013).

Varios estudios han analizado en tumores CCRf-X el patron mutacional de genes
tipicamente alterados en la carcinogénesis colorrectal, tales como KRAS, BRAF, APC o
TP53. Se han descrito similaridades entre estos tumores y los de casos esporadicos con
EMS, aunque el patron molecular en general se caracteriza por pocos cambios en las vias
de carcinogénesis colorrectal conocidas (Abdel-Rahman et al., 2005; Sanchez-de-Abajo et
al., 2007; Francisco et al., 2011). Analizando la presencia de inestabilidad cromosémica
en estas neoplasias, parece que existen dos grupos bien diferenciados molecularmente en

funcién de si presentan o no inestabilidad cromosdmica.

El analisis de alteraciones del nimero de copias en el genoma de tumores CCRf-X ha
detectado cambios que resultan también recurrentes en casos de CCR esporadico
(ganancias en 7p, 7q, 8q, 13q, 20p y 20q; pérdidas de 17p, 18p y 18q), aunque con un
incremento significativo en la frecuencia de la ganancia de 20g (Middeldorp et al., 2012;
Therkildsen et al., 2013).

Por otro lado, en cuanto al nivel de alteraciones epigenéticas, se ha sugerido que en los

casos de CCRf-X existe una hipometilacion global comparado con los tumores del SL y los
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esporadicos (tanto con EMS como IMS) que podria estar provocando una reactivacion de

proto-oncogenes que de otra manera estarian silenciados (Goel et al., 2010).

Por tanto, aun teniendo en cuenta los numerosos estudios realizados en la Gltima década,
poco se sabe a nivel molecular sobre estas familias, y aun se desconocen las causas
genéticas que aportan la susceptibilidad aumentada a padecer CCR. Se cree que bajo la
denominacién de CCRf-X podrian estar agrupados distintos sindromes hereditarios de
predisposicion al CCR, formando asi un grupo heterogéneo de familias. De hecho,
probablemente engloba algunas que se explicarian con un modelo monogénico y otras
gue encajan con un componente poligénico, incluso algunas donde un estilo de vida
compartido pudiera ser el responsable de la agregacion familiar. Este hecho complica la
decision de qué técnica o estrategia es la adecuada para interrogar estas familias (Ku et
al., 2012; Valle, 2014b). Por ejemplo, mediante la aproximacién de gen candidato, Garre y
colaboradores han propuesto los genes de la via de reparacion por escision de bases,
NUDT1, OGG1 y MUTYH, como posibles responsables de la predisposicion al CCR en
algunas familias CCRf-X (Garre et al., 2011). Incluso se han asociado genes relacionados
con sindromes polipésicos como es BMPR1A (Nieminen et al., 2011). Ademas, en los
dltimos afios también se han relacionado con el CCR familiar mutaciones germinales en
diversos genes como UNC5C, GALNT12, BUB1 y BUB3 (Gylfe et al., 2010; Coissieux et
al., 2011; Clarke et al., 2012; de Voer et al., 2013), que podrian explicar la predisposicién

en algunas familias con CCRf-X.
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7. BUSQUEDA DE GENES CAUSALES DE ENFERMEDADES MENDELIANAS

Se denomina enfermedad mendeliana 0 monogénica aquella que est4d causada por
mutaciones en un solo gen que sigue un patrén de herencia de acuerdo con las leyes de
Mendel, ya sea autosémico dominante, autosdmico recesivo o ligado al sexo. Existen
numerosos métodos de busqueda de genes causales para este tipo de trastornos (Tabla

IX), siendo los mas importantes los que se comentan a continuacion.

7.1. Andlisis de ligamiento

El analisis de ligamiento a nivel genémico es la técnica cldsicamente mas utilizada para
identificar nuevos genes asociados a enfermedades monogénicas. El estudio de
ligamiento consiste en el mapeo de loci genéticos en varios individuos de una familia
familia o en varios individuos/familias con el mismo fenotipo clinico, mediante el analisis
de numerosos marcadores, generalmente microsatélites o polimorfismos de una sola base
(SNP, del inglés Single Nucleotide Polymorphism) situados a lo largo de todo el genoma.
Con ello se intenta definir una regién cromosémica de interés que cosegregue con la

enfermedad (Figura 11).

Mapeo genético Identificacién del gen

m| A
75 e m \

Familias
Analisis de ligamiento

/
\

—0O>PO0OOAH0>
—-O0OPrP-HO0-H0>

Cromosomas Clonaje Genes Mutacion

Figura 11. Esquema del analisis de ligamiento y clonaje posicional para la identificacion de
genes en enfermedades mendelianas. Tras delimitar la region presente en los individuos afectos y
no en los no afectos, se ha de estudiar individualmente los genes situados en la regién candidata.

La mayor parte de los genes de cancer hereditario que hoy conocemos se han identificado
mediante estudios de ligamiento en familias. Sin embargo, se ha llegado a un punto en

gue esta estrategia no es capaz de identificar nuevos genes causales. En las ultimas
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décadas, en el ambito del CCR familiar se han reportado varios loci utilizando el analisis
de ligamiento, incluyendo las regiones cromosOmicas 3g21-g24, 7931, 9qg22.2-31.2,
11923.2, 119134, 14924.2 y 22q12.1 (Kemp et al., 2006a; Neklason et al., 2008; Wiesner
et al., 2003; Gray-McGuire et al., 2010; Djureinovic et al., 2006); pero no se han
identificado las mutaciones causales responsables del riesgo incrementado en estas

familias dentro de esas regiones (van Wezel et al., 2012).

7.2. Analisis directo de genes candidatos

Si se posee suficiente informacién acerca de los procesos bioquimicos y metabdlicos
involucrados en la enfermedad se pueden estudiar directamente diversos genes
candidatos seleccionados segun su funcidn. Esta estrategia inicialmente no comporta
grandes complicaciones, pero el nUmero de genes que permite testar es reducido y suele
obtener escasos resultados. Siguiendo esta aproximacion, recientemente dos estudios
han presentado evidencias de la implicacién del gen N-acetilgalactosaminiltransferasa 12
(GALNT12) en el riesgo a padecer cancer colorrectal (Guda et al., 2009; Clarke et al.,
2012). La enzima codificada por este gen pertenece a una familia de glicosiltransferasas
importantes para el inicio de la O-glicosilacion de la mucina (Ten Hagen et al., 2003). Las
sospechas partian de la implicacion de otro gen de la misma familia en el cancer de mama
(Wood et al., 2007), junto con el patron de expresion de GALNT12 en colon normal y
tumoral (Guo et al., 2002; 2004) y la importancia del papel de la glicosilacién en el cancer
(Brockhausen, 2006). Ademas, GALNT12 esta situado en 9g21-33, muy cerca de un pico
de asociacion (9g22-31) recurrentemente identificado en estudios de ligamiento de CCR
familiar (Wiesner et al., 2003; Skoglund et al., 2006; Kemp et al., 2006b; Gray-McGuire et
al., 2010).

Otros genes de predisposicién al cancer colorrectal familiar que se han identificado
mediante la estrategia del andlisis directo de genes candidatos son UNC5C (Coissieux et
al., 2011), NUDT1 y OGG1 (Garre et al., 2011). La actividad pro-apoptética de UNC5C
junto con su asociacién con la progresién de tumores intestinales en ratones, lo convertian
en un buen gen candidato para ser testado en pacientes con CCR. Por otro lado, NUDT1
y OGG1 forman parte junto con MUTYH de la via de reparacién por escision de bases.
Esta via ya es ampliamente conocida en la susceptibilidad al CCR por la poliposis
asociada a mutaciones en MUTYH (véase apartado 4.2), mientras que no se habia

descrito nada para los otros dos genes.
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7.3. Secuenciacién de genomas y exomas completos

Mas recientemente, la evolucién en la tecnologia de secuenciacion masiva y los recientes
avances en la captura de secuencias de alto rendimiento ha permitido que la
secuenciacién de exomas emerja como estrategia efectiva y asequible, tanto desde un
punto de vista técnico como econdémico, para la identificacion de variantes raras que
confieren un riesgo elevado a desarrollar una enfermedad (Teer y Mullikin, 2010). En los
ultimos afios la secuenciacion de exomas ha propiciado un crecimiento exponencial en la
identificacibn de nuevos genes causales de numerosas enfermedades mendelianas
previamente sin resolver, tales como el sindrome Miller, el sindrome Kabuki o el sindrome
Fowler entre otros (Ku et al., 2011) (Figura 12). En el area del cancer familiar se han
realizado algunos estudios que han permitido localizar genes de susceptibilidad con
resultados positivos para formas familiares del cancer de péancreas, feocromocitoma,
cancer de mama o pulmén (Jones et al., 2009a; Comino-Mendez et al., 2011; Thompson
et al., 2012; Yamamoto et al., 2013).
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Figura 12. Evolucién de las publicaciones e interés de investigacién para la secuenciacién de
exomas en enfermedades mendelianas en la Gltima década. La trama gris mas oscura corresponde
al interés relativo de investigacion ajustado por el crecimiento general de PubMed.

Todos estos hallazgos han supuesto un avance considerable en el conocimiento de las
enfermedades monogénicas, dadas las limitaciones de las técnicas previamente
existentes. Aun asi, los métodos tradicionales que reducen la busqueda a un locus

genomico especifico se han unido en numerosos casos con la secuenciacién masiva en

36



Introduccion

paralelo o de nueva generacion (NGS, del inglés next-generation sequencing) para
identificar el gen causal subyacente en enfermedades monogénicas. Es el caso del
estudio realizado por Palles et al., en el que con la combinacion de andlisis de ligamiento y
la secuenciacién masiva de todo el genoma han conseguido identificar dos genes de
predisposicion al CCR y poliposis, POLE y POLD1 (Palles et al., 2013); o el de los genes
BUB1 y BUB3, identificados mediante el analisis de nimero de copia junto con la

secuenciacion de exomas (de Voer et al, 2013).

A pesar de que la secuenciacion masiva de exomas tan solo estudia el 1-2% del genoma
humano, el enriquecimiento de las regiones codificantes permite que se obtenga una
mayor profundidad de secuencia que cuando se realiza la secuenciacion del genoma
completo. Ademas, la secuenciacion de exomas es mas asequible a nivel de coste y su

andlisis bioinforméatico comporta una menor complejidad (Tabla 1X).
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Tabla IX. Estrategias de identificacién de genes para enfermedades Mendelianas. Adaptado de Gilissen et

al., 2011.

Técnica

Ventajas

Desventajas

Gen candidato

Fécil de realizar para un nimero
reducido de genes

No requiere mapeo

Identificacién directa de la variante
causal

Dependencia del conocimiento biolégico
existente
Tasa de éxito muy baja

Mapeo genético por
cariotipado

Facil de realizar
No requiere casos familiares
Detecta eventos balanceados (grandes)

Baja resolucion, solo detecta grandes
anomalias cromosomicas

Deteccidn de la mutacion requiere un
segundo paso

Mapeo genético por
analisis de
ligamiento

Facil de realizar

Requiere familias grandes
Generalmente identifica loci amplios
Deteccién de la mutacion requiere un
segundo paso

Mapeo genético por
mapeo de
homocigosidad

Permite utilizar familias pequefas

Utilidad limitada a familias consanguineas
Generalmente identifica loci amplios
Deteccién de la mutacion requiere un
segundo paso

Mapeo genético por
analisis de variantes
de ndmero de copia

Cribado de alta resolucion de variantes
de nimero de copia

No requiere casos familiares
Potencialmente puede identificar loci
pequefios

Solo estudia variantes de nUmero de copia
No puede detectar eventos balanceados
Deteccién de la mutacién requiere un
segundo paso

Secuenciacion de
todo el exoma

Resolucion nucleotidica a lo largo de
todo el exoma

Detecta la mayoria de variaciones
génicas

Identificacion directa de la variante
causal

Capacidad limitada de deteccién de
variantes no codificantes

Resolucion limitada para las variantes de
namero de copia y otros cambios
estructurales

Variabilidad de la cobertura debido al
proceso de enriquecimiento

Secuenciacion de
todo el genoma

Resolucion nucleotidica a lo largo de
todo el genoma

Detecta la mayoria de variaciones
génicas

Identificacién directa de la variante
causal

Andlisis de datos complejo
Coste elevado
Almacenamiento de datos

Abreviaturas: CNV, del inglés Copy Number Variation, cambio de nimero de copia.
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8. TELOMEROS

8.1. Los telémeros y la telomerasa

Los telomeros son secuencias repetitivas (5° TTAGGG 3’) de ADN no codificante que
estan localizadas en los extremos de los cromosomas, protegiéndolos asi de la
degradacion nucleotidica, de las fusiones entre extremos cromosémicos y de
recombinaciones irregulares. Son esenciales para la estabilidad e integridad genémica vy,
por tanto, para la viabilidad celular (Blackburn, 1991). Las secuencias teloméricas sirven
como plataforma para la unién de un complejo multiproteico, la shelterina o telosoma, que
evita que el extremo final del ADN telomérico sea reconocido por la maquinaria de
reparacion del ADN (de Lange, 2005).

Los telémeros pierden entre 50 y 200 pares de bases con cada ciclo de division celular
como consecuencia de la incapacidad de las ADN polimerasas para completar la
replicacion en los extremos del ADN. La inflamacioén y el estrés oxidativo pueden acelerar
este acortamiento telomérico (von Zglinicki, 2002). La telomerasa es la enzima capaz de
afadir repeticiones teloméricas de novo en el extremo 3 de los cromosomas,
contrarrestando asi las pérdidas. Esta polimerasa esta formada por dos unidades
principales: la subunidad catalitica TERT y el componente de ARN TERC, que se usa
como plantilla para la sintesis del ADN telomérico (Figura 13). Sin embargo, la expresion
de esta enzima esta altamente regulada y la mayoria de las células somaticas no poseen
actividad telomerasa, por lo que los telémeros se van acortando progresivamente con las
sucesivas divisiones celulares. Cuando los telémeros alcanzan una longitud critica las
células entran en apoptosis, senescencia o0 adquieren anomalias en su estructura
cromosémica (Londono-Vallejo, 2008). En este sentido, los teldémeros actian como
mecanismo de control contra la proliferacion ilimitada, y se les ha denominado “reloj
mitético” (Harley, 1991).

hTERT s nucleétidos

Figura 13. Actividad de |la
telomerasa en un  extremo
telomérico. Se diferencian las dos
subunidades que forman la enzima:
hTERC TERT y TERC. Modificado de
Ryaunaud (2008).
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8.2. Los telémeros y la telomerasa en cancer

La biologia de los telomeros juega un papel critico y complejo en la iniciacién y progresién
del cancer, situacion en la que el equilibrio natural entre telémeros y telomerasa esta
alterado. Inicialmente, las anomalias en la longitud telomérica pueden actuar como
inhibidores o promotores de la tumorogénesis dependiendo del ambiente celular. En
células normales esta deficiencia conduce a la senescencia o apoptosis, pero en células
en las que los puntos de control del ciclo celular estan alterados, la presencia de
telébmeros cortos o anémalos promueve la inestabilidad cromosémica, de manera que
facilitan que la célula acumule cambios genéticos potencialmente oncogénicos (Figura 14)
(Xu et al., 2013). Cabe destacar que irregularidades en la longitud telomérica parecen ser
una de las primeras y mas prevalentes alteraciones genéticas en el proceso de la
transformaciéon tumoral (Meeker et al., 2004). Ademas, estas alteraciones en los telémeros
se han asociado con la iniciacién y la progresion de neoplasias intestinales e incluso se
han propuesto como un factor de elevado potencial prondstico en tumores sélidos (Bisoffi
et al., 2006; Raynaud et al., 2008).

o

Acortamiento telémeros

Puntos de control Puntos de control
intactos desactivados

ATM/ATR *
l Fusiones teloméricas
P53/p16 v
l Inestabilidad cromosdmica
Senescencia Catastrofe mitotica lAm.pllﬂcauon genllca
L . Pérdida heterocigosidad
replicativa Apoptosis . .
Translocaciones oncogénicas
Supresion tumoral Progresion tumoral

Figura 14. Papel del acortamiento telomérico en la supresiéon o formaciéon de tumores.
Adaptado de Xu et al., 2013.
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Por otro lado, se ha observado que en mas del 80% de tumores humanos existe una
activacion de la telomerasa que permite la estabilizacion de la longitud de los telémeros.
Con ello las células cancerigenas son capaces de escapar de la apoptosis y conseguir la
inmortalizacion celular, siendo éste uno de los rasgos caracteristicos de las neoplasias
(Hanahan y Weinberg, 2011). Ademas, en los tejidos tumorales puede activarse una via
alternativa de elongacion de los teldémeros (ALT, del inglés alternative lengthening of
telomeres) independiente de la telomerasa. Este mecanismo esta basado en la
recombinacion homologa, utilizando el ADN como plantilla para preservar la longitud
telomérica (Cesare y Reddel, 2010). En consonancia con estas observaciones, el modelo
de raton deficiente para la telomerasa evidencia la supresion de la progresién tumoral con

telémeros cortos (Blasco, 2005).

8.3. Alteraciones en la longitud teloméricay la predisposicion al cancer

Existen numerosos ejemplos en la literatura que asocian anomalias en la longitud de los
telomeros con la susceptibilidad a desarrollar cancer. Mutaciones en el complejo de la
telomerasa causan disqueratosis congénita, enfermedad en la que los telémeros cortos
provocan una insuficiencia de la médula 6sea y un riesgo incrementado de cancer
(Vulliamy et al.,, 2001). Ademas, se ha demostrado mediante modelos de ratones
inducibles para la telomerasa, que alteraciones en la longitud de los telémeros con la
posterior reactivacion de la telomerasa predisponen a desarrollar cAncer (Artandi et al.,
2000; Ding et al., 2012).

En los Ultimos afios se han publicado numerosos estudios epidemiolégicos que han
evaluado la longitud telomérica en sangre periférica 0 en células bucales como marcador
biolégico del riesgo a padecer cancer. Muchos estudios han descrito asociaciones de
telébmeros cortos (la mayoria) o largos con riesgo de cancer, aunque los resultados son
inconsistentes entre los estudios y los tipos de neoplasias (revisado por Prescott et al.,
2011 y Hou et al., 2012). En el caso de CCR, se han obtenido resultados contradictorios
en los diferentes estudios que se han realizado (Tabla X). Se ha relacionado tanto la
presencia de telomeros cortos como largos con el riesgo de CCR, mientras que en
algunos estudios no se ha encontrado asociacion. Cabe destacar que existen diferencias
considerables en las poblaciones estudiadas, disefio experimental y tamafio muestral (Zee
et al., 2009; Pooley et al., 2010; Lee et al., 2010; Bozzao et al., 2011a; Maxwell et al.,
2011; Jones et al., 2012; Cui et al., 2012; Pellatt et al., 2012; Qin et al., 2014). En cancer

familiar se han descrito las asociaciones mas claras para el cancer de mama, ovario y
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papilar de tiroides (Capezzone et al., 2008; Martinez-Delgado et al., 2012; Martinez-
Delgado et al., 2013).

Tabla X. Estudios de longitud telomérica como factor de riesgo realizados hasta la fecha en pacientes de

cancer colorrectal.

Estudio Disefio del e e Tamafio muestral Asociacion con incremento
estudio Casos/Controles de riesgo a CCR
Zee et al., 2009 Prospectivo Sangre periférica | 357 /134 Nula
Lee et al., 2010 Prospectivo Sangre periférica | 191/ 306 Nula
Pooley et al., 2010 Prospectivo y Sangre periférica | 2249 /2161 Nula (prospectivo)
Retrospectivo Telémeros cortos
(retrospectivo)
Bozzao et al., 2011a | Retrospectivo Sangre periférica | 43 /81 Nula
(SL)
Maxwell et al., 2011 Retrospectivo Sangre periférica | 64 /1348 Telémeros cortos
Jones et al., 2012 Retrospectivo Sangre periférica | 2157 / 3912 Telémeros largos
Cui et al., 2012 Prospectivo Sangre periférica | 441/ 549 Nula (linear) /
Telémeros cortos y largos
Pellatt et al., 2012 Retrospectivo Linea celular 246/ 371 (colon) Colon: Tel. Cortos
inmortalizada 276/ 372 (recto) Recto: Nula (linear) /
(colon) Telémeros cortos y largos
Sangre periférica
(recto)
Qinet al., 2014 Retrospectivo Sangre periférica | 628/ 1256 Telémeros cortos
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Hipdtesis

Aunque se estima la proporcién de casos de CCR atribuibles a factores genéticos entre el
20 y 35%, gran parte de la herencia genética al CCR queda por descubrir. Dentro de ese
conglomerado de casos de CCR con agregacion familiar sin una causa subyacente clara,
se encuentra el CCRf-X. Estas familias cumplen los criterios clinicos mas estrictos para el
CCR hereditario no polipésico (criterios de Amsterdam) pero no presentan defectos en el
sistema de reparacion de bases desapareadas, rasgo definitorio de los pacientes con SL.
Dado el patron dominante de herencia que muestran estas familias, se espera que el gen
causal sea de alta penetrancia. Sin embargo, la heterogeneidad presupuesta de esta
agrupacion hace que estrategias clasicas para la identificacion de genes mediante la
blsqueda de un gen comun que explique una fraccion relativamente elevada de casos, ho
obtengan resultados. Por ello hipotetizamos que el estudio individual de familias con
CCRf-X mediante secuenciacion de exomas, permitira identificar su causa genética, si
realmente se trata de una herencia autosémica dominante causada por una mutacion en

la linea germinal de un gen codificante de alta/moderada penetrancia.

Una manera mas directa y especifica de interrogar una enfermedad monogénica es
mediante el estudio de un gen candidato. Se ha sugerido que mutaciones en el gen que
codifica la glicosilasa GALNT12 confieren un riesgo incrementado a padecer CCR.
Asumiendo estos indicios, hipotetizamos que este gen podria ser el responsable del riesgo

incrementado en una fraccion de las familias con CCRf-X.

Por otro lado, pese a que se conoce la causa genética del SL, existe una considerable
heterogeneidad fenotipica inter- e intra-familiar que sugiere la participacion de factores
genéticos modificadores de la susceptibilidad y de las caracteristicas clinicas de esta
enfermedad. Teniendo en cuenta la importancia del papel de los telémeros en el proceso
de iniciacién y progresién tumoral en los canceres humanos y su descripcion como factor
de riesgo a céancer en numerosos tipos de tumores, hipotetizamos que la longitud
telomérica puede ejercer un papel modulador del riesgo a desarrollar CCR en las formas
de CCR hereditario no polipdsico, tanto en SL como en aquellas clasificadas como CCRf-
X. En el SL, ademas, podria explicar la anticipacion de la edad de diagnéstico observada

en las sucesivas generaciones de algunas familias.
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Objetivos

Objetivo general

Identificacion de nuevos genes causales y mecanismos moduladores de riesgo a

desarrollar cancer en el CCR hereditario no polipdsico.

Como aplicacion a la practica clinica, el objetivo final de este trabajo serd disminuir el
riesgo (prevenir) a desarrollar cancer o facilitar su deteccién precoz para reducir la
mortalidad por cancer en individuos de alto/moderado riesgo. Esto sera posible mediante
la implementacion en el diagnéstico genético de rutina del estudio de los genes
identificados y de los factores modificadores de riesgo para conseguir la personalizacion

de los protocolos de vigilancia en base al riesgo individual.

Objetivos especificos

e Estudiar el papel de la longitud de los telomeros como factor modificador de riesgo
a cancer en los distintos grupos de pacientes de CCR hereditario no polipdsico,

tanto SL como CCRf-X, y en controles sanos.

e Evaluar la participacion de la longitud telomérica en la anticipacion genética

descrita en familias con SL.

e Evaluar el papel de las mutaciones en gen GALNT12 como causantes de la

agregacion familiar de CCR en familias de alto riesgo (CCRf-X).

e Estudio de dos familias de alto riesgo sin causa genética conocida mediante

secuenciacién de exomas para la identificacion de nuevos genes causales.

e Evaluacion de los posibles genes candidatos resultantes de la secuenciacion de
exomas en su participacion en la predisposicion al CCR en la familia y como gen

de susceptibilidad en general.
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Resultados

Los resultados del trabajo experimental de esta tesis estan incluidos en varios articulos
cientificos, cuatro de ellos ya publicados y un quinto preparado para enviar a publicar. A
continuacién se incluye un breve resumen de cada uno de los trabajos seguido de la

publicacién.

Articulo 1

Longitud de los telémeros y anticipacion genética en el sindrome de Lynch.

Articulo 2

Asociacion de telomeros mas largos con el riesgo de cancer en el cancer colorrectal
hereditario no polipdsico sin defectos en la maquinaria de reparacion de bases

desapareadas.

Articulo 3

GALNT12 no contribuye de manera relevante al cancer colorrectal familiar tipo X.

Articulo 4

Identificacion de mutaciones en MUTYH mediante secuenciacién de exomas en una

familia con un fenotipo atipico.

Articulo 5

Mutaciones en la linea germinal en GEN1X causan cancer colorrectal hereditario a través

de deficiencias en la reparacién del ADN.
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ARTICULO 1

Telomere length and genetic anticipation in Lynch syndrome

Nuria Segui, Marta Pineda, Elisabet Guin6, Ester Borras, Matilde Navarro, Fernando

Bellido, Victor Moreno, Conxi Lazaro, Ignacio Blanco, Gabriel Capella, Laura Valle.

PLoS One 23;8(4):€61286; 2013. doi: 10.1371/journal.pone.0061286.

Resumen:

Se han asociado alteraciones en la longitud de los telémeros con el riesgo incrementado a
padecer varios tipos de tumores. Ademas, el acortamiento telomérico explica la
anticipacién genética de algunas enfermedades hereditarias. En este trabajo evaluamos la
longitud de los telémeros en el SL tanto como factor modificador del riesgo a desarrollar
cancer, asi como mecanismo asociado a la anticipacion en la edad de aparicion del
cancer en generaciones sucesivas. Estudiamos la longitud telomérica relativa en ADN
extraido de sangre periférica de 244 individuos portadores de mutacion en los genes MMR
pertenecientes a 96 familias con SL y de 234 controles sanos. La cuantificacion de la
longitud telomérica relativa la realizamos mediante PCR cuantitativa monocroma multiplex.
Observamos que los portadores de mutacién en genes MMR que han desarrollado cancer
tienen los telomeros significativamente mas cortos que sus familiares portadores no
afectos. Ademas, el acortamiento telomérico progresivo que se da con la edad (fenémeno
fisiolégico normal) es mas pronunciado en estos individuos. Asimismo, los portadores de
mutacion en genes MMR que no han desarrollado cancer muestran los telémeros mas

largos que los controles no portadores sanos.

Por otra parte, mediante el estudio de 59 familias con SL, observamos que no existe una
asociacion entre el acortamiento telomérico y la anticipacion genética. Sin embargo, a
pesar del reducido tamafio muestral, observamos relacién con la anticipaciéon en todas las
parejas madre-hijo, sugiriendo que el acortamiento telomérico podria estar relacionado
con el fenémeno de la dependencia del riesgo de desarrollar cancer segun el origen

paterno/materno de la mutacién en el gen MMR.
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Abstract

Telomere length variation has been associated with increased risk of several types of tumors, and telomere shortening, with
genetic anticipation in a number of genetic diseases including hereditary cancer syndromes. No conclusive studies have
been performed for Lynch syndrome, a hereditary colorectal cancer syndrome caused by germline mutations in the DNA
mismatch repair genes. Here we evaluate telomere length in Lynch syndrome, both as a cancer risk factor and as a
mechanism associated with anticipation in the age of cancer onset observed in successive generations of Lynch syndrome
families. Leukocyte telomere length was measured in 244 mismatch repair gene mutation carriers from 96 Lynch syndrome
families and in 234 controls using a monochrome multiplex quantitative PCR method. Cancer-affected mutation carriers
showed significantly shorter telomeres than cancer-free mutation carriers. In addition, cancer-affected carriers showed the
most pronounced shortening of telomere length with age, compared with unaffected carriers. The anticipation in the age of
cancer onset observed in successive generations was not associated with telomere shortening, although, interestingly, all
mother-son pairs showed telomere shortening. In conclusion, cancer-affected mismatch repair gene mutation carriers have
distinct telomere-length pattern and dynamics. However, anticipation in the age of onset is not explained by telomere
shortening. Pending further study, our findings suggest that telomere attrition might explain the previously reported
dependence of cancer risk on the parent-of-origin of mismatch repair gene mutations.
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Introduction chromosomes and protect them against large-scale genomic
rearrangements. In most somatic cells, telomeres shorten with
each replication cycle, eventually leading to cellular senescence or
apoptosis. Interestingly, telomere length anomaly appears to be

Lynch syndrome (LS) (MIM 120435) is the most common
hereditary syndrome that predisposes to colorectal cancer (CRC)
and other extracolonic tumors, accounting for 2%-5% of the total
burden of CRC. It is caused by germline mutations in the DNA
mismatch repair (MMR) genes MLHI (MIM 120436), MSH2
(MIM 609309), MSH6 (MIM 600678) and PMS2 (MIM 600259),
as well as in EPCAM (MIM 185535). There is large phenotypic
variation in the age of onset among and within families [1,2].
Progressively earlier age of cancer onset in successive generations
has been reported [3-10]. However, the underlying molecular
mechanisms of both the overall phenotypic variation and the
anticipation in the age of onset are still unknown.

one of the earliest and most prevalent genetic alterations in the
process of malignant transformation [12,13]. Given the proposed
role of telomere shortening in early processes of carcinogenesis,
attention has been directed to its potential role as a cancer risk
biomarker. With this purpose, a number of retrospective and
prospective observational studies have been conducted, although
results are inconsistent among studies and tumor types [14-16].
With respect to CRC, despite the conflicting results obtained in
retrospective studies, prospective studied have not found a

convincing association between leukocyte telomere length and
Telomere shortening has gained considerable interest as a CRC risk [16-18].

potential biomarker of cancer risk and as a mechanism associated
with genetic anticipation. Moreover, we have recently shown that
a common genetic variant located in the telomerase gene (¢ TERT;
MIM 187270) increases cancer risk in LS patients at early ages,

Telomere length attrition has also been proposed as a
mechanism of anticipation in different inherited diseases, being
associated with early onset and/or severity of disease in genetic

disorders such as dyskeratosis congenita [19-21], Li-Fraumeni
and that this SNP is associated with shortened telomere length in [22,23], and familial breast and ovarian cancer [24,23].

cancer-affected MMR gene mutation carriers [11]. Telomeres
consist of multiple short repeats (I'TTAGG) at the ends of
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Here we aim to elucidate the role of telomere length in LS-
associated cancer risk and to study its implication in anticipation in
the age of onset observed in successive generations of LS families.

Materials and Methods

Ethics statement

Written informed consent was obtained from all subjects. The
study received the approval of the IDIBELL Ethics Committee
(ref. PR221/09).

Study participants

A total of 388 individuals, 244 MMR gene mutation carriers and
144 non-carriers, from 96 LS families were included in the study.
They were assessed through the Hereditary Cancer Program at
the Catalan Institute of Oncology, ICO-IDIBELL, from 1998 to
2012. MMR gene mutation analysis was performed on genomic
DNA extracted from peripheral blood. Large genomic alterations
in the genes were studied using Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (MLPA) (SALSA MLPA Kits, MRC-
Holland, The Netherlands). Mutation screening was carried out
by direct sequencing after PCR amplification (primers and
conditions available upon request). Ninety cancer-free individuals
were included as controls. All individuals are of Caucasian origin.
Informed consent was obtained from all subjects, although data
were analyzed anonymously. Table 1 shows a summary of the
genetic and clinical characteristics of the groups studied.

Cases and controls were recruited from the same homogeneous
population, and storage and DNA extraction from peripheral
blood were performed at the same facility and using the same
extraction methods. We have observed that blood DNA samples
from different sources (i.e., extracted at different laboratories,
using different extraction methods, etc.) show large non-genetic
variation in telomere length (data not shown). Thus, only samples
(cases and controls) that underwent the exact same DNA
extraction protocol (Flexigene DNA kit, Qiagen, Hilden, Ger-
many) performed by the personnel of the Unit of Molecular
Diagnostics of the Hereditary Cancer Program at ICO-IDIBELL,

Telomere Length in Lynch Syndrome

and that were stored under the same conditions, were included in
the study, as recommended by Prescott et al. for retrospective
studies [16].

Telomere length assessment

Telomere length quantification was performed using the
monochrome multiplex quantitative PCR method described by
Cawthon et al. [26], which has been found to provide greater
consistency than other methods used to measure telomere length
[17]. The assays were performed using the Quantifast SybrGreen
PCR Master Mix (Qiagen, Hamburg, Germany), beta-globin as
single copy gene, and the LightCycler 480 real-time PCR
detection system (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Ger-
many). All samples were assayed in triplicate. A standard curve
with 7 concentrations spanning an 81-fold rage (60 ng, 40 ng,
20 ng, 6.7 ng, 4 ng, 2.2 ng and 0.74 ng), also in triplicate, of an
anonymous standard DNA (healthy and cancer-free 45 year-old
individual) was included in every 384-well plate. Good replicates of
the standard curves (for telomeres (T) and single copy gene (S)) and
subsequent fitted linear regression lines were obtained among
plates. Whenever possible, equal numbers of samples from
different clinical groups were run in each 384-well plate. The
relative telomere length (RTL) value for each sample was
calculated according to the standard lines (for T and S) of the
corresponding plate. Therefore, the value obtained was relative to
the value of the anonymous standard DNA in the same plate
(inter-run calibration). The average telomere length of each
sample is expected to be proportional to its RTL.

Statistical analyses

Shortening of telomere length is observed with increasing age in
cancer-free individuals [27]. In our control set (controls plus non-
carriers, n=234), RTL was inversely correlated with age
(Pearson’s correlation r=—0.187; p=0.004). As previously
described, RTL measurements were adjusted for age using the
line of best fit for controls [25]. Thus, the difference between the
observed and the predicted value was calculated for each sample
and is represented as ‘“age-adjusted RTL”. There were no

Table 1. Genetic and clinical characteristics of the studied groups.

Lynch syndrome families (n=96)

MMR gene mutation carriers (244)

Controls (n=234)

Non-carriers Unrelated controls

*Cancer Cancer-free
N 144 100 144 90
MMR gene mutated: n (%) MLHT1: 87 (60.4) MLH1: 62 (62.0) -
MSH2: 42 (29.2) MSH2: 29 (29.0)
MSH6: 9 (6.3) MSH6: 9 (9.0) =
PMS2: 5 (3.5) PMS2: 0
EpCAM: 1 (0.7) EpCAM: 0 -
Median age at blood draw (* SD) 51.5 (£13.4) 35.0 (£11.5) 42.0 (=14.9) 41.5 (x£15.1)
Sex: n (%) M: 74 (51.4) M: 40 (40.0) M: 64 (44.4) M: 28 (31.1)
F: 70 (48.6) F: 60 (60.0) F: 80 (55.6) F: 62 (68.9)
Median age at cancer diagnosis (= SD) 43.0 (£12.9)

N: number of subjects; SD: standard deviation; M: male; F: female.

epithelial tract or brain.
doi:10.1371/journal.pone.0061286.t001

PLOS ONE | www.plosone.org

*Cancer: Individual affected with a LS-associated cancer: CRC and/or cancer of the endometrium, ovary, stomach, small bowel, hepatobiliary tract, pancreas, upper uro-
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Figure 1. Age-adjusted relative telomere length. In subjects belonging to LS families: MMR gene mutation carriers affected with cancer
(median: —0.131), MMR gene mutation carriers with no diagnosed cancer (median: —0.079) and cancer-free non-carriers (median: —0.091); and in
cancer-free controls (median: —0.097). The boxes represent the interquartile range of distributions (25" and 75™ percentiles); the horizontal lines
within the boxes, the medians; and the vertical lines, the 5™ and 95™ percentiles.

doi:10.1371/journal.pone.0061286.g001

telomere length differences between sexes (data not shown);
therefore, sex was not included as a confounding factor in the
statistical tests.

Differences in age-adjusted telomere lengths were analyzed
using the Wilcoxon rank sum test (Mann-Whitney U). Pearson’s
test was used to assess the correlation between telomere length and
age (telomere length dynamics). To measure the significance of the
difference between two correlation coefficients (Pearson’s r),

PLOS ONE | www.plosone.org

Fisher’s r-to-z transformation was performed. Anticipation was
represented by Kaplan-Meier curves and the differences between
survival curves were studied using a log-rank test. Proportions
were compared by Fisher’s exact test (expected cell count <5) or
Chi-square. All tests were two-sided and p-values below 0.05 were
considered statistically significant. The analyses were performed
using R.
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Figure 2. Distribution of cancer-affected and cancer-free MMR gene mutation cases and controls by quartiles of age-adjusted

telomere length.
doi:10.1371/journal.pone.0061286.9g002

Results

Telomere length and shortening dynamics

Relative telomere length was assessed in 244 MMR gene
mutation carriers, both cancer-affected (n=144) and unaffected
(n=100), and in 234 controls, including non-carriers from the
same LS families (n=144) and unrelated cancer-free controls
(n=90) (Figure 1). Relative telomere length values were adjusted
for age as indicated in the Materials and Methods section (see
statistical analyses). We found that among mutation carriers,
cancer cases had significantly shorter age-adjusted telomeres than
unaffected individuals (p=0.032). It is worth noting that
unaffected mutation carriers have longer telomeres than unaffect-
ed controls: a significant increase of the fourth quartile (longest
telomeres) is observed in cancer-free MA/R mutation carriers

(36.0%) compared with controls (21.8%; p=0.010) and cancer-
affected carriers (20.1%; p=10.009) (Figure 2).

As expected, the negative slope of the linear regression line that
best fit the RTL data for the controls indicated that telomere
length shortened with age (Pearson’s correlation coefficient
r=—0.187; p=0.004); the same was observed for the MMR gene
mutation carriers (r=—0.297; p=2.37x10"°. No differences
were observed between both groups (p=0.204) (Figure 3A).
Among MMR gene mutation carriers, cancer-affected individuals
showed faster telomere attrition with age (r=—0.344;
p=2.4x107") than cancer-free carriers (r=—0.094; p=0.351)
(for the difference, p=0.045) (Figure 3B). No differences were
observed between MSH? (r=—0.446; p=0.003) and MLHI
(r=-0.318; p=0.003) mutation carriers (for the difference,
p=0.435).
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Figure 3. Correlation of relative telomere length (RTL) with age at blood draw. (A) RTL distribution as a function of age for controls
(n=234; white circles) and all MMR gene mutation carriers (n=244; black circles). (B) RTL distribution as a function of age for cancer-affected MMR
gene mutation carriers (n = 144; black circles) and cancer-free MMR gene mutation carriers (n = 100; crossed circles). r: Pearson’s correlation coefficient.
doi:10.1371/journal.pone.0061286.g003
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Telomere length and anticipation in the age of cancer
onset

The occurrence of age anticipation in cancer-affected mutation
carriers was analyzed in 59 LS families, harbouring MLHI (32
families), MSH2 (20 families) and MSH6 (7 families) mutations.
The distribution of age at cancer diagnosis in parents and children
showed a consistent shift to carly ages in children (p=2.5x107")
(Figure 4). On average, cancer was diagnosed 12 years earlier in
children (Table 2). Five out of 65 parents and 3 out of 30 children
had been diagnosed with cancer (1** LS-related cancer diagnosed)
during the follow-up period or clinical surveillance of mutation
carriers. Their exclusion from the analysis did not alter the results
(data not shown). The information available from polyp removal
and surveillance time across generations was incomplete and was
not included in the study.

The relationship between telomere length and anticipation in
LS was next investigated. No differences between parents and
children were observed in cancer-affected MAMR gene mutation
carriers (p=0.867) (Figure 5). Similarly, no association was found
when MLHI and MSHZ2 gene mutation cases were analyzed
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Figure 5. Changes in age-adjusted RTL between parents and
children. Box plots representing age-adjusted RTL distributions in
cancer-affected parents and children with MMR gene mutations. The
boxes represent the interquartile range of distributions (25™ and 75"
percentiles); the horizontal lines within the boxes, the medians; and the
vertical lines, the 5™ and 95™ percentiles.
doi:10.1371/journal.pone.0061286.9005
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Table 2. Differences in average age of onset of cancer (1** LS-related tumor diagnosed) between parents and children with Lynch
syndrome.

Parents Children

Mean age
N Age of onset N Age of onset difference t-statistic p-value
Median Mean SD Median Mean SD

All 65 51.0 50.9 12.8 30 38.0 389 7.6 12.0 4.74 7.5x10°°¢
MLH1 36 50.5 50.9 1.7 20 380 38.0 6.8 129 453 33x107°
MSH2 21 53.0 51.4 154 7 37.0 414 104 10 1.59 0.124
MSH6 8 44.0 49.6 15 2 375 375 6.4 12.1 1.40 0.200
N: number of subjects; SD: standard deviation.
doi:10.1371/journal.pone.0061286.t002
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separately (Figure S1). Next, we compared changes in telomere
length in individual parent-child pairs (Table 3). In all instances,
the child was diagnosed with cancer at an earlier age than the
corresponding LS parent. Children showed shorter telomeres than
their parents in 10 out of 21 (47.6%) cancer-affected carrier pairs,
in 6 out of 9 (66.7%) cancer-free carrier pairs, and in 1 out of 3

PLOS ONE | www.plosone.org

Table 3. Age-adjusted RTL and anticipation in age at cancer diagnosis in parent-child pairs.

