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1. El concepto del cancer

a. Definicion y generalidades de cancer.

Bajo el concepto de cancer englobamos a todas aquellas patologias en las que existe una proliferacion
celular excesiva debido a fallos en los mecanismos de control de crecimiento y muerte celular.
Constituye un proceso dindmico, que comienza tras la alteracion genética de una sola célula y que
contindia con la adquisicién de nuevas mutaciones ventajosas para el crecimiento celular. La fase final se
alcanza cuando estas células alteradas son capaces de propagarse a través de los vasos sanguineos o
linfaticos e invadir 6rganos alejados del foco tumoral inicial. Existen mas de 200 tipos de cancer segun el
organo y tejido de origen, incluyendo las formas no solidas como la leucemia. La gravedad de las
patologias cancerosas es altamente variable, en funcién de factores tales como la naturaleza del tumor,
su localizacién o el grado de desarrollo del mismo. A dia de hoy, el cancer supone una de las
enfermedades con mayor impacto en la salud publica mundial. Mas de quince millones de nuevos casos
son diagnosticados anualmente, siendo la segunda causa de mortalidad en el mundo sélo detras de las
enfermedades cardiacas.

b. El proceso de transformacion tumoral

El cancer es un proceso dinamico en el que sucesivas mutaciones transforman progresivamente una
célula normal en un tumor metastasico con capacidad invasiva. El numero y la naturaleza de las
mutaciones necesarias para que se dé esta transformacion ha sido largamente debatido durante
décadas. La observacion microscépica de la anatomia de érganos afectados por alteraciones tumorales
permitié discernir, a mediados del siglo pasado, entre diferentes etapas dentro del proceso de desarrollo
del cancer (Foulds, 1954). Décadas mas tarde, Renan estimé entre cuatro y siete los cambios necesarios
dicha transformacién (Renan, 1993). Ya en el afio 2000, Hahahan y Weinberg presentaron un modelo de
progresién tumoral basado en seis competencias que una célula normal ha de adquirir a lo largo de su
transformacion en un tumor maligno: la capacidad de produccion sostenida de sefiales de crecimiento, la
resistencia a la muerte celular o apoptosis, la induccién y/o mantenimiento de la angiogénesis, la
insensibilidad a los inhibidores o supresores de crecimiento, la capacidad proliferativa ilimitada y la
movilidad extratumoral y metastasis (Hanahan y Weinberg, 2000). Debido al éxito conceptual del modelo,
éste fue actualizado y ampliado por sus mismos autores una década después. La lista quedd completada
con dos competencias adicionales consideradas “emergentes” y en proceso de aceptacion: la capacidad
de evadir la destruccién celular por parte del sistema inmune y la posibilidad de adaptar el metabolismo
energético celular a los requerimientos propios del tumor. Ademas, se definieron dos rasgos como
caracteristicas propiamente tumorales: la existencia de una gran inestabilidad genémica en el ADN y la
presencia de inflamacién promovida por el propio tumor. Estas competencias y rasgos tumorales
propuestos en el modelo completo se recogen en la Figura 1 (Hanahan y Weinberg, 2011).
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Produccion sostenida de Evasion de los supresores
sefiales de crecimiento de crecimiento

Evasion de la destruccion
por el sistema inmune

Desregulacion del
metabolismo energético

Resistenciaala
muerte celular

Capacidad
proliferativa ilimitada

Inestabilidad genédmica y
alta tasa de mutaciones

Inflamacién promovida
por el tumor

Induccion de la Activacion de la invasion
angiogénesis y metastasis

Figura 1. Competencias y rasgos caracteristicos de la progresién tumoral. En azul se muestran
las competencias originales, en rojo las emergentes, y en violeta los dos rasgos tumorales. Adaptado de
Hanahan y Weinberg, 2011.

c. Fisiologiay diversidad celular en el tumor.

Ademds de proponer un modelo de progresion tumoral, Hanahan y Weinberg también realizaron una
breve descripcion del entorno tumoral. Segin su planteamiento, el tumor debe concebirse como un
sistema dinamico y complejo en el que participan diferentes tipos celulares con funciones diversas y
complementarias. Una representacion de este modelo puede verse en la figura 2.

El tipo celular mas frecuente son las células cancerosas. Son las células que constituyen el grueso de
la masa tumoral y que derivan de la célula desencadenante de la neoplasia. Homogéneas en la fase
inicial del tumor, van divergiendo en base a la adquisicion de nuevas competencias oncogénicas. Entre
estas células tumorales mayoritarias, se encuentran en menor proporcién otros tipos celulares. Las
células madre cancerosas tienen un grado de diferenciacion menor y son capaces no soélo de
autopropagarse —como las células cancerosas normales— sino también de generar otros tipos de células
tumorales (Singh et al., 2003; Al-Hajj et al., 2003; O'Brien et al., 2007; Plaks et al., 2015). Las células
endoteliales forman los vasos sanguineos presentes en el tumor. Tras una activaciéon por alguna de las
vias proangiogénicas, las células endoteliales pasan de un estado latente a desarrollar nuevos vasos
que nutrirdn a las células tumorales y permitirdn la evacuacion de desechos celulares. Algo parecido
sucede con la formacién de los vasos linfaticos (Tammela y Alitalo, 2010). Alrededor del endotelio se
localizan los pericitos, células de naturaleza contractil que ejercen funciones de apoyo al mismo.
Ademas, numerosos tipos de células inflamatorias del sistema inmune se sitGan en el entorno tumoral.
Las células incluidas en este grupo abarcan subtipos de macréfagos, mastocitos, neutrofilos y los
linfocitos T y B. (Coffelt et al., 2010; DeNardo et al., 2010; Johansson et al., 2008; Murdoch et al., 2008;
Xiao et al., 2014). Estas células logran una respuesta pro-inflamatoria, con efectos tales como: el soporte
a la angiogénesis tumoral, la estimulacion de la proliferacion celular del tumor o la facilitacién de la
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invasion, y/o el establecimiento celular en un nuevo nicho para generar un nuevo tumor (metastasis).
(Hatina et al., 2015; Criscitiello et al., 2015; Egeblad et al., 2010; Qian y Pollard, 2010). Por otro lado, los
fibroblastos asociados a tumor contribuyen a la formacién del estroma tumoral (Sukowati et al., 2015).
En este estroma existen ademas células madre y progenitoras del estroma tumoral, que reponen los
diferentes tipos celulares que localizan en esta region. (Bergfeld y DeClerck, 2010; Fang y Salven, 2011;
Giaccia y Schipani, 2010).

Célulamadre cancerosa

Fibroblasto asociado
al tumor

Célula cancerosa

Célula endotelial

Células inflamatorias

Pericito del sistema inmune

Células madre y progenitoras
© derivadas de la médula dsea

y del tejido local ) . .
© Célula cancerosa invasiva

Figura 2. Modelo de la fisiologia y organizacion celular en el tumor propuesto por Hanahan y
Weinberg. Adaptado de Hanahan y Weinberg, 2011.

d. Los cambios genéticos en la transicion tumoral.

Como se ha visto anteriormente, la progresién y malignizacién tumoral es consecuencia de la adquisicién
de cambios genéticos ligados a la obtencibn de competencias metabdlicas: las mutaciones pro-
crecimiento quedan fijadas en el tumor, ya que los clones que las portan se encontraran
sobrerrepresentados tras un tiempo de desarrollo tumoral. Este proceso se asemeja en cierta manera al
proceso de la evolucion de las especies (Salk et al., 2010). Asi, segun el modelo propuesto por
Vogelstein cada mutacién “con efecto pro-tumoral” incrementaria la tasa de crecimiento un 0,4% de
media respecto al equilibro neutro divisién/senescencia (Vogelstein et al., 2013; Bozic et al., 2010). La
acumulacion de multiples de estas variantes pro-crecimiento y la ventaja proliferativa asociada a ellas

generaran paulatinamente un tumor, el cual ira creciendo y malignizandose progresivamente (Figura 3).