PARENT CHILD

Age-adjusted

Family MMR gene  Tumor *Age Sex Age-adjusted RTL Tumor *Age Sex RTL **Telchila<Telparent
Cancer-affected carriers
Fam-1 MSH2 CRC 73 B —0.172 CRC 45 M —0.216 yes
Fam-2 MSH2 EC 78 F 0.167 CRC 55 F —0.339 yes
Fam-2 MSH2 CRC 55 F —0.339 CRC 33 F —0.188 no
Fam-2 MSH2 EC 78 F 0.167 CRC 55 F -0.217 yes
Fam-3 MSH2 CRC 60 F —0.098 CRC 35 F 0.407 no
Fam-4 MLH1 CRC 53 F —0.143 CRC 40 (in surv) F 0.372 no
Fam-4 MLH1 CRC 53 F —0.143 CRC 32 M —0.521 yes
Fam-5 MLH1 CRC 48 M 0.328 CRC 35 M 0.567 no
Fam-6 MLH1 CRC 52 F 0.635 CRC 34 F 0.736 no
Fam-7 MLH1 CRC 50 F 0.388 CRC 55 (in surv) F —0.103 yes
Fam-8 MLH1 CRC 51 M —0.240 CRC 28 B —0.022 no
Fam-9 MLH1 CRC 51 M 0.332 CRC 45 F 0.178 yes
Fam-10 MLH1 CRC 33 M —0.398 CRC 24 F —0.154 no
Fam-11 MLH1 CRC 69 (in surv) M —0.298 CRC 37 F —0.206 no
Fam-11 MLH1 CRC 69 (in surv) M —0.298 CRC 41 (in surv) F —0.247 no
Fam-12 MLH1 CRC 66 F —0.014 CRC 47 M —0.373 yes
Fam-12 MLH1 CRC 66 F —0.014 CRC 39 M —0.322 yes
Fam-12 MLH1 CRC 66 F —0.014 CRC 40 M —0.103 yes
Fam-13 MLH1 CRC 60 B —0.081 CRC 38 B —0.030 no
Fam-14 MLH1 CRC 77 F —0.235 CRC 38 F —0.076 no
Fam-15 MSH6 uc 69 M —0.032 CRC 33 M —0.478 yes
Cancer-free carriers
Fam-16 MLH1 - 48 M —0.347 - 24 M —0.327 no
Fam-16 MLH1 - 48 M —0.347 - 25 F —0.688 yes
Fam-17 MLH1 - 47 M —0.121 - 27 F —0.387 yes
Fam-18 MLH1 - 64 F —0.244 - 36 M —0.095 no
Fam-18 MLH1 = 64 F —0.244 = 39 M —0.134 no
Fam-19 MLH1 - 45 F 0.048 - 18 M —0.202 yes
Fam-20 MLH1 = 78 M 0.399 = 37 B —0.186 yes
Fam-21 MSH2 - 47 F 0.552 - 22 M —0.021 yes
Fam-22 MSH6 - 65 F —0.230 - 30 M —0.300 yes
***Cancer-free non-carriers
Fam-23 - - 71 F —0.336 - 45 M 0.000 no
Fam-20 - - 74 F —0.284 - 50 M —0.181 no
Fam-24 - - 85 F —0.268 - 53 F —0.432 yes
MMR: DNA mismatch repair; RTL: relative telomere length; CRC: colorectal cancer; EC: endometrial cancer; UC: urinary tract cancer; M: male; F: female; in surv: cancer
diagnosed as a consequence of extensive clinical surveillance of LS families.
*Age: Age at cancer diagnosis for cancer-afected carriers, and age at blood draw for cancer-free carriers and non-carriers
**Telchila<Telparent, age-adjusted telomere length is shorter in the child than in the parent. “Yes” indicates that age-adjusted RTL is smaller in the child than in the
parent, therefore indicating association with anticipation when cancer-affected carriers are studied.
***Cancer-free non-carriers are individuals who belong to Lynch syndrome families but do not carry the pathogenic MMR gene mutation.
doi:10.1371/journal.pone.0061286.t003

(33.3%) cancer-free non-carriers evaluated, although the these
differences were not statistically significant (p = 0.562).
Anticipation was associated with shorter telomeres in all (5/5)
mother-son cancer-affected MAMR gene mutation carriers, whereas
this association was only observed in 31% (5/16) of the other
cancer-affected carrier pair combinations (p =0.012) (Table 3).
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Discussion

In this study we found that cancer-affected MMR gene mutation
carriers have shorter telomeres and faster telomere attrition rates
(accelerated telomere shortening with age) than unaffected
mutation carriers and controls, and that telomere shortening is
not associated with anticipation in the age of cancer onset in
successive generations.

In line of recent retrospective and prospective studies on
sporadic CRC risk and leukocyte telomere length, it has been
suggested that the shorter telomere length observed in retrospec-
tively collected samples from CRC patients is not a cancer risk
factor, but rather a consequence of the disease (from treatment or
disease burden) [16,17]. However, a recent prospective study has
shown that both extremely long and extremely short telomeres
increase CRC risk [18]. In hereditary cases, we observe shorter
telomeres in cancer-affected MAMR gene mutation carriers than in
cancer-free carriers, suggesting either that the shortened telomeres
are a result of the disease, or that shorter telomere length is an
additional risk factor for LS patients, i.e. a risk modifier. This is
supported by our recent observation that a variant in the
telomerase gene, 2RTERT, increases cancer risk in young LS
patients (<45 years of age), as it is associated with shortened
telomeres in cancer-affected MMR gene mutation carriers [11].
Further studies assessing telomere length before and after cancer
diagnosis in CRC patients will provide a definitive answer
regarding the suggested effect of cancer on telomere length in
blood cells. Unfortunately, samples from sporadic CRC cases that
underwent the same DNA extraction and storage than the
hereditary cases and controls herein studied were not available,
precluding a direct comparison. This study will be critical to clarify
whether telomere shortening is specific to cancer-affected LS
patients or if it occurs in all CRC-affected patients.

Our data show longer telomeres in cancer-free MAMR gene
mutation carriers compared to cancer-free controls. A plausible
explanation for this observation, and consistent with the fact that
short telomeres act as factors of increased cancer risk, is that longer
telomeres protect MMR gene mutation carriers from developing
cancer. On the other hand, Jones et al. proposed that certain
genetic factors that increase CRC risk may cause longer telomeres
[17]. Alternatively, and in line with this model, our results might
suggest that MMR haploinsufficiency, as a genetic factor of CRC
risk, can exert a lengthening effect on the telomeres. Additional
studies to assess the effect of MMR haploinsufficiency on telomere
lengthening are needed to validate this hypothesis.

We also observed that leukocyte telomere dynamics differ
between cancer-free mutation carriers and cancer-affected carri-
ers, the latter group showing faster telomere shortening with age.
Bozzao et al. found that affected carriers showed accelerated
attrition rate compared to controls [28]. Based on previously
published data on MMR-deficiency and telomeres [29-33], they
suggested that MMR haploinsuffiency in LS individuals may lead
to tolerance of short telomeres, causing faster telomere shortening
over the course of life. However, our results show that this
increased shortening rate does not occur in cancer-free carriers,
thus invalidating the hypothesis. Therefore, this effect may be
either the result of telomere shortening in cancer-affected
individuals, or a marker of increased cancer risk among MMR
gene mutation carriers, supporting the idea that short telomere
length or accelerated telomere attrition rate are factors of
increased cancer risk in LS. Identifying the dynamics of leukocyte
telomere length with age in sporadic cases from retrospective and
prospective studies may resolve this question.
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No association was found between the anticipation in the age of
onset observed in successive generations and telomere length. FFor
years, and despite the numerous reports identifying anticipation in
LS, it was uncertain whether true genetic anticipation contributed
to the early diagnosis age observed in LS. Recently, a Bayesian
method that corrects for random effects, isolating the confounding
effect of changes in secular trends, screening, and medical
practices, and adjusting for changes in age-specific incidence
across birth cohorts, confirmed the anticipation in the age of onset
between successive generations of LS families [10]. Nevertheless,
the molecular mechanism underlying this observation has not
been yet identified. Due to the lack of information on surveillance
time in parents and children, polyp removal, and other
confounding factors, as well as the insufficient sample size for an
accurate assessment of genetic anticipation, it is certain that the
measurement obtained in our series (12 vyears) is clearly
overestimated. Nevertheless, we accept the results of previous
reports on this matter in which accurate statistical methodologies
were used and anticipation was still confirmed [8-10], and our
series was used to assess the involvement of telomere attrition in
anticipation. Our data rule out the role of telomere shortening in
anticipation in LS. As previously suggested, other molecular
mechanisms such as the accumulation of mismatch repair slippage
events through generations or other genetic or environmental
factors might explain age anticipation in successive generations of
LS families [34,35]. Considering the limitations of our study
regarding sample size, and the inconclusive results obtained when
studying telomere length in cancer patients, further studies on
larger LS series should be performed to validate these results.

Van Vliet et al. recently suggested that CRC risk in carriers of
MMR gene mutations depends on the parent-of-origin of the
mutation. In particular, they suggested a maternally transmitted
mechanism modifying cancer risk in male MMR gene mutation
carriers [36]. Here we observe anticipation associated with shorter
telomeres in all mother-son cancer-affected MAMR gene mutation
carriers, whereas the same association is only found in 31% of the
other cancer-affected carrier pair combinations. Although the
sample size of parent-child pairs is very limited, this observation
might suggest that the maternally transmitted risk mechanism is
shortened telomeres. Studies assessing whether telomere shorten-
ing occurs in the female germline, as recently demonstrated in
other mammals [37], together with the analysis of larger samples
of LS parent-child pairs, are required to verify this hypothesis.

In conclusion, our findings indicate that cancer-affected MMR
gene mutation carriers show distinct features and dynamics of
telomere length measured in blood DNA, to controls and
unaffected mutation carriers. While we rule out telomere length
attrition as the common cause of anticipation in LS, it may
account for the dependence of cancer risk on the parent-of-origin
of MMR gene mutations previously observed.

Supporting Information

Figure S1 Age-adjusted RTL distributions in cancer-
affected parents and children with MLHI and MSH?2
gene mutations. The boxes represent the interquartile range of
distributions (25" and 75" percentiles); the horizontal lines within
the boxes, the medians; and the vertical lines, the 5" and 95
percentiles. Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test
showed no differences in RTL distributions between cancer-
affected parents and children with germline mutations in MLH!
(p=0.65), and between parents and children with mutations in
MSH?2 (p=0.67).
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Figure S1. Age-adjusted RTL distributions in cancer-affected parents and children
with MLH1 and MSH2 gene mutations. The boxes represent the interquartile range of
distributions (25" and 75" percentile); the horizontal lines within the boxes, the medians;
and the vertical lines, the 5" and 95" percentiles. Pairwise comparisons using Wilcoxon
rank sum test showed no differences in RTL distributions between cancer-affected parents

and children with germline mutations in MLH1 (p=0.65), and between parents and children
with mutations in MSH2 (p=0.67).
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Resumen:

Este estudio esta estrechamente relacionado con el articulo anterior, en el que se evalué
la longitud de los telomeros en SL. En este trabajo cuantificamos la longitud telomérica
relativa en sangre periférica de 114 individuos de familias CCRf-X: 57 afectos de CCR y
57 no afectos, y valoramos los resultados en relacién a los obtenidos previamente. Se
definen como CCRf-X aquellas familias que cumplen los criterios clinicos de Amsterdam
pero que, a diferencia del SL, no presentan defectos en el sistema de reparacion de bases
desapareadas. En claro contraste con los resultados anteriores, los individuos afectos de
estas familias CCRf-X presentan teldmeros mas largos que sus familiares sanos, asi como
gue los controles libres de cancer. Aun teniendo en cuenta el caracter retrospectivo del
estudio, nuestros resultados sugieren que telémeros largos pueden actuar como un factor
de riesgo en el CCR. Asimismo, deja patente que la asociacion del acortamiento o del
alargamiento de la longitud telomérica con el riesgo a desarrollar CCR en los casos

hereditarios depende de forma directa del estado del sistema de reparacion MMR.
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Abstract

Aberrant telomere length measured in blood has been associated with increased risk of several cancer types. In the field of
hereditary non-polyposis colorectal cancer (CRC), and more particularly in Lynch syndrome, caused by germline mutations
in the mismatch repair (MMR) genes, we recently found that cancer-affected MMR gene mutation carriers had shorter
telomeres and more pronounced shortening of telomere length with age than controls and unaffected MMR gene mutation
carriers. Here we evaluate blood telomere length in MMR-proficient hereditary non-polyposis CRC, i.e. familial CRC type X
(fCRC-X). A total of 57 cancer-affected and 57 cancer-free individuals from 34 Amsterdam-positive fCRC-X families were
analyzed and compared to the data previously published on 144 cancer-affected and 100 cancer-free MMR gene mutation
carriers, and 234 controls. Relative telomere length was measured using a monochrome multiplex quantitative PCR method,
following strict measures to avoid sources of bias and adjusting by age. Despite the retrospective nature of our study, the
results show that longer telomeres associate with cancer risk in fCRC-X, thus identifying different patterns of telomere
length according to the status of the MMR system.

Citation: Segui N, Guiné E, Pineda M, Navarro M, Bellido F, et al. (2014) Longer Telomeres Are Associated with Cancer Risk in MMR-Proficient Hereditary Non-
Polyposis Colorectal Cancer. PLoS ONE 9(2): €86063. doi:10.1371/journal.pone.0086063

Editor: Amanda Ewart Toland, Ohio State University Medical Center, United States of America
Received October 8, 2013; Accepted December 9, 2013; Published February 3, 2014

Copyright: © 2014 Segui et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Funding: This work has been funded by the Spanish Ministry of Economy (State Secretariat for Research, Development and Innovation) (grants SAF2012-38885
to LV and SAF2012-33636 to GC; and Ramdn y Cajal contract to LV); L'Oréal-UNESCO “For Women in Science”; the Scientific Foundation Asociacion Esparnola
Contra el Cancer; the Catalan Government (grant 2009SGR290); and Carlos Il Health Institute (fellowship to NS). The funders had no role in study design, data
collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.

Competing Interests: The authors have declared that no competing interests exist.

* E-mail: Ivalle@iconcologia.net

Introduction cells, however, as in stem cells, telomerase, the enzyme that adds
telomeric repeats to the chromosome ends, is expressed, compen-

Family history is one of the strongest risk f:act.ors for tl?e sating for telomere erosion and preventing senescence/apoptosis
development of colorectal cancer (CRC) and is involved in [3-5]

approximately 20% of all CRC cases. However, only 2-6% of all
CRCs are explained by germline mutations in known high-
penetrance CRC genes. The Amsterdam criteria were defined to
identify hereditary non-polyposis CRC cases, considering young
age (<50 years) at cancer diagnosis and high familial aggregation
of CRC (Amsterdam I) or other related tumors (Amsterdam II).
Approximately 60% of the families that fulfill the Amsterdam
criteria show DNA mismatch repair (MMR) deficiency as a
consequence of a germline mutation or epimutation in a MMR
gene, i.e. MLHI1, MSH2, MSH6 or PMS?2 (Lynch syndrome; LS).
The remaining 40% do not show MMR defects and the genetic
cause of the familial CRC aggregation is still unknown, having
been grouped as familial CRC type X (fCRC-X) [1,2].
Chromosome telomeres consist of multiple short repeats
(TTTAGG) that protect against large-scale genomic rearrange-
ments. Telomeres shorten with cell division, eventually leading to
cellular senescence. On rare occasions, cells that aberrantly bypass
replicative senescence with critically short telomeres may develop
genomic instability and potentially become tumorigenic. In cancer

Germline mutations in the components of the telomerase
complex cause dyskeratosis congenita. Patients with this disorder
have short telomeres, which lead to bone marrow failure and
increased cancer risk [6]. Likewise, mouse models with telomerase
deficiency and short telomeres have high risk of cancer [7]. Recent
epidemiological studies have evaluated telomere length measured
in peripheral blood DNA as a potential biomarker of cancer risk.
Several studies have reported associations between telomere length
and cancer risk, although the data are inconsistent among studies
and tumor types [8]. In CRC studies, contradictory results have
been observed, apparently due to differences in study population,
study design, analytical approach, sample size, or exposure to
environmental factors [9-15].

Regarding hereditary CRC, our group recently reported that
cancer-affected MMR gene mutation carriers had shorter
telomeres and showed faster telomere attrition with age, measured
in blood, than controls and cancer-free AMAMR gene mutation
carriers [16]. Nevertheless, the role of telomere length as cancer
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risk modifier in LS could not be asserted since it had been argued
that the shortened telomeres observed in retrospectively collected
samples from cancer-affected individuals might be a consequence
of the disease [8,14]. However, the fact that cancer-free mutation
carriers had longer telomeres than cancer-free controls provided
additional evidence in support to the hypothesis that telomere
length might act as a cancer risk modifier in LS [16].

Here we report the first study of the behavior of blood telomere
length in MMR-proficient hereditary non-polyposis CRC, i.e.
fCRC-X, and compare it to the behavior observed in controls and
in hereditary non-polyposis CRC with a MMR defect, i.e. LS
(previously published [16]).

Materials and Methods

Ethics Statement

Written informed consent was obtained from all subjects. The
study was approved by the Ethics Committee of IDIBELL (ref.
PR221/09).

Study Participants

A total of 114 individuals, 57 cancer-affected and 57 cancer-
free, from 34 fCRC-X families were included in the study. These
families fulfilled the Amsterdam criteria but did not show MMR
defects (microsatellite instability or loss of expression of the MMR
proteins MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2). In all, 76.5% (26/34)
of the families fulfilled Amsterdam I criteria and 23.5% (8/34)
Amsterdam II. For comparative purposes, previously published
telomere length data from individuals belonging to LS families and
from controls were included in the analyses [16]. Familial CRC-X,
LS and control samples were all of Caucasian origin and recruited
from the same homogeneous population (the Spanish region of
Catalonia) through the Hereditary Cancer Program of the Catalan
Institute of Oncology, IDIBELL. Table 1 shows the characteristics
of the fCRC-X cases studied, comparing them to the LS
individuals and controls previously analyzed [16].

Relative Telomere Length Measurement

Relative telomere length (RTL) was assessed using a mono-
chrome multiplex quantitative PCR method [17], under the same
conditions as in Segui et al. [16]. Moreover, MMR-proficient
hereditary cases were run together with LS cases and controls. In

controls were published previously [16].

Telomere Length in Familial CRC Type X

order to rule out artifacts or technical sources of variation, a
standard curve was included in each run (384-well plate), each
sample was assayed in triplicate, and whenever possible, equal
numbers of samples from different clinical groups were run in the
same plate. Storage and DNA extraction from peripheral blood
were performed at the same facility and using the same extraction
methods, as recommended for retrospective telomere length
studies [8].

Statistical Analyses

RTL was adjusted by age based on the telomere length
shortening occurring with age in the general population (controls),
as previously reported [16,18]. Differences in age-adjusted
telomere lengths were analyzed using the Wilcoxon rank sum test
(Mann-Whitney U). The Kruskal-Wallis rank sum test was used to
compare the demographic characteristics among groups. All tests
were two-sided and p-values below 0.05 were considered
statistically significant. The analyses were performed using R
statistical software.

Results

Age-adjusted RTL was evaluated in 57 cancer-affected f{CRC-X
patients and 57 unaffected individuals from 34 fCRC-X families.
The results were compared to the results we published in a
previous study of 144 cancer-affected MAR gene mutation
carriers, 100 unaffected MMR gene mutation carriers and 234
controls [16].

Cancer-affected fCRC-X cases showed significantly longer
telomeres than unaffected fCRC-X individuals (p=0.009) and
cancer-free controls (p = 0.013) (Fig. 1). These results were in sharp
contrast to those previously observed in LS, where telomere
lengths detected in cancer-affected MMR gene mutation carriers
were shorter than those in unaffected mutation carriers (p = 0.032)
[16]. On the other hand, cancer-free fCRC-X cases showed
shorter telomeres than cancer-free MMR gene mutation carriers
(p=0.015), but of similar length to controls (Fig. 1).

Discussion

We found that longer telomeres are associated with cancer in
fCRC-X. Moreover, based on data previously published by our

Table 1. Characteristics of the hereditary non-polyposis CRC and control groups studied. Data on Lynch syndrome families and

Lynch syndrome families (n=96) MMR

diagnosis (£ SD)

fCRC-X families (n=34) gene mutation carriers 2controls 3p_value
'Cancer Cancer-free 'Cancer Cancer-free

N 57 57 144 100 234

Median age at blood draw 56.0 (£13.9) 50.0 (*£20.3) 51.5 (£13.4) 35.0 (£11.5) 42,0 (=14.9) 0.037

(= SD)

Sex: n (%) M: 27 (47.4) M: 28 (49.1) M: 74 (51.4) M: 40 (40.0) M: 92 (39.3) 0.968
F: 30 (52.6) F: 29 (50.9) F: 70 (48.6) F: 60 (60.0) F: 142 (60.7)

Median age at cancer 49.0 (=13.4) - 43.0 (=12.9) - - 0.278

N, number of subjects; SD, standard deviation; M, male; F, female.
epithelial tract or brain.

3Kruskal-Wallis rank sum test.
doi:10.1371/journal.pone.0086063.t001

PLOS ONE | www.plosone.org

'Cancer: Individuals affected with a LS-associated cancer: CRC and/or cancer of the endometrium, ovary, stomach, small bowel, hepatobiliary tract, pancreas, upper uro-

2Controls include non-carriers from LS families (n =144) and unrelated cancer-free controls (n=90).
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Figure 1. Age-adjusted RTL in subjects belonging to fCRC-X and LS families. The different groups correspond to: cancer-affected fCRC-X
cases (median age-adjusted RTL: 0.017); cancer-free individuals from fCRC-X families (median: —0.215); cancer-affected MMR gene mutation carriers
(median: —0.131); cancer-free MMR gene mutation carriers (median: —0.079); and cancer-free controls (median: —0.092). Differences in age-adjusted
RTL were analyzed using the Wilcoxon rank sum test (Mann-Whitney U). The boxes represent the interquartile range of distributions (25" and 75
percentiles); the horizontal lines within the boxes, the medians; and the vertical lines, the 5% and 95t percentiles. Data from LS families and controls

were published previously [16].
doi:10.1371/journal.pone.0086063.9001

group [16], MMR-deficient and -proficient non-polyposis hered-
itary cases show distinct patterns of blood telomere length,
suggesting that the status of the MMR system is key in defining
telomere length in hereditary cases.

Several epidemiological studies have investigated the association
of telomere length with CRC risk in the general population,
producing conflicting results [19]. Evidence from retrospective
studies indicates that telomeres in peripheral blood cells are
shorter in CRC cases than controls. However, this association has
not been replicated in prospective studies, suggesting that the
association between short telomeres and CRC in retrospective
studies is somehow the result of disease, treatment or differential
survival rather than the cause (effect of reverse causation) [14].
Regarding prospective studies, no association was found in three
relatively small studies (134-191 cases vs. 306-406 controls) [9—
11]. However, more recently, larger prospective studies found that

PLOS ONE | www.plosone.org

longer telomeres were associated with higher CRC risk (cases/
controls =2,157/3,921) [14], or that both long and short telomeres
increased CRC risk (cases/controls = 441/549) [15].

Despite the retrospective nature of our study, we found that
cancer-affected fCRC-X individuals had longer telomeres than
cancer-free members of the same type X families, controls, and
cancer-affected members of LS families (MMR gene mutation
carriers). Therefore, longer telomeres are associated with cancer
risk in MMR-proficient hereditary non-polyposis CRC, as
observed in large prospective population-based CRC series
[14,15]. Further studies assessing telomere length before and after
cancer diagnosis in f{CRC-X cases will be crucial to demonstrate
the precise effect of cancer on blood telomere length in this group
of patients.

Previous evidence supports the hypothesis that long telomeres
might increase cancer risk: first, long telomeres may delay cellular
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senescence and apoptosis, increasing the chance that genetic
abnormalities will accumulate [5,20]; secondly, a subset of
colorectal tumors has longer telomeres than the adjacent non-
tumor colon mucosa [21]. Telomere length assessment in f{CRC-X
tumors will provide additional insight into whether MMR-
proficient hereditary tumors also have elongated telomeres.
Similarly, knowing the levels of telomerase expression or of
enzymatic activity in peripheral blood and tumor samples might
aid the design of specific therapeutic and/or preventive approach-
es for fCRC-X patients in the future [22].

Our findings, together with those observed in large population-
based CRC series [14,15], suggest that longer telomeres are a risk
factor for hereditary and sporadic MMR-proficient CRC.
Following this observation, it is plausible to hypothesize that
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longer telomeres also act as modifiers of the age of onset of cancer
and/or polyposis in other MMR-proficient CRC syndromes.

In conclusion, in contrast to in the observations for LS but in
line with the results of large CRC prospective studies, elongated
telomeres are associated with increased cancer risk in Amsterdam-
positive MMR-proficient hereditary non-polyposis CRC.
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Resumen:

La hipétesis de este estudio se planted en base a evidencias previas de que mutaciones
en GALNT12 podian explicar el riego a desarrollar CCR en una fraccibn de casos
hereditarios sin causa genética identificada: Por un lado, el gen esta situado cerca de un
pico de ligamiento en el cromosoma 9qg asociado con el CCR; y por otro lado, habian
identificado mutaciones germinales que inactivan o reducen la actividad enzimatica de la
proteina en pacientes con CCR, algunos con historia familiar. Teniendo en cuenta estos
indicios nosotros quisimos estudiar el gen en familias de alto riesgo agrupadas como
CCRf-X. Secuenciamos las regiones codificantes de GALNT12 y secuencias flanqueantes
en 103 individuos indice de familias CCRf-X de distintas zonas de la geografia espafiola:
Catalufia, Castilla-Le6n y Valencia. Se identificaron un total de 20 variantes en 90
pacientes, ocho de ellas localizadas en las regiones codificantes. Mediante estudios in
silico de prediccion de funcién, de cosegregacién con la enfermedad, de frecuencia en
poblacién sana, y en base a evidencias previas de afectacién de la actividad enzimatica
de la proteina, concluimos que ninguno de los cambios genéticos identificados era
causante de la agregacion familiar de cancer de estos casos. Por ello, nuestros resultados
desestiman a GALNT12 como un gen de alta penetrancia para CCR y relevante para su

inclusion en el diagnéstico genético del CCR hereditario.
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ABSTRACT: Previous evidence indicates that muta-
tions in the GALNT12 gene might cause a fraction of
the unexplained familial colorectal cancer (CRC) cases:
GALNT12 is located in 9922-33, in close proximity to a
CRC linkage peak; and germline missense variants that re-
duce the enzymatic activity of the protein have been iden-
tified in CRC patients, some of them with familial CRC
history. We hypothesized that mutations in GALNT12
might explain part of the high-risk families grouped as fa-
milial CRC type X (fCRC-X), that is, Amsterdam-positive
families with mismatch repair proficient tumors. We se-
quenced the coding regions of the gene in 103 probands
of fCRC-X families, finding no functionally relevant mu-
tations. Our results rule out GALNT12 as a major high
CRC susceptibility gene. Additional studies are required
to provide further evidence about its role as a moderate/low
susceptibility gene in familial aggregation of cancer.

Hum Mutat 00:1-3, 2013. © 2013 Wiley Periodicals, Inc.

KEY WORDS: GALNT 12; hereditary colorectal cancer; col-
orectal cancer susceptibility; penetrance
|

Family history is well established to be one of the strongest risk
factors for the development of colorectal cancer (CRC) and it is
thought to involve approximately 20% of all CRC cases. However,
only a minority of all CRC cases (2%—-6%) are explained by germline
genetic mutations in well-known high penetrance genes [reviewed
by Lynch et al., 2009]. The proportion of CRC families that fulfill
the most stringent criteria for hereditary CRC, that is, the Amster-
dam criteria, and do not show a mismatch repair (MMR) defect is
high (~40%). These individuals are at increased risk of develop-
ing CRC and therefore require strict cancer surveillance strategy.
The genetic cause of the CRC familial aggregation in these families
is unknown and they have been grouped as familial CRC type X
(fCRC-X) [reviewed by Ku et al., 2012]. Several dominantly act-
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ing predisposition loci mapping to different chromosomal regions,
such as 9q22.2-31.2, 5q14-q22, or 3q13.31-q27.1, have been identi-
fied through genome-wide linkage studies in CRC families, but so
far no causal gene has been reported [Gray-McGuire et al., 2010;
Picelli et al., 2008; Tomlinson et al., 1999].

Previous evidence indicates that mutations in the GALNTI2
gene (MIM #610290), which codes for the enzyme N-
acetylgalactosaminyltransferase-type 12, might explain familial CRC
cases of unknown etiology [Clarke et al., 2012; Guda et al., 2009].
This gene, whose protein product is involved in the O-glycosylation
of mucin-type glycans, shows high expression levels in the normal
colon and is downregulated in a significant proportion of colorectal
tumors [Guo et al., 2002; 2004]. GALNT12is located in 9q21-33, in
close proximity to the linkage peak in 9q22-31, recurrently found
when studying familial CRC cases [ Gray-McGuire et al., 2010; Kemp
etal., 2006; Skoglund et al., 2006; Wiesner et al., 2003].In 2009, Guda
et al. identified functionally relevant germline GALNT12 mutations
in seven out of 272 (2.6%) colon cancer patients. Of note, no muta-
tions were present in 192 cancer-free controls. Recently, Clarke et al.
(2012) studied the occurrence of GALNT12 mutations in a cohort
of 118 CRC families of unknown genetic cause. They identified two
missense mutations present in four different Bethesda-positive fam-
ilies. However, no mutations were detected in 26 probands that met
the Amsterdam I criteria. Based on the previous evidence implicat-
ing GALNT12in CRC predisposition, we wanted to expand the study
of the relevance of GALNT12 mutations in the etiology of f{CRC-X.

A total of 103 fCRC-X families (all Caucasian) were included in
the study: forty-three had been referred to the Genetic Counseling
Units of the Catalan Institute of Oncology in the Spanish region
of Catalonia between 1998 and 2011; 27 families were recruited by
the Hereditary Cancer Unit of the Instituto de Biologia y Genética
Molecular (IBGM) of the University of Valladolid and the Spanish
Research Council (CSIC), between 2006 and 2011; and 33 came from
the Hereditary Cancer Program of the Spanish region of Valencia,
which belongs to the Valencian Biobank Network, and were collected
between 2005 and 2012. All families fulfilled Amsterdam criteria and
did not have MMR deficiency (either tumor microsatellite instability
and/or lack of expression of the MMR proteins MLH1, MSH2,
MSH6, or PMS2). Of all 103 families, 45.6% fulfilled Amsterdam
I and 54.4% Amsterdam II. The mean age at cancer diagnosis was
48.4 for the sequenced probands. Informed consent was obtained
from all subjects and the study received the approval of the Ethics
Committee of IDIBELL (ref. PR073/12). Supp. Table S1 shows the
characteristics of the families included in the study.

All exons and exon—intron boundaries were sequenced us-
ing a standard protocol for automated direct Sanger sequencing.
Primer sequences and PCR conditions are available upon request.

© 2013 WILEY PERIODICALS, INC.



Table 1. Germline GALNT12Variants Identified in 103 fCRC-X Index Patients

Nucleotide Amino-acid Population Population

change® change refSNP Location n Het/Hom MAF  MAF® (dbSNP) MAF* (ESP) Reported in previous studies (MAF)
c.136G>A p.G46R rs10987768  Exon 1 1 1/0 0.005 0.09 - Guda et al. (2009) (NA)

c.237C>T p-= - Exon 1 1 1/0 0.005 - -

c.356A>T p.E119V 151137654 Exon 1 18 18/0 0.087 - 0.058 Guda et al. (2009) (NA); Clarke et al. (2012) (0.08)
¢.399T>C p. = - Exon 2 1 1/0 0.011 - -

¢.541+74G>T - rs73496150  Intron 2 2 2/0 0.010 0.022 -

c.781G>A p.D26IN rs41306504  Exon 4 2 2/0 0.010 0.008 0.008 Guda et al. (2009) (NA); Clarke et al. (2012) (0.015)
c.917+24C>T - rs41297187  Intron 4 4 3/1 0.024 0.043 0.017

¢.1036-42delT - 1$3216734 Intron 5 31 25/6 0.180 0.151 0.163

c.1036-4G>A - - Intron 5 1 1/0 0.005 - -

c.1344+61G>T - rs3824516 Intron 7 12 11/1 0.063 0.058 -

c.1392C>T p-= rs35616709  Exon 8 1 1/0 0.005 0.001 -

c.1458+58G>T - rs1885608 Intron 8 81 44/37 0.573 0.230 -

c.1497C>T p-= rs35632007  Exon 9 1 1/0 0.005 0.001 0.002 Clarke et al. (2012) (0.008)

¢.1605+4G>A - rs79574929  Intron 9 1 1/0 0.005 0.006 0.012

c.1707G>C p. = 1s2273846 Exon 10 5 5/0 0.024 0.147 0.083 Clarke et al. (2012) (0.043)

Cc.x67A>T — rs78514784  3'-UTR 2 2/0 0.010 0.017 -

c.x171A>G - 152273847 3'-UTR 5 5/0 0.024 0.147 - Clarke et al. (2012) (0.031)

c.x421G>A - 152273848 3/-UTR 11 11/0 0.053 0.059 - Clarke et al. (2012) (0.088)

C.x499T>A — - 3'-UTR 1 1/0 0.011 - -

c.x547dup - - 3'-UTR 1 1/0 0.011 - -

2RefSeq NM_024642.4.

PMAF reported at the dbSNP and 1000 Genomes databases (http://ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/).
“MATF reported at the NHLBI Exome Sequencing Project (ESP) (http://evs.gs.washington.edu/EVS/). Most intronic changes are not covered.

Het, heterozygous; Hom, homozygous; MAE, minor allele frequency; NA, not available.

Table 2. In Silico Prediction of Functional Effects of the Identified Variants
Protein prediction (score) Splice site (SS) prediction®
Distance to the WT  Variant
Variant refSNP Location PolyPhen-2 (HumDiv / HumVar) Condel SIFT nearest SS (bp)  SS  score score
c.136G>A (p.G46R) rs10987768  Exon 1 Benign (0.002) / benign (0.001) Neutral (0.011)  Tolerated (0.18) 236 D 0.8 0.8
c.237C>T (p. =) - Exon 1 - - - 135 D 0.8 0.8
D2 NR 0.52
¢.356A>T (p.E119V) 151137654 Exon 1 Possibly damaging (0.791) / benign (0.198)  Neutral (0.011)  Tolerated (0.18) 16 D 0.8 0.8
¢399T>C (p. =) - Exon 2 - - - 28 A 0.89 0.89
143 D 1 1
¢.541+74G>T 1s73496150  Intron 2 - - - 74 D 1 1
c.781G>A (p.D261N)  rs41306504  Exon 4 Probably damaging (1)/probably damaging  Neutral (0.449) Tolerated (0.22) 50 A 0.56 0.56
(0.968) 137 D 0.87 0.87
c.917+24C>T rs41297187  Intron 4 - - - 24 D 0.87 0.87
¢.1036-42delT 1$3216734 Intron 5 - - - 42 A 0.95 0.95
c.1036-4G>A — Intron 5 — — — 4 A 0.95 0.98
c.1344+61G>T 153824516 Intron 7 - - - 61 D 0.98 0.98
¢.1392C>T (p. =) rs35616709  Exon 8 - - - 48 A 0.88 0.88
67 D 0.99 0.99
c.1458+58G>T 151885608 Intron 8 - - - 58 D 0.99 0.99
c.1497C>T (p. =) rs35632007 Exon 9 - - - 42 A 0.8 0.8
106 D 0.96 0.96
c.1605+4G>A 1579574929  Intron 9 - - - 4 D 0.96 1
¢.1707G>C (p. =) 152273846 Exon 10 — - — 102 A 0.98 0.98
c.x67A>T rs78514784 3/-UTR - - - 208 A 0.98 0.98
c.x171A>G 152273847 3'-UTR - - - 312 A 0.98 0.98
C.x421G>A 152273848 3/-UTR — — — 562 A 0.98 0.98
c.x499T>A - 3/-UTR - - - 640 A 0.98 0.98
c.x547dup - 3'-UTR - - - 684 A 0.98 0.98

?Prediction calculated by NNSplice 0.9.

For splice site prediction, major alterations represent creation or destruction of a splice site, or score modifications 245%.
SS, splice site; bp, base pairs; WT, wild-type; A, acceptor consensus splice site; D, donor consensus splice site; D2, new donor splice site; NR, splice site not recognized.

Sequencing was performed on an ABI Sequencer 3730 and data
analyzed using Mutation Surveyor v. 3.10. Identified variants were
submitted to the LOVD database (http://www.lovd.nl/GALNT12).
A total of 20 variants were identified in 90 patients. Of the 20 vari-
ants, eight were located in protein-coding regions, seven in introns,
and five in the 3’-UTR. Three of the eight changes in protein-coding
regions, ¢.136G>A (p.G46R), c.356A>T (p.E119V), and ¢.781G>A

2 HUMAN MUTATION, Vol. 00, No. 0, 1-3, 2013

(p-D261N), were nonsynonymous. The change p.E119V was identi-
fied in 18 f{CRC-X patients, p.D261N in 2, and p.G46R in 1 patient.
The three variants had been previously described in public databases
with population minor allele frequencies of 0.06, 0.008, and 0.09,
respectively (Table 1). Also, previous studies identified these three
variants both in cancer cases and controls [Clarke et al., 2012; Guda
etal,, 2009]. No relevant effects on the protein were predicted by the



in silico algorithms SIFT and Condel, while PolyPhen-2 predicted
functional effects for p.D261N (score ~1) and p.E119V (score 0.8,
when applying HumanDiv) (Table 2). Nevertheless, Guda et al.
(2009) reported that none of these three variants altered the enzy-
matic activity of the protein.

The remaining five variants in protein-coding regions predicted
to translate into synonymous amino-acid changes, affecting codons
79, 133, 464, 499, and 569. All but two, ¢.237C>T and ¢.399C>T, had
been previously described in public databases (AbSNP or ESP). The
population allelic frequencies reported for other two, c.1392C>T
and ¢.1497C>T, were below 2% (Table 1). The in silico algorithm
NNSplice [Reese et al., 1997] only predicted a possible effect on
the splicing process for ¢.237C>T, where a new donor splice would
be created (score 0.52) (Table 2). However, the generation of this
new donor splice site was not predicted by other algorithms, such
as NetGene2 [Hebsgaard et al., 1996] or SoftBerry [Burset et al.,
2001]. Moreover, this variant did not segregate with the disease in
the family: the father of the proband, diagnosed with rectal cancer
at age 64, did not carry the variant, being therefore absent in the
CRC-affected family branch.

Of the intronic variants identified, only one, ¢.1036-4G>A,
had not been reported as a polymorphism. Likewise, the change
€.1605+4G>A (rs79574929) had a population MAF of 0.006-0.012
(sources: dbSNP and ESP, respectively). Despite their proximity to
the corresponding consensus splice sites, no relevant effect on the
splicing process was predicted (Table 2). Regarding ¢.1036-4G>A, it
was not present in the mother of the proband, who was diagnosed
with two metachronous colon tumors at the age of 57 and 59 years,
discarding it as the genetic cause of the CRC familial aggregation.
Unfortunately, no cosegregation analysis could be performed for
¢.1605+4G>A. In summary, no functionally relevant variants were
identified in any of the 103 fCRC-X families evaluated.

The results obtained in our series (n = 103 fCRC-X families),
in line with those of Clarke et al., who found no mutations in 26
Amsterdam-positive families, support the notion that GALNTI2
is not a major high-penetrance gene for CRC predisposition. The
lack of information on the familial cancer history of the carriers of
GALNT12 germline mutations in Guda et al. (2009) does not allow
further investigation in this regard.

Considering the presence of GALNTI2 mutations in non-
Amsterdam familial CRC cases, Clarke et al. identified two missense
variants, ¢.907G>A (p.D303N) and ¢.1187A>G (p.Y396C) in 4 fam-
ilies that met the revised Bethesda criteria [Clarke et al., 2012]. The
¢.907G>A change, rs145236923, identified in three different families,
partially inactivates the enzymatic activity of the protein, in contrast
to the other mutations, germline and somatic, identified by Guda
et al. (2009) which cause almost total inactivation of the enzyme.
Moreover, the evidence of cosegregation of ¢.907G>A with CRC
in one of the two families studied was weak. The second missense
variant identified, c.1187A>G (p.Y396C), is not reported in public
databases, is located in the catalytic domain of the protein, and in
silico algorithms predict it to be functionally relevant [Clarke et al.,
2012]. All reported patients carrying inactivating germline muta-
tions developed CRC later in life (median age: 71), and half of them
were diagnosed with multiple primary epithelial tumors, including
breast and colon cancers [Guda et al., 2009]. Further studies are
required to provide a definitive answer about the role of GALNTI2
mutations in this subset of familial cancer cases. Either germline
mutations in GALNT12, as a moderate-risk gene, or in other genes
located within the 9q22-31 linkage peak might still explain some
familial CRC cases. Indeed, the strength of the studies that repli-
cate the linkage signal in 9q22-31, which suggest that the disease

locus housed on 9q is specific to a familial syndrome with a phe-
notype of young age of onset and/or severity of colon neoplasia
[Gray-McGuire et al., 2010], supports the idea that probably the
other genes under the linkage peak, such as ZNF367, HABP4, and
GABBR2, might be relevant in CRC susceptibility.