Aungue los tumores en personas ancianas acarrean un nimero muy superior de mutaciones que las
neoplasias infantiles (Tomasetti et al., 2013), en ambos casos se encuentran aquellas necesarias para
generar un tumor. Esto indica que en realidad, son pocas las mutaciones necesarias para conducir el
proceso tumoral —mutaciones “conductoras” — y que el resto, son meramente cambios “accidentales” que

no juegan un papel relevante en el desarrollo neoplasico —mutaciones “pasajeras’—. En ausencia de

5
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predisposicion al cancer, se requiere un gran periodo de tiempo para que las mutaciones conductoras
necesarias para generar un tumor se produzcan simultaneamente en una célula. Esto explica la muy

baja frecuencia de tumores esporadicos en nifios.

Dano en

Tumor
primario

. . . Metastasis

| |
[ |
0 Ahos 20

Figura 3. Modelo de progresion tumoral propuesto por Salk. Durante el desarrollo tumoral, algunas células
adquieren competencias ligadas a la progresién tumoral, como la capacidad autoproliferativa, de invasion o de
angiogénesis, entre otras. Como consecuencia de su mayor capacidad adaptativa y de proliferacion, a largo
plazo se produce una seleccién y sobrerrepresentacion de las células que han adquirido un mayor ndmero de
competencias pro-tumorales. Adaptado de Salk et al., 2010.

Las mutaciones conductoras afectan generalmente a genes que juegan un papel clave en la regulacion y
mantenimiento de la integridad celular. Hasta ahora, sélo unos 140 (de 28.000 genes en todo el genoma
humano) han sido identificados como genes portadores de mutaciones conductoras, los cuales ademas

pueden clasificarse en dos categorias bien diferenciadas:

- Proto-oncogenes: Son genes que en su version mutada sobre-activan vias que potencian el
crecimiento y la division celular, lo cual deriva en una situacion de exceso celular. A esta version
mutada del gen se le denomina oncogén. Las mutaciones activantes han de generar proteina
igualmente activa y a su vez anormalmente regulada, por lo que generalmente se trata de

cambios especificos en posiciones muy concretas (Figura 4).

- Supresores tumorales: Son genes con funciones de control y/o proteccion de la estabilidad
celular. Por ejemplo, eliminan aquellas células con graves dafios en el ADN y previenen la
divisién celular excesiva. Esto se consigue mediante la inhibicion de la progresion del ciclo
celular o mediante la activacion del programa de apoptosis. Determinadas mutaciones en los
genes supresores tumorales provocaran una anulacion de su funcién protectora frente al
desarrollo tumoral. A diferencia de los proto-oncogenes, el espectro de mutaciones conductoras

es mucho méas amplio: cualquier cambio que comprometa su funcién (Figura 4).
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Ademas, existe un tercer grupo de genes que, adn no teniendo un impacto directo sobre la viabilidad
celular en caso de mutacion, su supresion deriva en un incremento mutacional. Son aquellos genes
denominados “cuidadores” o “guardianes” (también denominados “caretakers”, del inglés y con el
mismo significado) y que codifican a diferentes familias de proteinas encargadas de detectar y reparar
errores en el ADN, evitando asi su fijacion. A pesar de que la pérdida funcional de los genes cuidadores
no implica de forma directa una ventaja para la proliferacién celular, si predispone a la pérdida de
supresores tumorales o a la transformacion oncogénica, facilitando asi la transformacion tumoral.

Proto-oncogén

iy . :
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PIK3CA s
Supresor tumoral
- v v v v v W wwy 928 aa
RB1

Figura 4. Ejemplo de distribucion tipica de mutaciones somaticas en un proto-oncogén y en un
supresor tumoral en tumores. Las mutaciones que originan un cambio de sentido —missense— se indican
con flechas rojas, mientras que las que generan un codén sin sentido —nhonsense — se sefialan con flechas
azules. Datos extraidos de COSMIC. Abreviaturas: aa, aminoacidos. Adaptado de Vogelstein et al., 2013.

Cabe destacar que estos 140 genes portadores de mutaciones conductoras, ademas de representar una
muy pequefia fraccion del total de genes conocidos, se concentran dentro de doce vias de sefializacion
gue realizan tres funciones especificas:, regular la supervivencia de las células, controlar el correcto

mantenimiento del ADN y determinar el destino celular. (Figura 5)

Supervivencia celular Mantenimiento del genoma Destino celular
* TGF-B ¢ Control del dafio en el ADN e NOTCH
* MAPK ¢ Hedgehog
e STAT e APC
* PI3K ¢ Modificacionde la
* RAS cromatina
* Ciclo celular / Apoptosis * Regulacion

transcripcional

Figura 5. Vias de sefalizacion portadoras de mutaciones conductoras, agrupadas segun funcion.
Adaptado de Vogelstein et al., 2013.
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2. Colony recto:
a. Concepto. Estructuray funcion.

El colon y el recto constituyen la Ultima porcion del aparato digestivo, abarcando casi la totalidad del
intestino grueso, a excepcion del ciego. El colon es la parte mas extensa de este conjunto, con una
longitud media de 1,5 metros en adultos. Su funcién principal es la absorcién de agua y electrolitos
remanentes en el fluido digestivo, ademas de completar la absorcién de algunos nutrientes como las
vitaminas Ky B12. Al mismo tiempo, los restos no absorbidos, junto a la fibra, el mucus secretado y parte
de la flora bacteriana, son compactados para formar las heces. Estas seran desplazadas hacia el recto
por medio de movimientos peristélticos.

El colon puede dividirse macroscOpicamente en base a criterios anatomicos e histolégicos: Justo a
continuacion del intestino delgado se halla el colon ascendente, que continda en el transversal. Estas
dos partes forman el colon derecho o proximal. A continuacidn se encuentra el colon descendente para
terminar finalmente el sigmoideo, que desemboca en el recto. Estas dos Ultimas partes constituyen el
colon izquierdo o distal (Figura 6.a). Histologicamente, el tubo colonico consta de diferentes capas
concéntricas: La mas interna —en contacto con la luz del colon— es la mucosa, que esta constituida por la
repeticién de multitud de unidades glandulares denominadas criptas de Lieberkiihn. La capa mucosa se
compone a su vez de células epiteliales, ldmina propia y muscularis mucosa. Adyacente a la mucosa,
sigue la submucosa, tras ella tres capas de musculo liso y circular constituyen la muscularis propria —
responsable de los movimientos peristalticos del intestino—. Tras ella, y en la parte méas externa se sitian
la subserosa y finalmente, la serosa (Figura 6.b).
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Figura 6. Representacién esquemaética de la anatomia (6.a, izquierda) e histologia (6.b, derecha) del colon.
Modificado de http://heathwise.org (6.a) y de http//cancer.gov (6.b)
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Las Criptas de Lieberkiihn, unidades secretoras del colon, juegan un papel fundamental en la funcién y
regeneracion celular. En la parte mas interna de estas criptas se encuentran las células madre
intestinales, las cuales producen nuevas células indiferenciadas que ascenderan para situarse a una
altura de aproximadamente un tercio de la longitud de la cripta. En este punto, se dividiran para generar
los diferentes tipos celulares maduros del intestino, que comprenden: Las células absorbentes o
enterocitos -la mayoria del total-, las células enteroendocrinas —que producen hormonas
gastrointestinales y paracrinas—, las células calciformes o de Globet —secretoras de moco- y finalmente
las células en penacho —de funcién desconocida—. El proceso de migracién desde el fondo de la cripta
hasta el lumen (donde finalmente la célula entrara en apoptosis y se desprendera del epitelio) se produce
en un periodo aproximado de una semana. (Figura 7)
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Figura 7. Esquema de la estrctura anatomica de una cripta col6nica (centro), filogenia de los tipos
celulares que la constituyen (derecha), y ejemplo de la concentracion en gradiente de dos reguladores

de crecimiento y diferenciacion celular en las criptas (izquierda). Abreviaturas: cel, célula. Adaptado de
Barker., 2014.

A continuacién del colon se sitla el recto, que constituye los ultimos 12-15 centimetros del intestino
grueso. Su funcion principal consiste en la recepciébn y el almacenamiento de las heces.
Histol6gicamente, es semejante al colén, con menor nimero de criptas pero mas profundas. Ademas, las
paredes de la mucosa se pliegan y el muasculo liso se engrosa para facilitar las funciones de
almacenamiento y expulsion de las heces. El recto desemboca en el esfinter anal, constituido por
musculo esquelético voluntario, en el que concluira el proceso digestivo.
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b. Regulacién molecular.