In conclusion, our findings indicate that GALNTI2 is not a ma-
jor high penetrance gene for CRC. Further comprehensive studies
in Amsterdam-negative CRC families are required to clarify the
gene’s role as moderate/low susceptibility gene in CRC familial
aggregation.
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Resumen:

Se estima el efecto atribuible a factores hereditarios en mas del 20% de casos de CCR,
sin embargo gran parte de la predisposicion al CCR permanece sin explicacion.
Presentamos los resultados obtenidos al estudiar una familia con 6 miembros afectos de
CCR en dos generaciones, que cumple los criterios de Amsterdam | pero cuya base
genética no se habia identificado en el diagnostico de rutina de cancer familiar. La
secuenciacion de exomas de 4 afectos y un individuo sano de edad avanzada con
progenie sin cancer reveld la presencia en todos los familiares afectos de la mutacién
patogénica en MUTYH, c.1147delC (p.Ala385Profs*23). Ademas, los miembros afectos de
la segunda generacion eran portadores de una variante adicional en el mismo gen,
¢.43A>G (p.Metl5Val). Esta variante, no descrita anteriormente, inactiva el codén de inicio
de las isoformas nucleares (B y y) de MUTYH, especialmente relevantes en el colon. Esta
familia presenta unas caracteristicas fenotipicas y moleculares atipicas para el CCR
asociado a MUTYH, que es una enfermedad recesiva asociada al desarrollo de pdlipos en
el colon. En concreto, esta familia presentaba un patron de herencia aparentemente
autosémico dominante, pero con una gran diferencia en la edad de desarrollo del cancer
entre las dos generaciones afectas; ausencia o escasez de pélipos en el momento del
diagnéstico; y presencia de un tumor con IMS. En base a estos hallazgos, recomendamos
gue se tengan en cuenta estas caracteristicas para el diagnostico genético de rutina,
donde el cribado universal de la mutacion KRAS c.34G>T (p.G12C), muy frecuente en
tumores asociados a MUTYH y muy infrecuente en otros CCRs, podria ayudar a identificar

familias portadoras con fenotipos inusuales.
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LETTER

Exome sequencing identifies
MUTYH mutations in a family
with colorectal cancer and
an atypical phenotype

Ma et al' comprehensively assessed the
association of previously reported genetic
variants with colorectal cancer (CRC)
risk. The meta-analyses revealed strong
evidence for association with rare
MUTYH variants, even when excluding
cases with MUTYH-associated polyposis.
An article by Nieuwenhuis et al* accur-
ately defined the phenotypical features of
MUTYH-associated polyposis. However,
the study was performed on clinic-based
series ascertained based on the inheritance
model or the presence of polyps, which
may miss additional phenotypes relevant
to improve the disease characterisation
and therefore, its genetic diagnosis. To
illustrate this, we report a family with a
clinical phenotype that resembled Lynch

To identify novel hereditary CRC
genes, we studied an Amsterdam I family
(hereditary non-polyposis CRC) with no
mutations in the DNA mismatch repair
(MMR) genes (figure 1, table 1). By
exome sequencing performed on four
cancer-affected (I1.2, I1.6, III.1 and IIL.6)
and one cancer-free (IIL.5) family
members, we identified a total of 11 unre-
ported or rare heterozygous variants
present in the cancer-affected individuals
(see online supplementary table S1).
One of them was MUTYH c.1147delC (p.
Ala385Profs*23) (NM_001128425.1), an
European recurrent mutation.” Cancer-
affected individuals of the third gener-
ation also carried a novel MUTYH
variant: c.43A>G (p.Metl5Val). The
presence of biallelic MUTYH mutations in
I1.2 and II.6 that could explain the pseu-
dodominant transmission was discarded.

The functional studies performed for
c.43A>G are described in online supple-
mentary material. The variant inactivates
the start codon of the two transcripts
encoding the nuclear MUTYH isoforms
(B and vy), highly relevant in ascending

PostScript

KRAS ¢.34G>T (p.G12C), hallmark of
MUTYH-associated  carcinomas,”  was
present in the tumours developed by two
MUTYH biallelic mutation carriers but
not in the tumour developed by II.6,
carrier of only c¢.1147delC. The
MMR-deficient tumour developed by a
MUTYH biallelic mutation carrier had a
transition in the same KRAS codon;
c.35G>A (p.G12D) (table 1).

The features of this family suggest that
the selection criteria proposed for MUTYH
testing,® might fail to detect a number of
mutated families due to infrequent pheno-
types. First, MUTYH heterozygous muta-
tions may, probably in the presence of
other cancer risk factors, provide an
increased risk of developing cancer in het-
erozygous carriers,” / and thereby disguise
the MUTYH recessive inheritance to look
like autosomal-dominant. One should be
suspicious when an extreme anticipation
in the age of cancer onset is observed
between two affected generations. Second,
absence or scarcity of polyps, even at
relatively advanced ages (early 50s) and
with a prior CRC diagnosis, can occur in

syndrome but was caused by MUTYH colon,* the location of >five tumours biallelic ~ mutation  carriers.  When
mutations. developed in the family. this occurs in several cancer-affected
170
| N
c.1147delC c.1147delC
165 188 84 184
I 7
CRC, 85y CRC, 73y
2 polyps, 73y
MMR-pro
No KRAS mut
c.[1147delC]; | c.[1147delC]; c.[1147delC];
[43A>G] [43A>G] c.43A>G [43A>G]
61 148 62 76 74 71 145

m x & [0 0O 0O L]

CRC, 43y CRC, 43y CRC (x2), 46y CRC, |45y

>21 adenomas, >50-61y >3 adenomas, 52-59y
MMR-pro MMR-def MMR-pro
KRAS G12C KRAS G12D KRAS G12C
29 26 36 34
OIS &
c.1147delC c.43A>G c.43A>G  c.1147delC

Figure 1 Family pedigree. Ages at information gathering or at death, when available, are indicated on the top left corner of each individual's
symbol. Germline MUTYH mutations identified are indicated on the top left corner (above the age). Tumour KRAS mutations in codon 12 are
indicated below the CRC and/or polyposis diagnosis information. In grey, number of adenomas identified at follow-up screenings. Filled symbol,
CRC; numbers within the symbols, number of children; arrow, index case. CRC, colorectal cancer; y, years at cancer or polyposis diagnosis;
MMR-pro, DNA mismatch repair proficiency in the tumour; MMR-def, DNA mismatch repair deficiency in the tumour.
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Table 1 Characteristics of the tumours developed by family members and information on the number of polyps detected at diagnosis and at
follow-up

Family MUTYH Age at CRC  Tumour MMR KRAS mutation Polyp no. at diagnosis Cumulative no. polyps
member mutation diagnosis location Stage status (codon 12) and Ams | classification  at follow-up (age)
11.2 c.1147delC 85 Colon n.a. n.a. n.a. n.a Deceased

1.6 c.1147delC 73 Cecum pT3pNOpMO ~ MMR-pro  No 2 No follow-up

1.1 c.[1147delC]; [43A>G] 43 Right colon  pT3pNOpMO  MMR-pro  ¢.34G>T (p.G12C) 0 n~34 (>50-61 years)
.2 c.[1147delC]; [43A>G] 43 Right colon  pT3pN2pM0  MMR-def ¢.35G>A (p.G12D) 0 Deceased

111.6 (a) c.[1147delC]; [43A>G] 46 Right colon  pT3pNOpMO ~ MMR-pro  ¢.34G>T (p.G12C) 0 n=7 (52-59 years)
1.6 (b) c.[1147delC]; [43A>G] 46 Right colon  pTis n.a. n.a.

111.9 n.a. 45 Colon Disseminated  n.a. n.a. n.a. Deceased

Ams |, Amsterdam I; CRC, colorectal cancer; MMR, DNA mismatch repair; MMR-def, MMR deficient; MMR-pro, MMR proficient; n.a, not available information.

mutation carriers within the same family it
can lead to a misdiagnosis of hereditary
non-polyposis CRC. Third, the presence
of MMR-deficient tumours should not
be an exclusion criterion for MUTYH
genetic screening.” Finally, as previously
proposed, somatic KRAS codon 12 analysis
might help select patients with CRC
eligible for MUTYH testing,® ° regardless
of the presence of polyps or even in
absence of a clear recessive pattern of
inheritance.

The registry of colonoscopy follow-up
results in family members of genetically
uncharacterised families is key to, in cryptic
polyposis cases, finally redirect the heredi-
tary cancer diagnosis to right gene tests. In
the studied family, no polyps had been
detected at CRC diagnosis and at genetic
counselling in any of the three MUTYH
compound heterozygotes, however, several
years later a total of 34 and 7 polyps
(21 and 3 adenomas, respectively) were
reported in two of them.

Targeted next generation sequencing
using comprehensive panels of genes
applied to routine genetic testing of famil-
ial cancers will overcome the problem of
overlapping phenotypes and complex pat-
terns of inheritance.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

RESULTS

MUTYH c.43A>G (p.Metl15Val) functional analyses

The in silico algorithm NNSplice0.9 predicted no splicing alterations. The potential impact
of this novel variant on the function of the protein was assessed using different prediction
servers PolyPhen-2, SIFT and Condel; all of them predicting damaging functional effects
for p.Met15Val. This variant not only affects an evolutionary conserved methionine of o
isoforms (mitochondrial), it also inactivates the start codon of the two transcripts encoding
the nuclear MUTYH isoforms (B and ).

To assess the functional effect of c.43A>G, we first tested if it affects the mRNA
expression or stability of MUTYH transcripts, using gPCRs with RNA extracted from
lymphocytes of two controls, three ¢.1147delC heterozygous carriers (1V.1, IV.24, and an
unrelated carrier), one ¢.43A>G carrier (1V.2), and two ¢.[1147delC];[43A>G] compound
heterozygotes (I11.1 and 111.6). This analysis revealed large inter-individual variation in
MUTYH expression, overall and isoform-specific. When compared to controls and
€.1147delC carriers, where a specific downexpression of the nuclear transcripts was not
expected, the B and y mRNA expression variability (reduction) observed in ¢.43A>G
carriers might fall within the range of inter-individual variation (Suppl. Figure 1).

It has been previously observed that the expression of MUTYH nuclear transcripts is much
lower in lymphocytes than in intestinal cells.[1] Therefore, In order to approximate the
conditions that occur in colon, lymphocytes from three controls, one c.1147delC carrier
(IV.24), one c.43A>G carrier (IV.2) and one c.[1147delC];[43A>G] compound
heterozygous carrier (111.1) were cultured for 7 days to induce the expression of MUTYH
nuclear isoforms. The gPCR results confirmed the increase of MUTYH 3 and vy transcripts
(Suppl. Figure 2A), probably triggered by growth signals present under culture
conditions.[1] A statistically significant reduction in the expression of § and vy transcripts in
¢c.43A>G carriers compared to the wildtype controls and the c.1147delC carrier was
detected (Suppl. Figure 2B). Nevertheless, this expression reduction does not represent the

complete loss of MRNA expression of the c.43A>G allele. Transcript-specific reverse



transcription (RT)-PCR and sequencing confirmed these results, showing subtle or no
MRNA expression reduction of nuclear isoforms in the ¢.43G allele (Suppl. Figure 3).
Moreover, isoform-specific qPCRs performed in cultured lymphocytes treated with
puromycin, which blocks the nonsense-mediated mRNA decay (NMD) mechanism, did
not show any difference compared to untreated lymphocytes of c.43A>G carriers (data not

shown).

Regarding protein effects, the genetic change c.43A>G leads to P and y transcripts where
the first in-frame translational start codon is located in exon 4, i.e. 92 aminoacids (276 bp)
downstream of the original start codon. It is identical to the postulated protein translated
from mRNA BAA89339. This protein, however, has no relevant functional elements since
a highly conserved loop that binds the misincorporated adenine during the repair process is
missing, and it is extremely unstable.[1] In summary, the evidence herein gathered
suggests that the main functional effect of the c.43A>G variant probably depends on the

disruption of the translation start of functional nuclear (B and y) MUTYH isoforms.

METHODS

Whole exome capture and massive parallel sequencing

Library preparation for capturing selected DNA regions was performed according to
Agilent’s SureSelect protocol for Illumina paired-end sequencing (SureSelect XT Human
All Exon V3, 50Mb, Agilent Technologies, Santa Clara, CA). In brief, 3.0 pg of genomic
DNA were sheared on a Covaris™ E220 instrument. Fragment size (150-300bp) and
quantity were checked with the Agilent 2100 Bioanalyzer 7500 chip. Fragmented DNA
was end-repaired, adenylated and ligated to Agilent indexing-specific paired-end adaptors.
The DNA with adaptor-modified ends was PCR amplified (6 cycles, Herculase Il fusion
DNA polymerase) with SureSelect Primer and SureSelect Pre-capture Reverse PCR
primers, gquality controlled on the DNA 7500 assay for the library size range of 250 to 450
bp, and hybridized for 24hrs at 65°C (Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler, Life
Technologies, Carlsbad, CA) . The hybridization mix was washed in the presence of
magnetic beads (Dynabeads MyOne Streptavidin T1, Life Technologies). The eluted
fraction was PCR amplified (16 cycles) in order to add the index tags using SureSelectXT



Indexes for Illumina. The final library size and concentration was determined on Agilent
2100 Bioanalyzer 7500 chip and sequenced on an Illumina HiSeq 2000 platform with
paired end run of 2x76bp following the manufacturer’s protocol. Images generated by
IMlumina HiSeq 2000 were processed using the manufacturer’s software to generate

FASTQ sequence files.

Sequencing data analysis

Reads were aligned to the reference genome (GRCh37) using Burrows-Wheeler analysis
(BWA) with the sample option,[2] and a BAM file was generated using SAMtools.[3]
PCR-duplicates were removed using SAMtools and custom scripts, and initial SNP calling
was performed using a combination of SAMtools and Sidron as previously described.[4]
Common variants, defined as those present in dbSNP135 with a minor allele frequency

>1%, were filtered out.

In silico functional prediction of genetic variants
Protein damage prediction of missense genetic variants was performed by using the in
silico algorithms PolyPhen-2,[5] SIFT,[6] and Condel.[7] Possible alterations of the splice

sites were evaluated using NNSplice0.9.[8]

gPCR guantification of MUTYH

Reverse transcription and gPCR were used to quantify the three different transcript forms
of MUTYH according to the MIQE guidelines, as previously described.[1] MUTYH
c.43A>G sequence signals were assessed by specifically amplifying the three different
MUTYH transcripts with the following primers: a-transcript: 5'-ctcctcgtggetagttcagg (F); B-
transcript: 5'-ctcgcggcgggaacgegg (F); y-transcript: 5'-taattgcctattggectgtg (F); and 5'-
catcacaggcagaaggc (R) for all transcripts. PCRs were performed according to standard
conditions. Purified PCR products were sequenced with the reverse primer using BigDye
v3.1, and analyzed on an ABI 3130XL sequencer.

Direct automated sequencing
For segregation analysis, exons 2 and 12 of MUTYH and their corresponding flanking

regions were sequenced using a standard protocol for automated direct Sanger sequencing.



Codons 12 and 13 of the KRAS gene were amplified and sequenced in DNA extracted from
FFPE tumor samples. Primer sequences and PCR conditions are available upon request.
Sequencing was performed on an ABI Sequencer 3730 and data analyzed using Mutation
Surveyor v.3.10.
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TABLES

Supplementary Table 1. Rare or unreported genetic variants identified by exome
sequencing shared by the studied cancer-affected family members.
Protein prediction (score)
G Nucleotide Aminoacid . PolyPhen-2 SIFT Condel Splice site
ene Location ) L
change change (HumDiv / prediction
HumVar)
ANXAB c.934G>A p.Glu312Lys Exon 13 Probably Damaging Deleterious No change
damaging 0) (0,842)
(0,964) / (0,790)
*COL6A3  ¢.8846C>T  p.Pro2949Leu Exon 40 Probably NA Neutral (0) No change
damaging (1) /
(0,996)
C220rf33 c.356C>T p.Thrl19Met Exon4 Possibly Tolerated Neutral No change
damaging 0,1) (0,314)
(0,648) / Benign
(0,075)
DDIT4L c.370A>T p.llel24Phe Exon 3 Probably Damaging Deleterious No change
damaging (0,01) (0,746)
(0,993) / (0,929)
MUTYH c.1147delC  p.Ala385Profs*23  Exonl2 - - - -
*NRP2 c.1198G>A  p.Ala400Thr Exon 8 Benign (0) / (0) Tolerated Neutral No change
(0,26) (0,007)
PRSS33 C.89A>G p.GIn30Arg Exon 3 Benign (0,002)/  Tolerated Neutral No change
(0,005) 0,62) (0,350)
RPL19 c.179G>A p.Arg60GIn Exon 3 Benign (0,118)/  Damaging Neutral No change
(0,062) 0) (0,007)
SLC8A3 c.876G>A p.Met292lle Exon 2 Benign (0,021)/  Damaging Neutral No change
(0,016) (0,015) (0,013)
SPPL2C c.418delC p.Argl40Alafs*68 Exon1 - - - -
UGT1A6 €.242C>T p.Pro8lLeu Exon 1 Benign (0,063)/  Tolerated Neutral No change
(0,052) (0,06) (0,378)

* variants reported at the NHLBI Exome Sequencing Project (Exome Variant Server) with minor allele frequencies
(MAF) of 0.012 in individuals of European origin.
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Suppl. Figure 1. gPCR quantification of MUTYH. Overall (A) and transcript-specific (A and

B) mMRNA expression quantification was performed in lymphocyte cDNA from two wildtype
controls, three c.1147delC, one ¢.43A>G, and two c.[1147delC];[43A>G] compound

heterozygous carriers.
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Suppl. Figure 2. gPCR amplification of MUTYH (overall and isoform-specific expression).
A) Overall and relative mRNA expression of the o, B, and y transcripts quantified with

transcript-specific qPCR in cDNA obtained from cultured (non-immortalized) lymphocytes
of three wildtype controls, one c.1147delC, one c.43A>G and one c.[1147delC];[43A>G]
mutation carriers. B) Expression of the nuclear transcripts § and y. The expression of § and
v transcripts in the c.43A>G carrier and the c.[1147delC];[43A>G] compound heterozygote
is significantly lower (p<0.01) than in controls and c.1147delC carrier. The comparisons

were performed using t-test. Bars indicate the standard errors of the means.
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ARTICULO 5

Germline mutations in GEN1X cause hereditary colorectal cancer through impaired
DNA repair

Nuria Segui et al.

Articulo en preparacion.

Resumen:

Parte de los factores heredables de susceptibilidad al CCR permanecen desconocidos.
Mediante secuenciacion de exomas completos de una familia clasificada como CCRf-X,
hemos identificado un gen, GEN1X, como posible causa de la predisposicion al cancer.
Tras el estudio del gen candidato en numerosos casos de CCR familiar, 176 familias
Amsterdam y 71 familias Bethesda, sin defectos en la maquinaria de reparacién de bases
desapareadas, hemos detectado un total de dos mutaciones truncantes y tres mutaciones
de cambio de sentido, todas ellas en familias que cumplen los criterios de Amsterdam.
Este gen participa en la reparacion de uniones cruzadas entre las dos hebras de ADN. La
haploinsuficiencia de GEN1X provoca sensibilidad a la mitomicina C (MMC) a
concentraciones elevadas, y también parece causar la acumulacién de un determinado
tipo de errores en los tumores asociados debido a defectos en la reparacién del ADN. Si
se demuestra la patogenicidad de las mutaciones descritas, estaremos ante un nuevo gen
de predisposicion al CCR que podria explicar cerca del 3% de los casos Amsterdam
positivos con etiologia genética desconocida. Estos hallazgos vinculan la predisposicion al
CCR con la via de reparacion del ADN de la anemia de Fanconi, fortaleciendo la relacién

entre el mantenimiento de la integridad genémica y el riesgo de cancer.

Observacién: Dado que los resultados de este estudio aliin no han sido publicados se ha
realizado la codificacion de la nomenclatura del gen. Asi, en la presente tesis, nos

referimos a él como GEN1X.
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Germline mutations in GEN1X cause hereditary colorectal cancer through impaired
DNA repair.

The identification of new genes associated with hereditary cancer will facilitate the
management of patients whose predisposition is yet unexplained. Initially identified by
exome sequencing, we implicate GEN1X mutations in the etiology of hereditary colorectal
cancer, accounting for ~3% of the genetically uncharacterized Amsterdam-positive
mismatch repair-proficient families. These findings link colorectal cancer predisposition to
the Fanconi Anemia DNA repair pathway, further strengthening the connection between

maintenance of genome integrity and cancer risk.

Brief communication

Familial aggregation of colorectal cancer (CRC) is one of the strongest risk factors for
CRC. Germline mutations in the DNA mismatch repair (MMR) genes, EPCAM, APC,
MUTYH, POLE, POLD1, GREM1, SMAD4, BMPR1A, STK11 and PTEN cause hereditary
forms of CRC™®. However, much of the observed heritability and familial aggregation of

the disease has not been explained.

With the aim of identifying novel hereditary CRC genes, we sequenced the exomes of
three cancer-affected members of a high-risk, Amsterdam | MMR-proficient, CRC family
(Fig. 1, Family 1). We identified a total of 32 unreported or rare (MAF<1%) germline
heterozygous variants shared by all affected relatives (Supplementary Table 1), including a
nonsense mutation in a gene involved in DNA interstrand cross-links repair, GEN1X
c.141C>A (p.C4A7*). The identified GEN1X mutation is not currently described by the
NHLBI Exome Sequencing Project (ESP)® or 1000 Genomes, and has not been found in
1648 alleles of Spanish origin, including 286 sporadic CRC patients.

To determine whether mutations in the candidate gene might be involved in the
pathogenesis of hereditary CRC, GEN1X was sequenced in 176 MMR-proficient
Amsterdam | and Il families, and in 71 MMR-proficient Bethesda CRC families
(Supplementary Table 2). Four additional unreported or rare genetic variants were

identified in Amsterdam-positive families: a truncating mutation, ¢.2854C>T (p.R952%),



and three missense variants, ¢.418G>T (p.D140Y), ¢.1018C>T (p.P340S) and ¢.1771C>T
(p.R591W) (Fig. 1). No GEN1X mutations, including nonsense, frameshift, splice-site or
missense variants, were identified in the normal colonic mucosae of 42 sporadic CRC
patients from Spain and of 100 TCGA CRC patients®, and in 250 Spanish individuals
without CRC’. This was not the case for the 6503 individuals included in ESP* where a
total of 10 nonsense, frameshift or splice-site mutations with MAF<5% were identified in
16 individuals (0.24%). Unfortunately, no information about personal or family history of
cancer is available. Mutation carrier status could be assessed in 14 family members: all 11
cancer-affected (10 CRC and 1 breast cancer) were carriers, two unaffected 21 and 43
year-old individuals were carriers and one unaffected 53 year-old was non-carrier (Fig. 1).

The identification of two truncating mutations in GENL1X prompted us to investigate
whether the other three variants might also affect the protein function (Table 1). In silico
algorithms predicted damaging effects for ¢.1771C>T (p.R591W), being the R591 residue
evolutionary conserved during evolution (Supplementary Fig. 1a). Three-dimensional (3D)
structure predictions of the region indicated that R591 is located in an exposed loop that
connects two o-helices, in the vicinity of a DNA-binding domain (Supplementary Fig. 1b),
predicting destabilization of the structure for R591W. While in silico predictors are not
conclusive for ¢.418G>T and ¢.1018C>T (Table 1), a splicing predictor based on ESRseq
scores®, indicated the creation of an exonic splicing silencer for ¢.418G>T (Supplementary
Table 3). Therefore, most germline GEN1X mutations identified are predicted to have a

functional effect.

Five colorectal tumors developed by GEN1X mutation carriers (three ¢.141C>A and two
c.418G>T) were available for somatic testing. Whole-exome sequencing of the Family 1
proband’s tumor identified a total of 236 somatic mutations in transcribed sequences,
including mutations in classic driver genes for CRC, such as APC, KRAS or PIK3CA
(Supplementary Table 4), with an average mutation rate of 5/Mb, or 1.3/Mb for non-
synonymous changes. This mutation burden corresponds to that of non-hypermutant
CRCs®. However, the mutation spectrum is characterized by an excess of T:A>G:C
(10.5%) and C:G>G:C transversions (12.5%), both exceeding the 95™ percentiles observed
in non-hypermutant TCGA CRCs (Supplementary Fig. 2). On the other hand, no clear
evidence of somatic GEN1X second hits was obtained. No loss of heterozygosity (LOH)



(0/5), or somatic mutation (0/3) was evidenced (Supplementary Fig. 3). Furthermore,
neither loss of RNA expression of the wildtype allele nor reduction of expression of the
GEN1X protein were observed in a tumor developed by a ¢.141C>A carrier (Family 1,
proband). However, GEN1X protein levels of normal colon mucosa from the GEN1X
€.141C>A carrier were lower than those of a wildtype individual, supporting the predicted
functional effect of ¢.141C>A (p.C47*) (Supplementary Fig. 4). Altogether, our results
point to a GEN1X haploinsufficiency that might cause a bias towards a specific type of
errors due to defective DNA maintenance. Study of additional GEN1X-mutated tumors is

required to validate this hypothesis.

We tested the survival in response to MMC of the lymphobastoid cell lines derived from: a
€.141C>A (p.C47*) heterozygous carrier (GEN1X+/-); two GENZ1X-deficient patients
(GEN1X-/-); a FANCA-deficient patient; and a wildtype control. The results obtained
indicate that at relatively high concentrations of MMC (10-70 nM), GEN1X+/- cells are
more sensitive to MMC than wildtype cells but less sensitive than GEN1X-/- (Fig. 2). The
observation that GEN1X+/- cells are hypersensitive to high doses of MMC is consistent
with the haploinsufficiency model suggested above.

Our data suggests that GEN1X mutations increase the risk to develop CRC. To test whether
GENZ1X silencing also contributes to tumor growth, tumors derived from the subcutaneous
implantation in athymic mice of Caco-2 cell lines with and without GEN1X (sh-GEN1X
and sh-empty) were grafted in the cecum of athymic mice. Tumors derived from sh-
GEN1X Caco-2 were slightly larger than the control group (statistically non-significant)
(Supplementary Fig. 5). In addition, two mice from the sh-GEN1X group showed
macroscopic tumor masses in the diaphragm (2/10), while no metastases were observed in

the control group (0/9).

Our findings implicate GEN1X mutations in the inherited susceptibility to CRC. The
analysis of a larger series of cases will provide further information about the prevalence of
GEN1X mutations in hereditary CRC (2.8% of Amsterdam-positive MMR-proficient
families in our series). Likewise, a thorough analysis of genetic and genomic alterations
found in GEN1X-associated tumors will clarify the underlying repair defects accumulated

and therefore the mechanism of action of GEN1X haploinsufficiency in colorectal



carcinogenesis. Our findings further support the relationship between defective DNA
repair and cancer predisposition, being the first unequivocal evidence linking the FA
pathway and CRC through GEN1X.
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Figure 1. Pedigrees of the families with germline GEN1X mutations. Filled symbol,
cancer; +, mutation carrier; (+), obliged mutation carrier; -, wild-type; arrow, index case.
Ages at information gathering or at death, when available, are indicated on the top-right
corner of each individual’s symbol. CRC, colorectal cancer; End, endometrial cancer; BC,
breast cancer; Gli, glioma; Panc, pancreatic cancer; unk, cancer of unknown location; Gl,

gastrointestinal tumor; mtx, metastasis; y, years.
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Figure 2. Sensitivity to MMC in lymphobastoid cell lines derived from a FA patient with
biallelic FANCA mutations, two GEN1X-/- patients, a carrier of GEN1X c.141C>A
(p.C47*) (GEN1X+/-) and a wildtype individual. Error bars indicate SEM. At 30 nM of

MMC, the cell survival observed in GEN1X+/- cells is significantly lower than in wildtype
cells (p=0.010, two-sided Wilcoxon rank sum test).



TABLES
Table 1. Germline GEN1X mutations identified in 176 MMR-proficient Amsterdam-

positive CRC families. In bold, the evidence that supports the damaging nature of the

variants.

Family GEN1X Protein prediction (score) Structure ESRseq Population
genetic prediction score MAF (%)
variant change

PolyPhen-2 (dbSNP/ESP)
(HumDiv / SIFT Condel
HumVar)

1 c.141C>A - - - Protein - 0/0
(p.CAT*) truncation

2 €.2854C>T - - - Protein - 0.05/0
(p.R952%) truncation

3 c.418G>T Benign Damagin Deleteriou N.LE -2.374 0/0
(p.D140Y) (0.03/0.019) g (0.04) s (0,708)

4 c.1771C>T  Probably Damagin Deleteriou Protein -0.466 0/0.0154
(p.R591W)  damaging g (0) s (1) destabilization

(1/0.998) (3D models)

5 c.1018C>T  Benign Tolerated  Neutral NI -0.030 0/0

(p.P340S) (0.221/0.024)  (0.09) (0,056)

1. D140 and P340 are located in a region predicted to have a disordered structure.

Abbreviations: MAF, minor allele frequency; ESP, NHLBI Exome Sequencing Project; N.I., not informative.




ONLINE METHODS

Whole exome capture and massive parallel sequencing

Library preparation for capturing selected DNA regions was performed according to
Agilent’s SureSelect protocol for Illumina paired-end sequencing (SureSelect XT Human
All Exon V3, 50Mb, Agilent Technologies, Santa Clara, CA). In brief, 3.0 ug of genomic
DNA were sheared on a Covaris™ E220 instrument. Fragment size (150-300bp) and
quantity were checked with the Agilent 2100 Bioanalyzer 7500 chip. Fragmented DNA
was end-repaired, adenylated and ligated to Agilent indexing-specific paired-end adaptors.
The DNA with adaptor-modified ends was PCR amplified (6 cycles, Herculase 1l fusion
DNA polymerase) with SureSelect Primer and SureSelect Pre-capture Reverse PCR
primers, gquality controlled on the DNA 7500 assay for the library size range of 250 to 450
bp, and hybridized for 24hrs at 65°C (Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler, Life
Technologies, Carlsbad, CA). The hybridization mix was washed in the presence of
magnetic beads (Dynabeads MyOne Streptavidin T1, Life Technologies). The eluted
fraction was PCR amplified (16 cycles) in order to add the index tags using SureSelectXT
Indexes for Hlumina. The final library size and concentration was determined on Agilent
2100 Bioanalyzer 7500 chip and sequenced on an Illumina HiSeq 2000 platform with
paired end run of 2x76bp following the manufacturer’s protocol. Images generated by
[llumina HiSeq 2000 were processed using the manufacturer’s software to generate
FASTQ sequence files. Both exome capture and sequencing were performed at the Centre

Nacional d'Analisi Genomica (CNAG, Barcelona, Spain).

Sequencing data analysis |

Reads were aligned to the reference genome (GRCh37) using Burrows-Wheeler analysis
(BWA) with the sample option® and a BAM file was generated using SAMtools™. PCR-
duplicates were removed using SAMtools and custom scripts, and initial SNP calling was
performed using a combination of SAMtools and Sidron as previously described™.
Common variants, defined as those present in dbSNP135 with a minor allele frequency
>1%, were filtered out. This data processing was carried out to search for germline
mutations in Family 1 and to characterize the somatic mutations located in transcribed
sequences present in the tumor of a GEN1X mutation carrier (Family 1, proband).

Sequencing data analysis 11



BAM files generated from the exome sequencing of 239 colorectal tumors and 100 normal
mucosas Were downloaded from TCGA website®. Variant calling was processed using
GATK software (quality and mapping quality >30, and read depth >10). SNPs were
removed using the pool of normal samples and the 1000Genomes database. All identified
variants were analyzed, also including intronic and intergenic changes. The same pipeline
was applied to tumor and normal (blood) tissues of a GEN1X mutation carrier (Family 1,
proband) to extract somatic genetic variants/mutations.

Mutation screening of GEN1X ¢.141C>A

Screening for the identified GEN1X mutation in controls and sporadic CRC population was
performed by Conformation-Sensitive Capillary Electrophoresis (CSCE) (conditions
available upon request). DNA samples from 288 controls and 286 consecutively recruited
CRC patients from the same geographical area were analyzed*. Patterns differing from the
wildtype were analyzed by direct automated sequencing of the corresponding exonic
fragment. Also, GEN1X c¢.141C>A was searched in the data obtained from the exome

sequencing of 250 Spanish individuals without CRC (subjects described in Quesada et al.”)

CRC families: validation series

GEN1X was analyzed for new mutations in a total of 176 Caucasian CRC patients from
unrelated families, recruited at different hospitals in Spain. All families fulfilled the
Amsterdam | (56.8%) or 1l (43.2%) criteria and did not have MMR deficiency (either
tumor microsatellite instability and/or lack of expression of the MMR proteins MLHL1,
MSH2, MSH6 or PMS2). The mean age at cancer diagnosis was 48 years for the
sequenced patients (Supplementary Table 2).

Likewise, we studied the index CRC patients of 71 MMR-proficient CRC families
characterized by the presence of two first-degree relatives affected with CRC or other
related tumors, one of which diagnosed before the age of 50, or by the presence of three
relatives with CRC or other related tumors independent of the age at diagnosis
(Supplementary Table 2). All of them were recruited by the Genetic Counseling Unit of the
Catalan Institute of Oncology. Informed consent was obtained from all subjects.

Direct automated sequencing



Exons and intron-exon boundaries of GEN1X were sequenced using a standard protocol for
automated direct (Sanger) sequencing. Sequencing was performed on an ABI Sequencer
3730 and data analyzed using Mutation Surveyor v.3.10. Sanger sequencing was used to
validate the results obtained by massive parallel sequencing (exome and gene targeted
sequencing), and to sequence GEN1X in FFPE samples and in blood DNA from 85
Amsterdam-positive and 71 Bethesda-positive index cases.

Mutation identification in pooled samples

The remaining of 91 Amsterdam-positive MMR-proficient index patients were screened
for new mutations in GEN1X by using a combination of pooled samples, PCR
amplification and high-throughput sequencing, as previously described™. Amplification
was performed using Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA) and custom-designed primers.

In silico functional prediction of genetic variants
Protein damage prediction of missense genetic variants was performed by using the in
silico algorithms PolyPhen-2, SIFT and Condel™*™. Possible alterations of the splice sites

were evaluated using NNSplice0.9 and SplicePort'®"’.

The functional impact of ¢.418G>T, ¢.1018C>T and c.1771C>T was also assessed by
using a recently developed bioinformatics approach based on the evaluation of all RNA
hexamers as potential exonic splicing elements®. This approach has been proven to be very
sensitive in predicting the effect of variants in exon skipping. A total ESRseq score change
lower than -0.663 is highly suggestive of a variant that causes exon skipping, whereas an
increase or a lower decrease in the ESRseq score change usually occur in variants that do

not cause exon skipping®.

Structural modeling of GEN1X
Human GEN1X is a multi-domain protein whose three-dimensional (3D) structure has not

been determined yet. Protein domain annotations of GEN1X were retrieved from UniProt.

ModBase (http://modbase.compbio.ucsf.edu/), a database of comparative protein structure

models, currently contains six 3D models for GEN1X covering the amino acid region from



position 14 to 1002. The sequence identity between GEN1X and the proteins whose crystal
structures were used as template, ranges from 7% to 20%, well below the threshold of 30%
for reliable fold assignment. Interestingly, amino acid regions present in all these 3D
models show different topologies, which supports their low reliabilities. To calculate a
more reliable 3D model of GEN1X, specifically for the protein domains of interest in this
study, we first predicted the regions with disordered structure by using DisMeta
(http:/Avww.wenmr.eu/wenmr/dismeta-disorder-prediction-metaserver), DRIP-PRED
(http://wvww.sbc.su.se/~maccallr/disorder/cgi-bin/submit.cgi) and MetaDisorder
(http://iimcb.genesilico.pl/metadisorder/). We identified two regions with disordered
structure: residues 1-30 and 95-370. The missense mutations D140Y and P340S are
located in the second structural-disordered region.

We next focused on the 3D modeling of the GEN1X region that accommodates the
missense mutation R591W. We threaded the GEN1X sequence to the PDB database by
using HHpred (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred) and I-TASSER
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER). The resulting 3D models were refined
using ModRefiner (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/).

Loss of heterozigosity (LOH)

Two microsatellite markers mapping close to GEN1X and an intragenic microsatellite,
were analyzed. Also, SNaPshot® (Life Technologies) targeting the mutation c.141C>A
was used to assess LOH and to discriminate the wildtype and the mutated allele. LOH was
scored if the intensity of any allele was reduced by >50% relative to the other allele after

taking account of the relative allelic intensities in paired constitutional DNA.

Allele specific expression assessment
Allele specific expression assessment in RNA samples was performed by SNaPshot®

using the mutation as allelic marker.

Western blotting
Tissue samples were lysed in ice-cold buffer: 40 mM HEPES (pH 7.4), 120 mM NaCl, 1%
(viv) Triton X-100, 1 mM EDTA, 0.5 M NaF, 10 mM PMSF and with protease inhibitors

(Roche, Roche Diagnostics GmbH, Germany). Lysates were incubated on ice 15 minutes,



and the supernatants were cleared at 13,000 rpm at 4°C. GEN1X protein expression level
was examined by western blotting with anti-GEN1X antibody. Actin was used as loading
control (Millipore MAB1501R).

Survival assay in response to mitomycin C

Lymphocytes were cultured in RPMI 1640 medium (Invitrogen, Carlsbad, CA)
supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS) and 1% penicillin-streptomycin
(Sigma, Saint Quentin Favallier, France). They were exposed to increasing concentrations
of MMC (0-100 nM) until they had reach at least three population doublings.
Subsequently, cells for each MMC concentration were counted using a cell counter and
size analyzer Beckman-Coulter Z2. Three experimental replicates in which each condition
was performed in duplicate were carried out. GEN1X-/- lymphoblastoid cell lines

correspond to two patients with a homozygous deletion of GEN1X.
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SUPPLEMENTARY FIGURES
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Supplementary Figure 1. Protein sequence and 3D structure of the region containing
R591. a) Multiple sequence alignments for the region comprised between the a-helix
motives flanking R591 in different species. b) 3D model for the GEN1X region containing

R591.
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Supplementary Figure 2. Mutation spectrum of the colon tumor of a GEN1X ¢.141C>A (p.C47*) mutation carrier (Family 1, proband)
in the context of the mutation spectrum of 239 TCGA colorectal tumors. The lower panel depicts the tumor developed by the p.C47*
mutation carrier in black, the 15 most hypermutated TCGA colorectal tumors in red, and the remaining 224 TCGA CRCs uncolored.
Exome-sequencing data from the proband’s tumor and the 239 TCGA CRCs were processed applying the same analytical method

(Online Methods, Sequence data analysis I1).
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Supplementary Figure 3. Absence of LOH of the wildtype allele at the GEN1X locus in
the colon tumors developed by GEN1X c¢.141C>A (p.C47*) mutation carriers: a) Family 1,
individual 11.7; b) Family 1, individual I11.6. The LOH was studied by using three
microsatelites, microsatellite 1, microsatellite 2 and an intragenic microsatellite, as well as
the mutation assessed by SNaPshot. Also, no LOH, assessed by SNaPshot and
microsatellite marker analysis, was detected in two colorectal tumors developed by
GEN1X ¢.418G>T (p.D140Y) mutation carriers (Family 3, proband and individual 11.1).
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Supplementary Figure 4. GEN1X expression in the tumor developed by a GEN1X
€.141C>A (p.C47*) mutation carrier (Family 1, proband). A) Allele specific expression of
GEN1X in normal and tumor assessed by SNaPshot and using the mutation as allelic
marker. B) Expression of the GEN1X protein in normal and tumor tissue of the patient

assessed by Western blot and relative quantification (GEN1X/actin).
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Supplementary. Figure 5. Tumors developed after the orthotopic implantation in the
cecum of athymic mice of tumors previously originated after subcutaneous implantation in
athymic mice of Caco-2 cell lines with (sh-GEN1X) and without (sh-empty) silencing of
GEN1X. a) Western blot showing the silencing of GEN1X in the Caco-2 cell line. b) Box
blot indicating the distribution of tumor weights at sacrifice. ¢) Size of the tumors at

sacrifice.



SUPPLEMENTARY TABLES

Suppl. Table 1. Rare or unreported genetic variants identified by exome sequencing in all the studied cancer-affected family members
(Family 1).

Gene CN#:;Z%ME Aminoacid change Location  dbSNP (MAF) Function prediction (score)
"PolyPhen-2 “SIFT  Condel
(HumDiv /
HumVar)
AL359195.1 C.227G>A p.Cys76Tyr Exon 1 0 0,14  Neutral (0,014)
ATP13A3 c.1057A>G p.Thr353Ala Exon 12 0/0,005 0,09 Neutral (0,019)
BABAM1 c.686C>T p.Thr229Met Exon7 0,394/0,055 n.a. Deleterious (0,949)
BRCA1l €.4534C>G p.Pro1512Ala Exon 14 rs111034213 (n.a.) 0,404/0,141 n.a. n.a.
C2o0rf16 €.2648G>A p.Arg883GIn Exon 1 rs369073751 (n.a.) n.a. n.a. n.a.
CTTNBP2NL c.832G>A p.Glu278Lys Exon 6 0,181/0,033 1 Neutral (0)
DACT2 c.791C>G p.Ser264* Exon5 - - -
DARC C.768G>A p.Trp256* Exon1 - - -
DBH €.1835T>C p.lle612Thr Exon 12 0,002/0,003 0 Neutral (0)
EPHA8 c.1093G>A p.Val365Met Exon5 0,045/0,010 0,21 Neutral (0,09)
FAM55B c.1587G>A p.Trp529* Exon 6 rs201200145 (n.a.) - - -
GEN1X c.141C>A p.Cys47* Exon 2 - - -
FST c.691A>G p.lle231Vval Exon 4 0,889/0,618 0 Deleterious (0,905)
HABP2 €.1598G>T p.Cys533Phe Exon 13 1/1 0 Deleterious (0,990)
HOXB2 c.1012G>A p.Gly338Lys Exon 2 rs369806240(n.a.) n.a. n.a. n.a.
HRASLS2 c.377G>A p.Arg126His Exon 3 0,227/0,055 0,15 Neutral (0,437)
IFNA10 €.364T>C p.Cys122Arg Exon 1 1/1 0 Deleterious (0,990)
LDHA c.92C>T p.Ala31Val Exon 2 0,194/0,169 0 Neutral (0,012)




LRRC14B €.1249G>A
MCC c.587G>A
MYO1H C.1886G>A
OR6T1 €.928C>T
PCLO €.14337G>A
PKP3 €. 2017C>T
PTPN20C ¢.1004A>G
RABLS C.286A>G
RAPH1 €.2432C>T
RPL6 C.668G>A
SNX6 €.238C>T
SPECC1 C.1595T>A
TAF4 €.1501G>A
WDRS5B €.167_170del
TAGC

p.Glu417Lys
p.Gly196Asp
p.Arg629Gin
p.Leu310Phe
p.Met4779lle
p.Arg673Cys
No protein product
p.Arg96Trp
p.Ala811Val
p.Arg223Gin
p.Arg80Trp
p.Met532Lys
p.Vals501lle
p.Leu56GInfs*8

Exon 2
Exon3
Exon 18
Exon1
Exon 17
Exon 10
Exon 6
Exon4
Exon 15
Exon 6
Exon4
Exon 4
Exon 2
Exon1l

rs201332040 (n.a.)

rs200807624 (0.001)

0,001/0,001
n.a.

n.a.
0.021/0.011
0/0

1/0.996
0.002/0.001
0/0
0.007/0.009
n.a.
0.002/0.001
0.959/0.228

0,41
0,16

0.44

n.a.

n.a.
0.57

n.a.
0.91
0.03

Neutral (0,003)
Neutral (0,012)
Deleterious (1)
Neutral (0.003)
Neutral (0)
Deleterious (1)
n.a.

Neutral (0.025)
Neutral (0.001)
n.a.

Neutral (0)
Deleterious (0.786)

1.PolyPhen-2: score > 0.85, probably damaging; score= 0.15-0.85, possibly damaging; score < 0.15, benign.

2.SIFT: score < 0.05, damaging; score > 0.05, tolerated.
Abbreviations: MAF, population minor allele frequency; n.a., not available information.




Suppl. Table 2. Characteristics of the CRC families and patients studied.

Geographic origin Criteria n(%) 1A%ieagtngzir;cer *Tumor MMR status n (%)
(Spain) Ams | Amsil  Beth Mean (+SD) MSS IHQ+ Total
Amsterdam-positive

3Catalonia (n=43) 32 (74.4%) 11 (25.6%) - 45.3 (+9.2) 39 (90.7%) 24 (55.8%) 43 (100%)
Madrid (n=66) 47 (71.2%) 19 (28.8%) - 48.6 (+11.5) 61 (92.4%) 48 (72.7%) 66 (100%)
Valencia (n=33) 5 (15.2%) 28 (84.8%) - 50.8 (+11.0) 33 (100%) 32 (97%) 33 (100%)
Castilla-Leon (n=27) 10 (37%) 17 (63%) - 50.3 (+13.7) 27 (100%) 27 (100%) 27 (100%)
Asturias (n=7) 6 (85.7%) 1 (14.3%) - 46.7 (+5.5) 4 (57.1%) 6 (85.7%) 7 (100%)
“Bethesda-positive

Catalonia (n=71) - - 71 (100%) 57.8 (x12.7) 71 (100%) n.a. 71 (100%)
TOTAL (n=247) 100 (40.5%) 76 (30.8%) 71 (28.7%) | 50.9 (¥12.06) | 235 (95.1%) 137 (55.5%) 247 (100%)

1. Age at cancer diagnosis of the individual where GEN1X was sequenced

2. Assessed by testing microsatellite instability and/or immunohistochemistry of the MMR proteins.

3. Family 1 belongs to the Amsterdam |-positive families of Catalan origin.

4. Characterized by the presence of two first-degree relatives affected with CRC or other related tumors, one of which diagnosed before
the age of 50, or by the presence of three relatives with CRC or other related tumors independent of the age at diagnosis.

Abbreviations: Ams, Amsterdam criteria; Beth, Bethesda criteria; MMR, DNA mismatch repair; MSS, microsatellite stability; IHQ+, positive
expression of the MMR proteins MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2; SD, standard deviation.



Suppl. Table 3. Calculation of the ESRseq score change for the GEN1X missense variants ¢.418G>T, ¢.1018C>T and ¢.1771C>T. The
ESRseq scores of each hexamer (ESEseq or ESSseq) were retrieved from Ke et al. (2011). The total ESRseq scores and the ESRseq score
changes were calculated as previously described (Ke et al. 2011; Di Giacomo et al. 2013).

Wildtype (WT) Variant (VAR)

Overlapping ESEseq or Total Overlapping ESEseq or Total ESRseq score change

hexamers ESSseq ESRseq hexamers ESSseq ESRseq (VAR-WT)
score score score score

c.418 G>T

ATCAAG 0 (N) 1.567 ATCAAT 0 (N) -0.807 -2.374

TCAAGA 0.464 (E) TCAATA 0 (N) (potential ESS)

CAAGAT 0.638 (E) CAATAT -0.268 (S)

AAGATG 0.465 (E) AATATG -0.245 (S)

AGATGA 0 (N) ATATGA 0 (N)

GATGAG 0 (N) TATGAG -0.294 (S)

€.1018C>T

GGCTCC 0 (N) 0.469 GGCTCT -0.222 (S) 0.439 -0.030

GCTCCT 0 (N) GCTCIT -0.257 (S)

CTCCTC 0 (N) CTCITC 0 (N)

TCCTCT 0 (N) TCITCT 0.323 (E)

CCTCTG 0.206 (E) CITCTG 0.309 (E)

CTCTGC 0.263 (E) TITCTGC 0.286 (E)

c.1771C>T

TCAATC 0 (N) 1.352 TCAATT 0 (N) 0.886 -0.466

CAATCG 0.297 (E) CAATIG 0 (N)

AATCGG 0.266 (E) AATTGG 0 (N)

ATCGGA 0.342 (E) ATTIGGA 0.347 (E)

TCGGAA 0.447 (E) TIGGAA 0.206 (E)

CGGAAA 0 (N) TGGAAA 0.333 (E)

Abbreviations: ESE, exonic splicing enhancer; ESS, exonic splicing silencer; E, positive ESRseq score; S, negative
ESRseq score; N, null ESRseq score.



Suppl. Table 4. Somatic mutations indentified in the tumor developed by a GEN1X ¢.141C>A (p.C47*) mutation carrier (Family 1,

proband) (Online Methods, Sequencing data analysis ).

Gene Chr. Position Wildtype (WT) Variant Exon  Type Residue WT residue  Mut residue Conservation  dbSNP Biotype
ABCA3 16 2339346 C Y - intron - - - -0,642 - protein-coding
ABHD1 2 27353355 G R - intron - - - -0,16 - protein-coding
AC016708.2 2 215712152 C Y 1 3pUTR - - - 0,736 - processed pseudogene
AC097523.2 2 139046157 T Y 1 3pUTR - - - 0,489 - processed pseudogene
AC104809.3 2 241906921 G R - intron - - - -0,433 - protein-coding
ADAD2 16 84225005 G R 1 non_syn '57/666 G RIG -0,048 - protein-coding
ADAM19 5 156896069 C Y - intron - - - -0,357 - protein-coding
ADAMTS16 5 5242189 G R 17 syn '849/1225 P P/P -2,633 - protein-coding
ADAMTS4 1 161168450 C Y 1 5pUTR - - - 2,122 - protein-coding
ADCY5 3 123010055 G R 18 non_syn '1078/1262 A TIA 0,959 - protein-coding
ADH1A 4 100197996 A M - intron - - - -0,34 - protein-coding
AGRN 1 978964 C Y 9 syn '550/2046 T TIT -1,578 - protein-coding
AHCYP2 9 123483491 G R 1 3pUTR - - - 1,584 - processed pseudogene
ANKRD44 2 197860045 T K - intron - - - -0,132 - protein-coding
AP003900.6 21 11181417 G S - intron - - - -0,179 rs915519 lincRNA
AP3B1 5 77511994 A w non_syn '175/1046 K K/ 1,112 - protein-coding
APC 5 112173917 C Y 16 non_syn '876/2844 R R/* 2,324 - protein-coding
ASH1L 1 155340563 C Y - intron - - - -0,127 - protein-coding
ATL1 14 51096610 G K - intron - - - -0,292 rs61985479 protein-coding
ATP12A 13 25281222 A W 16 non_syn '744/1040 D DIV 4,706 - protein-coding
ATP13A5 3 193090100 A R - intron - - - 0,603 rs7618476 protein-coding
BAI3 6 69758214 G R 14 non_syn '749/1523 \% MV 1,231 - protein-coding
BCAP31 X 152989105 G R 1 syn '5/314 A AIA -1,367 - protein-coding
C100rf68 10 33134724 T Y - intron - - - -0,783 rs181166524 protein-coding
Cl4orfl164 14 23732311 T Y - intron - - - 0,881 - protein-coding
CTGCTGCTGC CTGCTGC

Cil6orf74 16 85743878 TG TG 3 del_1res '22/77 H - 40811 - protein-coding
Clorf222 1 1896465 C Y 2 syn '64/173 G GIG -0,717 - protein-coding
C4orf40 4 71024675 A R - intron - - - -0,05 - protein-coding
C7orf10 7 40789122 T w - intron - - - 1,049 - protein-coding
C8orf34 8 69243327 G R 1 non_syn '27/539 R H/R 0,003 - protein-coding
CABP4 11 67223848 G R 3 non_syn '159/276 R QR 4,894 - protein-coding
CACNA1H 16 1260096 G R 18 non_syn '1269/2348 R H/R 1,189 - protein-coding
CACNG6 19 54501442 C Y - intron - - - 0,394 - protein-coding
CCDC147 10 106139938 G R 9 non_syn '442/873 R H/R 5,708 - protein-coding
CCDC15 11 124908956 A M 15 non_syn '920/963 N N/H 3,059 - protein-coding
CCDC178 18 30825115 A w - intron - - - 1,811 - protein-coding
CCDC40 17 78058455 C Y - intron - - - -1,296 - protein-coding
CCT2 12 69992192 G R 14 non_syn '476/536 A TIA 1,994 - protein-coding
CDH16 16 66943281 G R 17 non_syn '761/830 \% MV 3,93 - protein-coding
CELF4 18 34901930 C Y - intron - - - -0,707 - protein-coding
CHD3 17 7812680 C Y - intron - - - 1,279 - protein-coding
CLK2 1 155235612 C Y - intron - - - 0,932 - protein-coding




Gene Chr. Position Wildtype (WT) variant Exon  Type Residue WT residue Mut residue Conservation dbSNP Biotype
COL12A1 6 75904564 C Y 3 non_syn '58/3063 T TM 2,71 rs140583215 protein-coding
CPA3 3 148603749 A R - intron - - - -2,195 - protein-coding
CPSF1P1 22 32666442 c Y 1 3pUTR - - - -1,3 - processed pseudogene
CRISPLD1 8 75929458 G K - intron - - - -0,042 - protein-coding
CSMD1 8 3046456 T K 35 non_syn '1826/3565 L VIL 0,22 - protein-coding
CST2 20 23807017 G R - intron - - - 0,301 - protein-coding
CTD-
2057J6.1 5 29882786 C Y 1 3pUTR - - - 0,234 - processed pseudogene
CTD- unprocessed
3233P19.7 19 21416580 A w - intron - - - -0,012 - pseudogene
DAB1 1 57480729 C Y 13 non_syn '457/589 P P/L 4,103 - protein-coding
DAOA 13 106119259 G R - intron - - - -0,732 rs72549470 protein-coding
DAPP1 4 100761572 c Y 3 syn '117/281 S SIS -0,685 - protein-coding
DCP1A 3 53376092 C Y - intron - - - -0,836 - protein-coding
DHX32 10 127576297 C Y - intron - - - -2,306 - protein-coding
DNAH5 5 13700780 G K 78 non_syn '4564/4625 M M/ 3,287 - protein-coding
DOCK11 X 117817223 T W - intron - - - -0,045 - protein-coding
DPP10 2 115919591 C Y 1 non_syn '20/801 Q Qr* 1,518 - protein-coding
DUSP27 1 167097292 C S 6 non_syn '975/1159 S C/s 0,877 - protein-coding
DYSF 2 71795104 C Y 25 syn '863/2120 G GIG 0,266 - protein-coding
EBF3 10 131641421 G R 12 non_syn '392/597 G R/IG 6,323 - protein-coding
EIF2AK4 15 40282425 A R - intron - - - 0,042 - protein-coding
EIF4E1B 5 176070798 Cc Y - intron - - - -0,073 rs184522665 protein-coding
ELL2 5 95297271 C M - intron - - 0,319 - protein-coding
ELMOD3 2 85598100 G K - intron - - - 0,436 - protein-coding
EMILIN1 2 27305403 c M 4 syn '322/1017 R/R 2,607 - protein-coding
EPHA3 3 89528517 C Y - intron - - - -1,321 - protein-coding
transcribed
unprocessed
ESPNP 1 17044695 A R - intron - - - 0,49 rs2773186 pseudogene
EVC2 4 5576398 C Y - intron - - - -0,902 - protein-coding
EXOC3 5 457036 C Y 5 non_syn '360/746 P P/L 5,611 - protein-coding
EXOC3L2 19 45731456 c Y 2 syn '53/410 D D/D 0,341 - protein-coding
EYA3 1 28316267 A M 14 non_syn '407/537 E E/D 1,28 - protein-coding
EYS 6 66205262 T Y 4 syn '14/3166 F FIF 0,126 - protein-coding
FAM122B X 133927883 C Y 2 non_syn ‘471267 R R/W 2,719 - protein-coding
FAM127A X 134166794 G R 1 3pUTR - - - 2,625 - protein-coding
FAM216B 13 43358253 T K 2 non_syn '17/140 L R/L 2,194 - protein-coding
FBN2 5 127614381 G K 63 non_syn '2431/2913 A AIS 0,965 - protein-coding
FBXL6 8 145581945 CGGGG CGGG 1 fs_del_1 '55/540 A - 227 - protein-coding
FBXW9 19 12799203 C Y - intron - - - 0,142 - protein-coding
FES 15 91433735 G S - intron - - - -0,606 - protein-coding
FGF18 5 170883640 G R 5 non_syn '152/208 G D/G 3,696 - protein-coding
FKTN 9 108370021 C Y - intron - - - -2,538 - protein-coding
FRG1 4 190862307 G S - intron - - - -0,647 - protein-coding
FRG1 4 190862318 C Y - intron - - - -0,478 rs111800301 protein-coding
FRG1 4 190862330 C M - intron - - - -0,948 rs113358506 protein-coding
FRG1 4 190862350 ] S - intron - - - -0,008 - protein-coding




Gene Chr. Position Wildtype (WT) variant Exon  Type Residue WT residue Mut residue Conservation dbSNP Biotype
GABRAS 15 27193051 G R - intron - - - -0,832 - protein-coding
GBP6 1 89849060 G R - intron - - - 0,315 - protein-coding
GNAS 20 57485205 A M - intron - - - -1,264 - protein-coding
GPR143 X 9709582 C S - intron - - - 0,216 - protein-coding
GPR64 X 19009101 G R 29 non_syn '979/1018 D N/D 4,099 - protein-coding
GRIA4 11 105789692 T K - intron - - - 1,545 - protein-coding
GRIP2 3 14548229 A R - intron - - - -1,076 - processed-transcript
GSG2 17 3627704 G R 1 3pUTR - - - 0,212 - protein-coding
HAAO 2 42994915 G S - intron - - - -1,258 - protein-coding
HBG2 11 5373458 T Y - intron - - - 1,337 - protein-coding
HDC 15 50546973 C S - intron - - - -0,31 1s79724974 protein-coding
HEATR2 7 821961 G R - intron - - - -0,791 - protein-coding
HIPK4 19 40889848 G R 2 non_syn '222/617 D N/D 6,05 - protein-coding
HRH3 20 60791478 G R 3 non_syn '308/454 G SIG 0,544 - protein-coding
ICOSLG 21 45649510 T Y 6 non_syn ‘4421474 L P/L -2,663 rs13048869 protein-coding
IFFO2 1 19243444 C Y 5 syn '352/518 \ VIV -0,988 - protein-coding
1QCB1 3 121544967 T Y 5 syn '108/466 L L/iL 1,351 - protein-coding
IQCH 15 67601072 A M - intron - - - -2,601 - protein-coding
JPH3 16 87717757 c Y 3 syn '390/749 H H/H 1,145 - protein-coding
GTCTCTCT indel_3pU
KCTD7 7 66105541 GTCTCTCTCT CTCT 4 TR - - - 11673 - protein-coding
KIF2A 5 61681210 T Y - intron - - - 0,985 - protein-coding
polymorphic
KIR2DS4 19 55358807 G R - intron - - - -1,29 rs142705855 pseudogene
KLHL4 X 86887395 A R 7 non_syn '504/721 T TIA 0,162 - protein-coding
KRAS 12 25398284 G R 2 non_syn '12/190 G DIG 5,862 - protein-coding
KSR2 12 118198840 G R 4 non_syn '321/951 R H/R 5,096 - protein-coding
LATS2 13 21562611 G R 4 syn '436/1089 T TT -2,498 - protein-coding
LCE2A 1 152671619 G R 2 non_syn '81/107 R QR 1,438 - protein-coding
LILRB1 19 55112169 C Y - intron - - - -0,353 - protein-coding
LINC00587 9 105405500 A M - intron - - - 0,178 - lincRNA
LPAR4 X 78011680 G K 2 3pUTR - - - -0,098 - protein-coding
LPHN1 19 14269142 C S - intron - - - -0,903 - protein-coding
LPHN2 1 82408925 G K 6 non_syn '224/1404 E E/* 6,289 - protein-coding
MAP2K7 19 7976202 TGGG TGGGG 8 fs_ins_1 '308/420 L - 7426 - protein-coding
MFSD12 19 3556883 A M - intron - - - 0,579 rs111812900 protein-coding
MROH2B 5 41007754 A R - intron - - - 0,594 - protein-coding
nonsense mediated
MRPL46 15 89003080 c M 3 3pUTR - - - 4,225 - decay
MRPS9 2 105708958 G S 8 non_syn '251/397 E E/Q 4,039 - protein-coding
MSTO1 1 155582459 C Y - intron - - - -0,106 - protein-coding
MUC20 3 195456707 C Y - intron - - - 0,119 - protein-coding
MUC3A 7 100547278 G R 1 non_syn '8/336 G SIG -3,219 rs73163737 protein-coding
MYBBP1A 17 4442641 A w - intron - - - 0,149 - protein-coding
TGCTGCT
TGCTGCTGCT GCTGCTG
NCOR2 12 124887058 GCTGCTG CTGCTG 14 ins_1res '511/2515 P - 92740 - protein-coding
NDUFB2 7 140396634 A R 1 syn '30/106 G GIG -0,283 - protein-coding




Gene Chr. Position Wildtype (WT) variant Exon  Type Residue WT residue Mut residue Conservation dbSNP Biotype
NEBL 10 21097441 C S - intron - - - 1,963 - protein-coding
NEDD9 6 11188717 T Y - intron - - - -0,311 - protein-coding
NEIL2 8 11640974 T K - intron - - - -0,248 - protein-coding
NELL1 11 20950075 T K intron - - - -0,141 - protein-coding
NEMF 14 50292466 A M - intron - - - 0,032 - protein-coding
NF2 22 30054300 A M - intron - - - 0,73 - protein-coding
NIPAL4 5 156896069 C Y - intron - - -0,357 - protein-coding
NKX3-1 8 23538651 C Y 3 3pUTR - - - 1,862 - protein-coding
NOX4 11 89223726 A W - intron - - - 1,664 - protein-coding
NPHP4 1 6008133 C Y 8 non_syn '330/1427 T TN -0,137 - protein-coding
NTM 11 132200071 C M 8 non_syn '320/356 P H/P 1,556 - protein-coding
OCRL X 128718216 T Y - intron - - - 3,045 - protein-coding
ODF2 9 131262535 G R 21 3pUTR - - - 1,079 - protein-coding
OFD1 X 13773308 A M 12 non_syn '390/1013 N N/H 3,069 - protein-coding
OR11A1 6 29408571 G R - intron - - - 0,674 - protein-coding
OR13C3 9 107299103 C Y 1 3pUTR - - - -0,028 - protein-coding
OR8H2 11 55872859 T K 1 3pUTR - - - 4,421 - protein-coding
ORC5 7 103801812 T W - intron - - - -0,007 - protein-coding
P2RY4 X 69478805 C M 1 3pUTR - - - 5,143 - protein-coding
PARP1P1 13 111591061 G R 1 3pUTR - - - 1,851 - processed pseudogene
PCDHB17 5 140535663 C Y 1 3pUTR - - - -0,514 - protein-coding
PCSK2 20 17434761 C Y - intron - - - 0,874 - protein-coding
transcribed
unprocessed
PHF2P2 13 19526605 T K - intron - - - -1,823 - pseudogene
PHF8 X 54012317 c Y 17 syn '687/1025 G GIG -0,278 - protein-coding
PI4K2A 10 99361771 C Y - intron - - - -0,907 - protein-coding
PIAS4 19 4028028 G R - intron - - - 0,096 - processed transcript
PIK3CA 3 178936082 G R 10 non_syn '542/1069 E KIE 5,802 - protein-coding
PJA2 5 108704228 T w - intron - - - 0,145 - protein-coding
PKD1L3 16 71981262 G K - intron - - - 0,149 - processed transcript
PLA2G15 16 68289274 C Y 4 non_syn '165/413 R R/* 1,939 - protein-coding
PLEKHB2 2 132060632 T Y - intron - - - -0,031 - protein-coding
PLEKHB2 2 132110046 G R - intron - - - -0,138 - protein-coding
PLIN1 15 90216578 A M 3 non_syn '38/523 Q Q/P 3,494 - protein-coding
POLA2 11 65030072 G R - intron - - - 0,059 - protein-coding
PRDM15 21 43226190 C M - intron - - - - - protein-coding
PRKCB 16 24135382 G R - intron - - - -0,192 - protein-coding
PRKCQ 10 6533669 G R 8 non_syn '256/644 A TIA 4,288 - protein-coding
PRMT3 11 20473796 A w intron - - - 0,358 - protein-coding
PRMT5 14 23391327 C Y - intron - - - -0,147 - protein-coding
PRPF38A 1 52876975 T Y - intron - - - -0,671 - protein-coding
PRSS3 9 33797560 G K - intron - - - -0,864 - protein-coding
nonsense mediated
PSTPIP1 15 77310392 G R - intron - - - -1,117 - decay
PTN 7 137028185 T K 1 5pUTR - - - 0,748 - protein-coding
PXDN 2 1696179 G R - intron - - - -1,68 - protein-coding
RAX2 19 3771759 C Y - intron - - - -3,352 - protein-coding




Gene Chr. Position Wildtype (WT) variant Exon  Type Residue WT residue Mut residue Conservation dbSNP Biotype
RBM28 7 127983892 C S 1 5pUTR - - - 0,233 - protein-coding
RFTN1 3 16475434 G R 3 non_syn '86/579 \ MV 3,258 - protein-coding
RNF17 13 25367255 C Y 10 syn '337/1582 Y YIY 1,264 rs141654694 protein-coding
RP11-
241F15.9 4 49563469 C M 1 3pUTR - - - 0,538 - processed pseudogene
RP11-
241F15.9 4 49563487 T Y 1 3pUTR - - - 2,573 - processed pseudogene
RP11-
488L18.3 1 247347806 G R 1 3pUTR - - - 0,725 - processed pseudogene
RPUSD1 16 836504 C M - intron - - - -0,005 - protein-coding
SAP130 2 128707869 C Y 17 non_syn '872/1084 R R/* 3,87 - protein-coding
SCGB2A2 11 62038439 G K 2 non_syn '48/121 E E/* -1,237 - protein-coding
SCUBE2 11 9077299 G R - intron - - - -0,181 - protein-coding
SCYL2 12 100732812 A R 18 syn '884/930 T TIT -0,023 - protein-coding
SH3BGRL X 80532663 C Y 3 3pUTR - - - 2,287 - processed transcript
SHANK3 22 51160917 G R - intron - - - -0,08 - protein-coding
SIGLEC8 19 51960326 C Y - intron - - - 0,095 - protein-coding
SLC22A1 6 160560740 G R 7 non_syn '373/555 G R/IG 1,504 - protein-coding
SLC22A12 11 64360260 G R 2 non_syn '138/554 \% M 2,18 rs149722479 protein-coding
SLC22A14 3 38350410 G R - intron - - - 0,247 - protein-coding
SLC2A4 17 7187286 C Y - intron - - - 0,734 - protein-coding
SLC44A4 6 31836945 C M 13 non_syn '407/711 S *S 1,942 - protein-coding
SLC4A8 12 51845738 C Y - intron - - - -0,104 - protein-coding
SLC8A2 19 47960734 C Y non_syn '265/922 R R/IC 3,049 - protein-coding
SMARCA2 9 2110160 G R - intron - - - 0,094 - protein-coding
SMCHD1 18 2769834 A M - intron - - - -0,511 - protein-coding
SMIM17 19 57166675 G S 3 3pUTR - - - 0,219 - protein-coding
SNHG14 15 25444497 G R 3 3pUTR - - - -1,489 - antisense
SNRPN 15 25200221 C Y - intron - - - -1,174 - protein-coding
SNX18P24 4 49563496 A M 1 3pUTR - - - 2,581 - processed pseudogene
SORD 15 45332772 T Y - intron - - - -0,054 - protein-coding
SOX17 8 55370662 C Y 1 5pUTR - - - 0,542 - protein-coding
SOX2 3 181431130 G K 1 3pUTR - - - 1,657 - protein-coding
SOX3 X 139586471 A w 1 3pUTR - - - 1,717 - protein-coding
SP6 17 45925143 C Y 2 non_syn '218/377 S S/L 4,935 - protein-coding
SPAG17 1 118571012 T K 4 3pUTR - - - 1,754 - processed transcript
SPAG17 1 118570984 C S 4 3pUTR - - - 3,694 - processed transcript
SPAGY9 17 49123976 C Y - intron - - - 5,78 - protein-coding
SPTBN2 11 66461317 C Y 22 non_syn '1507/2391 R R/W 1,247 - protein-coding
SSTR4 20 23016556 G R 1 3pUTR - - - 0,026 - protein-coding
SYCE1L 16 77241999 A w - intron - - - -0,29 - protein-coding
SYCP2 20 58471610 T Y - intron - - - 0,242 - protein-coding
SYN2 3 12232194 G R 10 3pUTR - - - 1,086 - retained intron
SYTL3 6 159103748 G R - intron - - - -0,594 rs191533718 protein-coding

ATTATTTATTTA  ATTATTTA

TTTATTTATTTA  TTTATTTA indel_3pU
TAGLN3 3 111732646 TTT TTTATTT 5 TR - - - 15135 - protein-coding
TBC1D32 6 121481279 G S - intron - - - -0,927 - protein-coding




Gene Chr. Position Wildtype (WT) variant Exon  Type Residue WT residue Mut residue Conservation dbSNP Biotype
TMTC2 12 83424576 G R - splice - - - 4,886 - protein-coding
TRHDE 12 72956792 A w 3 3pUTR - - - 1,147 - processed transcript
TRPM8 2 234878540 A W - intron - - - -1,399 - protein-coding
TRPV4 12 110230485 C Y 10 non_syn '599/872 T TM 5,716 - protein-coding
TUBG1 17 40761758 G K 1 non_syn '1/452 M M/ 5,363 - protein-coding
TUSC3 8 15600997 A w - intron - - - 0,341 - protein-coding
TUSC5 17 1183553 G R 1 syn '86/178 A AIA -0,628 - protein-coding
UBAP1 9 34241061 G R - intron - - - -0,913 - protein-coding
UspP28 11 113675639 C Y 20 non_syn '844/1078 R R/* 2,731 - protein-coding
VSTM2A 7 54612108 C Y - intron - - - 0,559 - protein-coding
WASF2 1 27739170 C Y 7 syn '240/499 N N/N -0,948 - protein-coding
WDR49 3 167284786 C M - intron - - - -1,2 - protein-coding
WWC3 X 10062329 C Y - intron - - - -0,425 - protein-coding
XXbac-
BPG308J9.3 6 29231797 C Y - intron - - - 0,053 - lincRNA
ZFC3H1 12 72013714 A R 26 non_syn '1681/1990 | I 1,272 - protein-coding
ZFP92 X 152686619 C Y 4 non_syn '262/417 R R/W 0,802 - protein-coding
ZFR2 19 3820215 G R 11 non_syn '569/940 G SIG 0,16 - protein-coding
ZNF454 5 178392809 c Y 5 syn '468/523 Y YIY 0,078 - protein-coding

GGCGGCGGC

GGCGGCGGC GGCGGCG indel_5pU nonsense mediated
ZNF713 7 55955293 GGCG GCG 1 TR - - - 88 - decay
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El proposito de esta tesis es la caracterizacion genética del CCR hereditario no polipdsico
desde un punto de vista constitucional o de linea germinal. Para ello nos hemos centrado
en diversos aspectos que abarcan el estudio de factores modificadores de riesgo a
desarrollar cancer, como es la longitud telomérica, el analisis un gen causal candidato, y
por ultimo la busqueda de nuevos genes que puedan explicar la agregacion de CCR en
familias de alto riesgo mediante secuenciacion de exomas completos. A continuacion
discutiré los resultados obtenidos en cada uno de estos niveles y su posible aportacién a
la practica clinica, es decir, al diagndstico y consejo genéticos en cancer hereditario, y a la

comprensién general de la biologia del cancer.

1. ANALISIS DE LA LONGITUD TELOMERICA EN EL CANCER COLORRECTAL
HEREDITARIO NO POLIPOSICO

1.1. Aspectos a considerar sobre la cuantificacion de la longitud de los telémeros

Hemos estudiado la longitud telomérica en familias con SL y CCRf-X, asi como en
controles sanos pertenecientes a la misma poblacién caucasica. Clasicamente la
cuantificacién de la longitud de los telémeros se ha realizado mediante Southern Blot o
hibridacion fluorescente in situ cuantitativa (Q-FISH). Sin embargo, en los Ultimos afios se
ha generalizado el uso de la técnica de PCR cuantitativa monocroma multiplex (Cawthon
et al.,, 2009). Gracias al disefio de unos cebadores especificos, este método permite la
amplificacién simultanea en cada muestra de la regidn telomérica y de un gen de copia
Unica (albumina o B-globina) respecto al que se normaliza, utilizando un unico fluoréforo.
Con ello se consigue reducir considerablemente la variabilidad y el coste, tanto de tiempo

como econémico.

La longitud telomérica es un rasgo que en los Ultimos afios se ha estudiado ampliamente
en el contexto del cancer. Se han asociado tanto telomeros cortos como telémeros largos
con el riesgo incrementado a padecer distintos tipos de canceres, pero existe una gran
variabilidad entre los diferentes estudios, incluso cuando se estudia el mismo tipo de
neoplasia (Prescott et al., 2011). Se ha sugerido que estas discrepancias entre estudios
son el resultado de diferencias entre los métodos de cuantificacion de la longitud
telémerica, de extraccién y almacenamiento de las muestras, asi como del tipo de disefio
experimental, dependiendo de si es prospectivo o retrospectivo (Wentzensen et al., 2011).
La variabilidad entre ensayos oscila entre el 2 y 6% segun la técnica utilizada para

determinar la longitud telomérica (Aviv et al., 2011), aunque puede ser mejorada con un
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control de calidad riguroso (Olsen et al., 2012). Ademas, se ha demostrado que el método
de extraccion de ADN utllizado afecta a la medicién de la longitud de los telémeros
(Cunningham et al.,, 2013), por lo que es importante mantener unas condiciones de
extraccion y almacenamiento idénticas para todas las muestras a comparar. Con el fin de
intentar minimizar al maximo todos estos factores de variabilidad, en nuestro estudio solo
se incluyeron muestras que hubiesen seguido procesos idénticos de extraccion y
almacenamiento del ADN. Asimismo, se intentd repartir una proporcién equitativa de
muestras de todos los grupos estudiados en cada placa de amplificacion para compensar
la variabilidad inter-experimental, utilizando en todas ellas el mismo ADN de referencia

para realizar la recta patron.

Los telébmeros se acortan progresivamente en cada division celular debido a la
incapacidad de la ADN polimerasa de completar la sintesis en los extremos
cromosOmicos. Sin embargo, la mitosis no es el Gnico factor que afecta las pérdidas
teloméricas. Se ha observado que el tabaco, la obesidad y otros factores que contribuyen
al estrés oxidativo se asocian a telomeros cortos, mientras que un estilo de vida saludable
se relaciona con longitudes teloméricas mas estables (von Zglinicki, 2002; Cherkas et al.,
2008; Kim et al., 2009). Es por ello que se habla de la longitud de los telémeros como un
indicador de la edad bioldgica mas que de la edad cronoldgica (Aviv, 2006). Dejando a un
lado los aspectos técnicos de la cuantificacion de la longitud telomérica, el hecho de que
ésta sea una caracteristica ampliamente influenciada por el ambiente supone un factor
mas que complica su andlisis. En un estudio realizado en cancer de colon se demuestra
cémo la asociacion entre deficiencias teloméricas y el riesgo de cancer se ve trastocada
por factores del estilo de vida tales como el indice de masa corporal o el tabaco (Pellatt et
al., 2012).

En cuanto al disefio experimental, hay que tener en cuenta y hacer una clara distincion
entre los estudios retrospectivos respecto a los prospectivos. Se ha observado que el
namero de asociaciones significativas en estudios de caracter retrospectivo es mucho
mayor que las descritas en estudios prospectivos. Un claro ejemplo es el trabajo de
Pooley y colaboradores (2010), en el que se observo retrospectivamente un incremento
con alta significancia del riesgo asociado a telomeros cortos en cancer de mama y de
colon, mientras que la asociacion era nula en el estudio prospectivo realizado por el
mismo grupo. Se ha de tener en cuenta que los estudios retrospectivos son muy
susceptibles a multiples sesgos: Seleccion de individuos, supervivencia, causalidad

inversa, etc. Valorando estudios prospectivos y retrospectivos se ha llegado a la
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conclusion de que el acortamiento telomérico observado en pacientes con cancer podria
ser el resultado de efectos fisiopatoldgicos de la enfermedad y no un factor de riesgo a
desarrollar cancer, es decir, que sea una consecuencia y no una causa del cancer
(Prescott et al., 2011). Se ha especulado que entre los factores que podrian acelerar el
acortamiento telomérico en los pacientes con cancer se podria encontrar la enfermedad
en si, el tratamiento que haya podido recibir el paciente o el impacto psicolégico que tanto
el diagnostico como el tratamiento pueden causar, (Beeharry y Broccoli, 2005; Biegler et
al., 2012). Por ello lo ideal es realizar estudios prospectivos para valorar la participacion
de la longitud de los teldmeros en la predisposicién al cancer. Sin embargo, no siempre
esto es posible, como ocurre en los casos hereditarios, cuya prevalencia es relativamente
baja y por lo tanto reunir prospectivamente un tamafio muestral suficiente requeriria un
periodo de tiempo muy amplio. Por ello, se han establecido unos criterios para disminuir
en lo posible los factores confusores externos que pueden sesgar los estudios
retrospectivos, sobre todo los que tienen que ver con el origen, procesamiento y
almacenamiento de las muestras (Prescott et al., 2011) y que nosotros hemos controlado

en la medida de lo posible en nuestro estudio.

1.2. Longitud telomérica en el cancer colorrectal hereditario no polipdsico

Con el fin de investigar el papel de la longitud de los telémeros en el riesgo a desarrollar
cancer en el contexto del cancer colorrectal hereditario no polipdsico hemos analizado
mediante PCR cuantitativa monocroma multiplex un total de 592 muestras de ADN
extraido de sangre periférica (leucocitos). De ellas, 388 correspondian a individuos de 96
familias diagnosticadas con SL: 144 portadores de mutacion en un gen MMR afectos de
cancer, 100 portadores de mutacidon no afectos y 144 no portadores. También se han
estudiado 114 individuos pertenecientes a 34 familias clasificadas como CCRf-X, 57

afectos de cancer y 57 no afectos, y 90 muestras de individuos sanos no relacionados.

De todos los estudios publicados hasta el momento en que se analiza la longitud
telomérica en casos de CCR, tan solo uno lo hace en pacientes con SL (Bozzao et al.,
2011a), mientras que no existe ninguna publicacidn en la que se estudie esta variable en
el contexto del CCRf-X.
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1.2.1. Longitud telomérica en el sindrome de Lynch

En nuestra serie de familias con SL analizadas, hemos observado que los pacientes
afectos presentan teldomeros significativamente mas cortos que sus familiares no afectos
portadores de la mutacién patogénica en los genes MMR. Como se ha comentado en el
apartado anterior, la comparacion entre estudios prospectivos y retrospectivos realizados
con muestras de sangre periférica en CCR esporadico sugieren que los telomeros mas
cortos observados en afectos estudiados retrospectivamente son una consecuencia de la
enfermedad y no un factor de riesgo (Zee et al., 2009; Lee et al., 2010; Pooley et al.,
2010). Sin embargo, otro estudio prospectivo mas reciente encuentra asociacion tanto de
telémeros cortos como largos con un riesgo incrementado de CCR (Cui et al., 2012). Por
ello, segun nuestros resultados obtenidos en individuos con deficiencias en la maquinaria
de reparacibn de bases desapareadas, resultaria plausible pensar que o bien los
telomeros més cortos de los individuos afectos son una consecuencia de la enfermedad, o

bien suponen un factor modificador de riesgo en el SL.

En linea con esta segunda opcion se han publicado recientemente unos resultados de
nuestro laboratorio que involucran una variante en el gen de la telomerasa, hTERT, con el
incremento del riesgo de cancer en pacientes con SL jovenes (menores de 45 afios),
asociada ademas con la presencia de telémeros cortos (Bellido et al., 2013). Reforzando
esta hipotesis, hemos observado en nuestra serie que los portadores no afectos muestran
telébmeros mas largos que el grupo de controles sanos, formado por familiares no
portadores e individuos sanos no relacionados. Con estos resultados podriamos
interpretar que, si consideramos los telémeros cortos como factor de riesgo adicional en el
SL, la presencia de telomeros mas largos protegeria a los portadores de mutaciones en
los genes MMR de desarrollar cancer. Asi, entre los las personas con mutacion germinal
en los genes MMR, aquellas que tienen los teldmeros mas cortos tendrian una
susceptibilidad mayor a desarrollar cancer que aquellos con telémeros mas largos. La
longitud de los telémeros podria por tanto explicar parte de la heterogeneidad fenotipica

observada en el SL.

Alternativamente, en el supuesto de que los telémeros mas cortos observados en los
afectos con SL sean consecuencia de la enfermedad, la presencia de telémeros mas
largos en los portadores no afectos podria sugerir un elongamiento de los telémeros
debido a la haploinsuficiencia de la maquinaria de reparacion de bases desapareadas.

Esta idea resulta afin al modelo propuesto por Jones y colaboradores (2012), en el que se
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sugiere que telémeros constitucionalmente mas largos predispondrian a desarrollar CCR.
Obviamente esta hipoétesis requiere una validacion asi como la identificacién del
mecanismo por el cual la haploinsuficiencia de los genes MMR causaria el alargamiento

de los teldbmeros.

Tal y como se esperaba (Lindsey et al., 1991; Iwama et al., 1998), hemos observado un
acortamiento de los telomeros con la edad en todos los grupos estudiados. No obstante,
examinando de forma exhaustiva la dindmica del acortamiento telomérico con la edad en
portadores de mutacién en los genes MMR, hemos observado que velocidad de
acortamiento con la edad es mayor en los portadores que han desarrollado cancer. Estos
resultados estdn en consonancia con un estudio previo en el que se observd un
acortamiento de los telomeros con la edad méas rapido en pacientes con SL que en
controles (Bozzao et al., 2011a). Aln asi, en este estudio este comportamiento diferencial
se limitaba a los portadores de mutacion en MSH2, mientras que nosotros no hemos
observado diferencias entre éstos y los portadores de mutaciones en MLH1 (42 y 87
casos respectivamente). Ellos sugieren que la haploinsuficiencia del sistema de
reparacion de bases desapareadas en los individuos con SL puede provocar una
tolerancia a los teldémeros cortos, causando un acortamiento telomérico mas rapido con el
paso de los afios. Sin embargo, nuestros datos, que incluyen el estudio de portadores de
mutacién sin cancer, invalidan esta hipoétesis ya que los portadores sanos no tienen una
tasa de acortamiento acelerada respecto a los controles. Por tanto, podemos considerar
gue esta dindmica de acortamiento telomérico mas pronunciado en los pacientes de SL
con cancer bien es el resultado de hacer padecido cancer, o bien se trata de un factor de

riesgo para los portadores de mutacién en los genes MMR.

1.2.2. Longitud telomérica en el cancer colorrectal familiar tipo X

Paralelamente al estudio en el SL, hemos estudiado la longitud de los telémeros en
familias clasificadas como CCRf-X. Si recordamos, estas familias cumplen los criterios
clinicos de Amsterdam para el CCR hereditario no polipdsico pero no presentan defectos
en la maquinaria de reparacidn de bases desapareadas como es el caso de los pacientes
con SL. En nuestra serie, con 34 familias analizadas, hemos observado que los individuos
afectos tenian los telomeros significativamente mas largos que sus familiares no afectos y
que los controles sin cancer. Esta observacion resulta llamativa en cuanto a que es
opuesta a lo observado en SL. Parece por tanto que el estado de la maquinaria MMR es

crucial para definir el papel la longitud de los telomeros como factor de riesgo en el CCR
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hereditario no polipdsico. Dando fuerza a esta idea, existen dos publicaciones que
describen la presencia de telomeros més cortos en tumores colorrectales esporadicos con
IMS comparado con tumores con EMS (Takagi et al.,, 2000; Rampazzo et al.,, 2010),
mostrando que el estado de la via de reparacién de bases desapareadas influye en el

estado de los telémeros.