La constante regeneracion celular en colon se encuentra precisamente regulada mediante de una
compleja via molecular denominada via Wnt que engloba a su vez tres diferentes sub-vias siendo la méas
importante la via canénica de Wnt (revisado por Nusse, 2012) (Figura 8):

Las células del estroma localizadas en la zona basal de la cripta secretan la glicoproteina Wnt a la matriz
extracelular, cuya consecuencia final es la potenciacion de la proliferacion celular. En este proceso
interviene una molécula clave; la B-catenina. En ausencia del factor Wnt, la (3-catenina se encuentra
unida de manera natural a un complejo multimérico junto a las moléculas APC y axina. Las quinasas CKI
y GSK3 reconocen este complejo y fosforilan la B-catenina. Esto conduce a su ubiquitinacién y posterior

destruccion en el proteosoma.

En presencia del factor Wnt, éste se une a los receptores de membrana Frizzled/LRP. Como
consecuencia, se produce el secuestro en la membrana celular de algunos de los componentes del
complejo que recluta a la B-catenina para su posterior fosforilacion y destruccién. Esto favorece la
acumulacion de la B-catenina en el citoplasma, la cual acaba por acceder al nucleo, activando factores
de transcripcion de la familia Tcf/lLef. Esto desemboca en la expresion de numerosos genes

desencadenantes del crecimiento y la division celular.

Ausenciade Wnt Presenciade Wnt
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Figura 8. Representacion de los estados inactivado (izquierda) y activado (derecha) de la via candnica
de Wnt. Adaptado de Korkaya y Wicha., 2010.

En situaciones fisiologicas normales, la produccidon de Wnt se concentra en la parte basal de las criptas,
mientras que en la parte luminal, donde las células maduras estan proximas a su extrusion, las células
estromales disminuyen su produccidon para sustituirla por factores como BMP, encargados de

desencadenar el proceso de diferenciacion y especializacién celular (Ver figura 7).
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3. El cancer colorrectal

a. Definicién y epidemiologia

El cancer colorrectal (CCR) abarca a todas aquellas neoplasias originadas en el colon y el recto. Segun
los dltimos datos disponibles (Ferlay et al., 2013; Torre et al., 2015) en el afio 2012 fueron
diagnosticados mas de 1.360.000 nuevos casos en el mundo, lo que representa un 9,7% del total de
todos los canceres. Esto lo convierte en la segunda neoplasia mas frecuente en mujeres (9,2%) tras el
cancer de mama (25,2%), y la tercera en hombres (10%) tras el cancer de pulmoén (16,7%) y el de
prostata (15%). Durante el mismo periodo, se contabilizaron unos 694.000 fallecimientos cuya causa
estaba directamente relacionada con el CCR, lo que corresponde con un 8,5% del total de las muertes

por cancer.

Los mayores valores de incidencia de CCR se registran en los paises mas desarrollados
(Australia/Nueva Zelanda, Europa y Norteamérica), mientras que en las regiones con menor desarrollo
es donde se encuentra un menor nimero de casos (Africa central y occidental) (Figura 9). La mortalidad
por CCR sigue un patron semejante al de la incidencia, aunque sin embargo las diferencias entre
regiones se acortan considerablemente. Esto se debe a que la mortalidad por CCR ha descendido en
aguellos paises con mayor incidencia, que son a su vez los mas desarrollados, debido a la aplicacion de
campafias de concienciacibn y a su capacidad de acceder a mejores tratamientos y pruebas de
deteccion precoz (Center et al., 2009a; Center et al., 2009b; Edwards et al., 2014).

0 20 40 60

Figura 9. Mapa mundial de la incidencia de céncer colorrectal por pais en el afio 2012. La escala
representa la estimacién del nimero de casos diagnosticados por cada 100.000 habitantes durante el afio
2012 tras ajustar por la variable edad. Imagen extraida de Globocan 2012, International Agency for Research
on Cancer.
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Considerando los datos disponibles para Espafia, el cancer colorrectal se sitla como el tipo de
carcinoma mas frecuente (Figura 10). En 2012, se diagnosticaron mas de 32.000 nuevos casos y fue la
segunda causa de mortalidad por cancer con 14.700 fallecidos. A pesar de que histéricamente Espafia
ha mostrado bajos indices de incidencia de CCR, en los ultimos afios los registros se han igualado a los
del conjunto de paises mas desarrollados (Center et al., 2009b).
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Pulmén
Mama
Vejiga

Estomago

Tipo de cancer

Rifién
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Figura 10. Incidencia y mortalidad de los tipos de cancer mas frecuentemente diagnosticados en
Espafia (afio 2012). Datos tomados de Globocan 2012, International Agency for Research on Cancer.
Abreviaturas: NH, no Hodgkin.

b. Mecanismos moleculares implicados en la carcinogénesis colorrectal.

La denominacién de CCR agrupa a todas aquellas neoplasias desarrolladas en el colon y recto sin
considerar criterios mas alla de localizacion anatémica. Sin embargo, a nivel molecular existen un gran
namero de vias implicadas en la aparicion del CCR, pudiendo existir enormes diferencias entre tumores

a pesar de desarrollarse en el mismo drgano y a partir de un mismo tipo celular.

El primer modelo que trat6 de explicar de forma global el proceso de formacion del CCR fue descrito por
Fearson y Vogelstein en 1990 (Fearon y Vogelstein, 1990) (Figura 11). El estudio de varios tumores de
CCR identificé alteraciones recurrentes que parecian relacionarse con la progresién del epitelio normal al
adenoma y finalmente al carcinoma. Segun dicho modelo:

- ElI CCR aparece como resultado de la activacion de oncogenes y sobre todo, por la inactivacion
de supresores tumorales.

- Es necesaria la presencia de mutaciones inactivantes en al menos cuatro o cinco genes clave
para generar una neoplasia maligna.
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- Aunque las alteraciones desencadenantes del proceso tumoral generalmente aparecen
siguiendo una secuencia mas o menos concreta, es la acumulacion de las mismas, mas que su
orden, lo que determina la progresion del CCR.

- En algunos casos, la mutacidn heterocigota de un supresor tumoral puede ser suficiente para
dotar a la célula de una ventaja selectiva.

Pérdida de Otras
Pérdidade  TP53(18q) alteraciones
SMAD4 (18q)
Activacion oncogénica
deKRAS (12p) oo o . o
Hipometilacion . . ®e
del ADN BRAF Adenqma LD Metastasis
o . Adenoma tardio
Pérdida intermedio
de APC (5q)
® Adenoma
temprano
B-catenina e Epitelio
Axina

hiperproliferativo

Epitelio normal

Figura 11. Secuencia adenoma-carcinoma en el cancer colorrectal. Las alteraciones indicadas en negro
se asocian a etapas determinadas de la transformacion del tumor colorrectal. En rojo, se indican algunos
genes o proteinas que también aparecen alterados con frecuencia en esa etapa de transformacion. Adaptado
de Fearon y Vogelstein, 1990.