Cabe destacar que ain siendo un estudio retrospectivo se han identificado telémeros mas
largos en los familiares con CCR que en familiares no afectos, individuos control y
pacientes con cancer de familias con SL. Por consiguiente, podemos concluir que
telémeros largos estan asociados con el riesgo de cancer en casos de CCR hereditario no
polipésico con la maquinaria de reparacion de bases desapareadas intacta. Varios
estudios han detectado también telémeros largos asociados al CCR. Por un lado, un
estudio de caracter retrospectivo con un amplio tamafio muestral (2157 casos y 3912
controles) ha relacionado la presencia de telémeros largos con el riesgo incrementado a
CCR de una manera indirecta. Tanto telémeros largos como una variante en hTERC
mostraban asociaciones significativas con el CCR (Jones et al., 2012). En otro estudio de
caracter prospectivo se ha asociado tanto telomeros cortos como largos con el riesgo de
CCR (Cui et al., 2012). Finalmente, una publicacion muy reciente ha diferenciado esta
dualidad de telébmeros largos y cortos asociada a pacientes de CCR entre jovenes y de

edad avanzada respectivamente (Boardman et al., 2014).

1.2.3. Equilibrio de la longitud telomérica en la viabilidad celular

En conjunto, nuestros resultados sugieren que tanto telémeros cortos como largos pueden
contribuir a la susceptibilidad al CCR, dependiendo del fondo genético del individuo. En
particular en los casos familiares, esta diferencia queda determinada por el estado de la

maquinaria de reparacion de bases desapareadas (Figura 15).

Auln singular, resulta plausible el hecho de que ambos rasgos antagonicos, telomeros
cortos y largos, actien como factores tumorogénicos. En un primer planteamiento, hay
que tener en cuenta que el acortamiento de los teldmeros puede representar dos
funciones opuestas, por un lado la supresion tumoral y por el otro la inestabilidad genética,
evento clave para el inicio de la carcinogénesis. El elemento decisorio que decanta en un
sentido u otro resulta del trasfondo genético de cada célula. Existen numerosas evidencias
gue indican que la parada del ciclo celular en respuesta a factores de estrés celular, entre

ellos las deficiencias teloméricas, supone una potente barrera anticancerigena (Blasco,
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2005). Muestra de ello es el modelo de ratén deficiente para la telomerasa que presenta
telémeros cortos y a su vez resistencia al cancer (Gonzalez-Suarez et al., 2000). Sin
embargo, al combinar telémeros cortos con mutaciones en TP53, se da un incremento en
la incidencia de tumores (Attardi et al., 2005). Vinculandolo con la via de reparacion de
bases desapareadas, se ha descrito un modelo de ratén deficiente tanto para la
telomerasa como para MSH2 en el que también se anula la actividad supresora de
tumores en respuesta a teldmeros cortos (Martinez et al., 2009). Por tanto, queda patente
la participacion de MSH2 en la respuesta del organismo a anomalias teloméricas, y por
consiguiente podriamos pensar que en individuos con deficiencias congénitas en los
genes MMR puedan tener un riesgo incrementado a desarrollar cancer en presencia de

telémeros cortos.

afectos

Figura 15. Comportamiento diferencial en la longitud telomérica entre familias que
cumplen los criterios de Amsterdam segln el estado de la maquinaria de reparacién
de bases desapareadas.

Esta perspectiva formaria parte de la vision generalizada de las deficiencias teloméricas
como promotoras de la iniciacién y progresion tumoral, que consiste en el acortamiento
telomérico y la posterior reactivacion de la telomerasa tras una fase de crisis caracterizada
por fusiones entre teldmeros e inestabilidad cromosémica (Xu et al., 2013). Por otro lado,
también es razonable pensar que teldmeros largos en las células puedan incrementar el
riesgo de cancer. La presencia de telomeros largos puede provocar un retraso de la
senescencia y apoptosis celular, incrementando asi las posibilidades de acumular
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anomalias genéticas y por tanto un mayor riesgo de transformacion carcinogénica. Hay
ciertas neoplasias, como el linfoma no-Hodgkin, el cancer de mama e incluso el CCR,
para las que se ha demostrado que telémeros largos son un factor de riesgo (Lan et al.,
2009; Gramatges et al., 2010; Jones et al., 2012). Aunque la longitud de los telémeros en
células somaticas principalmente refleja la proliferacion celular, en células tumorales
manifiesta el balance entre la elevada proliferacion celular, con la consecuente pérdida de
repeticiones teloméricas, y la actividad de la telomerasa, con sintesis de novo de estas
secuencias. Ademas, multiples estudios han mostrado que los telomeros son mas cortos
en tejido tumoral de CCR que en la mucosa normal adyacente (Hastie et al., 1990; Takagi
et al., 1999; Gertler et al., 2004; Garcia-Aranda et al., 2006). Por ello, en nuestro caso
seria interesante poder estudiar la longitud telomérica y el nivel de expresion de la
telomerasa en tumores CCRf-X, y comprobar si se mantiene la relacion de teldmeros mas

largos observada en sangre periférica.

Ademas, comprender la dinamica de los telébmeros en el cancer es importante para poder
enfocar posibles estrategias terapéuticas. Dado que la telomerasa esta sobre-expresada
en mas del 85% de los tumores humanos, supone una de las dianas mas atractivas y

estudiadas desde un punto de vista farmacoldgico.

Con los resultados obtenidos podemos concluir que el estado de la maquinaria de
reparacion de bases desapareadas supone un factor diferencial que define el papel de la
longitud telomérica en el CCR hereditario no polipésico. Asi, la presencia de telomeros
cortos 0 un acortamiento acelerado de éstos podria contribuir a un mayor riesgo de
desarrollar cancer en portadores de mutaciéon en los genes MMR, hecho que podria
explicar parte de las diferencias clinicas observadas entre familias diagnosticadas con SL
y dentro de ellas mismas. De todas maneras estos resultados requieren validacion en
series independientes, si fuera posible prospectivas. Estudiando la longitud telomérica en
los pacientes antes y después de desarrollarse el cancer seremos capaces de determinar
de forma concluyente si el acortamiento de los telomeros es consecuencia o contribuye al
desarrollo de la enfermedad en el SL. Esto hace patente la importancia de realizar un

estudio prospectivo, aun teniendo en cuenta las dificultades que ello conlleva.

Ademas, también seria interesante poder incluir en el estudio muestras de casos de CCR
esporadico, tanto con y sin alteraciones en el sistema MMR, para ser comparadas con
nuestras series de CCR hereditario. Desgraciadamente, no disponemos de muestras de

casos esporadicos que hayan seguido un proceso de obtencidn, procesamiento y
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almacenamiento equivalente a las muestras analizadas, factores que como hemos
comentado afectan a la cuantificacion de la longitud telomérica (Cunningham et al., 2013).
Este estudio ayudaria a dilucidar si los teldmeros cortos y largos son rasgos especificos o
no del SL y del CCRf-X respectivamente, o si por el contrario, también son factores de

riesgo de CCR en la poblacién general.

1.3. Anticipacion genéticay longitud telomérica en sindrome de Lynch

Ademas de estudiar la longitud de los telomeros en relacién al riesgo a desarrollar cancer,
también hemos evaluado su asociacién con la anticipacién de la edad de diagndstico en
las sucesivas generaciones descrita en las familias con SL, ya que se ha propuesto
reiteradamente como posible mecanismo subyacente (Bozzao et al., 2011a; Bozzao et al.,
2011b; Mendez-Bermudez y Royle, 2011).

1.3.1. Aspectos generales de la anticipacion genética

La anticipacién genética en el SL ha sido un tema controvertido durante muchos afos,
aunque el compendio de todos los estudios publicados en la Ultima década sefala esta
asociacion como verdadera (Bozzao et al.,, 2011b). Sin embargo, hasta que no se
descubra el mecanismo molecular subyacente que pueda explicar genéticamente esta
anticipacion, no se pueden excluir sesgos o el trasfondo genético y ambiental comdn en

las familias como posibles factores responsables.

En numerosos sindromes hay evidencias que explican la base molecular responsable de
la anticipacion genética. El primer mecanismo descrito fue la expansion de repeticiones
trinucleotidicas durante sucesivas meiosis, que explica la anticipacion genética que se
observa en varias enfermedades neurodegenerativas como son la enfermedad de
Huntington, el sindrome de X fragil, la distrofia miotdnica y la ataxia de Friedreich, entre
otras. En este caso el nimero de estas repeticiones nucleotidicas acumuladas es
proporcional a la severidad con que se manifiesta la enfermedad (Mclnnis, 1996). Otro de
los mecanismos asociados a la anticipacion es el acortamiento gradual de los telémeros
en generaciones sucesivas. Este fenomeno ocurre en la disqueratosis congénita donde
mutaciones en TERC, gen que codifica para el componente RNA de la telomerasa,
provocan el acortamiento progresivo de los telomeros al avanzar en las sucesivas
generaciones, lo que provoca un incremento paulatino en la severidad de la clinica de la

enfermedad (Marrone et al., 2005). Otro de los sindromes donde se ha asociado
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anticipacion con acortamiento telomérico es el sindrome de Li-Fraumeni, causado por
mutaciones en la linea germinal en TP53. Se ha observado que p53 se une directamente
a los bucles de los extremos de los telomeros (t-loop) y controla la respuesta celular en
respuesta al dafio en el ADN, por lo que deficiencias en esta proteina ayudan a las células
a escapar de la apoptosis y seguir proliferando aln sobrepasada la longitud critica de los
telémeros. Asi, telémeros cada vez mas cortos en la linea germinal de los portadores se
transmiten a la descendencia, lo que provoca una edad de desarrollo de la enfermedad
cada vez mas temprana (Tabori et al., 2007). En el caso de Li-Fraumeni, también hay
indicios de que la degradacién proteosémica de p53 potenciada por una variante en el gen

MDMZ2, podria afectar a la anticipacion genética de la enfermedad (Bougeard et al., 2006).

En relacién a otros sindromes de predisposicion al cancer, ademas del SL, se ha descrito
la presencia de anticipacién genética en el cancer de mama, pancreas, ovario, leucemia,
linfoma y melanoma familiares (Hsu et al., 2000; McFaul et al., 2006; Goldberg et al.,
1997; Horwitz et al., 1996; Wiernik et al., 2000; Goldstein et al., 1996). Pendiente de
validacion, la anticipaciébn en el cancer de mama hereditario se ha asociado al
acortamiento telomérico en generaciones sucesivas (Martinez-Delgado et al., 2011). En el

resto de sindromes hereditarios el mecanismo responsable permanece desconocido.

1.3.2. Valoracion de la implicaciéon de la longitud telomérica en la anticipacion

observada en el sindrome de Lynch

Estudiamos 59 familias para las que disponiamos datos de longitud telomérica en padres
e hijos. De media, observamos una anticipacién de la edad de diagndéstico en la segunda
generacion de afectos respecto a la primera de 12 afios. Esta diferencia estd muy
probablemente sobre-estimada ya que no se tuvieron en cuenta en el analisis estadistico
los factores confusores presentes en la serie. La falta de informacién sobre el tiempo de
vigilancia en padres e hijos, la informacion limitada sobre la extirpacion de pélipos en las
colonoscopias de vigilancia, asi como el tamafio muestral limitado, hacen que no se pueda
realizar una evaluacioén precisa de la anticipacién genética en estas familias. Estudios mas
exhaustivos de la anticipacién utilizando modelos estadisticos que tienen en cuenta todas
estas variables, indican que la anticipacion en la edad de aparicion del cancer en
sucesivas generaciones en el SL oscila entre los 3 y 9 afios (Larsen et al., 2009; Boonstra
et al., 2010; Boonstra et al., 2011; Bozzao et al., 2011b).
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Sin embargo, el objetivo del estudio no era evaluar la presencia de anticipacién genética,
sino determinar si ésta estaba asociada al acortamiento telomérico. En este aspecto,
nuestros datos, indican que no existe asociacion entre estas dos variables. Existe un Unico
estudio previo en el que se analiza esta relacidn y ellos sugieren que existe asociacion
entre la anticipacién genética y la presencia de telémeros mas largos y mas cortos en los
hijos para deficiencias en MSH2 y MLH1 respectivamente, pero esta observacion esta
basada en tan solo el analisis de 7 parejas padres-hijos (6 para MSH2 y 1 para MLH1)
(Bozzao et al.,, 2011a). En nuestro estudio se analizaron 32, 20 y 7 familias con

mutaciones en MLH1, MSH2 y MSHG6 respectivamente.

Un analisis mas detallado de nuestros resultados en las parejas padre/madre-hijo/a de
forma individual, mostré una asociacion de telomeros mas cortos con anticipacion en
todas las parejas madre-hijo afectos portadores de mutacién en los genes MMR. Es decir,
todas las parejas madre-hijo (h=5) mostraban anticipacion y en todos los casos los hijos
tenian los telbmeros mas cortos que sus madres. Por el contrario, esta relacion tan solo se
daba en el 31% del resto de combinaciones. A pesar de que el tamafio muestral es muy
reducido, esta observacion abre las puertas a un estudio mas completo en esta direccion
en un mayor namero de familias. En relacién con nuestros resultados, se ha descrito una
dependencia del riesgo de cancer segun el origen materno o paterno de las mutaciones
en genes MMR. Se ha observado una mayor incidencia de CCR en hombres con SL en
gue la mutacion ha sido heredada de la madre, lo que sugiere la existencia de un
mecanismo modificador del riesgo de cancer para los portadores de mutaciones en los
genes MMR transmitido de la madre (van Vliet et al., 2011). En base a esta observacion
se ha abierto una nueva linea de investigacion en nuestro grupo para estudiar la hipotesis
de que la longitud telomérica pueda estar asociada al fenédmeno de la dependencia de

riesgo segun el origen materno o paterno de la mutacién en el gen MMR.

1.3.3. Otros posibles mecanismos que expliquen la anticipacion genética en el

sindrome de Lynch

Como alternativa al acortamiento telomérico, una posible explicacion para la anticipacion
genética observada en SL es la acumulacion de mutaciones debido a la capacidad
constitutiva reducida de reparacion de bases desapareadas del ADN en estos individuos.
Esta idea se sugirié por primera vez en 1994 (Shibata et al., 1994), pero no ha sido hasta
muy recientemente que se ha realizado el primer estudio evaluando esta hipoétesis

(Coolbaugh-Murphy et al., 2010). Se ha probado la existencia de un nivel de IMS en
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sangre periférica de individuos heterocigotos para mutaciones en genes MMR mayor que
en controles sanos y pacientes de CCR esporadico. Asi, si estos niveles de inestabilidad
genética observados en células normales también se diesen en la linea germinal, la carga
mutacional iria consecuentemente aumentando de generacién en generacion. Si algunas
de estas mutaciones en las células germinales aportasen una potencial ventaja
tumorogénica, podrian transmitir a la descendencia un riesgo incrementado que se
sumaria a la mutacién en el sistema de reparacion de bases desapareadas para el
desarrollo del cancer. De este modo, la acumulacion progresiva de mutaciones en la linea
germinal podria suponer un posible mecanismo molecular que explique la anticipacién
genética en estas familias. A diferencia de las enfermedades neuromusculares, en las que
la base molecular de la anticipacion es la expansion de repeticiones trinucleétidas en un
solo locus, en el SL las mutaciones responsables ocurririan en numerosos loci a lo largo
de todo el genoma. El desarrollo de métodos méas sensibles para cuantificar la IMS en
células germinales y el andlisis de mas individuos serd necesario para investigar en

profundidad esta hipétesis.
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2. ESTUDIO DE GALNT12 COMO GEN CAUSAL EN CANCER COLORRECTAL
FAMILIAR TIPO X

Uno de los objetivos que trabajamos en esta tesis doctoral es el estudio de la implicacion
de mutaciones en linea germinal en el gen GALNT12 en el CCRf-X. Este estudio esta
fundamentado en evidencias previas que asociaban mutaciones en el gen con un
incremento de riesgo a desarrollar CCR y que sugerian que este gen podria explicar la

agregacion de CCR en familias, incluidas las de alto riesgo.

2.1. Valoracion de GALNT12 como gen candidato

La glicosilacién proteica es un proceso bioquimico esencial en todos los eucariotas
mediante el que se afiade un glicido a una proteina durante o después de la traduccion.
Las funciones de los O-glicanos son muy diversas: Intervienen en la proteccion de
superficies epiteliales, en el mantenimiento de la conformacion de proteinas y participan
en los procesos de adhesion celular y en el sistema inmune. Ademas, estan relacionadas
con la regulaciéon del crecimiento, la embriogénesis, el desarrollo y la muerte celular
(Brockhausen, 1999). Interviniendo en todas estas funciones, no es de extrafiar que la
estructura de los O-glicanos esté frecuentemente alterada en cancer y contribuya en gran
medida al fenotipo y a la biologia de las células tumorales. La naturaleza patogénica de
estas alteraciones en la estructura de la mucina es el resultado de que ligandos
responsables de la interaccidon entre las células cancerigenas y su microambiente hayan
cambiado. Esto influencia el crecimiento y la supervivencia de la célula, su habilidad
invasiva y metastésica, y sus interacciones con receptores de membrana celular o células
del sistema inmune. Puesto que los carbohidratos no pueden mutarse directamente,
resulta evidente que sea la maquinaria enzimatica responsable de la sintesis de estos
complejos la que provoca estas alteraciones. En las células tumorales muchas de las
enzimas que intervienen en la biosintesis de los O-glicanos, como las N-

acetilgalatosaminiltransferasas, estan reguladas a la alta o a la baja (Brockhausen, 2006).

Para GALNT12, se ha correlacionado la presencia de su transcrito como indice negativo
de la carcinogénesis y de la progresion del CCR (Guo et al., 2004). Se ha determinado por
PCR cuantitativa a tiempo real que en condiciones normales GALNT12 se expresa
especialmente en organos del sistema digestivo como el colon (Guo et al., 2002), mientras
que su expresion es baja o despreciable en diferentes lineas celulares de cancer de colon
(Colo205, HCT15, LSC, LSB, SW480 y SW116) y en tejido tumoral respecto al normal de
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pacientes de CCR. Ademas, la expresién de GALNT12 muestra una correlacion a la
inversa con el estadio TNM y la presencia de metastasis (Guo et al., 2004). Por otra parte,
recientemente se han asociado dos variantes genéticas en GALNT12 con la supervivencia
global en linfoma folicular (Gibson et al., 2012), y mutaciones en genes que codifican para
otras N-acetilgalatosaminiltransferasas, con cancer de mama y de ovario (Wood et al.,
2007; Phelan et al., 2010).

Varios estudios de ligamiento a nivel gendmico en familias con CCR realizados con el fin
de identificar nuevos genes causales del CCR hereditario, han dado como resultado una
sefial positiva de ligamiento en la region 9q22.2-31.2, cerca de donde estd situado
GALNT12 (9921-33) (Wiesner et al., 2003; Skoglund et al., 2006; Kemp et al., 2006b;
Gray-McGuire et al., 2010). ElI hecho de que no se hayan identificado mutaciones
causales en los genes que alberga el pico de ligamiento, convertia a GALNT12 en un
buen candidato para realizar estudios genéticos. En 2009, Guda y colaboradores
identificaron en este gen dos mutaciones somaticas en 30 lineas celulares de CCR con
EMS, y siete mutaciones en linea germinal en 272 (2,6%) pacientes con cancer de colon,
ausentes en 192 controles sin cancer. Demostraron que las dos variantes somaticas y seis
de las germinales inactivan la funcién normal de la enzima, y la séptima mutacién en la
linea germinal reduce su actividad. Mas recientemente, otro estudio analizé el gen en una
cohorte de 118 familias con agregacion de CCR (Clarke et al., 2012). Hallaron dos
mutaciones de cambio de sentido en cuatro familias (3,4%) que cumplian los criterios de
Bethesda. Una de las mutaciones, presente en tres individuos indice estudiados, coincidia

con la variante en GALNT12 con actividad reducida reportada en el estudio anterior.

Teniendo en cuenta todas estas premisas y asumiendo los resultados previos publicados
en CCR, resultaba plausible plantearse que este gen pudiese estar detras del riesgo de

CCR en una fraccién de las familias clasificadas como CCRf-X.

2.2. Evaluacién de las variantes de GALNT12 identificadas

En nuestro centro, contdbamos con una serie de 43 familias CCRf-X atendidas en las
unidades de consejo genético (34 ICO Hospitalet y 9 ICO Girona). En una primera
aproximacién estudiamos mediante la técnica del CSCE (del inglés, Conformation
Sensitive Capillary Electrophoresis) los exones 4 y 6 del gen, ya que eran donde se
localizaban la mayoria de las variantes patogénicas descritas anteriormente. No se

identificaron mas que dos SNP descritos en las bases de datos publicas (rs41306504 y
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rs3216734). Tras estos resultados preliminares decidimos estudiar todo el gen mediante
secuenciacion. Asimismo, incluimos muestras provenientes de Castilla y Ledn (n=27) y de
la Comunidad Valenciana (n=33) para aumentar el tamafio muestral del estudio. Por
consiguiente, analizamos un total de 103 familias CCRf-X mediante la secuenciacion de
las zonas codificantes y region colindante del gen en las muestras de ADN de sangre
periférica de los individuos indice. Como resultado, identificamos un total de 20 variantes
en 90 pacientes. Ocho de ellas estaban situadas en la regién codificante de GALNT12, 7
en zonas intronicas y 5 en la region 3’-UTR. Tras un andlisis exhaustivo de las variantes,
teniendo en cuenta datos de frecuencia en poblacion sana, de cosegregacion con la
enfermedad y de prediccion de funcion (in silico), pudimos concluir que ninguna de estas

variantes era patogénica.

Las variantes no sinénimas son aquellas situadas en la regién codificante de un gen que
comportan el cambio de un aminoéacido, lo que puede afectar a la funcién de la proteina y
tener unas consecuencias fenotipicas en el individuo portador. La prediccion de funcién de
estas sustituciones aminoacidicas mediante métodos in silico basados en la estructura y la
secuencia, ayudan a interpretar la patogenicidad de estos cambios. De las 8 variantes en
regiones codificantes identificadas en nuestro estudio tres correspondian a mutaciones de
cambio de amino&cido, ¢.136G>A (p.G46R), ¢.356A>T (p.E119V) y ¢.781G>A (p.D261N),
observadas en uno, 18 y 2 individuos respectivamente. Todas ellas habian sido
previamente descritas en las bases de datos publicas (dbSNP o NHLBI Exome
Sequencing Project (http://evs.gs.washington.edu/EVS/))y habian sido identificadas en los
estudios genéticos previos de GALNT12 en CCR (Guda et al., 2009; Clarke et al., 2012).

Los algoritmos in silico de prediccion de funcidén son una herramienta muy Gtil para
interrogar variantes no sinénimas, y es la primera aproximacion generalmente utilizada en
los laboratorios de investigacion y de diagnéstico genético. El 75-90% de los valores de
prediccion obtenidos por los diferentes algoritmos de clasificacion in silico concuerdan
favorablemente con otros analisis funcionales que estan en uso (Chan et al., 2007). Aln
asi, estas clasificaciones no dejan de ser una prediccién con una precision de alrededor
del 80%, por lo que para la aplicacién clinica deberian acompafiarse de otras
herramientas de interpretacion como ensayos funcionales o andlisis de la cosegregacion
de la variante genética con la enfermedad en la familia. Ademés, dado que los diferentes
algoritmos se basan en distintos atributos, puede haber incongruencias entre ellos
(Tavtigian et al., 2008). En nuestra serie de resultados, para estos tres cambios

localizados no se predecian efectos relevantes en la proteina por los algoritmos SIFT y
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Condel, mientras que PolyPhen-2 predecia efectos funcionales para el cambio p.D261N
(valor 1) y p.E119V (valor 0,8, en la modalidad HumanDiv). De todas maneras estos
indicios fueron desestimados, ya que las tres variantes habian sido identificadas en
controles sanos y testadas funcionalmente en el estudio de Guda y colaboradores, donde
se demuestra que estos cambios no alteran la actividad enzimatica de la proteina (Guda
et al., 2009).

Los otros cinco cambios identificados en la region codificante del gen predecian cambios
sinénimos. Dos de ellos eran variantes que no habian sido descritas previamente en las
bases de datos publicas, ¢.237C>T (p.G79=) y ¢.399C>T (p.D133=), y otras dos tenian
frecuencias alélicas en la poblacién general menores del 2%, c¢.1392C>T (p.P464=) y
€.1497C>T (p.N499=). Se analizaron todas las variantes con algoritmos in silico de
prediccidon para posibles alteraciones en los sitios de splicing. Los programas NetGene2 y
SoftBerry no predijeron alteraciones para ninguno de los cambios, pero el algoritmo
NNSplice predecia un nuevo sitio donador para ¢.237C>T, aunque con una puntuacion
menor que el sitio donador salvaje (0,52 y 0,8 respectivamente). Un analisis de la
mutacion en el padre del probando, afecto de cancer de recto a los 64 afios y
perteneciente a la rama familiar con casos de CCR, desvel6 que no era portador del
cambio, por lo que se pudo descartar como potencial variante patogénica al no cosegregar

con la enfermedad.

En cuanto a las variantes intronicas identificadas, tan solo dos estan situadas en
proximidad al sitio donador de splicing consenso, por lo que mas posiblemente podian
alterarlo. Aun asi, no se predijo ningun efecto en el proceso de splicing mediante los tres
programas de prediccion in silico utilizados. Para el cambio ¢.1036-4G>A se pudo realizar
el andlisis de cosegregacién gracias a la disponibilidad de muestra de la madre del
probando, afecta de dos tumores de colon metacrénicos. La mutacion no estaba presente
en la rama afecta de la familia, descartandose definitivamente como mutacién causal de la

agregacion familiar de cancer.

En conjunto, podemos concluir que no se han identificado cambios relevantes que afecten
la actividad enzimatica en las 103 familias CCRf-X analizadas. De igual modo, Clarke y
colaboradores (2012) tampoco identificaron mutaciones patogénicas en 26 familias
Amsterdam-positivas estudiadas. Por tanto, no debemos considerar GALNT12 como un
gen de alta penetrancia en la predisposicion al CCR. De las 20 variantes que hemos

encontrado 7 son coincidentes con las identificadas en los dos estudios previos (Guda et
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al., 2009; Clarke et al., 2012), pero ninguna de ellas ha sido descrita posteriormente como
clinicamente patogénica en un estudio que, integrando las diferentes herramientas
informaticas tanto a nivel funcional como estructural, ha valorado las variantes descritas
en diversas N-acetilgalatosaminiltransferasas que aparecen en la literatura (Hussain et al.,
2014).

2.3. Contribucién de GALNT12 a la predisposicién al CCR

Considerando la presencia de mutaciones en GALNT12 en casos de CCR familiar que no
cumplen los criterios de Amsterdam, Clarke y colaboradores (2012), identificaron dos
mutaciones de cambio de sentido en cuatro familias que cumplian los criterios de
Bethesda revisados. El cambio ¢.907G>A (p.D303N; rs145236923), identificado en tres
familias, reduce la actividad enzimatica de la proteina a un 37% pero no la inactiva, en
contraste con las otras mutaciones encontradas por Guda y colaboradores (2009) para las
que la inactivacion es practicamente total. Ademas, las evidencias de cosegregacion de la
variante con el CCR en una de las dos familias analizadas son bastante débiles (Clarke et
al., 2012). En consonancia, el andlisis en profundidad realizado en el estudio de Hussain y
colaboradores (2014) para las variantes de GALNT12 descritas, revela incongruencias
para este cambio entre los distintos algoritmos utilizados, por lo que su patogenicidad no
es del todo clara. El otro cambio identificado en un caso de CCR familiar, c.1187A>G
(p.Y396C), no ha sido descrito en otros estudios. Esta variante esta situada en el dominio
catalitico de la proteina y los algoritmos de prediccion in silico lo clasifican como deletéreo
(Clarke et al., 2012). Por consiguiente, si aceptamos este segundo cambio como el Unico
potencialmente patogénico, el porcentaje de mutaciones identificadas en CCR con
agregacion familiar quedaria reducido al 0,8%. La falta de informacion de la historia
familiar sobre los portadores de mutaciones que inactivan la funcién del gen en Guda y
colaboradores (2009), no permite valorar su participacion en la predisposicion al CCR
familiar. Deberian realizarse mas estudios con casos de CCR que cumplan criterios
clinicos menos estrictos que los de Amsterdam para evaluar el papel de GALNT12 como

gen de moderada o baja penetrancia en el CCR familiar.

Una de las razones por las que GALNT12 podria actuar como un gen de baja-moderada
penetrancia en vez de alta, es que pertenece a una familia de enzimas muy amplia con
hasta 20 genes homoélogos que las codifican. Existe una gran redundancia y complejidad
en la familia de enzimas que controlan el inicio de la O-glicosilacion, de manera que ésta

es la familia de glicosiltransferasas mas extensa que cubre un solo tipo de union

141



Discusion

glicosidica, demostrando que el concepto “una ezima-una unién” no es universal. No
obstante, estudios recientes muestran que el gran nimero de genes GALNT en la familia
no aportan funciones completamente redundantes. Existen ciertas diferencias en la
especificidad por el péptido aceptor del substrato, aunque mantienen un considerable
solapamiento (Gerken et al., 2011). Ademas, hay que tener en cuenta que hay genes de la
familia cuya expresion esta restringida a unos tejidos determinados, como es el caso de
GALNT12, pero que hay otros con expresion ubicua. Asi, otro miembro de la familia podria

estar cubriendo parte de la deficiencia provocada por mutaciones germinales en este gen.

Finalmente, cabe considerar que otros genes situados dentro del pico de ligamiento
9g22.2-31.2 podrian explicar algunos de los casos de CCR familiar. De hecho, los
estudios de replicacion del pico de ligamiento sugieren que el locus causal localizado en
9q es especifico de CCR familiar con una edad temprana de diagnéstico (Kemp et al.,
2006b; Gray-McGuire et al., 2010), lo que corresponde aproximadamente a un 20% de las
familias estudiadas. En Guda y colaboradores (2009) la edad media de diagnéstico de los
pacientes portadores de una mutacién inactivante era de 71 afos, y la edad de
diagnéstico de los probandos en Clarke y colaboradores (2012) es de 21 (p.Y396C), 72,
35y 72 afos (p.D303N). Por tanto, tan solo dos encajarian con la caracteristica tipica de
las familias asociadas al pico de ligamiento en cuestion, que es la presencia de cancer a

edad temprana.

Un gen situado en esta region cromosémica que inicialmente parecia un buen candidato
es TGFBR1, ya que forma parte de la via de sefalizacion de TGF-B, tipicamente alterada
en cancer. Aungque con cierta controversia, se habia propuesto un polimorfismo comun
situado en el exdn 1 del gen (rs11466445, TGFBR1*6A/9A) como posible alelo de riesgo
en céancer, incluido el CCR (Pasche et al., 1999; Pasche et al., 2004; Skoglund et al.,
2007). Sin embargo, el compendio de estudios publicados en la Gltima década desestiman
la delecién TGFBR1*6A como alelo de predisposicién al CCR (revisado por Valle, 2012).
De manera similar, estudios en ratones y un primer estudio caso-control de la expresion
alelo-especifica de TGFBR1 sugerian la relevancia de la haploinsuficiencia del gen en el
CCR (Valle et al., 2008; Zeng et al., 2009). Validaciones posteriores, entre ellas una
llevada a cabo por nuestro grupo (Segui et al., 2011), utilizando diferentes métodos de
cuantificaciéon, marcadores, tejidos analizados y poblaciones, parecen indicar que no
existen diferencias significativas en la expresion alelo-especifica de TGFBR1 entre casos
y controles (revisado por Valle, 2012). De todas maneras, con las técnicas actuales tan

solo se puede determinar la expresion alelo-especifica de TGFBR1 del 25-60% de
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individuos, por lo que son necesarias nuevas técnicas mas precisas e informativas para

poder obtener una respuesta definitiva.

Otros genes candidatos localizados en la regién 9gq son ZNF367, HABP4 y GABBR2.
HABP4 es especialmente interesante a nivel funcional, ya que codifica para una proteina
gue interacciona con CHD3, una proteina nuclear involucrada en la regulacién de la
transcripcion y la reorganizacion de la cromatina, con el receptor de la Kinasa 1 activa

(RACK1), y que co-precipita con el promotor tumoral PKC (Hansen et al., 1989).
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3. LA SECUENCIACION DE EXOMAS COMO HERRAMIENTA PARA DESCIFRAR LAS
CAUSAS DEL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR TIPO X

En los dltimos afios el avance tecnoldégico de los métodos de genotipado y de
secuenciacion de alto rendimiento ha proporcionado potentes herramientas para explorar
la base genética tanto de enfermedades monogénicas como poligénicas. Hoy en dia se
pueden obtener facilmente grandes cantidades de datos, aunque interpretar esta
informacion gendémica aun supone un reto. El abaratamiento progresivo de la
secuenciacion paralela masiva, tanto para el estudio de exomas y genomas completos
como para analizar grupos de genes concretos, ha acercado su uso tanto a la
investigacion como a la clinica. Sin embargo, los datos obtenidos tras este tipo de andlisis
conllevan un tratamiento especial desde el punto de vista clinico y ético, principalmente
por la divulgacién de hallazgos accidentales y la interpretacion de variantes de significado
desconocido (Rigter et al., 2013).

Para la busqueda de genes de alta penetrancia mediante secuenciacion masiva se
pueden estudiar el exoma o el genoma completo de los individuos de interés. Para la
identificacion de nuevos genes de CCR hereditario nosotros hemos escogido la
secuenciaciéon de exomas completos. La gran mayoria de mutaciones patogénicas en
enfermedades mendelianas se localizan en las zonas codificantes del genoma o en
regiones colindantes a ellas, por lo que quedarian cubiertas con esta aproximacion.
Ademas con esta técnica se consigue una profundidad de secuencia mayor, favoreciendo
una mejor deteccién de mutaciones. Asimismo, no hay que menospreciar que ésta es una
tecnologia mas asequible a nivel econémico y los datos obtenidos requieren menor

espacio para su almacenamiento informatico.

Como en todo experimento cientifico, para obtener un rendimiento Optimo de la
secuenciacion de exomas en la busqueda de nuevos genes de susceptibilidad, es
esencial un disefio experimental adecuado. Cuando las caracteristicas fenotipicas de la
enfermedad son Unicas y muy homogéneas se esperaria que mutaciones en un Unico gen
0 unos pocos genes con funciones similares expliquen la mayoria de los casos. En este
escenario, se secuenciarian individuos afectos de varias familias para buscar un gen que
esté alterado en todas o la mayoria de ellas. No obstante, para el CCRf-X, dada la
presupuesta heterogeneidad genética del grupo, hemos considerado preferible limitar el
estudio a cada familia de forma individual. El CCRf-X es al fin y al cabo un cajén de sastre

en el que se han agrupado todas aquellas familias que cumplen unas determinadas

144



Discusion

caracteristicas clinicas, pero cuyo fondo genético es muy probablemente heterogéneo.
Asimismo, el tipo de herencia esperado para la variante patogénica juega un papel
importante en el andlisis de los datos. Se seleccionaran los genes candidatos bajo
premisas diferentes si se espera una herencia autosémica dominante, autosémica
recesiva o ligada al sexo. Teniendo en cuenta que los casos de CCRf-X cumplen los
criterios clinicos de Amsterdam para el CCR familiar, en un principio esperariamos una

herencia dominante.

Al analizar una familia determinada, resulta de suma importancia la seleccién de los
familiares que se estudiaran. Para aumentar las posibilidades de homogeneidad genética,
puede ser relevante establecer criterios de homogeneidad, como pueden ser las
caracteristicas patolégicas y moleculares de los tumores: Tipo de tumor y localizacién,
presencia/ausencia de inestabilidad de microsatélites, etc. Debido a la elevada frecuencia
del CCR en la poblacion general, es preferible estudiar a aquellos familiares que hayan
desarrollado cancer a edades tempranas, para evitar el estudio de casos esporadicos que
hayan ocurrido dentro de la misma familia, es decir, de fenocopias. La inclusién de
individuos no afectos puede ayudar a delimitar mejor las variantes candidatas,
especialmente si se trata de familiares que a edades avanzadas no han desarrollado
cancer y que ademés tengan descendientes sin cancer, también con edades
relativamente avanzadas. Por desgracia, en la practica el disefio experimental esti
condicionado a la accesibilidad de muestras. Remarcar en este sentido la importancia de
la unidad de consejo genético, encargada de que se realice una buena recogida de

muestras, informacién y seguimiento de las familias.

Las bases de datos publicas como dbSNP, 1000Genomes o NHLBI Exome Sequencing
Project son muy utiles para filtrar aquellas variantes que estdn presentes con mayor
frecuencia en la poblacién, y por tanto que son menos probablemente patogénicas. Por lo
general, buscaremos cambios con frecuencias poblacionales menores del 1%. Sin
embargo, debemos tener presente la posibilidad de que existan mutaciones patogénicas
recurrentes que hayan sido descritas en las bases de datos, asi como dar importancia a la
creacion de bases de datos locales que recopilen la variacién genética especifica de la

poblacion de donde proceden las muestras a estudio.

Una vez se han filtrado los resultados obtenidos de la secuenciacién en funcién de las
premisas deseadas, se obtiene una lista mas 0 menos extensa de genes candidatos. A

continuacion, se ha de valorar la naturaleza de las variantes candidatas: Creacién de
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codon de parada nuevo, cambio de sentido de aminoacido, alteracion de los sitios de
splicing, cambio de pauta de lectura, sindnima. Los algoritmos de prediccion in silico
pueden ayudar a seleccionar las variantes mas probablemente patogénicas, pero no ha de
ser un factor eliminatorio. Finalmente, la bisqueda bibliografica para inferir la participacion
del gen segln su funcién o vias en las que participa puede ser muy Util para refinar la

seleccion de genes en los que realizar estudios mas exhaustivos.

En esta tesis se presentan los resultados obtenidos del estudio de dos familias
clasificadas como CCRf-X mediante secuenciacion de exomas. En ambos casos creemos
haber identificado el gen responsable de la susceptibilidad al CCR en la familia, por lo que
consideramos que la secuenciacion de exomas completos es una buena herramienta para

interrogar y esclarecer la base genética del cancer en este tipo de familias.
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4. MUTACIONES EN MUTYH ENMASCARADAS BAJO UN FENOTIPO INUSUAL

Una de las dos familias CCRf-X que seleccionamos para el estudio mediante
secuenciacion de exomas ha resultado ser un caso asociado a mutaciones en MUTYH.
Esta familia estaba formada por 6 miembros afectos de CCR repartidos en dos
generaciones, cumplia los criterios de Amsterdam | y, en el momento de diagndstico del
cancer, tan solo se habian detectado 2 pdlipos en uno de los pacientes, por lo que se
consideré como una familia con CCR hereditario no polipésico. Tres de los individuos de
los que se disponia muestra tumoral mostraban intacta la maquinaria de reparacion de
bases desapareadas, mientras que un cuarto presentaba IMS. No obstante, no se
identificaron mutaciones en la linea germinal en los genes MMR. Por ello esta familia fue
clasificada como CCRf-X y seleccionada para el estudio de exomas con el objetivo de

identificar el gen causal de la agregacién de CCR.

4.1. Valoracién de las variantes identificadas por secuenciacién de exomas

Se realiz6 la secuenciacién de exomas completos en ADN extraido de sangre periférica
de 4 afectos y un miembro no afecto de la familia, padre de 5 hijos sanos. No se incluyo el
paciente con el tumor con IMS por ser una caracteristica molecular discordante con el
resto de casos. Con el patrén de herencia que mostraba la familia se esperaba un gen de
predisposicion de caracter autosémico dominante. Asi, se enfocd el andlisis de los
resultados para la identificacion de variantes poco frecuentes presentes en todos los
miembros afectos y no en el no afecto. Se localizaron 11 variantes que cumplian estos
requisitos, entre ellas una delecion en el exén 12 de MUTYH (c.1147delC;
p.Ala385Profs*23), conocido gen causal de la poliposis asociada a MUTYH. Esta es una
mutacion patogénica recurrente en individuos de origen europeo que representa el 5,14%
de todas las mutaciones identificadas en un estudio multicéntrico en poblaciones de
Holanda, Reino Unido y Alemania (Nielsen et al., 2009; Nielsen et al. 2011). Dos estudios
han demostrado que dificulta severamente tanto la union de la proteina al ADN como su
actividad reparadora (Parker et al., 2005; Ali et al., 2008).

Como MUTYH es un gen de predisposicion al cancer y/o poliposis col6nica de caracter
recesivo, se realizd un analisis mas exhaustivo de su secuencia, en busca de mutaciones
bialélicas. Encontramos que los 3 afectos de la segunda generacion de los que

disponiamos muestra eran portadores de una segunda variante novel en el gen: c.43A>G;
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p.M15V, incluido el familiar con el tumor con IMS. Por el contrario, no se identificé ninguna

variante adicional en los afectos de la primera generacion

4.1.1. Riesgo de cancer en portadores heterocigotos de mutaciones en MUTYH

La tasa de mutaciones monoalélicas en MUTYH en controles es del 1,5-2%, y la gran
mayoria corresponden a dos variantes comunes (p.G396D y p.Y179C) (Cleary et al.,
2009). Esta bien documentado que mutaciones bialélicas en MUTYH confieren un riesgo
elevado de CCR (43-100%) (Sampson et al., 2003; Farrington et al., 2005), pero ha habido
mucho debate acerca de si los portadores de mutaciones monoalélicas tienen también un
riesgo incrementado (Nielsen et al., 2011). Diversos meta-analisis que incluyen los
estudios caso-control que se han realizado indican un riesgo bajo de CCR para los
portadores heterocigotos, con odds ratios entre 1,11 y 1,27 (Webb et al., 2006; Tenesa et
al., 2006; Avezzu et al., 2008). Pero estudios en familias estiman que los familiares de
primer grado heterocigotos tienen un riesgo de CCR entre 2 y 3 veces superior que el
riesgo en la poblacién general (Jenkins et al., 2006; Jones et al., 2009b). Ademas, al
estratificar por edad se ha observado un incremento del riesgo en los portadores

monoalélicos mayores de 55 afios (Farrington et al., 2005; Jenkins et al., 2006).

En base a estos datos resulta plausible pensar que variantes de MUTYH en heterocigosis
pudiesen estar asociadas a un riesgo moderado a desarrollar CCR. En estos individuos
heterocigotos la susceptibilidad al cancer llegaria con una segunda mutacion somatica en
MUTYH, que convergeria en células con defectos en la reparacion por escision de bases
gque podrian inducir a la tumorogénesis. Consecuentemente, tiene sentido pensar que en
estos casos el CCR se desarrolle a una edad mas tardia, lo que concuerda con lo
observado en los dos individuos afectos monoalélicos de la primera generacion afecta de
la familia estudiada (I1.2 y 11.6), con edades al diagndstico de 85 y 73 afios. Para valorar
mas en profundidad esta posibilidad habria que estudiar las caracteristicas clinicas
asociadas a la mutaciéon c.1147delC en concreto en un nimero mayor de individuos, si
fuera posible, en portadores homocigotos, portadores heterocigotos y en portadores
heterocigotos compuestos (portadores también de otra mutacion distinta en MUTYH); ya
qgue se ha especulado que la penetrancia de las diferentes mutaciones patogénicas de
MUTYH puede ser distinta (Cleary et al., 2009).

Alternativamente, se podria considerar que el riesgo moderado aportado por la variante

¢.1147delC esté incrementado por factores genéticos de riesgo adicionales, o incluso por
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factores ambientales. En este caso encajaria el hecho de que el tumor del afecto 11.6 no
posea la transversion c¢.34G>T (p.G12C) en KRAS, comunmente encontrada en los

tumores asociados a MUTYH.

4.1.2. Estudio funcional de la variante novel

La mutacion ¢.43A>G (p.M15V) identificada en los individuos de la segunda generacién
afecta no ha sido descrita previamente, ni en las bases de datos publicas (dbSNP,
1000Genomes o NHLBI Exome Variant Server), ni en 500 alelos de individuos de origen
espafiol (Quesada et al., 2011). Esta mutacién supone un cambio de la metionia 15 por
una valina para la isoforma mitocondrial (a), clasificado por todos los programas de
prediccion in silico utilizados como funcionalmente relevante. La metionina afectada esta
muy conservada a lo largo de la evolucién. Por otro lado, este cambio también inactiva el
coddn de inicio para los transcritos que codifican las isoformas nucleares de MUTYH (B y
y). MUTYH es un gen que presenta un alto grado de splicing alternativo, con expresién
diferencial dependiente del érgano (Plotz et al.,, 2012). Se ha visto que las isoformas
nucleares de la proteina son especialmente relevantes en el colon derecho, localizacién

de al menos 5 de los tumores desarrollados en la familia estudiada.

En colaboracion con el laboratorio del Dr. Plotz de la Universidad de Frankfurt, se estudio
la expresion de los diferentes transcritos de MUTYH en presencia del cambio ¢c.43A>G. El
andlisis de expresion se realiz6 mediante PCR cuantitativa en ARN extraido de linfocitos
de varios miembros de la familia, portadores de una o las dos variantes identificadas, asi
como en varios controles. Se observé una gran variabilidad inter-individual en la expresion
global de MUTYH vy de las diferentes isoformas por separado. Al cultivar los linfocitos una
semana para inducir la expresion de las isoformas nucleares, se detecté una reduccion
estadisticamente significativa de los transcritos f y y en los individuos portadores del
cambio c.43A>G. Sin embargo, esta reduccion de la expresién no representa la pérdida
completa del alelo c.43A>G, resultados que se confirmaron por secuenciacion directa del
ARN mensajero. A pesar de ho mostrar un efecto muy relevante en la transcripcion de las
isoformas, la mutacién, afecta a la Metionina 1 de las isoformas nucleares y por tanto
altera el codon de iniciacion de la traduccion. Tedricamente, el codén de iniciacion de las
formas nucleares se transladaria del exén 2 al exé6n 4, dando lugar a una proteina
exactamente igual que la que se traduce a partir del transcrito BAA89339, una proteina

muy inestable que ademas no tiene elementos funcionales relevantes (Plotz et al., 2012).
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Todos estos resultados apuntan a que el cambio c.43A>G es una mutacion patogénica

que impide la correcta traduccion de las isoformas nucleares (B y y) de MUTYH.

4.2, Caracteristicas clinicas y moleculares de la familia

Las caracteristicas clinicas que actualmente se tienen en cuenta para realizar el estudio
genético de MUTYH (Brand et al., 2012) pueden dejar fuera del marco de consideracion a

familias, como la nuestra, con fenotipos poco habituales.

En el momento del asesoramiento genético realizado a la familia en estudio, ésta
mostraba unas caracteristicas fenotipicas que condujeron a su clasificacion como CCRf-X,
lo que implica un modelo de herencia aparentemente dominante y la ausencia de

poliposis.

Primero de todo, quizds el rasgo de confusibn mas claro es el patron de herencia
aparentemente dominante que se observa en la familia estudiada. Si los portadores
heterocigotos de mutaciones en MUTYH realmente tienen un riesgo incrementado de
CCR tal y como se ha sugerido (Jones et al., 2009b), puede provocar que aparezcan en
una misma familia mas individuos afectos de los que se esperaria en un modelo de
herencia autosémico recesivo, confundiéndolo en consecuencia con un patron dominante.
La predisposicion incrementada en estos casos vendria dada por la deficiencia
monoalélica de MUTYH, probablemente junto a otros factores de riesgo, ya sean
ambientales o genéticos. Un indicio que podria ayudarnos a desenmascarar la naturaleza
recesiva de estas variantes es la extrema anticipacion en la edad de diagnéstico que se

da entre la primera (85 y 73 afios) y la segunda (43, 45 y 46 afos) generacion afecta.

Por otro lado, aunque la mayoria de individuos con mutaciones bialélicas en MUTYH
desarrollan polipos (<100), la poliposis no es una caracteristica siempre presente en este
sindrome. Se han descrito individuos con poliposis asociada a MUTYH que han
desarrollado CCR sin 0 muy escasos poélipos (Croitoru et al., 2004; Farrington et al., 2005;
Balaguer et al., 2007; Cleary et al., 2009). Recopilando los resultados de ocho estudios
poblacionales, se ha observado que el 35% de portadores de mutaciones bialélicas en
MUTYH con CCR no presentaban poélipos (Nielsen et al., 2011). Por ello, hay que
considerar la posible presencia de individuos afectos de CCR sin poélipos en el momento
de diagnéstico, incluso a edades relativamente avanzadas (en la década de los 50 afios).
Si esto sucede en varios individuos afectos de una misma familia, como en el caso en
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estudio, puede confundirse con un caso de CCR hereditario no polipdsico. En este
sentido, queda patente la importancia de realizar un buen seguimiento de los miembros de
las familias cuya causa genética de predisposicion permanece desconocida. En la familia
estudiada no se habian detectado pélipos ni adenomas en el momento de diagnéstico del
CCR ni cuando fueron asesoradas en la consulta de consejo genético, sin embargo afios
mas tarde se detectaron 34 (21 ademonas) y 7 (3 adenomas) pélipos en dos de los

afectos portadores de mutaciones bialélicas de la segunda generacion.

Otra caracteristica que hemos observado en nuestra familia es la coexistencia de tumores
con estabilidad e inestabilidad de microsatélites. La gran mayoria de los CCR de personas
con esta enfermedad presentan estabilidad de microsatélites, mientras que se ha descrito
IMS elevada en tan solo una minoria (de media 4%, con rango del 0 al 18%) (Nielsen et
al., 2011). Aunque parece claro que la via de la inestabilidad de microsatélites no es muy
comin en los tumores colorrectales asociados a MUTYH, se han descrito ciertas
similitudes histologicas entre estas neoplasias y las caracterizadas por IMS (SL y
esporadicos con elevada IMS), tales como una localizacion preferentemente en el colon
proximal, presencia de tumores sincronicos, rasgos mucinosos y una alta frecuencia de
linfocitos infiltrantes de tumor (Nielsen et al., 2009). La presencia de IMS no deberia ser

por tanto un rasgo de exclusion para la sospecha de enfermedad asociada a MUTYH.

Finalmente, comentar que los resultados obtenidos con el estudio de esta familia apoyan
la utilizacién en la practica diagnoéstica del analisis del codon 12 de KRAS en tumores
colorrectales como cribado de individuos, sobretodo de aquellos con CCR vy sin poliposis,
para realizar el estudio genético de MUTYH en todos aquellos casos en los que se
identifique KRAS ¢.34G>T (p.G12C), tal y como ya se ha propuesto anteriormente (van
Puijenbroek et al., 2008). MUTYH reconoce y elimina los desapareamientos 8-oxo-G:A del
ADN, por lo que individuos con deficiencias en este gen tienden a acumular
transversiones G>T a nivel somatico (Nielsen et al., 2011). Por ellos, el cambio ¢.34G>T
en KRAS (p.G12C) es un rasgo molecular caracteristico de los tumores asociados a
MUTYH que se identifica en el 64% de estos casos, frente a un 29% de los CCR

esporadicos (Lipton et al., 2003; Nielsen et al., 2011).

Los avances en los Ultimos afios en la NGS han facilitado el disefio de ensayos con
paneles de genes de predisposicion al CCR, o al cancer en general, que permiten su
estudio simultdneo en un conjunto de muestras (Pritchard et al., 2012; Stadler et al.,

2014). Poco a poco estos avances se van aplicando cada vez mas en la clinica, lo que
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permitira detectar mas facilmente y describir mas en profundidad estos casos con

fenotipos solapados entre sindromes de predisposicion al cancer.
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5. IDENTIFICACION DE UN NUEVO GEN DE CANCER COLORRECTAL HEREDITARIO

5.1. Hallazgos de la secuenciacion de exomas en una familia con cancer colorrectal

familiar tipo X

La segunda familia clasificada como CCRf-X que seleccionamos para ser estudiada
mediante secuenciacion de exomas completos, consta de tres individuos diagnosticados
de CCR a los 42, 67 y 72 afios, repartidos en dos generaciones. Se secuencié el ADN
extraido de sangre periférica de todos ellos, identificando un total de 32 variantes
genéticas no descritas previamente o con frecuencias alélicas poblacionales menores al
1%, compartidas por los tres individuos afectos. De todas las variantes, cuatro
correspondian a mutaciones sin sentido. Este tipo de mutaciones generalmente son
consideradas como potencialmente no funcionales, ya que crean un codon de parada
prematuro de manera que se traduce en una proteina truncada. En tres de los genes
(DACT2, DARC y FAM55B) la variante identificada esta situada en la zona final del
transcrito (codones 264 de 280, 256 de 338 y 529 de 559 respectivamente).
Contrariamente, el cuarto cambio sin sentido identificado, en el gen GEN1X, esta
localizado cerca del inicio de traduccién (codon 47), lo que aumenta las posibilidades de
gue la funcion de la proteina esté drasticamente afectada. Ademas, los tres individuos
afectos compartian 5 variantes de cambio de sentido clasificadas por los programas in
silico de prediccion de funciébn como posiblemente patogénicas, pero el estudio
bibliografico de los genes identificados no desvel6 ningin candidato especialmente

sugestivo de ser el causal del CCR en la familia.

Centrandonos en la funcién de los genes seleccionados tras el andlisis de la
secuenciacion de exomas, tres de ellos parecian especialmente interesantes: BRCA1,
GEN1X y MCC. BRCAL es un gen supresor de tumores que participa en la reparaciéon del
ADN, el control del ciclo celular y mantenimiento de la estabilidad genémica. Mutaciones
en este gen en la linea germinal predisponen a desarrollar cancer de mama, ovario,
préstata y pancreas (Antoniou et al., 2003; Al-sukhni et al., 2008). En el caso de MCC, se
han descrito mutaciones somaticas en este gen en tumores colorrectales, con lo que ha
sido propuesto como potencial gen supresor de tumores (Kinzler et al., 1991). Aun asi, los
programas in silico de prediccion de funcion clasifican las mutaciones de cambio de
sentido identificadas en nuestra familia para estos dos genes como benignas. Finalmente,
el gen GEN1X codifica una proteina implicada en la reparacion de uniones cruzadas entre

hebras de ADN (en inglés, DNA interstrand crosslinks), formando parte de la via de
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reparacion de la Anemia de Fanconi. Deficiencias en distintos componentes de esta via se
han relacionado con el cancer familiar de mama, pancreas y ovario (Seal et al., 2006;
Rahman et al., 2007; Jones et al., 2009a; Coulet et al., 2013).

Dada la naturaleza de la variante identificada en GEN1X en los tres individuos afectos de
la familia, junto con su participacion en la reparacién del ADN, consideramos este gen
como el mejor candidato para profundizar en su estudio. Aln asi, no podemos descartar
completamente el papel de las mutaciones identificadas en otros genes en el incremento a

desarrollar caAncer en la familia.

5.2. Busqueda de mutaciones en otras familias con CCR hereditario

Con el fin de valorar la implicacion del gen en el CCR hereditario, analizamos los
individuos indice de un total de 247 familias sin defectos en la maquinaria de reparacién
de bases desapareadas. De ellas, 176 cumplian los criterios de Amsterdam |y Il y las 71
restantes cumplian los criterios de Bethesda. Este segundo grupo estaba formado por
familias que cumplian los siguientes requisitios: Presencia de dos familiares de primer
grado con CCR u otros tumores relacionados, uno de ellos diagnosticado antes de los 50
afios (criterios de Bethesda 1 y 4); o tres familiares afectos independientemente de la
edad de diagndstico (criterio de Bethesda 5). Se identificaron cuatro variantes adicionales
en la serie de familias Amsterdam positivas, y ninguna en el grupo de individuos que
cumplian los criterios mas laxos. Los cambios identificados corresponden a una segunda
mutacién truncante (c.2854C>T, p.R952*) y tres variantes de cambio de sentido
(c.418G>T; p.D140Y, c.1018C>T; p.P340S y ¢.1771C>T; p.R591W).

5.3. Evaluacién de las mutaciones encontradas en GEN1X

5.3.1. Frecuencias poblacionales

La primera mutacion identificada mediante secuenciacion de exomas, c.141C>A; p.C47*,
no habia sido descrita previamente en las bases de datos publicas (Exome Sequencing
Project, 1000 genomes, dbSNP), ni tampoco se habia hallado en 500 alelos de origen
espafiol (Quesada et al., 2011). En una primera evaluacion del cambio, analizamos
mediante la técnica del CSCE 288 controles y 286 casos de CCR recogidos
consecutivamente de la misma regién geografica que la familia estudiada, sin identificar la

mutacién en ningdn individuo.
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De las variantes genéticas identificadas posteriormente en familias Amsterdam positivas,
dos no han sido descritas anteriormente y dos aparecen en las bases de datos publicas
con una frecuencia menor del 1%. Por un lado, el cambio ¢.2854C>T ha sido previamente
identificado en un individuo de origen colombiano (0,0458%, fuente 1000 Genomes), y la
variante ¢.1771C>T en dos genotipos afro-americanos (0,0154%, fuente Exome

Sequencing Project).

5.3.2. Estudio de segregacion con la enfermedad

El analisis de cosegregacion de las distintas mutaciones con el CCR en las familias
respalda la patogenicidad de las variantes en cuatro de ellas (familias 1, 2, 3 y 5). Para el
cambio ¢.1771C>T (familia 4) tan solo se ha podido examinar una hermana sana del
individuo indice, que ha resultado ser no portadora de la mutacién correspondiente. En el
caso de las familias donde los datos de segregacion son informativos, se han analizado
entre dos y cuatro muestras, siendo todas de individuos afectos de CCR o cancer de
mama en un caso, y resultando portadores de la correspondiente mutacién en GEN1X.
Idealmente se deberia analizar un nimero mayor de familiares para conseguir un estudio
de cosegregacibn mas completo, pero desgraciadamente este tipo de analisis esta
estrictamente condicionado a la disponibilidad de muestras y a la predisposicion de las

familias a colaborar en el estudio.

5.3.3. Evidencias de afectacion de la funcién y posible patogenicidad de las

variantes identificadas

Las mutaciones que crean un codon de parada, p.C47* y p.R952*, ademas de generar
una proteina truncada, se sitlan ambas en dominios funcionales de la proteina (Figura
16). De hecho, el estudio de expresion de la proteina mediante Western Blot muestra que
la expresién de la proteina en mucosa normal de un paciente portador de p.C47* es

menor que en mucosa normal de un paciente control (no portador).

En cuanto a las mutaciones de cambio de sentido, el estudio in silico de prediccion de
funcién clasifica como deletéreo el cambio p.R591W con maximas puntuaciones por todos
los programa utilizados. En el caso de p.D140Y, dos de los tres algoritmos utilizados la
clasifican como deletérea y la variante p.P340S es clasificada como neutra por todos ellos.
No se detectaron alteraciones en el splicing para ninguna de las tres variantes de cambio
de sentido utilizando los métodos de prediccion in silico habituales. Estos programas
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generalmente consideran que las mutaciones que afectan al mecanismo de corte y
empalme se sitian en las inmediaciones de la unién intron-exén. Sin embargo,
recientemente se ha desarrollado un algoritmo de prediccion que tiene en cuenta
hexdmeros de nucledtidos como elementos reguladores del splicing (Ke et al., 2011), del
gue se ha visto una buena correlacion con datos experimentales (Di Giacomo et al., 2013).
Utilizando este algoritmo de prediccion, se obtiene un valor de -2,374 para el cambio
€.418G>T (p.D140Y), altamente sugestivo de alteraciones en el mecanismo de corte y
empalme para esta variante. Queda pendiente estudiar la presencia del correspondiente

transcrito aberrante en ARN de los portadores de esta mutacion.

p.C47* p.D140Y p.P340S p.R591W p.R952*

v v v

Figura 16. Dominios funcionales y regiones desordenadas de GEN1X. Las flechas indican la
posicién de las variantes identificadas y los recuadros grises las regiones desordenadas.

Las mutaciones patogénicas a menudo estan situadas en zonas que son importantes para
la estabilidad tridimensional (3D) de las estructuras proteicas. Realizamos un estudio de
prediccion del modelo 3D de la proteina para analizar la posible alteracion de la estructura
por las variantes de cambio de sentido identificadas. Esta proteina contiene tres dominios
funcionales descritos, y el andlisis de la secuencia mediante meta-servidores (DisMeta,
Drip-Pred y MetaDisorder) concluyd que la proteina posee dos regiones desordenadas, la
primera incluye los residuos 1-30 y la segunda 95-370. Estas regiones suelen adoptar una
conformacion mas estable cuando la proteina interactlia con otros elementos, por lo que
no se puede realizar la prediccion del efecto de los cambios utilizando el modelo 3D de la
proteina (Figura 16). Dos de las variantes de cambio de sentido identificadas (p.D140Y y
p.P340S) estan localizadas en una de estas zonas, por lo que no se puede predecir su
efecto sobre la estabilidad de la proteina. En cambio el residuo R591 esta situado en un
lazo que conecta dos hélices a cerca de un dominio funcional (Figura 16). Esta secuencia
hélice-lazo-hélice esta altamente conservada en la evolucion, y los diferentes modelos de
prediccion 3D para GEN1X concuerdan en que el residuo R591 siempre se localiza en el
lazo expuesto al solvente, de manera que el cambio ¢.1771C>T desestabiliza la estructura

helicoidal de este segmento de la proteina. Estas observaciones estan en consonancia
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con el andlisis in silico de prediccion de funcién, con resultados consistentes tan solo para
la variante p.R591W.

5.3.4. Ensayo de viabilidad celular en respuesta a agentes de dafio celular

Defectos en la via de reparacion de la anemia de Fanconi causan sensibilidad a agentes
intercalantes del ADN como la MMC vy el cisplatino (D’Andrea y Grompe, 2003). Puesto
gue nuestro gen de interés se ha relacionado con esta via, realizamos un ensayo de
viabilidad celular en respuesta a MMC utilizando linfocitos inmortalizados de un portador
de la mutacién c.141C>A (p.C47*) y como controles, un paciente con Anemia de Fanconi
y mutacién bialélica en FANCA (FANCA-/-), un individuo sano y dos pacientes con
mutaciones bialélicas en nuestro gen de interés (GEN1X-/-). Este experimento mostré que
células con un solo alelo funcional del gen presentan una sensibilidad mayor que células
salvajes a concentraciones relativamente altas de MMC (10-70 nM), pero menor que
aguellas con dos copias andmalas del gen. Estos resultados sugieren que defectos de una
copia de GEN1X ya provocan un fallo en la reparacién del ADN, siendo consistente con un

modelo de haploinsuficiencia.

Para demostrar de manera definitiva que las mutaciones de cambio de sentido
identificadas tienen un efecto funcional estamos desarrollando actualmente un sistema
celular deficiente en nuestro gen de interés donde poder transfectar vectores con cada
una de las mutaciones identificadas. Esto nos permitiria realizar ensayos in vitro de
sensibilidad a la MMC y analizar si los distintos cambios tienen un efecto similar o menor

gue la delecion completa del gen.

5.4. Papel del gen en la carcinogénesis colorrectal

5.4.1. Gen supresor de tumores: Busqueda del segundo evento a nivel soméatico

En los sindromes de cancer hereditario causados por mutaciones en un gen supresor de
tumores se hereda una copia anomala del gen de uno de los progenitores, mientras que la
otra copia se inactiva en el tejido diana (inactivacién somatica) (Knudson, 1976). En base
a esta hipotesis, estudiamos los tumores de portadores heterocigotos de mutacion en
nuestro gen de interés en busca del evento que inactivase a nivel somatico el segundo

alelo del gen.
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Para la familia portadora de la mutacion truncante ¢.141C>A (familia 1) pudimos estudiar
muestras de los tres individuos afectos. Analizando el ADN tumoral no se detectaron
mutaciones adicionales en GEN1X en ninguno de los tumores. Tampoco se observo
pérdida de heterocigosidad, determinada mediante el estudio de microsatélites cercanos
al gen para los individuos 1.6 y 1.5, y con la secuenciacion de exomas completos del
tumor del probando. Ademas, considerando otros mecanismos de silenciamiento génico,
como la hipermetilacién del promotor, se estudid la expresion alelo-especifica de GEN1X
utilizando la técnica de SNaPshot, pero no se detecté pérdida de expresion del alelo
salvaje en el ARN. De hecho, en el caso del afecto II1.5 se observéd una ratio entre tejido
normal y tumoral consistente con la ganancia de una copia del alelo salvaje o pérdida del
mutado. Tampoco se observéd pérdida de expresion proteica de GEN1X en tejido tumoral
del probando, al contrario, la proteina mostraba niveles mayores de expresion, consistente
con la ganancia del cromosoma donde el gen esta localizado, que ya habiamos observado
gracias al estudio del tumor mediante arrays de niumero de copia (datos no mostrados)
(T14, Bellido et al., 2014).

Igualmente, pudimos comprobar que los tumores pertenecientes a dos afectos portadores
de la mutacion c.418G>T en el gen de interés (familia 3) tampoco presentaban pérdida de

heterocigosidad, es decir delecion del alelo salvaje.

Estos resultados hacen pensar que GEN1X no actia como un gen supresor de tumores
clasico. Sugieren que existe un efecto dominante negativo de la mutacion de manera que
aun con un alelo salvaje del gen la funcién de la proteina en las células se podria ver

afectada.

5.4.2. Gen implicado en la reparacién del dafio genético: ¢Acumulacion de errores
en el ADN?

Existen evidencias de la gran heterogeneidad mutacional que hay en el cancer. Esta
variabilidad incluye el tipo de cancer, el espectro de mutaciones y la frecuencia mutacional
a lo largo del genoma, resultado de la expresion génica y de los tiempos de replicacién del
ADN (Lawrence et al., 2013). De este modo, la prevalencia de mutaciones somaticas es
muy variable entre tipos de cancer y también dentro de ellos, moviéndose la tasa
mutacional en un rango de 0,001 mutaciones por megabase (Mb) a mas de 400 por Mb
(Alexandrov et al., 2013). En el CCR hay casos ocupando toda la amplitud del espectro,

aunque se puede diferenciar una mayoria (84%) con una tasa de mutacién menor de 8,24
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por Mb, de aquellos con tasas mayores de 12 mutaciones por Mb (16%), denominados
hipermutados (Network Cancer Genome Atlas (TCGA), 2012). Gran parte de estos
tumores se caracterizan por presentar niveles altos de IMS con frecuente silenciamiento
epigenético de MLH1, pero una porcion considerable (aproximadamente un 25%) y
correspondiente a los tumores con mayor tasa mutacional, son portadores de mutaciones

en otros genes MMR o en la subunidad catalitica de POLE.

La secuenciacion de exomas completos del tumor del individuo indice de la familia
portadora de la mutacién en la linea germinal ¢.141C>A en GEN1X, permitid identificar un
total de 236 mutaciones somaticas. Destaca la presencia de mutaciones en genes
tipicamente alterados en el CCR, tales como APC, KRAS o PIK3CA. La tasa mutacional
en el tumor analizado es de 5 mutaciones por Mb, reduciéndose a 1,3 por Mb si se
consideran solo los cambios no sinénimos, por lo que encaja dentro del rango observado

para los tumores colorrectales no hipermutados (Network TCGA, 2012).

Existen seis tipos de sustitucion de base nucleotidica: C:G>G:C, C:G>AT, T:A>C:G,
T:A>G:C, T:A>A:T, C:G>T:A. La diversidad y complejidad del desarrollo de la
carcinogénesis conlleva a que se generen distintas firmas genéticas representativas del
proceso mutacional somatico en los distintos tipos de canceres (Alexandrov et al., 2013).
El andlisis de los cambios identificados en el tumor estudiado reveld un patron singular
caracterizado por un exceso de las sustituciones T:A>G:C y C:G>G.:C, que difiere de lo
identificado en los CCR del TCGA, tanto hipermutados como no hipermutados. La
frecuencia de ambas transversiones, 10,5% para T:A>G:C y 12,5% para C:G>G:C, supera
en ambos casos el percentil 95 en CCR no hipermutados. Por otro lado, comparando el
espectro mutacional asociado a nuestro gen de interés con los tumores colorrectales
hipermutados, observamos que el cambio C:G>G:C sigue siendo més frecuente, pero que
éstos también presentan un incremento similar en la frecuencia de la sustitucion T:A>G:C
(Figura 17). Esta mayor proporcion de cambios T:A>G:C también se ha observado en los
tumores hipermutantes desarrollados en el CCR asociado a la actividad reparadora de la
polimerasa, causada por mutaciones germinales en POLE y POLD1 (Briggs y Tomlinson,
2013). Estos resultados sugieren que la haploinsuficiencia de GEN1X puede causar un
determinado tipo de errores debido a defectos en la reparacion del ADN. No obstante,
para validar esta hipotesis es necesario estudiar a nivel genético y gendmico mas tumores
asociados a deficiencias en este gen. Si el espectro mutacional se confirma, estariamos
ante una nueva firma genética, resultado del proceso mutacional producto de los errores

en la reparacion del ADN mediada por GEN1X.
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Figura 17. Comparacion del espectro mutacional somatico del tumor CCR asociado a GEN1X
y los 239 tumores de CCR del TCGA. EIl tumor analizado corresponde al desarrollado por el
portador de la mutacion ¢.141C>A (p.C47*) en GEN1X. Los tumores del TCGA se han considerado
separadamente los hipermutados de los no hipermutados.

5.4.3. Participacion de GEN1X en la progresion tumoral

Ademas de su papel como gen de susceptibilidad, evaluamos la posible implicacion de
GEN1X como promotor de la carcinogénesis y de la progresion tumoral. Para ello
realizamos el silenciamiento estable del gen mediante ARN de horquilla pequefia (ShRNA,
del inglés, short hairpin RNA) en la linea celular Caco-2. Estas son células intestinales
humanas procedentes de un cancer de colon de un individuo caucéasico. Se inyectaron
subcutdneamente células Caco-2 con o sin expresion de GEN1X en ratones atimicos.
Como no se observaron diferencias entre los tumores generados por un grupo de ratones
o el otro, se implantaron ortotépicamente fragmentos equivalentes de los tumores en el
ciego de nuevos ratones atimicos. Tedricamente estos tumores ya serian portadores de
las mutaciones caracteristicas de la deficiencia de GEN1X. La implantacién ortotépica de
tumores, directamente en el érgano de origen, se considera un modelo con mejor valor
predictivo que los modelos subcutaneos convencionales, ya que estos tumores crecen en
condiciones celulares y tisulares mas similares al del tumor original, en este caso en el

colon. Aunque sin alcanzar significancia estadistica, observamos una tendencia de los
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tumores derivados de Caco-2 con el gen de interés silenciado a ser mas grandes que los
del grupo control. Ademas, mientras que no se observd metéstasis en ningln ejemplar
control, se detectaron dos tumores macroscoépicos en el diafragma de dos ratones del
grupo con silenciamiento de GEN1X. Esto hace pensar que los tumores derivados de
Caco-2 con deficiencias en esta proteina puedan ser ligeramente mas agresivos que los
del grupo control. A pesar de la tendencia observada, detectamos una considerable
variabilidad en el tamafio de los tumores resultantes de los dos grupos experimentales
(con o sin silenciamiento de GEN1X). Esto podria explicarse debido a la seleccion de
diferentes sub-clones celulares en cada tumor. De hecho, hemos corroborado esta
hipotesis tras secuenciar los exomas de dos tumores provenientes de lineas con el gen

silenciado y dos tumores provenientes de lineas con el gen sin silenciar.

Ademas, dada la naturaleza celular de Caco-2, es posible que el potencial carcinogénico
basal de esta linea celular sea mas intenso que las capacidades tumorogénicas
generadas con la pérdida de GEN1X. Para evitar este posible factor de confusién, cabria
repetir el experimento con el silenciamiento del gen en una linea celular normal, sin

propiedades carcinogénicas intrinsecas

5.4.4. GEN1X como gen de alta penetrancia en el cancer colorrectal

Los hallazgos presentados en esta tesis doctoral sefialan que mutaciones en GEN1X
pueden estar implicadas en la susceptibilidad al CCR hereditario, por lo que deberia
tenerse en cuenta y ser integrado en los programas de consejo genético en familias con

CCR no polipdsico.

El hecho de que se hayan detectado mutaciones en este gen en familias que cumplen los
criterios mas estrictos de agregacion familiar, los criterios de Amsterdam, pero no los de
Bethesda, sugiere que éste es un gen de alta penetrancia. Segun los resultados obtenidos
en nuestra serie de muestras, con 176 familias analizadas de diferentes zonas geograficas
de la peninsula Ibérica, mutaciones patogénicas en GEN1X podrian explicar cerca del 3%
de las familias Amsterdam positivas sin causa genética conocida. Sin embargo sera
necesario analizar un nimero mayor de casos para determinar con mayor precision la

prevalencia y penetrancia de las mutaciones en este gen en el CCR hereditario.
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6. IDENTIFICACION DE LAS CAUSAS GENETICAS DEL CANCER COLORRECTAL
FAMILIAR TIPO X

A pesar del conocimiento acumulado en las ultimas décadas, el CCRf-X junto con la
poliposis serrada agrupan la mayor parte de casos de CCR familiar cuya etiologia
genética permanece desconocida. Determinar la causa genética subyacente en estas
familias es de suma importancia, ya que permitiria distinguir aquellos individuos de las
familias con mayor riesgo a desarrollar cancer de los que presentan un riesgo similar al de
la poblacion general. De esta forma, los individuos a riesgo podrian someterse a una
vigilancia periddica y beneficiarse de la detecciébn precoz de posibles tumores, cuya
eficacia ha sido probada para disminuir considerablemente la incidencia y la mortalidad
del CCR (Levin et al, 2008). Asimismo, los familiares sin la alteracion genética
subyacente dejarian de someterse a una vigilancia médica tan intensa, y a menudo

invasiva, como los portadores de mutacion en un gen de alta penetrancia.

Tan solo un 2-3% de los casos diagnosticados de CCR cumplen los criterios de
Amsterdam, de los que al menos la mitad corresponden a casos con SL. Practicamente el
resto, aproximadamente el 40% de los casos que cumplen los criterios de Amsterdam, se
agrupan dentro del CCRf-X. Dada la baja incidencia del CCRf-X, resulta complicado reunir
un namero elevado de casos, en ocasiones necesario para poder llegar a conclusiones
consistentes. En nuestro estudio, gracias a la colaboracion con otros centros del pais se

ha conseguido una coleccién de muestras que agrupa 176 familias con CCRf-X.

El CCRf-X es una entidad heterogénea. Recordemos que incluye aquellos casos que
comparten unas mismas caracteristicas clinicas, pero que pueden enmascarar bases
genéticas muy diferentes. Dilucidar esta forma de CCR incluye la paradoja de la
naturaleza monogénica o poligénica de la enfermedad, pudiendo estar implicadas una
sola mutaciéon de alta penetrancia o mdltiples variantes de bajo o moderado riesgo. El
enfoque inicial del que se parte condicionara el planteamiento del estudio a realizar. El
trabajo realizado en esta tesis para la busqueda de nuevos genes de susceptibilidad en el
CCRf-X ha tratado la enfermedad bajo un enfoque monogénico. Ademas de nuestros
resultados que implican a GEN1X como gen causal en un numero de familias,
recientemente se han identificado nuevos alelos poco frecuentes de susceptibilidad para
el CCR familiar en otros genes, tales como OGG1, PTPRJ, BUB1 y BUB3, entre otros
(Garre et al., 2011; Venkatachalam et al., 2010; de Voer et al., 2011). Seria interesante
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estudiar estos genes en nuestras familias diagnosticadas con CCRf-X, ya que podrian

explicar el riesgo incrementado en alguna de ellas.

En la misma linea, se ha de considerar que la asociacion genotipo-fenotipo no siempre es
directa. Puede que algunas de las familias clasificadas como CCRf-X estén causadas por
defectos en genes tipicos de CCR, pero que no presentan el fenotipo habitual para
alteraciones de ese gen. Este es el caso de una de las familias que hemos estudiado en
nuestro laboratorio y que constituye parte del trabajo presentado en esta tesis, donde se
han identificado afectos con mutaciones monoalélicas y bialélicas en MUTYH. De igual
modo, en otro estudio se han descrito mutaciones en BMPR1A, gen clasicamente
asociado a la poliposis juvenil, en una familia con CCRf-X (Nieminen et al., 2011). El
andlisis generalizado de todos los genes de riesgo de CCR ayudara a detectar estos
casos con fenotipos que difieren del clasicamente asociado a mutaciones en un gen
determinado. Esto comienza a ser actualmente una realidad gracias al estudio completo
de paneles de genes de susceptibilidad al cancer utilizado técnicas que combinan la

captura de regiones del genoma y la secuenciacion paralela masiva.

En el otro extremo, existe la posibilidad de que algunos casos de CCRf-X concuerden con
un modelo poligénico de la enfermedad, con la posible participacién del ambiente o estilo
de vida, lo que hace méas complejo su estudio. Aunque generalmente se ha considerado
que los alelos de bajo riesgo desempefian un papel relevante en las formas de cancer
esporadico, también se ha propuesto su participacion en el cancer familiar. Se ha sugerido
que la agrupacion de variantes de baja penetrancia pueden explicar parte del exceso de
riesgo observado en familias con CCR (Middeldorp et al., 2009; Niittymaki et al., 2010).
Actualmente se han descrito cerca de 50 variantes de riesgo a CCR
(http://www.genome.gov/gwastudies), cuya implicacion en la agregacién de cancer en las

familias X seria interesante evaluar.

Finalmente, también existe la opcidon de que algunas familias con CCRf-X hayan sido
clasificadas como tal debido a la coexistencia de multiples casos esporadicos, agregados
en la familia como resultado de un ambiente compartido, el estilo de vida o incluso

simplemente por azar.
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Conclusiones

e Los pacientes con CCR hereditario no polipdsico muestran un patron de longitud
telomérica en sangre distinto segun el estado de la maquinaria de reparacién de bases

desapareadas.

e El acortamiento telomérico podria actuar como factor de riesgo a desarrollar cancer en

el SL, mientras que en el CCRf-X lo haria una longitud mayor de los telémeros.

e Descartamos el acortamiento de los teldmeros como mecanismo molecular que

explique el fendmeno de la anticipaciéon genética observada en el SL.

e Datos preliminares sugieren que el acortamiento telomérico podria tener relacién con la
dependencia del riesgo a desarrollar cancer segun origen materno-paterno de la mutacion

causal en el SL.

e Mutaciones en GALNT12 no contribuyen al CCRf-X, sugiriendo que no es un gen de

alta penetrancia para el CCR.

e La secuenciacion de exomas es una técnica Util para la identificacion del gen causal de

la predisposicion al cancer en el CCRf-X.

e En el diagndstico genético de la poliposis asociada a MUTYH se deben considerar
fenotipos clinicos que no cumplen los criterios establecidos, incluyendo: Herencias
aparentemente dominantes debido al riesgo que aportan las variantes monoalélicas en
MUTYH, ausencia de polipos, o presencia de tumores con inestabilidad de microsatélites.
El analisis universal de la mutacion KRAS ¢.34G>T (p.G12C) en los tumores colorectales
o la utilizacion de paneles completos de genes en el diagndstico genético de rutina del

cancer familiar ayudaran a la identificacién de familias MUTYH con fenotipos atipicos.

e Lavariante c.43A>G (p.Metl5Val) en MUTYH es una mutacién patogénica que actla a
través de la inactivacion del coddn de inicio de la traduccién de las isoformas nucleares (3

YY), especialmente relevantes en el epitelio colorrectal.

e Hemos identificado un nuevo gen de predisposicion al CCR que podria explicar
aproximadamente un 3% de las familias que cumplen los criterios de Amsterdam sin
defectos en maquinaria de reparacion de bases desapareadas del ADN. La
haploinsuficiencia de este gen podria causar una reparacion defectuosa del ADN con la

consiguiente acumulacién de un tipo especifico de errores.
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No association between germline allele-specific expression of TGFBR1 and

colorectal cancer risk in Caucasian and Ashkenazi populations

Nuria Segui, Kristen N Stevens, Elisabet Guiné, Laura S Rozek, Victor Moreno, Gabriel

Capella, Setephen B Gruber y Laura Valle.

British Journal of Cancer 104(4):735-40; 2011

Resumen:

La expresion alelo-especifica de TGFBR1 se habia presentado en un estudio anterior
como un factor genético de riesgo a desarrollar CCR (odds ratio cercana a 9). Sin
embargo, los resultados obtenidos requerian validacién en una serie independiente para

poder evaluar su posible aplicacién en la evaluacién clinica de la susceptibilidad al CCR.

Para ello estudiamos 426 pacientes con CCR y 433 controles de origen judio Asquenazi y
178 pacientes con CCR espafioles. Para el estudio de expresiéon alelo especifica del gen
utilizamos la pirosecuenciacion, una técnica cuantitativa que mostré mayor robustez que el
SNaPshot, método utilizado para la evaluacién del desequilibrio alélico en el estudio

original.

De la coleccion de muestras de origen judio Ashkenazi el 26,5% de los individuos fueron
informativos para al menos uno de los marcadores alélicos estudiados. Se estudid la
expresion alelo-especifica en ARN extraido de sangre periférica, obteniendo valores en un
rango de 0,76 a 1,67 (mediana: 1,00) para los casos y de 0,67 a 1,39 (mediana: 1,00) para
los controles (diferencia media: -0,003; intervalo de confianza 95%: -0,032 a 0,025;
p=0,81). En la serie espafiola, 50% de los individuos resultaron informativos para los
marcadores alélicos analizados. Se evalud la expresion alelo-especifica del gen en ARN
extraido de mucosa colonica normal. Los valores de expresion alelo-especifica para este
grupo oscilaron entre 0,68 y 1,40 (mediana: 1,01), sin detectar diferencias
estadisticamente significativas al comparar con los casos de CCR judio Ashkenazis y/o
controles. En conjunto, nuestros resultados no muestran diferencias en el grado de
expresion alelo-especifica de TGFBRL1 entre pacientes con CCR y controles, sugiriendo

gue no contribuye a la predisposicion genética del CCR.
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BACKGROUND: Germline allele-specific expression (ASE) of the TGFBRI gene has been reported as a strong risk factor for colorectal
cancer (CRC) with an odds ratio close to 9. Considering the potential implications of the finding, we undertook the task of validating
the initial results in this study.

METHODS: Allele-specific expression was measured using the highly quantitative and robust technique of pyrosequencing. Individuals
from two different populations were studied, one Caucasian-dominated and the other of Ashkenazi Jewish descent, with different
sources of non-tumoral genetic material in each.

RESULTS: Our results showed no statistically significant differences in the degree of ASE between CRC patients and controls,
considering ASE as either a quantitative or a binary trait. Using defined cutoff values to categorise ASE, 1.0% of blood lymphocytes
from informative Israeli cases (total n=96) were ASE positive (median 1.00; range 0.76—1.31) and 2.2% of informative matched
controls (total n=90) were ASE positive (median |.00; range 0.76—1.87). Likewise, normal mucosae from Spanish patients (median
1.03; range: 0.68—1.43; n="75) did not show significant differences in the degree of ASE when compared with the Israeli patients or

controls.