El estudio tumoral llevado a cabo durante mas de dos décadas desde la formulacion del modelo de
Volgestein ha permitido acotar con mayor precision los cambios generados en la transicion epitelio-
mesénquima. A dia de hoy, se han descrito tres vias de adquisicion de inestabilidad gendémica
implicadas en el desarrollo del CCR: la inestabilidad cromosémica, la inestabilidad de microsatélites y el
fenotipo metilador de las islas CpG. Los tres mecanismos, que no son excluyentes, aumentan la tasa de
mutacién en el ADN celular, incrementando asi la diversidad genética y favoreciendo la aparicion de
clones mejor adaptados al crecimiento. Esto, en Ultima instancia, se traduce en una mayor capacidad de

transformacion y malignizacion tumoral. Estos tres mecanismos se describen a continuacion:

I La inestabilidad cromosémica

La inestabilidad cromosémica (IC) es el mecanismo mas frecuente de adquisicibn de inestabilidad
gendémica en el CCR. En condiciones fisiolégicas normales, la mitosis genera dos células hijas con el
mismo numero de cromosomas que la célula original. Sin embargo, algunas células genéticamente
alteradas pueden llegar a dividirse realizando un reparto desigual de cromosomas. Como consecuencia,
las células resultantes tendran numerosas regiones cromosémicas perdidas, duplicadas o en pérdida de
heterocigosidad (LOH, del inglés loss of heterozygosity), lo cual implicard la carencia y/o
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sobrerrepresentacion de multitud de genes (Pino y Chung, 2010). Aunque muchos de los nuevos
cariotipos generados supondran la inviabilidad celular, algunos podran dotar a la célula de una ventaja
selectiva. No es de extrafiar por ello que tumores avanzados generados a partir de esta via coincidan en
la presencia de determinadas duplicaciones o pérdidas cromosomicas. Una descripcion detallada de los
cambios predominantes en diferentes tipos de CCR puede encontrarse en la seccion 7.b.l. La
inestabilidad cromosOmica viene con frecuencia acompafiada de mutaciones en genes supresores
tumorales. A modo de actualizacién del modelo de Vogelstein, Al-Sohaily (Al-Sohaily et al., 2012)
enumerd alguno de los cambios clave en el desarrollo de la transicion epitelio-mesénquima en el CCR:

- Mutaciones en el proto-oncogén KRAS: Determinadas mutaciones en el proto-oncogén KRAS,
principalmente en los codones 12 y 13, generan una version activante de la proteina (Brink et al.,
2003). Esto conduce a una sobreexpresion descontrolada de numerosos genes diana con funciones
tales como la regulacion del control celular, la diferenciacion, supervivencia o motilidad celular (Pino y
Chung., 2010). KRAS se encuentra mutado en un 30-60% de los CCR esporadicos y adenomas
avanzados y se cree que es un paso de vital importancia en la transicién adenoma-carcinoma (Wang
et al., 2006; Pajkos et al., 2000; Knickelbein et al., 2015).

- Pérdida del brazo cromosdmico 5q: Ocurre en el 20-50% de los CCR (Fearon et al., 1990). El brazo
5q contiene a APC, gen que ejerce de “guardian” de la proliferacion celular en el colon. Como ya se
ha explicado en la seccion 2.b., la proteina APC tiene un papel clave en la via canénica de Wnt, ya
que regula la eliminaciéon de la B-catenina mediante su unién a la misma. Mutaciones en APC se
encuentran en un 60-80% de los casos de CCR y en una alta proporcion de adenomas, por lo que
parece ser un paso inicial en el desarrollo de la transformacion tumoral (Powell et al., 1992). También
localiza en este brazo el gen MCC, que activa vias de muerte celular ante dafio en el ADN y es capaz
de inhibir la via Wnt de forma independiente a APC (Pangon et al., 2010; Fukuyama et al., 2008).

- Pérdida del brazo cromosémico 8p: Ocurre en mas del 50% de los CCR (Chughtai et al., 1999).
Esta pérdida se asocia con estadios avanzados de progresion tumoral y se cree que incrementa el
potencial metastasico del tumor (Macartney-Coxson et al., 2008), aunque no se ha identificado ningan
gen cuya pérdida de funcion pueda ser responsable de la malignizacion del CCR (Mourra et al., 2008).

- Pérdida del brazo cromosdmico 17p: Ocurre en alrededor de un 75% de los CCR. Es un cambio de
gran relevancia en la transformacién tumoral, puesto que incluye al gen TP53, conocido como el
guardian del genoma. La pérdida de este brazo cromosomico suele darse en estadios avanzados de
progresion tumoral (Vogelstein et al., 1988) y suele suponer el segundo evento que anulara por
completo la presencia celular de la proteina (Grady et al., 2002). TP53 es un gen clave con funciones
implicadas tanto en la proteccion de la estabilidad gendmica, como en el desencadenamiento de
senescencia celular cuando existe un dafio severo en el ADN (Green et al., 2009). Por esta razoén, la
pérdida del brazo 17p suele verse como un paso importante en la progresién tumoral.

- Pérdida del brazo cromosémico 18q: El brazo 189 se encuentra en LOH en alrededor del 50-70%
de todos los CCR. Incluye varios genes supresores de tumores tales como CABLES1, DCC y varios
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genes de la familia SMAD. La pérdida de esta regién es un marcador de pronéstico desfavorable en
los estadios Il y lll de CCR (Lanza et al., 1998; Ogunbiyi et al., 1998; Wang et al., 2010a).

Il La inestabilidad de microsatélites

Los microsatélites son secuencias de ADN de entre dos y cinco pares de bases que se repiten
contiguamente un nimero determinado de veces. Los microsatélites se encuentran dispersos por todo el
genoma, localizadndose generalmente en regiones no codificantes. Debido a su naturaleza repetitiva, son
zonas propensas a generar errores en el proceso de replicacién mediante la incorporacion o eliminacion
de repeticiones. El sistema de reparacion de bases desapareadas (MMR, del inglés mismatch repair) es
el encargado de localizar y reparar aquellas bases incorporadas incorrectamente. Este sistema se
compone de los genes MSH2, MLH1, MSH6 y PMS2, entre otros (Boland et al., 2010). La inactivacion de
los dos alelos de uno de estos genes, bien por mutacion o por silenciamiento debido a la metilacién del
promotor, conlleva un fallo de este sistema de reparacion. Este fallo potenciard la aparicion de
mutaciones que, en el caso de afectar a supresores tumorales o de activar proto-oncogenes,
desencadenaran el proceso de transformaciéon tumoral. Algunos genes que contienen repeticiones
microsatélites en regiones codificantes tales como PTEN, RAD50, MSH3, MSH6, TGFBRII, BAX, BCL-10,
entre otros, tienen un papel fundamentan en el control de la homeostasis celular o la reparacién del ADN
(lacopetta et al., 2010). EI 90% de los tumores con inestabilidad de microsatélites (IMS) tienen
mutaciones en el gen TGFBRII, que participa en la regulacién de la inhibicion del crecimiento celular
(Parsons et al.,, 1995). Otros rasgos moleculares que definen a los tumores IMS es su naturaleza
generalmente diploide, con pocas regiones en LOH y su menor nimero de mutaciones en KRAS y TP53
(Soreide et al., 2005). Ademas, la mutacién V600E en BRAF se observa con mucha frecuencia en casos
de CCR con IMS de tipo esporadico, pero no asi en los familiares (Deng et al., 2004).

1. El fenotipo metilador de islas CpG

Aproximadamente un 70% de los promotores que regulan la expresioén génica en humanos contienen
regiones ricas en el dinucléotido citosina-guanina (CpG). Estas regiones, denominadas islas CpG, tienen
una longitud superior a 200 pares de bases y una presencia de CpG incrementada en mas del 60% de lo
que corresponderia por azar. La metilacién de las citosinas de los dimeros CpG de estas islas supone un
efectivo mecanismo de silenciamiento génico que permite regular la expresion de un gen sin necesidad
de alterar su secuencia original. La metilacién de genes concretos es un fendmeno frecuente en CCR
como segundo evento inactivante de la expresion génica, tal y como se ha visto para APC, MCC o MLH1
(Toyota et al., 1999). Pero méas alld de la metilacion génica puntual, en algunos tumores de CCR se
observa un patrén generalizado de metilacién de islas CpG. Como consecuencia, multitud de genes son
silenciados, incluyendo algunos que son clave para el mantenimiento homeostatico de la célula. El
fenotipo ligado a la metilacion generalizada de estas islas se domina CIMP (del inglés CpG island
methylator phenotype: fenotipo metilador de islas CpG), pudiéndose observar en alrededor de un 15% de
los CCR esporadicos. A nivel molecular, los tumores que muestran un patrén de alta metilacion de islas
CpG suelen tener IMS, y el gen BRAF mutado (Nosho et al., 2008a).
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c. Clasificacion por estadios del CCR

El grado de invasion es un buen testigo de la progresion tumoral, correlacionando con una menor
supervivencia y condicionando el tratamiento de eleccion. Por ello, es necesaria la existencia de un
sistema de clasificacion que acote la progresién tumoral del CCR en diferentes etapas o estadios en
base a criterios fisiondbmicos concretos. La primera clasificacion fue creada por Dukes en 1932,
considerando tres posibles estadios en funcién de si la masa tumoral alcanzaba soélo al epitelio -y quiza
levemente a la capa muscular— (estadio A), ampliamente la capa muscular (estadio B) o si ademas
invadia al menos un ganglio linfatico (estadio C). Tras diferentes ampliaciones y modificaciones de este
sistema, —algunas de amplio uso como la Astler y Coller en el afio 1954—, la institucion American Joint
Committee on Cancer sugirié la unificacion en un Unico sistema en 1986 (Hutter y Sobin, 1986). El
sistema propuesto, con nombre TNM, describe el grado de invasion del CCR en base al desarrollo o
afectacion de: el propio tumor primario (pT), los nédulos linfaticos (pN) y la presencia o no de metastasis
(pM) (Tabla 1). El sistema de clasificacion se completa con la asignacion de una categoria —de 4— que
correlaciona con los estadios propuestos por Dukes (Tabla 2, Figura 12). Debido a la clara finalidad
practica de estos sistemas de clasificacion, cada categoria va asociada a un pronéstico y por lo tanto, a
un tratamiento determinado.

Tabla 1. Categorias del sistema TNM para el cancer colorrectal

Categoria T: Tejidos del colon o recto en los que localiza el tumor primario.

Tx No ha sido posible realizar la evaluacién de la extension del tumor primario o no se dispone de ella.

TO No existe evidencia de tumor primario.

Tis Carcinoma in situ en el epitelio. Posible invasion de la lamina propia pero sin atravesar la mucosa.

T1 El tumor invade la submucosa.

T2 El tumor invade la muscular propia.

T3 El tumor ha atravesado la muscular propia e invade la subserosa pero no hay invasion de tejidos
Vecinos.

T4 El tumor invade o se adhiere a otros érganos y estructuras adyacentes.

Categoria N: Afectacion de nédulos linfaticos cercanos por parte del tumor primario.

NXx No ha sido posible evaluar la afectacion de nddulos linfaticos o no se dispone de dicha evaluacion.
NO No hay afectacion de nddulos linfaticos por parte del tumor primario.

N1 De 1 a 3 ganglios linfaticos contienen células procedentes del tumor primario.

N2 Cuatro 0 mas ganglios linfaticos contienen células procedentes del tumor primario.

Categoria M: Presencia de invasién a distancia (metastasis)

Mx No ha sido posible realizar la evaluacién de la presencia de metastasis 0 no se dispone de ella.
MO Ausencia de metéstasis: No hay invasion a distancia de otros 6rganos.
M1 Metastasis: Organos distantes contienen células del tumor inicial.
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Tabla 2. Correspondencia de los sistemas de clasificacion de Dukes y Astler y Coller con el
sistema TNM y supervivencia a 5 afios para cada estadio.

Sistema de clasificacion TNM Correspondencia Supervivencia a5
Estadio T N Dukes Astler y Coller afos*

0 Tis NO MO - - -

I T1 NO MO A A 92,5 - 93,9%
T2 NO MO B1

1] T3 NO MO B B2 76,4 - 77,5%
T4 NO MO B3

1 TUT2 N1/N2 MO C C1 47,1 - 48,3%

T3/T4 N1/N2 MO Cc2
v T(is-4) N(0-2) M1 - D 6,1-7,0%

*Intervalo de confianza al 95% para los datos de supervivencia a 5 afios al CCR en Inglaterra durante los afios
1996-2002. Datos extraidos de http://www.ncin.org.uk/, National cancer Intelligence Network.

Estadio 0

Figura 12. Estadios tumorales en el
cancer colorrectal en base al
sistema de clasificacibn TNM.
Modificado de http://www.cancer.gov/.

d. Deteccion y tratamiento

Debido a que la supervivencia al CCR es inversamente proporcional al grado de progresion tumoral, la
deteccion precoz es fundamental para aumentar las posibilidades de curacién del paciente. Existen una
serie de manifestaciones poco especificas que pueden alertar sobre la posible incidencia de un CCR.
Entre ellas se encuentran los vomitos, el cansancio extremo, los cambios en el transito intestinal o en el
patron de evacuacion, la pérdida de peso sin una causa aparente o la identificacion de sangre en heces.

El diagnéstico y/o estudio del CCR abarca varios tipos de pruebas. Las menos invasivas consisten en el
examen general del cuerpo, el test de sangre oculta en heces o el examen digital del recto. La
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sigmoidoscopiay la colonoscopia permiten la observacion y la extraccion de biopsias del recto y colon
sigmoide o del recto y colon, respectivamente. Otras técnicas posibles son el enema de bario o la
colonoscopia virtual, que permiten tener una vision méas global de todo el colon. De todas ellas, la
colonoscopia ofrece una mayor sensibilidad diagndstica, aunque el grado de adhesion a programas
preventivos basados en esta técnica es menor (Hassan et al., 2012; Salas et al., 2014; Stracci et al.,
2014).

El tratamiento del cancer colorrectal comprende diferentes estrategias que incluyen la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia. La cirugia se centra en la eliminacion local del tumor primario y los
tejidos adyacentes posiblemente afectados. Esto es suficiente en fases iniciales del tumor donde la
extension del mismo queda claramente delimitada. La radioterapia consiste en la aplicacion de radiacion
ionizante (como los Rayos Gamma o X) o particulas a sobre el tejido tumoral para destruirlo. Suele
aplicarse tras la escision de tumores adheridos a 6rganos en los que la cirugia ha podido dejar células
tumorales remanentes. Por otro lado, la quimioterapia se basa en la aplicacion de medicamentos
antineoplésicos, bien de forma localizada o sistémica. EI mecanismo de accion se basa en la destruccion
de células de division rapida, por lo que ademas de las células cancerosas, aquellas células sanas con
alta actividad mitética también se veran afectadas. De acuerdo a los estadios del sistema TNM, las

opciones de tratamiento mas frecuentemente barajadas son:

Estadio 0: Debido a la localizacion epitelial del tumor, la cirugia es el tratamiento méas eficaz. La

polipectomia suele ser suficiente para solucionar la mayoria de los casos.

Estadio 1: El tumor localiza todavia dentro del colon o recto, por lo que sélo serd necesaria la
escision de la parte del tejido afectado junto a los ganglios linfaticos adyacentes.

Estadio 2: El tumor ha podido invadir otros tejidos cercanos pero no ha pasado al sistema linfatico.
Por ello, la reseccién quirargica de las zonas afectadas suele ser suficiente. Sin embargo, en los
casos donde se observa un fenotipo mas agresivo (con mayor movilidad, transformacién o afeccion
tisular mas severa), puede recomendarse quimioterapia y/o radioterapia en las zonas donde pueden
haber quedado células tumorales.

Estadio 3: Debido a la presencia de tumor en los ganglios linfaticos, la escision del tejido afectado
siempre ira combinada de quimioterapia posterior. Igualmente, la radioterapia puede ser aplicada si
han podido quedar células tumorales por extraer tras la colectomia.

Estadio 4: La presencia de células tumorales en drganos lejanos —frecuentemente el higado, aunque
también los pulmones o el peritoneo, entre otros— hace patente que la eliminacién del tumor inicial no
sera capaz de eliminar el cancer. Sin embargo, si la metastasis es pequefia la cirugia del tumor inicial
combinada con quimioterapia puede acabar eliminando el cancer. En estadios muy avanzados con
metastasis generalizada, los tratamientos suelen ir mas encaminados a aliviar los sintomas del
paciente y a alargar su tiempo de vida, ya que existe una muy baja probabilidad de curacién total.
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4. Factores de predisposicién al cancer colorrectal.