© 201 | Cancer Research UK

cancer-predisposing gene

Colorectal cancer (CRC) is among the four most common cancers
in industrialised countries, and is one of the leading causes of
cancer-related deaths. Although familial clustering of CRC occurs
in 20-30% of all cases, the known highly penetrant autosomal-
dominant and -recessive forms of the disease account for less than
5% of all CRC cases (de la Chapelle, 2004; Lynch et al, 2009).
Although additional low-penetrance alleles have been proposed in
the last few years, the underlying genetic risk factors for CRC
predisposition remain largely unknown (Hemminki et al, 2009).
On the basis of previous evidence that pointed towards the
importance of downstream signalling elements of the transforming
growth factor f (TGF-f5) pathway in CRC (Wood et al, 2007), and
the known linkage peak for familial CRC in 9q22-31 where
TGFBRI is located (Wiesner et al, 2003; Kemp et al, 2006;

*Correspondence: Dr L Valle; E-mail: Ivalle@iconcologia.net or
Dr SB Gruber; E-mail: sgruber@med.umich.edu
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CONCLUSIONS: Taken together, these results suggest that ASE of TGFBR/ does not confer an increased risk of CRC.
British Journal of Cancer advance online publication, || January 201 I; doi:10.1038/s).bjc.6606079  www.bjcancer.com

Keywords: allele-specific expression; allelic imbalance; TGFBR; colorectal cancer predisposition; pyrosequencing;

Skoglund et al, 2006), we undertook the task of studying the role of
TGFBR1 in CRC predisposition. Although risk-conferring germline
genetic variants in this gene had not been identified, we reported
that germline allele-specific expression (ASE) of TGFBRI,
measured with the SNaPshot technique, occurred in ~20% of
informative CRC patients and ~3% of informative controls, thus
conferring a substantially increased risk of CRC (odds ratio 8.7,
95% confidence interval (CI): 2.6-29.1) (Valle et al, 2008). This
differential allele-specific expression was suggested to be domi-
nantly inherited and to alter the downstream SMAD-mediated
TGF-f signalling (Valle et al, 2008). A subsequent report showed
that APC§”"/ +;Tgfbr1 ™/~ mice developed twice as many intestinal
tumours and colonic carcinomas as APCM™ +;Tgﬂ)r1+/ *, sup-
porting the role of TGFBRI gene haploinsufficiency in CRC
development (Zeng et al, 2009). Also, TGFBRI*6A, a common
variant in exon 1 of the gene, has been weakly associated with CRC
(Pasche et al, 2004; Skoglund et al, 2007).

As allele-specific expression of TGFBRI has the potential to be
used in the clinical evaluation of CRC risk, the aim of this study
was to further investigate the extent of ASE of TGFBRI in CRC
using the robust and specific pyrosequencing technique for ASE


http://dx.doi.org/10.1038/sj.bjc.6606079
http://www.bjcancer.com
mailto:lvalle@iconcologia.net
mailto:sgruber@med.umich.edu
http://www.bjcancer.com
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determination. In addition, we studied two different populations
with different biological sources of non-tumour genetic material to
evaluate ASE frequency in a variety of populations.

MATERIALS AND METHODS

Patients and controls

Uncultured blood lymphocytes from a total of 426 Ashkenazi
Jewish CRC patients and 433 Ashkenazi Jewish controls were
obtained from a collection of Israeli CRC patients and matched
controls. This series corresponds to a population-based case-
control study (Molecular Epidemiology of Colorectal Cancer;
MECC) of incident CRC, including histopathologically confirmed
cases of all incident CRC diagnosed in northern Israel beginning
31 March 1998 (Poynter et al, 2005). Informed consent was
obtained from all of the subjects who participated in the study. All
426 CRC patients showed tumour microsatellite stability and did
not carry germline mutations in known cancer-predisposing genes.

A total of 178 normal mucosae from Spanish CRC patients
(6% showed tumour microsatellite instability) were obtained
from a hospital-based case-control study (Bellvitge Colorectal
Cancer Study; BCCS). Cases were consecutive patients with a new
diagnosis of colorectal adenocarcinoma attending a University
Hospital in Barcelona. Details about the study population,
interviews and collection of biological samples were published
elsewhere (Landi et al, 2003).

Nucleic acid extraction and cDNA synthesis

Genomic DNA from purified blood lymphocytes and frozen
normal colon mucosa was extracted using standard phenol-
chloroform procedures. For total RNA extraction, the different
tissue sources were processed with TRIzol reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). In all cases, nucleic acid concentrations and
purities were analyzed with the NanoDrop spectrophotometer, and
the level of degradation of the RNA (RIN number) was checked by
using the RNA Nano assay on the Agilent 2100 Bioanalyzer system
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) when necessary.
Total RNA was treated with DNAse (DNAfree, Ambion, Austin,
TX, USA) before cDNA synthesis (Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

Genotyping of transcribed SNPs

Current techniques for ASE determination require heterozygous
markers in the transcribed regions of the gene to discriminate
between its two alleles. The transcribed markers we used were four
SNPs located in the 3’-UTR region: rs334349, rs420549, rs7850895
and rs1590. Owing to the fact that rs334349 and rs1590 are in
strong linkage disequilibrium, only the latter was genotyped to
determine the informativeness of both. Three commercially
available TagMan SNP genotyping assays were used to genotype
rs420549 (C_662618_1), rs7850895 (C_29248567_20) and rs1590
(C_2945143_10) (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA).
Reactions were performed following the instructions provided by
the manufacturer.

ASE determination by pyrosequencing

PCR and pyrosequencing reactions for rs334349, rs1590 and
rs420549 were performed as described previously (Guda et al,
2009). For rs7850895, PCR and sequencing primers were designed
using the PSQ Assay Design software provided by the manufac-
turer: PCR-fw-5'-TCATGCCATATGTAGTTGCTGTAG-3'; biotiny-
lated PCR-rv-5'-ACACCCCTAAGCATGTGGAGA-3'; and SEQ-5'-C
CTAGTGCAAGTTACAATAT-3. After PCR, DNA and cDNA
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amplification products were sequenced on a PyroMark MD
pyrosequencing instrument (Qiagen, Chatsworth, CA, USA).

The proportions of individual alleles for each SNP were obtained
from the PyroMark MD software calculations. The medians and
standard deviations (s.d.) of the triplicates for both DNA and
cDNA were calculated for each SNP. To obtain an ASE value, the
ratio of the common vs the rare allele in the cDNA was normalised
to the respective ratio in the DNA: cDNA (median common allele/
median rare allele)/DNA (median common allele/median rare
allele). The final ASE value was calculated as the median of the ASE
values obtained for the SNPs studied in each sample.

Before the complete analysis of all informative samples, we
tested the robustness and reproducibility of pyrosequencing
compared with SNaPshot, the technique used in the original
report (Valle et al, 2008), by randomly choosing 10 informative
samples and measuring ASE using both techniques. SNaPshot was
carried out as described previously (Valle et al, 2008) and ASE
value calculations were performed as described above for both
techniques. Pyrosequencing yielded lower variability in ASE
among different SNP markers and it was able to obtain valuable
results in situations when SNaPshot was not able to assess ASE
(Supplementary Table 1). Guda et al (2009) previously reported
additional information showing that ASE results obtained by
pyrosequencing can be reproduced by SNaPshot, supporting the
ability of pyrosequencing to detect allelic imbalances.

Statistical analyses

Pairwise comparisons between cases and controls were performed
using the Wilcoxon’s rank-sum test and Bonferroni correction was
applied to account for the two comparisons performed: MECC
cases vs MECC controls and MECC cases vs BCCS cases.

To dichotomise the ASE variable, cutoff points were established
based on the ASE values obtained in cancer-free controls
(median + (2 x 5.d.)). When ASE was considered as a binary
variable, comparisons of proportions between cases and controls
were performed using a likelihood ratio test derived from logistic
regression adjusting for population source.

RESULTS

Among a total of 426 Ashkenazi Jewish CRC patients from the
Israeli MECC study, 115 (27%) were informative for at least one
SNP tested: 88 (20.7%) for rs334349 and rs1590, 65 (15.3%) for
rs420549 and 18 (4.2%) for rs7850895. Of a total of 433 Ashkenazi
Jewish MECC controls, 112 (25.9%) were informative: 81 (18.7%)
for rs334349 and rs1590, 59 (13.6%) for rs420549 and 19 (4.4%) for
rs7850895. Of 178 normal mucosae from a Spanish collection of
Caucasian CRC patients (BCCS), 88 (49.4%) were heterozygous for
at least one SNP genotyped: 64 (36%) for rs334349 and rs1590, 64
(36%) for rs420549 and 18 (10%) for rs7850895. Three of the 88
had no RNA available.

ASE values were obtained for 96 (83.5%) informative MECC
CRC patients, 90 (80.4%) informative MECC controls and
75 (85.2%) informative BCCS CRC patients. The ASE values
obtained for cases and controls are shown in Figure 1. For the
MECC series alone, values range from 0.76 to 1.31 (median: 1.00)
in cases, and from 0.76 to 1.87 (median: 1.00) in controls
(Figure 1A). When ASE was considered as a continuous variable,
no differences were detected between cases and controls (median
difference —0.002; 95% CI: —0.027 to 0.032; P=0.86). Although
observed data suggest that ASE is a quantitative trait, ASE was
transformed into a binary trait (ASE vs non-ASE) to facilitate the
interpretation of the results. For this purpose, cutoff points were
defined based on the results obtained in controls (median
+ (2 x s.d) =1.00 £ (2 x 0.157)). Under that criterion, 1.0% (1 out
of 96) of informative CRC patients and 2.2% (2 out of 90) of
informative controls showed ASE of TGFBRI (P =0.52) (Figure 2).
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Figure 2 TGFBR/I ASE distribution in |71 CRC patients (96 MECC
(black dots) and 75 BCCS (grey dots) CRC patients) and 90 controls. The
median and cutoff points, defined as the median + 2 x s.d. of controls, used
to categorise ASE are indicated as discontinuous lines.

No differences in ASE levels were identified between MECC CRC
patients (median 1.00; range 0.76-1.31) and BCCS patients
(median 1.03; range 0.68-1.43) (median difference 0.026; 95%
CI: —0.001 to 0.059; P=0.06). Consistent with this analysis, no
differences were identified between MECC and BCCS CRC patients
when ASE was treated as a binary variable (P=0.20), suggesting
that ethnic origin (Ashkenazi Jewish and Caucasian) and the
source of biological material assessed (uncultured blood lympho-
cytes and normal colon mucosae) do not have a major influence on
TGFBR1 ASE assessment. This allowed us to combine the two
groups of CRC patients and compare them with the available group
of controls (Figures 1B and 2). Combining all data from MECC and
BCCS subjects, no differences were detected between CRC patients
and controls when considering ASE as either a quantitative
(median difference —0.010; 95% CI: —0.037 to 0.017; P=10.48) or a
binary variable (P =0.52, adjusted by population).

The RNA quality of subjects with ASE in both the BCCS and
MECC series was checked to confirm that they had been classified
as such owing to the presence of real allelic imbalances and not
owing to technical artefacts caused by poor RNA quality. In all
samples where the source RNA was available, the RIN value was
above 6. To ensure that our results were not affected by poor
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performance of the PCR/pyrosequencing reaction owing to low
RNA quality, a more stringent analysis was carried out, including
only those samples whose s.d. among pyrosequencing triplicates
was below 0.20. Similar to the results using the entire sample, no
differences were detected between CRC patients and controls
(Supplementary Figure 1).

DISCUSSION

The presence of allelic imbalances is well known to be widespread
throughout the transcriptome and has been associated with cancer
risk in some instances (Yan et al, 2002; Raval et al, 2007; Chen
et al, 2008). In a previous report, we suggested that ASE of TGFBRI
confers a substantially increased risk of CRC (odds ratio 8.7),
potentially placing ASE of TGFBRI among the major contributors
to the genetic predisposition to both familial and sporadic CRC
(Valle et al, 2008). The main significance of those findings pertains
to early detection and prevention of CRC, therefore requiring
validation in larger series and different populations for future
implementation in clinical practice. Here, using a more robust
technique for ASE determination, studying Ashkenazi Jewish and
Caucasian populations, and using different sources of non-tumoral
genetic material, we identified no differences in the degree or
frequency of ASE of TGFBRI between CRC patients and controls,
discarding its role in CRC predisposition. Our results are
supported by the study by Guda et al (2009), in which it was
concluded that ASE of TGFBRI is unlikely to be the major driver of
linkage in some colon neoplasia families to the 9q22.2-31.2 region,
in which TGFBRI is located, and that ASE is not associated with
sporadic CRC (n=44). Recently, Carvajal-Carmona et al (2010)
reported no evidence of genetic variation at TGFBRI as a
predisposing factor for CRC and found no increased level of
TGFBRI ASE in 24 familial CRC patients compared with
45 informative controls. In fact, ASE turned out to be more
prevalent among controls than among cases.

Very recently, two additional studies on ASE of TGFBRI1 were
published. In the first study, ASE of TGFBRI, assessed by
SNaPshot, was found in approximately 10% of CRC patients
(15% of informative patients), agreeing with our initial report;
however, no controls were included for comparison (Pasche et al,
2010). In the second study, where ASE was measured by
pyrosequencing, 109 informative cases and 125 informative
controls were studied. No differences were identified when ASE
was considered as a binary variable; however, when treated with a
continuous variable, ASE was significantly higher in cases than in
controls. However, the differences identified between CRC patients
and controls were very subtle and definitely not useful for cancer
risk assessment (Tomsic et al, 2010). Table 1 shows the main
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Table | Summary of the characteristics and results obtained in different studies on ASE of TGFBR! and CRC risk
ASE: Cases vs controls®
Nucleic acid Allelic Informative Binary
Study Population  source Methodology markers cases; controls  Quantitative (ASE vs non-ASE)
Valle et al (2008) C ~90% Peripheral blood ~ SNaPshot rs334348 138; 105 P=0.12 Wilcoxon  Cutoff. <0.67, >1.5
O ~10% rs7871490 test (ROC analysis)
rs334349 P=0.02 ASE: 29/138; 3/105
rs1590 Permutation test P=766x10"°
Guda et al (2009) C ~89% Lymphoblastoid Pyrosequencing rs868 Familial: 46; 17 N/A Cutoff: <0.67, 215
AA ~9% cell line (EBV) rs334348 Sporadic: 44; 0 (Valle et al, 2008)
O ~2% Normal colon rs334349 Familial ASE: 2/46; 0/17
mucosa rs420549 Sporadic ASE: 0/44
rs1590
Carvajal- C ~100% Lymphoblastoid Genescan *6A/9A Familial: 24; 45 P=0.09 Wilcoxon  Cutoff. <0.67, >1.5
Carmona et al cell line (EBV) SNaPshot rs1590 test® (Valle et al, 2008)
(2010) P=0.13 t-test” ASE: 7/24; 12/45
P=0383
Pasche et al C ~83% Lymphoblastoid SNaPshot rs334348 74,0 N/A Cutoff. <0.67, =15
(2010) AA ~ 2% cell line (EBV) rs7871490 (Valle et al, 2008)
O ~5% rs334349 ASE: 11/74
rs1590
Tomsic et al C ~92% Peripheral blood  Pyrosequencing rs868 109; 125°¢ P=10.009;0.006 Cutoff: <0.67, =15
(2010) AA ~8% rs334348 Wilcoxon test (Valle et al, 2008)
rs334349 P=0.081,0.077 ASE: 2/109; 2/125
rs420549 Permutation test Cutoff: <09, > 1.1
rs1590 P=10.003;0.007 (ROC analysis)
Permutation ASE: 51/109; 39/125
(median) P=0.06
This study Ash 100% Uncultured Pyrosequencing rs334349 Ash: 96; 90 Ash: P=0.86 Cutoff: <0.67, = 1.5
C 100% lymphocytes rs7850895 C 750 Wilcoxon (median)  (Valle et al, 2008)
(Ash) rs420549 Ash+C: P=048 Ash ASE: 0/96; 2/90
Normal colon rs1590 Wilcoxon (median)  Ash+C ASE: 0/171; 2/90
mucosa (C) Cutoff: <0.68, >1.31

(median +2 x s.d.)

Ash ASE: 1/96; 2/90
P=052

Ash+C ASE: 4/171; 2/90
P=052

Abbreviations: AA = African-American; ASE = allele-specific expression; Ash = Ashkenazi Jewish; C = Caucasian; CRC = colorectal cancer; EBV = Epstein—Barr virus; NA = not
available; O = Others; ROC = receiver operating characteristic. “ASE measured as (Acona/Beona)/ (Agona/Bgona), A being the common allele and B the rare allele. OASE trend
was more pronounced in the controls than in the cases. “Forty-nine cases were the same as in Valle et al (2008).

characteristics and results of previous studies focused on the role
of ASE of TGFBRI in CRC risk.

Several features differentiate the original and present studies,
and important consequences might have derived from these
differences. The use of different assays for ASE determination and
the exclusion of cases that showed high variability among
replicates (exclusion of samples with low-quality source RNA
shown in Supplementary Material) have likely increased the
robustness of our study. Tomsic et al (2010) also found that the
SNaPshot technology used for ASE determination gave incon-
sistent results, as evidenced by considerably larger standard
deviations compared with pyrosequencing, and that high RNA
quality is essential for reproducibility of ASE.

Some SNP markers and sources of nucleic acids used were also
different. The rs7871490 SNP, located in the 3’-UTR of TGFBRI,
was used as a marker in the original study (Valle et al, 2008), but
not in the present one. We previously found that the marker was
very useful because it allowed us to significantly increase the
number of informative individuals from 40 to 55-60%. This SNP is
located in a region of repetitive sequence, 5'-GGGGGTTTTTTTT
TTGTTTTTTTTTT[G/T]TTGTTGTTGTTTTTGGGCCATTTCT-3/,
which might have affected the correct performance of SNaPshot
owing to the design and molecular basis of the technique. When
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excluding all individuals from the original study whose ASE value
was only based on the results obtained from the analysis of
rs7871490 (16 out of 29 CRC patients and 3 out of 3 controls with
ASE values >1.5), the proportion of ASE in informative CRC
patients drops from 21% (29 out of 138) to 13% (13 out of 97) and
in informative controls from 3% (3 out of 105) to 0% (0 out of 76).
Likely because of the repetitive sequences in the flanking region of
rs7871490, we were not able to design a pyrosequencing assay,
which precluded a direct comparison between SNaPshot and
pyrosequencing. A subset of individuals within this group
belonged to the so-called ‘group 2’, which was characterised by a
particular haplotype significantly over-represented among ASE
CRC patients (Valle et al, 2008). To increase the number of
informative individuals, the rs420549 and rs7850895 allelic
markers were included in this study. This resulted in an increase
of 22 out of 75 (29%) informative BCCS CRC patients (three of
which showed ASE), 22 out of 96 (23%) informative MECC CRC
patients (one showed ASE) and 28 out of 90 (31%) informative
MECC controls (two showed ASE). In short, all ASE individuals
were informative for only either rs420549 or rs7850895. This
observation, together with what has been discussed above about
rs7871490, suggests that ASE might be more common among
individuals who carry minor alleles for specific TGFBR1 SNPs, and
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therefore might be more or less frequent depending on the panel of
SNP markers used to define informative individuals. Nevertheless,
our results point to a similar frequency of ASE among cases and
controls.

The possibility of ASE being tissue specific has been suggested
previously (Cowles et al, 2002; Wilkins et al, 2007). This was
one concern that arose in the paper from Guda et al (2009), in
which the sources of nucleic acids for ASE determination were
EBV-transformed cultured lymphocytes and normal mucosae from
CRC patients, in contrast to the total blood used in our initial
study (Valle et al, 2008). Carvajal-Carmona et al (2010) also
employed lymphoblastoid cell lines. It is still unknown whether
EBV transformation and/or cell culture alter the allelic expression
of genes. Here, we obtained uncultured blood lymphocytes from
the MECC series, which may well correlate with the total blood
used in our previous study (Valle et al, 2008) or by Tomsic et al
(2010), and normal mucosae from BCCS patients, which can be
compared with the sporadic cases reported in the series from Guda
et al (2009). These results suggest that different (uncultured)
biological sources of genetic material for the determination of
TGFBRI1 ASE can be used without distinction.

In the original report, a mostly Caucasian population from
Central Ohio was evaluated, whereas Ashkenazi Israeli and
Caucasian Spanish populations were studied here. The fact that
ASE first seemed to be heavily dependent on allele frequencies left
open the possibility of inter-ethnic variation. The degree of SNP
informativity was different between the two populations (20%
MECC vs 36% BCCS for rs334349 and rs1590; 14% MECC vs 36%
BCCS for rs420549; and 4% MECC vs 10% BCCS for rs7850895);
however, no differences were detected in the level of ASE between
the two populations. Unfortunately, we did not have access to all
types of samples (normal mucosae and lymphocytes) from the
same individuals or populations; therefore, there remains a certain
degree of uncertainty about tissue and ethnic variability.
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In conclusion, the improved determination of ASE of TGFBRI
achieved by pyrosequencing revealed no differences between CRC
cases and controls, in both Caucasian and Ashkenazi populations.
The sample size in ASE studies is highly relevant owing to their
dependence on marker informativity and to the difficulties associated
with collection of high-quality germline RNA. Finally, the use of
different sources of non-tumour nucleic acids for ASE determination
adds consistency to our results. However, the lack of informativity
for transcribed SNPs in a substantial proportion of individuals
complicates the task to assess the extent of germline ASE of TGFBRI
in CRC. New technological advances that allow the measurement of
allelic imbalances in a more precise and informative manner will be
of substantial importance to provide a definitive answer to the real
extent of ASE at TGFBRI in CRC patients.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Table 1. Results of the pilot study with samples from 10 informative CRC patients. ASE results obtained with the four
3’UTR SNPs used, an overall ASE value calculated as the median of the ASE values for the informative SNPs, and a standard deviation

(s.d) value that indicates the variability among different SNPs, are shown for both SNaPshot and pyrosequencing assays.

BCCS1 BCCS2 BCCS3 BCCS4 BCCS5 BCCS6 BCCS7 BCCS8 MECC1 MECC2

Samples

SNaPshot

rs334349 1.37 NV 0.92 0.79 0.91 1.06 0.95
rs1590 0.94 NV 0.61 0.54 0.74 0.72 0.65
rs420549 1.06 NV 1.05 1.06 1.29 1.35 1.31 1.05
rs7850895 NV

ASE (median) 1.06 0.92 1.06 0.79 0.83 1.06 1.31 0.95
s.d. 0.22 0.23 - 0.38 0.12 0.32 - 0.25

Pyrosequencing

rs334349 1.04 0.81 1.03 1.08 1.08 1.05 0.98
rs1590 1.01 NV 1.09 0.90 0.98 0.85 0.67
rs420549 1.00 NV 1.03 1.08 1.04 113 0.85 1.24
rs7850895 0.97

ASE (median) 1.01 0.81 1.03 1.08 1.04 0.97 1.03 1.05 0.85 0.98

s.d. 0.02 - 0.03 0.09 - 0.07 0.14 - 0.29
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Supplementary Figure 1. TGFBR1 ASE distribution in 156 CRC patients (70 MECC
(black dots) and 86 BCCS (grey dots) CRC patients) and 75 controls. The median and
cutoff points, defined as the median +/- 2*s.d. of controls, used to categorize ASE are
indicated as discontinuous lines. Those samples with s.d. among pyrosegeuncing triplicates
above 0.20 were excluded from the analysis. No differences were detected between MECC
cases and MECC controls (median difference -0.003; 95%CI -0.032 to 0.025; P=0.81);
between MECC cases and BCCS cases (median difference 0.016; 95%CI -0.015 to 0.047;
P=0.32); and between all cases and controls (median difference 0.010; 95% CI -0.038 to
0.015; P=0.41). Also, no statistically significant differences were detected among all

groups of cases and controls when ASE was categorized as a binary variable.
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Genetic variant in the telomerase gene modifies cancer risk in Lynch syndrome
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Resumen:

El sindrome de Lynch es una forma hereditaria de predisposicion al CCR causado por
mutaciones en la linea germinal en los genes MMR. Se ha observado una gran
variabilidad inter- e intra-familiar en el riesgo de cancer, lo que sugiere la participacion de
factores modificadores que modulan el riesgo individual de los pacientes con SL. En este
estudio hemos evaluado la participacion de la variante rs2075786, situada en el intron 10
del gen de la telomerasa (hTERT), como posible modificador del riesgo de cancer en SL.
Estudiamos un total de 147 individuos afectos y 108 no afectos portadores de mutacién en
los genes MMR, pertenecientes a 101 familias con SL espafiolas. Asimismo, también se
analizaron 201 individuos afectos y 474 sanos portadores de mutacion en los genes MMR
de 127 familias con SL holandesas. El estudio de la serie espafiola revelé que el alelo
minoritario de la variante (A) confiere un riesgo incrementado a edades tempranas. Estos
resultados fueron confirmados con el andlisis de la serie holandesa, donde los portadores
de la variante mostraron un incremento del riesgo de cancer antes de los 45 afos,

especialmente en homocigosis (riesgo relativo;s«san = 2.90; intervalo de confianza 95% =

1,02-8,26). Estudios in silico de funcién predicen que esta variante inactiva un sitio de
unidn de transcripcién para un receptor de retinoides, de manera que podria estar
provocando la activacién temprana de la telomerasa, y consecuentemente la aceleracién
de la carcinogénesis. Asimismo, hemos observado que los afectos de SL portadores del
genotipo AA tienen los telémeros mas cortos que aquellos con genotipo GG. Por tanto,
nuestros resultados sugieren que el polimorfismo rs2075786 actia como madificador

genético de la edad de desarrollo de los tumores en el SL.
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Genetic variant in the telomerase gene modifies
cancer risk in Lynch syndrome

Fernando Bellido!”’, Elisabet Guin®’, Shantie ]agmohan—Changur3, Nuria Seguil, Marta Pinedal,
Matilde Navarro!, Conxi Lazarol, Ignacio Blanco!, Hans FA Vasen?, Victor Moreno®°, Gabriel Capellél,
Juul T Wijnen>® and Laura Valle*'!

Lynch syndrome (LS) is an inherited cancer-predisposing disorder caused by germline mutations in the mismatch repair (VMR)
genes. The high variability in individual cancer risk observed among LS patients suggests the existence of modifying factors.
Identifying genetic modifiers of risk could help implement personalized surveillance programs based on predicted cancer risks.
Here we evaluate the role of the telomerase (hTERT) rs2075786 SNP as a cancer-risk modifier in LS, studying 255 and 675
MMR gene mutation carriers from Spain and the Netherlands, respectively. The study of the Spanish sample revealed that the

minor allele (A) confers increased cancer risk at an early age. The analysis of the Dutch sample confirmed the association of
the A allele, especially in homozygosity, with increased cancer risk in mutation carriers under the age of 45 (relative

risk sca<4s5 aa=2.90; 95% confidence interval =1.02-8.26). Rs2075786 is associated with colorectal cancer (CRC) risk
neither in the general population nor in non-Lynch CRC families. In silico studies predicted that the SNP causes the disruption
of a transcription binding site for a retinoid receptor, retinoid X receptor alpha, probably causing early telomerase activation and
therefore accelerated carcinogenesis. Notably, cancer-affected LS patients with the AA genotype have shorter telomeres than
those with GG. In conclusion, MMR gene mutation carriers with hTERT rs2075786 are at high risk to develop a LS-related
tumor at an early age. Cancer-preventive measures and stricter cancer surveillance at early ages might help prevent or early

detect cancer in these mutation carriers.

European Journal of Human Genetics (2013) 21, 511-516; doi:10.1038/ejhg.2012.204; published online 5 September 2012

Keywords: Lynch syndrome; hereditary non-polyposis colorectal cancer; cancer-risk modifier; hTERT, telomerase; rs2075786

INTRODUCTION
Lynch syndrome (LS) (MIM 120435) is an autosomal-dominant
inherited disorder caused by germline mutations in the DNA mismatch
repair (MMR) genes. It is characterized by early-onset colorectal cancer
(CRC) and an increased risk of upper gastrointestinal, urologic and
gynecologic cancers.! Several studies have estimated the cancer risks
associated with mutations in the MMR genes, but these estimates vary
substantially across the studies (20-80% lifetime risk).>~

There is a considerable variation in LS expression and no obvious
gene-specific genotype/phenotype correlations have been demon-
strated nor does there appear to be any relationship between the
location of a mutation and type of disease. In addition to environ-
mental factors, there is evidence suggesting the existence of genetic
factors that somehow explain the variability in individual cancer
risk.!? Identifying the genetic modifiers of risk can lead to an efficient
stratification of mutation carriers based on their predicted risk,
implying thus, a more appropriate clinical management based on
personalized surveillance programs.

Most of the attempts to identify cancer-risk modifiers in LS have
been based on the study of candidate genes and most of them have

not been validated when tested in larger sample sizes.!! In contrast,
two genetic variants previously identified in CRC genome-wide
association studies (GWAS), rs16892766 and rs3802842, might
modify cancer risk in LS families.!>"14

Telomeres are located at the end of chromosomes and protect the
chromosome ends from nucleolitic degradation, end-to-end fusions
and irregular recombination, being thus critical for genome stability
and integrity. Telomeres progressively shorten with each cell replica-
tion cycle. Telomere length anomaly appears to be one of the earliest
and most prevalent genetic alterations in the multistep process of
malignant transformation.!>!¢ Telomerase catalyzes the de novo
addition of telomeric repeat sequences onto chromosome ends and
it is usually inactive in normal somatic cells, whereas its expression
has been linked to increased susceptibility to tumorigenesis.!”"1
Genetic variants located in genes involved in telomere maintenance,
and in particular in hTERT (MIM 187270), the gene encoding the
catalytic subunit of telomerase, have been associated with increased
risk to cancer.20-%7 Among the better characterized cancer variants,
the hTERT rs2075786 (c.2654 4 269G/A) SNP has been associated
with lung cancer risk.”%?° However, no studies have reported any
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Table 1 Characteristics of the MMR mutation carriers included in the study

Spain

Affected n (%) Unaffected n (%)

The Netherlands

Total n (Fam) Affected n (%) Unaffected n (%) Total n (Fam)

No. of MMR carriers LS cancer 147 108
CRC 134 121
Gene
MLHI LS cancer 82 (55.8) 69 (63.9)
CRC 77 (57.5) 74 (61.2)
MSH2 LS cancer 49 (33.3) 30 (27.8)
CRC 43 (32.1) 36 (29.8)
MSH6 LS cancer 11 (7.5) 9(8.3)
CRC 9 (6.7) 11 (9.1)
PMS2 LS cancer 5(3.4) 0 (0.0)
CRC 5(3.7) 0 (0.0)
Gender
Male LS cancer 75 (50.3) 43 (41.7)
CRC 73 (54.5) 45 (37.9)
Female LS cancer 73 (49.7) 64 (58.3)
CRC 61 (45.5) 76 (62.1)
Age? (average + SD) LS cancer 44.6+12.0 36.8+13.1
CRC 44.4+12.3 39.1+14.4
Polypectomy LS cancer NA NA
CRC

255 (101) 201 474 675 (127)
146 529
151 (54) 73 (36.3) 175 (36.9) 248 (43)
62 (42.5) 186 (35.2)
79 (34) 85 (42.3) 166 (35.0) 251 (57)
61 (41.8) 190 (35.9)
20 (9) 42 (20.9) 133 (28.1) 175 (26)
22 (15.1) 153 (28.9)
5 (4) 1(0.5) 0 (0.0) 1(1)
1(0.7) 0 (0.0)
118 87 (43.3) 213 (44.9) 300
79 (54.1) 221 (41.8)
137 114 (56.7) 261 (55.1) 375
67 (45.9) 308 (58.2)
45.1+10.8 46.2+13.6
448+11.5 47.6+14.1
71 (42.8) 95 (57.2) 166
58 (34.9) 108 (65.1) 101

Abbreviations: CRC, colorectal cancer; Fam, number of families; LS cancer, colon, rectum, endometrium, stomach, ovary, urinary tract and small intestine; MMR, mismatch repair; NA, not

available information.

2Age at diagnosis for cancer-affected subjects, or age at last follow-up or at death for unaffected subjects.

association between variants located at the h'TERT locus and the risk
of CRC.

Here we evaluate hTERT rs2075786 as a modifier of cancer in LS
patients in 255 MMR gene mutation carriers from Spain. Also, 675
mutation carriers from the Netherlands were analyzed. We also
assessed its role as cancer-risk factor in a population-based case—
control series and in non-LS familial cases.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

Spanish sample. A total of 255 individuals from 101 LS families whose
mutation carrier statuses were known were included in the study. They were
assessed through the Hereditary Cancer Program of the Catalan Institute of
Oncology from 1998 to 2010. All families were of Caucasian origin. Informed
consent was obtained from all individuals. MMR mutation analysis was
performed on genomic DNA extracted from peripheral blood lymphocytes.
Large genomic alterations were studied using multiplex ligation-dependent
probe amplification (SALSA MLPA Kits, MRC-Holland, Amsterdam, The
Netherlands). Mutation screening was performed by direct sequencing after
PCR amplification (primers and conditions available upon request). In all, 147
(57.6%) MMR gene mutation carriers had been diagnosed with a LS-related
tumor, of whom 134 with CRC. The clinical characteristics of the subjects are
detailed in Table 1.

Also, DNA from 277 sporadic CRC cases and 280 controls were obtained
from a hospital-based case—control study (Bellvitge Colorectal Cancer Study).
Cases were consecutive patients with a first diagnosis of colorectal adenocarci-
noma attending the Bellvitge University Hospital in Barcelona. For the group
of patients, the male/female ratio is 1.2 and the mean age is 66.7 (range: 23-91),
and for the controls, 1.1 and 65.5 (range: 24-92), respectively. Details about
the study population were published elsewhere.*

Dutch sample. A total of 675 MMR gene mutation carriers from 127 different
families from the Dutch LS Registry were studied. Detailed description of the
registry, individuals and DNA extraction method was published before.!?
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Information on the subjects has been recently updated and thus, follow-up
data added. In all, 201 (29.8%) MMR gene mutation carriers had been
diagnosed with a LS-related tumor, of whom 146 are with CRC. Table 1
summarizes the updated clinical characteristics of the subjects.

The Dutch case—control series consists of 324 CRC cases and 785 controls.
Cases are probands assessed through a familial cancer clinic; therefore, they are
suspected of genetic CRC susceptibility but with no germline mutations
identified in the MMR genes. Regarding controls, 475 are healthy blood donors
and 310 are healthy spouses of MMR gene mutation carriers.

MMR gene mutation carriers are derived from multiple-case families selected
for genetic counseling and testing. In this situation, the disease status clearly
affects the likelihood of testing, causing an overrepresentation of affected
individuals. This observation is evident in the Spanish but not in the Dutch
sample. The Dutch registry has been running longer (it was established in 1985)
and follows large and complete LS families, whereas the Spanish series comes
from a cancer hospital-based genetic counseling unit established in 1998, where
a clear ascertainment bias towards the assessment of cancer-affected family
members exists. Because of the differences in affected vs unaffected ratios, the
studies were performed independently for the Spanish and Dutch samples.

Genotyping

The 152075786 SNP was genotyped using the commercially available TagMan
assay C_15824034_10 (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA)
following the manufacturer’s instructions. Reactions were performed in
duplicate in the LightCycler 480 real-time PCR detection system (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Genotype calling was performed
automatically by the LightCycler 480 II software (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany). Genotyping failed in 78 of the 2596 (3%) samples
included in the study.

In silico analyses

Public genome browsers (Ensembl, NCBI and USCS genome browsers)
were checked out to investigate the existence of transcription of
noncoding RNAs from the region where rs2075786 is located. The presence



of microRNA-binding sites was studied using the microRNA target-prediction
algorithms provided by http://www.microrna.org. The strength of the
pseudoexon splice sites was analyzed using three different prediction programs:
www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html, http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/
Xmaxentscan_scoreseq.html and http://ast.bioinfo.tau.ac.il/SpliceSiteFrame.html,
as previously described.?! Putative binding sites for transcription factors were
identified using PROMO 3.0, a web-based program that employs the
TRANSFAC database version 8.3 to construct specific binding-site weight
matrices for prediction of transcription factor-binding sites.>>*3

Relative telomere length assessment

Telomere length quantification was performed using a monochrome multiplex
quantitative PCR method, as described by Cawthon with slight modifications
(available upon request).>*

Statistical analyses

Evaluation of the deviation of rs2075786 from the expected Hardy—Weinberg
equilibrium was performed in controls from each population. The SNP was in
Hardy-Weinberg  equilibrium in controls from both populations
(PSpanish =0.48; Ppyicnh=0.93).

The association between genotypes and risk of CRC or LS-related tumors
was evaluated using conditional logistic regression adjusting for familial
clustering. The end points considered were: age at diagnosis of the LS-related
cancer or CRC for affected individuals and age of last follow-up for unaffected
individuals. Likelihood ratio tests were applied to assess statistical significance.
In general, relative risks (RRs), 95% confidence intervals (Cls) and associated
P-values were estimated for different models of inheritance and the best model
was selected using the Akaike information criterion. The interaction of
genotypes with age stratified at 45 years was assessed to identify anticipation
effects. For case—control studies, odds ratios (ORs) and 95% CI were calculated
using logistic regression adjusted for gender. Kruskal-Wallis rank-based test
was used to compare telomere length among rs2075786 genotype groups,
adjusting for age and gender. Statistical analyses were performed using R.

RESULTS
Spanish study
No differences in rs2075786 genotype distributions were observed
when comparing MMR gene mutation carriers affected with cancer,
either LS-related or only CRC, and unaffected mutation carriers
(Supplementary Table S1).

We further analyzed rs2075786 genotype distributions within two
age intervals in the cancer group. For this aim, we established a cut off
of 45 years of age based on the median age of all individuals included

Table 2 Genotype distributions within age intervals in Spanish MMR
mutation carriers

Genotype LS ca. <45n (%) LSca. =45n (%) RR (95% CIP P
GG 31 (38.3) 43 (50.0)

GA 43 (53.1) 29 (33.7) 4.69 (0.92-23.88) 0.062
AA 7 (8.6) 14 (16.3) 3.76 (0.41-34.31) 0.241
LRT (2df) 0.126
GA+AA 50 (61.7) 43 (50.0) 4.66 (0.92-23.71) 0.064
LRT (1 df) 0.044
Per allele 1.98 (0.70-5.65) 0.199
LRT (1df) 0.192

Abbreviations: Cl, confidence interval; df, degrees of freedom; LRT, likelihood ratio test; LS ca.,
colon, rectum, endometrium, stomach, ovary, urinary tract or small intestine cancer; MMR,
mismatch repair; RR, relative risk.

Young cancer-affected MMR mutation carriers (cancer diagnosed before 45 years of age) are
compared with MMR mutation carriers who developed a LS-associated tumor after 45 years of
age or who are cancer-free after 45 years of age.

2RRs were estimated using conditional logistic regression adjusting for familial clustering.
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in the study. MMR gene mutation carriers diagnosed with cancer
before 45 years of age were compared with those diagnosed after 45
years of age and those who were cancer-free after 45 years of age.
Under this condition, the A allele conferred an increased risk of
cancer in LS carriers under the age of 45 compared with those
diagnosed with cancer or cancer-free after the age of 45 (Table 2).

Although borderline and not fulfilling the required standards for
declaring an association, the results obtained in the Spanish sample
led us to analyze another series (Dutch study) in a more compre-
hensive manner, thanks to the larger sample size and the availability
of follow-up and polypectomy information.

Dutch study

A total of 675 MMR gene mutation carriers from the Dutch
hereditary CRC registry were included in the analysis. As previously
observed for the Spanish MMR gene mutation carriers, no effect was
detected on the general risk of cancer between cancer-affected and
unaffected individuals (Supplementary Table S2).

To study the effect on cancer risk related with age intervals, cancer-
affected vs unaffected MMR gene mutation carriers were compared
within the groups under 45 years and within the groups >45. For this
purpose, the two age groups were created as: group age <45,
MMR gene mutation carriers diagnosed with cancer under the age
of 45 and unaffected MMR gene mutation carriers under age 45 and
group age >45, cancer-affected and unaffected MMR gene mutation
carriers >45. Because of the larger sample size and the fact
that unaffected carriers had a similar or even higher average age than
cancer-affected carriers (Table 1), this type of distribution in age
groups could be performed for the Dutch MMR gene mutation
carriers.

In this series, the AA genotype confers an increased risk of LS-
related cancers in individuals <45 years of age (RR=2.76; 95%
CI=1.02-7.50). When only CRC was considered, an RR of 2.46 (96%
CI=0.78-7.82) was found for the AA homozygotes, but this
observation was not statistically significant, probably because of the
effect on the risk of all LS-related tumors. No association of rs2075786
with cancer risk was observed in the >45 groups (Table 3).

MMR gene mutation carriers are usually under strict clinical
surveillance and undergo colonoscopies on a routine basis, implying
that whenever detected, polyps are removed. As polypectomy affects
subsequent CRC risk, we included this information in the analysis.
Within the group age <45, all unaffected subjects with a polypectomy
were excluded. Moreover, within the group age >45, all cancer-
affected subjects with a polypectomy were performed under the age of
45 and all unaffected individuals with polypectomies were excluded
from the analysis. A total of 100 individuals were removed.
In this scenario, the increased cancer risk conferred by AA in the
<45 group is maintained or even increased (RRpgc,<a5 an=2.90;
95% CI=1.02-8.26) (Table 4). Slight random differences from the
previous analysis dependent on the genotype of the cases excluded
were observed.