El riesgo a desarrollar CCR, al igual que en la mayoria de canceres, viene condicionado por la suma de
factores tanto ambientales como genéticos. La combinacién de todos ellos modulara el riesgo final de
cada individuo a desarrollar CCR.

a. Factores ambientales

Los factores ambientales, en los que se engloba el estilo de vida o la exposicién a carcin6genos, son un
modulador crucial en el riesgo al CCR. Como parece logico, la exposicién continuada del intestino grueso
a las sustancias resultantes del proceso digestivo hace que la alimentacion sea un factor clave en el
riesgo de padecer CCR: Las dietas ricas en carnes rojas y/o carne procesada, en especial cocinadas a
altas temperaturas, incrementan el riesgo a padecer CCR. (Hammerling et al., 2014; Joshi et al., 2015)
Por otro lado, algunos alimentos han sido descritos como “protectores”, ya que la incidencia del CCR en
pacientes que siguen una dieta rica en estos elementos se ha demostrado menor. Entre ellos figuran las
verduras, la fruta y las semillas de grano integral. Lo mismo sucede con moléculas como el folato, la
Vitamina D o el calcio (Revisado por Pericleous et al.,, 2013; Song et al., 2015). Mas alla de la
alimentacion, la practica habitual de ejercicio se ha observado como un habito protector (Johnson, 2013).
Por el contrario, tienen un efecto negativo la obesidad (Baena y Salinas, 2015; Keimling et al., 2013), el
tabaco (Cross et al., 2014) o la ingesta de alcohol (Ferrari, 2007; Durko y Malecka-Panas, 2014). Incluso
se ha asociado el hecho de vivir en zonas industriales con un incremento de riesgo al CCR (Lopez-
Abente, 2012). Uno de los factores de riesgo mas relevantes es la edad, de forma que més del 90% de
todos los casos de CCR son identificados en pacientes con mas de 50 afios.

b. Factores genéticos

Aproximadamente una de cada cinco personas que desarrollan CCR tienen algun familiar afectado por
esta misma enfermedad. Visto de otro modo, el riesgo a desarrollar CCR es 2,25 veces superior si un
paciente de primer grado ha sido diagnosticado con esta enfermedad, y hasta de 4,25 veces mas alto si
hay dos o mas familiares de primer grado afectos (Johns et al., 2001). Aunque parte de esta agregacion
podria ser debida a compartir habitos o efectos del entorno, se estima que la principal razén de la misma
es que comparten variantes genéticas que les otorgan una susceptibilidad superior a padecer CCR. Esto
variard en funcién de la naturaleza de los genes afectados y del tipo de alteracién causada en la
estructura y/o expresion de la proteina. Existen millones de variantes descritas en el genoma: mientras
gue el efecto de la mayoria de ellas se considera nulo o se desconoce, algunas han sido asociadas a un
incremento de riesgo a desarrollar CCR de hasta el 100%. Su factor de discriminacion mas importante es
su penetrancia, es decir, el porcentaje de portadores de esta variante (o de mutaciones en el gen

correspondiente, focalizando en genes concretos) que finalmente acaba manifestando la enfermedad.
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I Mutaciones de alta penetrancia.

Mutaciones de efecto letal en determinados genes clave en la regulacion celular y/o reparacion del ADN
en colon provocan un aumento de riesgo notorio a padecer CCR. Generalmente se trata de mutaciones
gue generan codones truncantes, afectan al proceso de corte y empalme (splicing en inglés), alteran el
marco de lectura o provocan la delecién o insercion de aminoacidos. También se incluyen mutaciones no
sinénimas que conllevan una alteracion grave o la anulacion total de la funcion de la proteina —por
ejemplo, que desestabilizan su estructura o que alteran el dominio de unién a un ligando—.

Este tipo de mutaciones son las causantes de los sindromes de CCR hereditario, ya que su notorio
efecto hace que la enfermedad se manifieste en una alta proporcion de los individuos portadores (Tabla
3). Los sindromes asociados a este tipo de mutaciones seran explicados méas adelante. La frecuencia de

estas mutaciones en poblacién general es muy baja debido a la presion selectiva.

Tabla 3. Descriptiva de los sindromes de CCR hereditario y los genes implicados.

Gen(es) Funcién o via molecular Sindrome Herencia
MLH1* Reparacion de bases Sindrome de Lynch AD
MSH2 desapareadas
MSH6
PMS2

EPCAM?

APC Inhibicion via Wnt Poliposis adenomatosa familiar AD?
(PAF)

MUTYH Reparacion por escision de Poliposis asociadaa MUTYH AR

bases (PAM)

SMAD4 Via TGF-Beta 'y BMP Poliposis juvenil AD

BMPR1A
GREM1 Via TGF-Beta 'y BMP Poliposis hereditaria mixta AD

STK11 (LKB1) Serina-Treonin quinasa Sindrome de Peutz-Jeghers AD
PTEN Inhibicion de la via AKT Sindrome hamartoma-tumor por AD
mutaciones en PTEN
TP53 Respuesta a dafio en el ADN Sindrome de Li Fraumeni AD
POLE Correccion de errores de la Sindrome asociado a la actividad AD
POLD1 polimerasa reparadora de la polimerasa

Abreviaturas: AD, autosémica dominante; AR, autosémica recesiva.

1. La epimetilacion constitutiva (hipermetilacion del promotor) también es un mecanismo frecuente de
inactivacion de MLH1.

2. Se ha descrito asociacion entre deleciones en la region EPCAM e hipermetilacion del promotor de MSH2.

3. Mutaciones de novo en el 30% de los casos.

Mientras que la tabla anterior recoge Unicamente aquellos genes ampliamente aceptados como
causantes de formas sindromicas de CCR, existen otros genes propuestos cuyo papel en el desarrollo
del CCR hereditario todavia no esta firmemente demostrado. Se requieren estudios de validacion

adicionales que apoyen su inclusién del grupo de genes de alta penetrancia para CCR.
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Tal es el caso del gen BUB1. Un reciente estudio basado en arrays de niumero de copia detecté una
microdelecion en 2g13, donde localiza el gen BUB1, en un individuo con CCR a edad temprana (de Voer
et al., 2011). Este gen codifica una quinasa que participa en el punto de control de la mitosis y el
ensamblaje del huso mitético. Su alteracion se relaciona con una segregacion desequilibrada de
cromosomas (Hanks et al., 2005; Baker et al., 2005). Un estudio posterior del mismo grupo identifico
variantes genéticas deletéreas, tanto en BUB1 como en otro gen de la misma familia (BUB3), en otros
pacientes con CCR familiar y /o de aparicion temprana (de Voer et al., 2013).

Otros ejemplos son algunos genes identificados en estudios de secuenciacion motivados por el interés
de la funcién de los mismos (estudio dirigido a genes candidatos). Mediante esta técnica se relacionaron
los genes GALNT12 (que codifica para una glicosiltransferasa), UNC5C (con funcién proapoptdtica),
NUDT1 y OGG1 (ambos implicados en la reparacion de ADN por escisidn de bases), con un incremento
de riesgo a CCR (Gylfe et al., 2010; Coissieux et al., 2011; Clarke et al., 2012; de Voer et al., 2013). Esto
sera explicado con mas detalle en la seccién 8.b.

Otros genes identificados en Ultimos afios en relacion con la predisposicion al CCR son AXIN1 y AXIN2,
participantes en la via de Wnt (Lammi et al., 2004; Mazzoni et al., 2014), EPHB2 (Kokko et al., 2006;
Zogopoulos et al., 2008), ENG, que codifica la proteina endoglina la cual interacciona con factores de
crecimiento para formar vasos sanguineos (Sweet et al., 2005; Howe et al., 2007; Ngeow et al., 2013),
BMP4 (Lubbe et al., 2011), PTPRJ, que se relaciona con silenciamiento germinal por hipermetilacion del
promotor (Venkatachalam et al., 2010) o FOCAD, una focadhesina (Weren et al., 2015).

La reciente llegada de la secuenciacion masiva en paralelo (NGS, del inglés next generation sequencing)
ha permitido secuenciar el exoma o el genoma completo de numerosos pacientes y familias con CCR
familiar, generando varias variantes potencialmente implicadas en cada uno de estos casos
secuenciados. Un resumen de los estudios mas relevantes en el campo del CCR familiar y los genes
identificados en cada uno puede verse en la Tabla 4. Los estudios centrados en el Cancer colorrectal
familiar de tipo X son recogidos en la seccion 7.d.

Tabla 4. Estudios de secuenciacion de exomas completos en el campo del CCR familiar. Los estudios de
secuenciacion de exomas completos en el CCRFX se explican en la seccién 7.d.

Estudio Muestras Genes identificados

Esteban- 43 afectos de 29 familias con fuerte CDKN1B, XRCC4, EPHX1, NFKBIZ,

Jurado et al., agregacion de CCR SMARCA4, y BARD1

2015

Gylfe et al., 96 afectos con fuerte agregacion de UACA, SFXN4,TWSG1, PSPH, NUDT7, ZN

2013 CCR F490, PRSS37, CCDC18, PRADC1, MRPL
3y AKR1C4

DeRycke et al., 40 afectos de 16 familias 26 genes, destacando CENPE y KIF23

2013

Smith et al., 50 afectos de CCR esporéadico FANCM, LAMB4, LAMC3, PTCHD3, TREX2

2013 (18 diagnosticados antes de los 35 y NOTCHS.

afios)

Tanskanen et 22 afectos de CCR diagnosticados ADAMTS4, CYTL1, SYNE1, MCTP2,

al., 2015 antes de los 40 afios ARHGAP12, ATM, DONSON, ROS1y
MCTP2
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I. Mutaciones y genes que confieren un riesqgo moderado

Existen variantes en genes implicados en formas sindromicas del CCR que provocan una reduccion
parcial en su capacidad de actuacion (por ejemplo por disminuir su estabilidad o la afinidad por su
ligando). Un ejemplo es la mutacién 11307K en el gen APC (Laken et al.,, 1997). Estas variantes
conllevan un incremento de riesgo moderado al CCR. Asimismo, mutaciones con un efecto funcional
severo que afectan a genes de menor relevancia en la estabilidad de las células del intestino grueso
pueden también suponer un incremento de riesgo de impacto moderado.

Una forma de identificar este tipo de variantes es la basqueda directa en genes candidatos en cohortes
de afectos de CCR. Variantes infrecuentes con efectos deletéreos in silico identificadas en casos con
CCR familiar serdn sospechosas de conllevar un incremento de riesgo a esta enfermedad. Un
metaandlisis reciente (Ma et al., 2012) evalud un total de 267 variantes en 150 genes candidatos las
cuales habian sido previamente asociadas a incrementos de riesgo a CCR. Se encontré asociacion
positiva (p<0.05) en 62 de estas variantes localizadas en 50 genes incluyendo APC, CHEK2, DNMT3B,
MLH1, MUTYH y hTERT.

1. Variantes que incrementan levemente el riesqo al CCR.

Los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS en inglés para Genome-Wide Association
Study) han identificado numerosas variantes comunes sobrerrepresentadas en afectos de CCR. Hasta el
dia de hoy, 48 loci han sido asociados con un incremento de riesgo de desarrollar este tipo de cancer,
aportando razones de oportunidad (OR, del inglés odds ratio) que van desde 1,04 hasta 1,47
(http://lwww.genome.gov/gwastudies) (Tabla 5). Se ha observado que la acumulacion de estas variantes
incrementa el riesgo de sufrir adenomas y/o CCR de forma aditiva (Houlston et al., 2012; Cheng et al.,
2015) (Figura 13). La proporcién de predisposicion genética que podria explicarse en base a estas
variantes de riesgo se estima que es de, a lo sumo, un 10% del total. (Hemminki et al., 2008a; Hemminki
et al., 2008b; Niittymaki et al., 2010; Dunlop et al., 2013)

201
Controles Casos
=

154

101

Porcentaje de individuos

<9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 =220
Numero de alelos de riesgo

Figura 13. Distribucion del numero de alelos de riesgo en 14 polimorfismos de baja predisposicion al
CCR en afectos de este tipo de cancer y en controles. Adaptado de Houlston et al., 2012.

22



INTRODUCCION

Tabla 5. Variantes identificadas en estudios GWAS asociadas a incrementos de riesgo al CCR. Se indican las
asociaciones con valor de p <1-10°y efecto validado en al menos una serie caso-control independiente adicional.

Genes o elementos testados Odds Ratio Estudio en el que se identifico |
19233 Clorf110 rs1912453 1,07 Peters et al, 2013
1925.3 LAMC1 rs10911251 1,09 Peters et al, 2013
1941 DUSP10 - QRSL1P2 rs6691170 1,06 Houlston et al., 2010
" " rs6687758 1,09 Houlston et al., 2010
2032.3 NABP1 - SDPR rs11903757 1,16 Peters et al, 2013
3p21.31 KLHL18 - PTPN23 rs8180040 1,28 Fernandez-Rozadilla et al., 2013
3p24.3 SALLA4P5 - RPL24P7 rs4591517 1,06 Jiao et al., 2012
3026.2 MYNN rs10936599 1,04 Houlston et al., 2010
4q13.2 RPS23P3 - CENPC rs17730929 1,47 Jiao et al., 2012
4022.2 ATOHL1 - HMGB3P15 rs13130787 1,09 Peters et al, 2013
5021.3 KRT18P42 - MAN2A1 rs367615 1,35 Jiao et al., 2012
5q31.1 C50rf66 rs647161 1,11-1,17 Jia et al., 2013
6p21.2 TRNAI25 rs1321311 1,10 Dunlop et al., 2012
6022.1 DCBLD1 rs2057314 1,08 Peters et al, 2013
6025.3 SLC22A3 rs7758229 1,28 Cui et al., 2011
" SYNJ2 rs9365723 1,27 Jiao et al., 2012
7p15.3 SNRPCP19 - CYCS rs39453 1,28 Jiao et al., 2012
8pl2 DUSP4 - RPL17P33 rs12548021 1,28 Fernandez-Rozadilla et al., 2013
8qg22.1 LOC100616530 rs3104964 1,27 Fernandez-Rozadilla et al., 2013
8023.3 LINCO00536 - EIF3H rs16892766 1,27 Tomlinson et al., 2008
" " " 1,24 Peters et al, 2012
8q24.21 LOC101930033 rs10505477 1,17 Zanke et al., 2007
" " rs7014346 1,19 Tenesa et al., 2008
" CCAT2; LOC101930033 rs6983267 1,27 Tomlinson et al., 2007
" " 1,24 Tomlinson et al., 2008
" " " 1,18 Cui et al., 2011
" " " 1,13 Peters et al, 2013
! GSDMC - FAM49B rs2128382 1,11 Peters et al, 2013
9g22.32 MIR4291 - BARX1 rs10114408 1,37 Jiao et al., 2012
10p14 RNA5SP299 - LINC00709 rs10795668 1,12 Tomlinson et al., 2008
10g25.3 HSPA12A rs1665650 1,13 Jiaetal., 2013
11913.4 POLD3 rs3824999 1,08 Dunlop et al., 2012
11923.1 COLCA2;COLCA1 rs3802842 1,11 Tenesa et al., 2008
" " " 1,14 Peters et al, 2012
" " " 1,11 Peters et al, 2013
12p13.32 RPL18P9 - CCND2 rs10774214 1,09-1,17 Jia et al., 2013
" CCND2 rs3217810 1,20 Peters et al, 2013
" " rs3217901 1,10 Peters et al, 2013
12q13.12 DIP2B - ATF1 rs11169552 1,09 Houlston et al., 2010
12g21.1 TPH2 rs10879357 1,25 Jiao et al., 2012
12q24.21 TBX3 - UBA52P7 rs7315438 1,11 Peters et al, 2012
" TBX3 rs59336 1,09 Peters et al, 2013
14q922.2 RPS3AP46 - MIR5580 rs4444235 1,11 Houlston et al., 2008
14923.1 DACT1 - RPL31P4 rs17094983 1,13 Peters et al, 2013
15913.3 SCG5 - GREM1 rs4779584 1,23 Tomlinson et al., 2008
" " " 1,18 Peters et al, 2012
1,12 Peters et al, 2013
16g22.1 CDH1 rs9929218 1,10 Houlston et al., 2008
18g21.1 SMAD7 rs4939827 1,16 Broderick et al., 2007
" " " 1,20 Tenesa et al., 2008
" " " 1,18 Tomlinson et al., 2008
" " " 1,14 Peters et al, 2012
! " " 1,12 Peters et al, 2013
" " rs7229639 1,22 Zhang et al., 2014
19q13.11 RHPN2 rs10411210 1,15 Houlston et al., 2008
20p12.3 FGFR3P3 - CASC20 rs961253 1,12 Houlston et al., 2008
" SRSF10P2 rs2423279 1,10-1,14 Jia et al., 2013
" CASC20 - BMP2 rs4813802 1,10 Peters et al, 2013
20g13.33 LAMAS rs4925386 1,08 Houlston et al., 2010
Xp22.2 GPR143 - SHROOM2 rs5934683 1,07 Dunlop et al., 2012
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c. Herenciay agregacion familiar en el CCR

Mas de dos tercios de los casos de CCR se dan en familias donde no existen antecedentes familiares de
dicha enfermedad: A estos casos se les denomina CCR esporadicos. En este grupo, a la influencia de
los factores genéticos se le atribuye un peso menor, mientras que es al efecto ambiental al que se asocia
con la causa del CCR.