No effect of gender on cancer risks was observed (data not shown).
Regarding the MMR gene affected, the analysis was performed
considering MLHI and MSH2 separately (Supplementary Table S3).
Although differences did not reach significance and larger series
should be studied to draw definitive conclusions, the results suggest
that the effect of rs2075786 on cancer risk occurs for both MLHI
and MSH2 mutation carriers under the age of 45 (RRyzyj<a5 aa
=3.86; 95% CI=070-21.33 and RRyspo<ss an=2.36; 95%
CI=0.42-13.39).
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Table 3 Risk of cancer associated with h'TERT rs2075786 in Dutch MMR mutation carriers within age intervals (<45 and >45 years)

Genotype LSca n (%) LSca.-freen (%) RR (95% CIP P CRCn (%)  CRC-freen (%) RR (95% CIP P
Group age <45
GG 32 (36.8) 112 (47.1) 1 27 (40.3) 113 (46.7) 1
GA 41 (47.1) 109 (45.8) 1.12 (0.59-2.12) 0.735 30 (44.8) 112 (46.3) 0.92 (0.45-1.91) 0.829
AA 14 (16.1) 17 (7.1) 2.76 (1.02-7.50)  0.046 10 (14.9) 17 (7%) 2.46 (0.78-7.82) 0.126
Group age >45
GG 53 (48.6) 94 (42.3) 1 37 (48.7) 114 (42.1) 1
GA 41 (37.6) 102 (45.9) 0.86 (0.46-1.61) 0.644 30 (39.5) 121 (44.6) 0.93(0.47-1.83) 0.830
AA 15 (13.8) 26 (11.7) 0.67 (0.27-1.69)  0.398 9(11.8) 36 (13.3) 0.50 (0.17-1.45)  0.201
LRT (5df) 0.259 0.397
Interaction with age (52 test) 0.112 0.088
Per allele
Age <45 1.46 (0.92-2.31)  0.109 1.31(0.76-2.23)  0.328
Age >45 0.84 (0.54-1.28) 0.413 0.76 (0.47-1.22)  0.260
LRT (3df) 0.163 0.445
Interaction with age (42 test) 0.070 0.120

Abbreviations: Cl, confidence interval; df, degrees of freedom; LRT, likelihood ratio test; LS ca., colon, rectum, endometrium, stomach, ovary, urinary tract or small intestine cancer; MMR,

mismatch repair; RR: relative risk.

2RRs were estimated using a conditional logistic regression adjusting for familial clustering.

Table 4 Risk of cancer associated with hTERT rs2075786 in Dutch MMR mutation carriers within age intervals (<45 and >45 years)

considering polypectomies

Genotype LSca. n (%) LSca.-freen (%) RR (95% CIP P CRCn (%)  CRC-freen (%) RR (95% CIP P
Group age <45
GG 32 (36.8) 104 (48.6) 1 27 (40.3) 105 (48.4) 1
GA 41 (47.1) 94 (43.9) 1.19 (0.61-2.34) 0.604 30 (44.8) 96 (44.2) 1.03 (0.48-2.20) 0.938
AA 14 (16.1) 16 (7.5) 2.90 (1.02-8.26)  0.047 10 (14.9) 16 (7.4) 2.28 (0.70-7.40) 0.170
Group age >45
GG 50 (48.1) 64 (41.3) 1 35 (48.6) 79 (41.1) 1
GA 40 (38.5) 74 (47.7) 0.96 (0.45-1.91) 0.898 29 (40.3) 89 (46.4) 1.05 (0.49-2.25) 0.898
AA 14 (13.5) 17 (11.0) 0.52 (0.18-1.54)  0.239 8(11.1) 24 (12.5) 0.33 (0.10-1.10)  0.070
LRT (5df) 0.038 0.098
Interaction with age (42 test) 0.082 0.040
Per allele
Age <45 1.51 (0.93-2.44)  0.096 1.34 (0.77-2.30)  0.298
Age >45 0.79 (0.48-1.30) 0.354 0.68 (0.40-1.16) 0.155
LRT (3df) 0.017 0.118
Interaction with age (52 test) 0.064 0.071
Abbreviations: Cl, confidence interval; df, degrees of freedom; LRT, likelihood ratio test; LS ca., colon, rectum, endometrium, stomach, ovary, urinary tract or small intestine cancer; MMR,
mismatch repair; RR: relative risk.
2RRs were estimated using a conditional logistic regression adjusting for familial clustering.
Rs2075786 and CRC risk in the general population and in non- significant  differences  were identified in  either = group

Lynch CRC families
To evaluate whether rs2075786 is associated with CRC risk in the
general population and in non-Lynch familial CRC cases, we
performed an association study in a case—control series from Spain
and in non-Lynch CRC familial cases from the Netherlands. Rs2075786
was in Hardy—Weinberg equilibrium in both the Spanish (P=0.59)
and Dutch (P=0.88) controls. No statistically significant association
between rs2074786 and CRC was detected in any of the two situations,
with ORs close to 1 (Supplementary Table S4).

Also, when separating by age groups (<45 and >45) in the non-
Lynch familial CRC study (The Netherlands), no statistically
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(Supplementary Table S5). The age stratification could not be
performed for the sporadic case—control series (Spain) because of
the scarcity of sporadic CRC patients with <45 years of age present.

In silico studies to unravel rs2075786 functionality

We performed an in silico search of potential effects of the variant on
gene splicing, transcription factor or microRNA binding, as well as of
noncoding RNAs being transcribed from that genomic region. Public
databases showed inexistence of noncoding RNAs, and microRNA
target-prediction algorithms found no microRNA-binding sites when
either allele (A or G) was present. Likewise, gene splicing was not



affected. In silico search for putative binding sites of transcription
factors revealed that when the rare allele (A) of rs2075786 is present,
the elimination of a binding site for retinoid X receptor alpha
(RXR-0) is predicted.

Rs2075786 and telomere length

To test the hypothesis that telomere length is compromised by the
presence of the A allele of rs2075786, we measured the relative
telomere length in blood DNA of the cancer-affected LS patients from
Spain. Individuals with the AA genotype have shorter telomeres than
individuals with the GG (P=0.011) and GA (P=0.058) genotypes
(Figure 1). No association of relative telomere length with rs2075786
genotypes was found in sporadic CRC patients (Supplementary
Figure S1).

DISCUSSION

There remains a considerable variability in LS disease expression that
cannot be readily explained by genetic variance occurring solely
within the MMR genes. Several studies have tried to determine
whether there are any genetic modifying factors that could be
associated with an increased likelihood of developing cancer. In this
study, we show that the AA genotype of the variant rs2075786 of the
telomerase gene (hTERT) is associated with an increased risk of LS-
related cancers in MMR gene mutation carriers under 45 years of age,
indicating anticipation in the age of onset of cancer. Moreover, when
information about polypectomies, a therapeutic intervention that
affects CRC risk and might lead to false negatives, was incorporated to
the analyses, the results obtained improved, strengthening the
observation (RR_45 ap=2.90; 95% CI=1.02-8.26).

The field of cancer-risk modifiers of LS is very active and has
provided in the recent years controversial results. First, candidate
genes that have some plausible biological role in the disease were
evaluated. Except for rare exceptions, the initial findings identified in
small-sized samples were not validated in larger series.!! More
recently, some polymorphisms identified through GWAS of
unselected CRC patients and controls have been shown to modify
cancer risk in LS families. Wijnen et al'? first studied six GWAS CRC
susceptibility SNPs in 675 MMR gene mutation carriers from 127 LS
families. They found that two of them, at 8q23.3 and 11q23.1, were
associated with CRC risk in mutation carriers, particularly in
females.!> These results were partly confirmed in a cohort of
Australian and Polish MMR mutation carriers, but were not
replicated in a French cohort.!>14

We selected the hTERT variant rs2075786 by somehow combining
candidate gene and GWAS-based approaches. First, h'TERT has an
important role at very early stages of carcinogenesis, its expression has
been linked to increased susceptibility to tumorigenesis, and
152075786 has been associated with cancer risk.!>!1618:192829 Apnd
second, through GWAS, genetic variants located in genes involved in
telomere maintenance, and in particular in hTERT, were also
associated with increased risk to cancer.?>?” In contrast to previous
studies examining the role of modifier genes,!! our study includes two
independent series of MMR gene mutation carriers, of 255 and 675
individuals, the latest being among the largest series used to study
genetic modifiers of LS. In view of our results with rs2075786, it may
be relevant to study the role of other hTERT polymorphisms as
cancer-risk modifiers in LS, in particular those variants with
functional implications and/or with strong levels of evidence of
being associated with cancer risk.%

In order to unravel the functional effect of rs2075786, in silico
analysis predicted that when the minor allele (A) is present, a binding
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Figure 1 Blood relative telomere length (RTL) in 146 cancer-affected LS
patients according to rs2075786 genotype distribution (ngg =66, nag =64
and npa=16). The boxes represent the interquartile range of distributions

(25th—75th percentile); the horizontal lines within the boxes, the medians;
and the vertical lines, the 5th and 95th percentiles.

site for RXR-u is eliminated. Already existent evidence indicates that
retinoids, through retinoid receptors, inhibit telomerase activity and
downregulate hTERT expression.®3” These observations suggest that
in the presence of the rs2075786 minor allele A, where a binding site
for retinoid receptors is absent, natural retinoids cannot efficiently
restrain hTERT expression, causing accelerated tumor cell growth.

It is nevertheless intriguing that rs2075786 does not influence CRC
risk in sporadic or in other non-Lynch familial cases. It is well known
that the carcinogenic pathway of MMR-deficient tumors clearly differs
from that involved in most sporadic and non-LS familial CRC. It has
been observed that MMR-deficient cell lines and colon tumors show
high mutation frequencies at telomere ends, leading to accelerated
telomere shortening.¥#! The effect of an increased telomere-
shortening rate is likely to require early activation of telomerase in
such tumors. As hypothesized above, the presence of the A allele of
rs2075786 might imply even earlier activation of telomerase. Although
the effect might be very subtle to have an impact in MMR-proficient
cells, it could trigger important consequences in a MMR-deficient
context, such as in LS tumors. In this line of research, it may be
interesting to evaluate the role of rs2075786 as a risk allele for sporadic
CRC with microsatellite instability.

A possible explanation for the rs2075786 acting as modifier of
cancer risk at early ages but not later in life might be that the effect
the variant has on telomere shortening (Figure 1) is not efficient at
late ages where telomeres are already physiologically shortened due to
the aging process.*? Nevertheless, further functional assays are
required to provide experimental evidence about this matter.

When assessing small variations in cancer risk, the issue of
personalizing follow-up immediately arises. A potential applicability
of rs207586 genotyping in genetic counseling for clinical management
of LS patients can be envisioned. Based on our results, young MMR
gene mutation carriers with the rs2075786 AA genotype might benefit
from an even more intensive clinical surveillance of CRC and other
LS-related tumors than the one suggested by the standard LS
surveillance protocols. Validation of our observation in additional
series is warranted prior to translation to routine clinical practice.
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Nevertheless, both MMR gene mutation carriers and clinicians should
be conscious of the higher risk that rs2075786 carriers have at early
ages, observing or even increasing the screening frequency for
colorectal, endometrial and other LS-related tumors. Also, lifestyle
changes that affect environmental modifier risk factors might help
reduce the risk of developing cancer. Likewise, the recent promising
results of aspirin-based chemoprevention obtained in LS patients
suggest that MMR gene mutation carriers with the rs2075786 AA
genotype might benefit from this chemopreventive treatment starting
at early age.*?

In conclusion, we observe an association that might help identify

MMR gene mutation carriers with higher risk to prematurely develop
a LS-associated tumor. Rs2075786 adds up to the already known LS
modifiers, increasing thus the opportunity to incorporate the
information of modifier factors into clinical practice.
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Resumen:

Recientemente se han identificado mutaciones en la linea germinal en los genes que
codifican las ADN polimerasas € (POLE) y & (POLD1) en familias con multiples adenomas
colorrectales y CCR. Todos los casos descritos son portadores de la mutacion POLE
€.1270C>G (p.Leud24val) o POLD1 c¢.1433G>A (p.Serd478Asn), localizadas en la
secuencia que codifica el dominio exonucleasa de la proteina. Debido al reducido nimero
de casos descritos hasta el momento, el fenotipo asociado a estas mutaciones aun no
esta bien definido. Con el fin de evaluar con mayor precision la prevalencia de estas
mutaciones en casos de CCR familiar, con CCR a edad temprana y con poliposis sin
causa genética subyacente determinada, estudiamos mediante genotipado con sondas
KASPar o secueciacion Sanger un total de 858 muestras correspondientes a 581 casos de
CCR familiar/j6venes sin deficiencias en el sistema de reparacion de bases desapareadas,
a 86 casos con defectos en esta via de reparacion y a 191 casos de poliposis.
Identificamos la variante POLE p.L424V en un individuo de 28 afios de edad afecto de
poliposis y de CCR. El estudio de la mutacion en los progenitores reveld que se trata de
una mutacion de novo. En el caso de POLD1 identificamos una nueva mutacion,
€.1421T>C (p.Leu474Pro), en una familia Amsterdam positiva sin defectos en los genes
MMR. El estudio de segregacion de la variante con el cancer en la familia, el analisis in
silico de funcidén y evidencias previas en ensayos funcionales con Saccharomyces
cerevisiae apoyan la patogenicidad de la mutacion. Este estudio aporta informacién
adicional sobre el fenotipo clinico asociado, la prevalencia y las caracteristicas genéticas
de las mutaciones que afectan al dominio exonucleasa de POLE y de POLD1. En base a
los resultados obtenidos proponemos la secuenciacion del dominio exonucleasa de POLE
y POLD1 en los protocolos de diagnéstico genético, considerando tanto casos de poliposis
como de CCR y teniendo en cuenta la posibilidad de mutaciones de novo.
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Germline mutations in DNA polymerase € (POLE) and & (POLD1) have been recently identified in families with
multiple colorectal adenomas and colorectal cancer (CRC). All reported cases carried POLE ¢c.1270C>G
(p.Leud24Val) or POLD1c.1433G>A (p.Ser478Asn) mutations. Due to the scarcity of cases reported so far, an
accurate clinical phenotype has not been defined. We aimed to assess the prevalence of these recurrent muta-
tions in unexplained familial and early-onset CRC and polyposis, and to add additional information to define the
clinical characteristics of mutated cases. A total of 858 familial/early onset CRC and polyposis patients were
studied: 581 familial and early-onset CRC cases without mismatch repair (MMR) deficiency, 86 cases with
MMR deficiency and 191 polyposis cases. Mutation screening was performed by KASPar genotyping assays
and/or Sanger sequencing of the involved exons. POLE p.L424V was identified in a 28-year-old polyposis and
CRC patient, as a de novo mutation. None of the 858 cases studied carried POLD1 p.S478N. A new mutation,
POLD1¢.1421T>C (p.Leu474Pro), was identified in a mismatch repair proficient Amsterdam Il family. Its patho-
genicity was supported by cosegregation in the family, in silico predictions, and previously published yeast
assays. POLE and POLD1mutations explain a fraction of familial CRC and polyposis. Sequencing the proofread-
ing domains of POLE and POLD1should be considered in routine genetic diagnostics. Until additional evidence
is gathered, POLE and POLD1 genetic testing should not be restricted to polyposis cases, and the presence of
de novo mutations, considered.

INTRODUCTION CRC syndromes caused by known high-penetrance CRC genes

collectively account for only 2—6% of all CRC cases. Germline
Estimates indicate that familial colorectal cancer (CRC) defined mutations and epimutations in the DNA mismatch repair (MMR)
by the presence of two or more first-degree relatives affected genes MLHI, MSH2, MSH6 and PMS2 cause Lynch syndrome,
with CRC involves over 20% of all cases (1—3). Nevertheless, explaining a proportion of hereditary non-polyposis CRC cases;

*To whom correspondence should be addressed at: Hereditary Cancer Program, Catalan Institute of Oncology, IDIBELL, Av. Gran Via 199-203,
08908 Hospitalet de Llobregat Barcelona, Spain. Tel: +34 932607145; Fax: +34 932607466; Email: Ivalle@iconcologia.net
"These authors contributed equally to this work.

© The Author 2014. Published by Oxford University Press. All rights reserved.
For Permissions, please email: journals.permissions@oup.com

¥T0Z ‘€2 Afenige4 uoeds101(qlg "YNO 1308 VYE 3A LV LISHIAINN * /B10°Seuinopioyxo-Buiy//:dny wouy pepeojumoq


http://hmg.oxfordjournals.org/
http://hmg.oxfordjournals.org/

2 Human Molecular Genetics, 2014

mutations in APC and MUTYH primarily predispose to multiple
colonic adenomas, a benign precursor of CRC; a 40 kb upstream
duplication in GREM1 cause hereditary mixed polyposis; and
several types of hamartomatous polyposes are explained by
mutations in SMAD4, BMPRIA, STKI11 and PTEN (4-9).
Nevertheless, there are still anumber of CRC families suggestive
of carrying a mutation in a high-penetrance predisposition gene,
but without mutations in the known genes. Among these, a
number of familial adenomatous polyposis cases are not
explained by germline mutations in APC or MUTYH.

Recently, using a combination of whole-exome sequencing and
linkage analysis in probands with > 10 adenomas by age 60 butno
germline mutations in APC, MUTYH or the MMR genes, Palles
et al. identified DNA polymerase & (POLE; MIM #174762) and
S (POLDI; MIM #174761) mutations in individuals/families
with multiple colorectal adenomas and CRC (10). In all, two
pathogenic variants, POLE ¢.1270C>G (p.Leu424Val) (NM_
006231) and POLDI c.1433G>A (p.Ser478Asn) (NM_
002691), and an additional variant whose pathogenicity has not
yet been determined, POLDI c.981C>G (p.Pro327Leu), were
identified. All three genetic changes affect the proofreading
(exonuclease) domain of the respective polymerase, suggesting
deficient proofreading repair during DNA replication (10—13).

After a comprehensive screening of the identified pathogenic
mutations in over 3800 CRC patients of European ancestry
enriched for a familial CRC history, multiple adenomas and
early-onset disease, a total of 13 families with POLE p.L424V
and 3 with POLDI p.S478N were identified (10). To date, no
additional POLE/POLDI mutated families have been reported
in the literature. Clinical data from the reported families indicate
that the two pathogenic mutations show dominant inheritance
and confer high risk to multiple colorectal adenomas, large aden-
omas, early-onset CRC or multiple CRCs. POLD1 p.S478N also
confers increased risk to endometrial cancer in female carriers.
Nevertheless, the phenotype varies among carriers, and until
additional cases are identified, an accurate description of the
clinical characteristics of this syndrome cannot be provided (13).

In this study, we aimed to assess the prevalence of POLE
p.L424V and POLD]I p.S478N in polyposis and non-polyposis
familial and early-onset CRC cases, and to add additional infor-
mation to help define the phenotypic/clinical characteristics of
mutated cases.

RESULTS

Neither POLE p.L424V nor POLDI p.S478N was identified in
genetically uncharacterized familial non-polyposis CRC cases,
including 581 MMR-proficient and 86 MMR-deficient cases.
Likewise, POLDI p.S478N was not detected in 191 polyposis
cases.

POLE p.L424V was identified in a polyposis family (Series no.
1) (Fig. 1A). The index case was a female patient diagnosed with
CRC (pT2pN0OpMO0) and >35 colonic polyps at age 28. From a
total of 33 polyps analyzed, 31 were adenomas, 1 a hyperplastic
polyp and 1 a mixed polyp. At 30 years old, 2 years after the
surgery, she had developed 8 additional adenomas. No genetic
alterations in APC and absence of the common MUTYH variants
had been identified. No loss of heterozygosity (LOH) of the
POLE chromosomal region, analyzed with two informative

microsatellites 1.13 Mb apart, and studying the allelic abundance
of the mutated and wild-type alleles by SNaPshot, was detected in
tumor DNA extracted from the colon tumor developed by the
mutation carrier (Supplementary Material, Fig. S1).

Based on the clinical findings of the proband, her father was
subjected to a colonoscopy at age 56, which revealed a
pT2pNOpMO tumor (adenocarcinoma arising from a tubulovil-
lous adenoma) at the proximal colon and one hyperplastic
polyp. Her mother was diagnosed with breast cancer at age 36
and died at41. No information on gastrointestinal clinical findings
in the mother had been reported, and no colon cancer surveillance
measures were followed in the maternal family branch. The study
of cosegregation revealed that the father did not carry the p.L424V
mutation, suggesting a different etiology for his CRC. Paternity
was confirmed by microsatellite analysis (data not shown). Like-
wise, p.L424V was not identified in the DNA extracted from an
archived cytology sample obtained from an affected node (metas-
tasis) of the mother’s breast cancer. Therefore, these findings indi-
cated that POLE p.L424V occurred as a de novo germline
mutation in the index case.

Onaccount of the mutation-screening method used in the Series
no.2, consisting of sequencing exons 13 and 11 of POLE
and POLDI, respectively, a novel genetic change, POLDI
¢.1421T>C (p.Leud74Pro), was detected in an Amsterdam II
MMR-proficient family. The index case was a female patient
diagnosed with a well-differentiated left colon cancer
(pT2pNOpMO) and a synchronous gastrointestinal stromal
tumor (GIST) in the large bowel at age 36. No polyps were ever
found during surgical removal or follow-up. Her mother was diag-
nosed with endometrial cancer at age 52. A maternal aunt was
diagnosed with metachronous CRC (pT3pNOpMO) and endomet-
rial cancer (Stage IB) at ages 33 and 56, respectively, and no
polyps were found in the intestinal tract during surgical interven-
tion and follow-up. A maternal uncle was diagnosed with a gastric
cancer at age 72, and his daughter died of a brain tumor at age 42.
The maternal grandmother died from a bladder cancer at age 51
(Fig. 1B). Cosegregation analysis performed in the maternal
aunt, diagnosed with CRC (33 years) and endometrial cancer
(56 years), confirmed her status of heterozygous carrier. There-
fore, the mother of the index case was an obligate mutation carrier.

The variant POLDI p.L474P is localized in a highly
conserved residue located within the proofreading domain
of DNA polymerase 8. In silico analysis using SNPs3D,
PolyPhen-2, Condel and SIFT algorithms predicted relevant
functional effects with scores of —3.36 (deleterious), 1 (prob-
ably damaging), 1 (deleterious) and 0 (damaging), respectively.
Human POLDI p.L474 is the homologous residue of p.L479 in
Saccharomyces cerevisiae. The mutation p.L479S Pol3 in this
organism has been shown to cause a mutator phenotype (14).
Moreover, human POLDI p.L 474 is the paralogous residue of
the human POLE p.L424, the residue where the recurrent
POLE p.1.424V mutation occurs (10). In summary, evidence
from cosegregation, in silico predictions of the variant’s func-
tionality and yeast functional assays strongly suggests a patho-
genic nature for POLD1 p.L474P.

Mutation screening of the driver genes KRAS (codons 12 and
13, and exons 3 and 4), NRAS (exons 2—4), and BRAF p.V600E
in the colorectal tumor developed by the index case and in the
endometrial tumors developed by her maternal aunt revealed
no somatic mutations.
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Figure 1. Pedigrees of the families with POLE p.L424V (A) and POLD1 p.L474P (B) mutations. Filled symbol, CRC; centered filled circle, breast cancer; bottom-
right filled circle, bladder cancer; centered unfilled square, endometrial cancer; top-left unfilled circle, GIST; bottom-right filled square, gastric cancer; filled hexagon,
tumor of the central nervous system; 4, mutation carrier; (+) obliged mutation carrier; -, wild-type; arrow, index case. Ages at information gathering or at death, when
available, are indicated on the top-right corner of each individual’s symbol. CRC, colorectal cancer; BC, breast cancer; EC, endometrial cancer; GIST, gastrointestinal

stromal tumor; HP, hyperplastic polyp; y, years.

DISCUSSION

POLE p.LL424V and POLD1 p.S478N mutation screening in 858
Caucasian (Spanish) patients with CRC and/or colonic polyp-
osis, enriched for a family history of colorectal tumors, multiple
colonic polyps and/or early-onset disease, identified one carrier
of POLE p.L.424V. This accounts for 0.12% (1/858) of the total,
0.52% (1/191) of the polyposis cases, and 0.86% (1/116) of the
adenomatous polyposes studied. Despite its infrequency and
based on the simplicity of the test, our findings provide further
evidence to advice that at least POLE p.L.424V, as a recurrent
mutation, should be tested in adenomatous polyposis cases
without mutations in APC and MUTYH.

Together with the family identified in our series, a total of 14
families carrying the POLE p.L424V mutation have been

reported and described in the literature (10). Eleven of them
were CRC-only and/or polyposis families. Of the other two fam-
ilies previously described, an astrocytoma and tumors of the
ureter, ovary and breast were reported in mutation carriers, or
probable mutation carriers, who had also been diagnosed with
at least two additional colorectal tumors (10). Recently, an
additional carrier of a POLE mutation, the deletion ¢.5621_
5622delGT, has been identified in a patient diagnosed with
CRC at 26 years of age, with no further information reported
about family history of cancer or polyposis (15). In our family,
the p.L424V mutation occurred de novo and caused early-onset
CRC (28 years) and adenomatous polyposis. To date, this is the
first de novo case reported for POLE/POLDI germline muta-
tions. Nevertheless, as occurs in 20% APC mutation carriers
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with an apparent de novo mutation (16), it could also be a conse-
quence of a somatic mosaicism in one parent. Being POLE
p-L424V a recurrently found mutation, it can be hypothesized
that its recurrent nature may be the result of a founder effect.
Even though this could still be true for certain instances, the ex-
istence of de novo p.L424 V mutations supports the idea of a mu-
tation hotspot, which may also originate non-founder recurrent
mutated cases.

In this study, we also report a novel mutation, POLDI
p.L474P, identified in an Amsterdam II family without defects
in the MMR system. This finding suggests that polymerase
proofreading mutations in POLDI explain a proportion of the
uncharacterized hereditary non-polyposis CRC cases. This
finding supports the screening of the genes, at least of POLDI,
innon-polyposis CRC cases. In thisregard, the term ‘polymerase
proofreading-associated polyposis’ may be misleading and
should be carefully used, at least until more POLE/POLDI1
families are described and the full phenotypic spectrum of this
syndrome is refined.

In addition to the family herein identified, carrying POLDI
p-L474P, three additional families with germline POLD ] muta-
tions have been previously described, all of them carrier of
p-S478N (10). In three of the four POLD1 families reported, in-
cluding the one described here, two or more endometrial tumors
have been diagnosed, indicating the importance of cancer sur-
veillance of this type of tumor in POLDI mutation carriers
(10,17).

Tumors developed in the context of polymerase proofreading
mutations, both germline and somatic, show an ultramutated,
apparently microsatellite-stable phenotype, sometimes leading
to over a million base substitutions per tumor. In these tumors,
the mutation spectrum is changed, with a particular increase in
the proportion of G: Cto T: Aand A : T to C : G transversions.
Therefore, it would be expected to find numerous mutations in
common CRC genes. However, except for rare mutations in
APC, the frequency of mutations in other driver genes is low
(13). Here, the screening of common KRAS, NRAS and BRAF
mutations in two tumors (1 colorectal and 1 endometrial
cancer) from two POLD] p.LL474P carriers, which also showed
MMR proficiency, revealed no mutations, even when some of
the most common mutations found in those genes in colorectal
cancer, such as KRAS ¢34G>T (p.G12C) or BRAF
c. 1799T>A (p.V60OE), are transversions. This agrees with
the results obtained by Palles et al. (10), where no mutations in
driver genes were identified in 4 of 6 tumors from five POLDI
mutation carriers, and in 5 of 10 tumors from three POLE muta-
tion carriers. Additional studies analyzing the mutation burden
and the presence of mutations in additional known driver
genes in the tumors developed by POLE and POLD1 mutation
carriers, both CRC and endometrial, will provide a clearer
picture of the somatic molecular landscape of this syndrome.

Our results, together with the information gathered so far,
support the recommendation of sequencing the exons encoding
the proofreading domains of POLE and POLDI in all familial
CRC and polyposis cases without mutations in the known predis-
posing genes. Based on our findings, POLE and POLDI muta-
tion screening should not be restricted to polyposis cases, and
the presence of de novo mutations should be taken into
account. Also, whenever endometrial cancer cases are reported
in the family, genetic testing of POLD should be prioritized.

MATERIALS AND METHODS
Patients

A total of 858 familial/early-onset CRC and polyposis patients
from 840 families were included in the analysis. Written
informed consent was obtained from all subjects and the study
received the approval of the Ethics Committees of the involved
institutions.

Series no.1

A total of 612 familial and/or early-onset colorectal cancer and/
or polyposis patients from 594 families without identified
mutations in the known CRC or polyposis genes were included
in the study. All had been referred to the Genetic Counseling
Units of the Catalan Institute of Oncology in the Spanish
region of Catalonia between 1999 and 2012. Referral was
based on familial history of colorectal cancer or polyps, presence
of early-onset colorectal cancer and/or personal history of
polyposis at early age.

All non-polyposis cases (n = 524) had been previously tested
for MMR deficiency, either by immunohistochemistry of the
MMR proteins MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2, and/or by
PCR-based microsatellite instability analysis. MMR-deficient
tumors (n = 86) did not present somatic MLH I promoter methy-
lation and/or the BRAF V600E mutation, thus suggesting a her-
editary component. Nevertheless, no germline mutations were
identified in the candidate MMR genes, according to the MMR
protein expression pattern in the tumor. Clinical features of non-
polyposis cases are shown in Table 1.

All polyposis patients (n = 88) had undergone MUTYH
genetic testing of the three most recurrent genetic variants in
Spanish population, i.e. p.Tyrl79Cys, p.Gly396Asp and
p-Glu410Glyfs*43 (NM 001128425.1) (18). If one of these
three was detected, all the coding regions of MUTYH were sub-
sequently sequenced. When the number of adenomas was>20,
the APC gene, including exons and flanking regions, was also
sequenced. Clinical features of polyposis cases are shown in
Table 2.

Series no.2

Series no.2 consisted of 246 uncharacterized hereditary CRC
and/or polyposis index patients. The 143 non-polyposis CRC
patients included in the study were recruited through the
Cancer Genetic Counseling Units of the Spanish region of
Valencia between 2005 and 2013. Of them, 63 cases fulfilled
the Amsterdam criteria (I or II) and were MMR-proficient. The
remaining 80 cases were diagnosed with MMR-proficient non-
polyposis CRC and had two or more first or second-degree
relatives diagnosed with a Lynch syndrome-related tumor, re-
gardless of age (Bethesda criterion no. 5) (Table 1). The status
of MMR deficiency was assessed either by immunohistochemis-
try of the MMR proteins and/or by PCR-based microsatellite
instability analysis. Biological samples and clinicopathological
information were obtained from the Valencian Biobank
Network and from the Hereditary Cancer Program of the
Valencia Region, both in Spain.

A total of 103 polyposis cases were recruited through the EPI-
POLIP project, which comprises a multicentric Spanish series
(19). All cases were diagnosed with attenuated polyposis with
>10 polyps and at least one first-degree relative affected with
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Table 1. Characteristics of the non-polyposis CRC cases analyzed
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N (fam.) Criteria n (%) Age at cancer diagnosis
Ams. [ Ams. 11 Beth. n.a. Mean (+ SD)
Series no.1 (506 families)®
MMR-proficient” 438 (423) 31 (7.1%) 11(2.5%) 390 (89.0%) 6(1.4%) 49.0 (£ 12.6)
MMR-deficient* 86 (86) 1 (1.2%) 4 (4.7%) 63 (73.3%) 18 (20.9%)¢ 51.4(+13.3)
Series no.2 (143 families)
MMR-proficient” 143 (143) 17 (11.9%) 46 (32.2%) 80 (55.9%) 0 494 (£11.6)
Total 667 (649) 49 (7.4%) 61 (9.1%) 533 (79.9%) 24 (3.6%) -

MMR, mismatch repair; N, number of individuals; fam., number of families; Ams., Amsterdam criteria (I or IT); Beth., Bethesda criteria; n.a., not available data; SD,

standard deviation.
“Three families shared MMR-proficient and MMR-deficient cases.

®Non-polyposis cases whose tumors showed microsatellite stability and intact expression of the MMR proteins MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2.

“Non-polyposis cases whose tumors showed microsatellite instability and/or loss of expression of at least one MMR protein.

dCases referred from the Department of Pathology (CSUB, IDIBELL) to the Hereditary Cancer Program (ICO, IDIBELL) based on tumor histopathological features
suggestive of MMR deficiency, which was subsequently confirmed. Somatic promoter MLHI methylation was discarded and/or the presence of BRAF V600E

confirmed. No information on familial cancer history was available.

Table 2. Characteristics of the polyposis cases analyzed

Adenomatous polyposis®

Attenuated adenomatous polyposis

b d

Non-adenomatous polyposis®  n.a

Series no.1 (n = 88)

N (%) 15 (17.0%) 42 (47.7%) 14 (15.9%) 17 (19.3)
Mean age at polyposis diagnosis (+SD)  43.0(+11.1) 53.3(+13.3) 51.8(+38.5) -
CRC; n (%) 9 (60.0%) 31 (73.8%) 8 (57.1%) -
Polyposis family history; n (%) 4 (26.7%) 14 (33.3%) 3(21.4%) -
CRC family history; n (%) 2 (13.3%) 11(26.2%) 4 (28.6%) -
Series no.2 (n = 103)
N (%) 0 58 (56.3%) 42 (40.8%) 3(2.9%)
Mean age at polyposis diagnosis ( + SD) 0 60.6 (+10.5) 50.9(+9.7) -
CRC n (%) 0 21 (36.2%) 9 (21.4%) -
Polyposis family history; n (%) 0 16 (27.6%) 40 (95.2%) -
CRC family history; n (%) 0 54 (93.1%) 13 (31.0%) -
TOTAL (n = 191) 15 (7.8%) 100 (52.4%) 56 (29.3%) 20 (10.5%)

N, number of individuals; SD, standard deviation; CRC, colorectal cancer; n.a., not available data.

#Adenomatous polyposis: >100 adenomatous polyps.
b Attenuated adenomatous polyposis: 10—100 adenomatous polyps.

“Non-adenomatous polyposis includes hyperplastic, serrated and mixed polyposis.

dReferred to the corresponding unit of genetic diagnosis as ‘polyposis’ but with no specific clinical information available.

CRC. All cases had previously undergone genetic testing of the
three most frequent MUTYH genetic variants in Spanish popula-
tion, by sequencing exons 7 and 13 of the gene. If one of these
three was detected, all the coding regions of MUTYH were sub-
sequently sequenced. The APC gene was analyzed by Sanger se-
quencing in all individuals with >10 adenomas.

POLE p.L424V and POLDI p.S478N screening

In Series no.1, KASPar assays (KASP-By-Design genotyping
assays, LGC group, Teddington, UK) were used to genotype
the two mutations. Reactions were carried out in the LightCycler
480 real-time PCR detection system (Roche Diagnostics GmbH,
Germany), including a corresponding positive control in each
run. Positive controls for POLE p.L424V and POLDI
p.-S478N were kindly provided by Professor Ian Tomlinson
(The Wellcome Trust Center for Human Genetics, Oxford,
UK). Genotype calling was performed automatically by the
LightCycler 480 1II software. Validation of genotyping results
deviated from the wild-type cluster, analysis of samples that
had failed (no amplification) the genotyping experiment, and

cosegregation studies, were carried out by direct automated se-
quencing. Primers and PCR conditions are shown in Supplemen-
tary Material, Table S1. Sequencing was performed on an ABI
Sequencer 3730 and data analyzed using Mutation Surveyor
v.3.10.

In Series no.2, Sanger sequencing was used to screen for
mutations in exon 13 of POLE, where POLE p.L424V is
located, and in exon 11 of POLDI, where POLDI p.S478N
is located. Primers and PCR conditions are shown in Supple-
mentary Material, Table S1. Sequencing was performed on a
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), and data were analyzed using Sequencing Analysis
v.5.1 and Variant Reporter v.1.1 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA).

Loss of heterozygosity

Microsatellites mapping close to POLE and expanding 1.356
Mb, D12S1723,D12S1628,D12S357 and D12S1638, were ana-
lyzed to assess LOH in DNA extracted from formalin-fixed
paraffin-embedded tissue (10). Also, SNaPshot targeting the
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mutation p.L424V was used to assess LOH and to discriminate
wild-type and mutated alleles. Primers and conditions are
shown in Supplementary Material, Table S1. LOH was scored
if the intensity of any allele was reduced by >50% relative to
the other allele after taking account of the relative allelic inten-
sities in paired constitutional DNA.

KRAS, NRAS and BRAF mutation screening

Analysis of KRAS mutations at codons 12 and 13 was performed
using KRAS StripAssay (VienalLab Diagnostics GmbH,
Vienna, Austria), following manufacturer’s instructions.
Exons 3 and 4 of KRAS, exons 2, 3 and 4 of NRAS, and BRAF
V600E were assessed by direct automated (Sanger) sequencing.
Primers, and PCR and sequencing conditions are available upon
request.

In silico prediction analysis

In silico studies to assess the impact of amino acid substitutions
(missense variants) on protein structure, function and evolution-
ary conservation were performed with SNPs3D, PolyPhen-2,
SIFT and CONDEL algorithms (20—23).

SUPPLEMENTARY MATERIAL
Supplementary Material is available at HMG online.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Suppl. Table 1. Primers and PCR conditions.

Forward Primer (5’-3’) Reverse Primer (5°-3’) Q\ir;eplicon f\er:;];:rlg:g re Series
POLE_exon 13 CATCCTGGCTTCTGTTCTCA GTGGCCATCTGGATGTGTG 223 60°C No.2
POLD1_exon 11 GTGTGTCCCTGTCCTTGGAA GTCAGAGGTTGGGGTGAGAG 217 60°C No.2
POLE_L424Vv GGTGCCTGTTAGGAACTTGC CCGCACACACAGTAAGGAGA 449 57°C No.1
POLD1_S478N GGAGTACAAGCTCCGCTCCT GAAAAAGTGGGCGTCAGGTA 250 57°C No.1
SNaPshot
POLE_L424V_LOH TTACCTTCCTGTGGGCAGTC TAGCTCCACGGGATCATAGC 73 54°C
SNaPshot extension TTCCTGTGGGCAGTCATAAT - - -

Normal

Tumor

S68 kb ha19
132,500, 009/ 133, 000, 98| 133,500, soa|
1
I‘ Jl |\.L
D1251628 D128357 ¢.1270C>G

168 189

209 217

203 217

N/T Ratio = 0.725
NO LOH

N/T Ratio =0.812

NO LOH

N/T Ratio = 0.884
NO LOH

Suppl. Figure 1. Absence of LOH at POLE in the colon tumor developed by the POLE

L424V mutation carrier. LOH results using two informative microsatelites, D1251628 and

D12S357, and the mutation, assessed by SNaPshot, are shown.







ANEXO II: Informes del director







Anexo Il: Informes del director

INFORME DEL DIRECTOR SOBRE EL FACTOR DE IMPACTO DE LOS ARTICULOS
PUBLICADOS Y GRADO DE PARTICIPACION

Como directora de la tesis doctoral de Nuria Segui Gracia titulada “Estudio de la longitud
telomérica e identificacion de nuevos genes causales en el cancer colorrectal hereditario
no polipdsico”, hago constar que la doctoranda ha participado activamente en el disefio y
realizacion experimental de los trabajos incluidos en esta tesis, andlisis de resultados,
discusion de conclusiones y preparacion de los manuscritos finales. A continuacién se
especifica su contribucion especifica a cada articulo junto con el factor de impacto de la

revista.

ARTICULO 1
Telomere length and genetic anticipation in Lynch syndrome

Nuria Segui, Marta Pineda, ElisabetGuingd, Ester Borras, Matilde Navarro, Fernando

Bellido, Victor Moreno, Conxi Lazaro, Ignacio Blanco, Gabriel Capella, Laura Valle.
PL0S One 23;8(4):€61286; 2013. [doi: 10.1371/journal.pone.0061286]
Factor de impacto (2012): 3,73

Contribucién de la doctoranda: Puesta a punto de la técnica para la cuantificacion de la
longitud telomérica mediante PCR cuantitativa monocroma multiplex, seleccién y
preparacion de las muestras, realizacion de los experimentos y participacion en el analisis

e interpretacién de los resultados.

ARTICULO 2

Longer Telomeres Are Associated with Cancer Risk in MMR-Proficient Hereditary

Non-Polyposis Colorectal Cancer

Nuria Segui, Elisabet Guino, Marta Pineda, Matilde Navarro, Fernando Bellido, Conxi

Lazaro, Ignacio Blanco, Victor Moreno, Gabriel Capella, Laura Valle.
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PL0S One 3;9(2):e86063; 2014. [doi: 10.1371/journal.pone.0086063]
Factor de impacto (2012): 3,73

Contribucién de la doctoranda: Seleccion y preparacion de las muestras, cuantificacion
de la longitud telomérica mediante PCR cuantitativa monocroma multiplex, realizaciéon de

los experimentos y participacion en el andlisis e interpretacion de los resultados.

ARTICULO 3

GALNT12 is not a major contributor of familial colorectal cancer type X

Nuria Segui, Marta Pineda, Matilde Navarro, Conxi Lazaro, Joan Brunet, Mar Infante,

Mercedes Duran, José Luis Soto, Ignacio Blanco, Gabriel Capella, Laura Valle.

Human Mutation 35(1):50-2; 2014. [doi: 10.1002/humu.22454]

Factor de impacto (2012): 5,21

Contribucién de la doctoranda: Procesado de las muestras de ADN analizadas, puesta
a punto del cribado mediante CSCE y secuenciacién de las regiones codificantes y
secuencias colindantes mediante. Estudio de la prediccién funcional in silico de las
variantes identificadas y estudios de co-segregacion. Participacion en la escritura del

manuscrito.

ARTICULO 4
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