El CCR familiar implica la existencia de dos o méas afectos en el nudcleo familiar y suele ir ligado a la
presencia de variantes que aportan un riesgo sustancial a desarrollar este tipo de cancer. EI CCR familiar
representa un 20-35% de los casos totales de CCR (Lichtenstein et al., 2000), pero a dia de hoy
Unicamente un 2-6% del total puede explicarse en base a mutaciones en genes de predisposicion al
CCR conocidos de alta penetrancia (Aaltonen et al., 2007; Valle et al., 2014a). Es decir, Unicamente
alrededor de un quinto de los casos de CCR familiar tienen una causa genética conocida. La fraccion
restante podria estar explicada en base a variantes de alta penetrancia todavia no identificadas, la
acumulacion de variantes de bajo y moderado riesgo, la influencia de factores ambientales y/o el azar, o
la combinacion de los factores anteriores. Por otro lado, la existencia de multitud de variantes que
aportan variables incrementos de susceptibilidad al CCR hace que la frontera entre los tipos esporadico y
familiar no pueda ser bien establecida desde el punto de vista genético. Sin embargo, en base a la
agregacion, fenotipo y causa genética conocida del CCR, éste se ha clasificado segun se recoge en la
Figura 14.
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Figura 14. Clasificacion y frecuencia de los casos de CCR segun la agregacion familiar y/o
pertenencia a una forma sindrémica. Abreviaturas: S, sindrome; CCRFX, CCR familiar de tipo X; PAF,
poliposis adenomatosa familiar.

Los casos de CCR hereditario se encuadran en su mayoria dentro de formas sindrémicas de cancer con
un fenotipo determinado y una causa genética identificada. Ademas, se ha definido la entidad del cancer
colorrectal familiar de tipo X (CCRFX), en la que agrupa a todos casos de CCR hereditario no polipésico
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sin fallos germinales en el sistema de reparacion de bases desapareadas y cuya causa genética de la
predisposicion al CCR es desconocida (ver capitulo 8).

Las formas sindromicas o entidades en las que se engloba el CCR hereditario se clasifican inicialmente
en base a su fenotipo polipdsico o no polipdsico:

~ Formas polipésicas:

* Poliposis adenomatosas:
- Poliposis adenomatosa familiar.
- Poliposis adenomatosa familiar atenuada.
* Poliposis asociada a MUTYH
» Sindrome asociado a la actividad reparadora de la polimerasa.
* Poliposis hereditaria mixta.
* Poliposis hamartomatosas:
- Sindrome de Peutz-Jeghers.
- Poliposis juvenil
- Sindrome hamartoma-tumor por mutaciones en PTEN.

~ Formas no polipdsicas:

* Sindrome de Lynch
« Cancer colorrectal familiar de tipo X (Unica entidad de CCR hereditario no

sindrémica).

Una descripcion detallada de cada entidad sindromica puede encontrarse en las secciones 5 —Formas
polipésicas—, 6 —Sindrome de Lynch—y 7 —CCR familiar tipo X—.
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5. Sindromes del CCR hereditario polipésico

a. Poliposis adenomatosa familiar causada por mutaciones en APC:

La poliposis adenomatosa familiar (PAF) (MIM N°:175100) es una forma sindrémica hereditaria de CCR
gue conlleva la aparicion de numerosos polipos en el epitelio del intestino grueso a partir de la primera
década de vida (Jasperson et al., 1998). Supone la segunda forma sindromica hereditaria de CCR mas
frecuente tras el sindrome de Lynch (0,2 — 1% del total de CCR diagnosticados), con una prevalencia de
2,3-3,2 individuos afectos por 100.000). A pesar de que los p6lipos generados son inicialmente benignos,
su progresiva transformacién hace inevitable que alguno de ellos malignice hasta generar un CCR. Para
la década de los 40-50 afios de edad, la penetrancia del CCR en pacientes con PAF que no han recibido
intervenciones profilacticas es practicamente total (Half et al., 2009).

La forma de PAF clasica se caracteriza por un fenotipo muy agresivo, en el que el nimero de pdélipos
desarrollados supera el centenar, llegando incluso hasta varios miles. Existe ademas una forma de PAF
atenuada, en la que el numero de pdlipos es menor a 100 (generalmente en torno a 30) y apareciendo
ademéas de forma mas tardia (de media los 44 afios). Sin embargo, la malignizacion también es frecuente
(generalmente 10-15 afios después de la apariciéon de los polipos), con un riesgo estimado de CCR a lo
largo de la vida del 70%. Es importante destacar que el cuadro clinico de la PAF también incluye el
potencial desarrollo de pdlipos en el duodeno y en el estbmago (con posibilidad de malignizacién
posterior), de cancer periampular o de hipertrofia del epitelio pigmentario de la retina, entre otros
(Revisado por Valle, 2014a).

La causa genética de la PAF es la presencia de mutaciones germinales en uno de los alelos del gen
APC, de manera que la formacion del adenoma lo marcard una segunda mutacion inactivante en el alelo
salvaje del gen. Sera en los afios posteriores cuando la aparicion de nuevas mutaciones en genes clave
transforme progresivamente el adenoma en un carcinoma. Aproximadamente en el 80% de los pacientes
que siguen una manifestacion clinica de PAF clasica se identifican mutaciones truncantes en APC. Por el
contrario, menos del 30% de los pacientes con fenotipo de PAF atenuada portan algin tipo de mutacion
en dicho gen (revisado por Pineda et al., 2010). Hasta el 15-20% de los casos de PAF tienen un origen
mutacional considerado de novo (Bisgaard et al., 1994), y en uno de cada cinco de estos casos se ha
observado mosaicismo, lo que indicaria un origen somatico en fase primigenia (Hes et al., 2008).

b. Poliposis asociada a MUTYH.

La manifestacion clinica mas relevante de la poliposis asociada a MUTYH (PAM) consiste en la
presencia de numerosos polipos colénicos (10-100) que se manifiestan alrededor de la edad de 50 afios
(Farrington et al., 2005; Cleary et al., 2009; Nielsen et al., 2009a., Morak et al., 2010; Out et al., 2010).
Esto implica un aumento de riesgo sustancial a desarrollar CCR que va desde el 43% hasta casi el 100%
en ausencia de vigilancia (Sampson et al., 2003; Gismondi et al., 2004; Farrington et al.,
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2005; Yamaguchi et al., 2014). Ademas, la PAM conlleva un riesgo del 4% de padecer cancer duodenal,
incrementos mas moderados de sufrir otras neoplasias y otras complicaciones adicionales (Sieber et al.,
2003; Ponti et al., 2005; Aretz et al., 2006; Nielsen et al., 2006; Vogt et al., 2009).

La poliposis asociada a MUTYH es el Unico sindrome polipdsico que sigue un patron de herencia
recesivo, manifestandose generalmente en una Unica generacion de la familia afectada. Por ello,
alrededor de dos tercios de los pacientes conocen su condiciéon de PAM tras padecer un CCR sin haber
accedido a un programa de seguimiento preventivo (Nielsen et al., 2011; Grover et al., 2012). La clinica
de la PAM es muy heterogénea y presenta numerosos puntos en comuan con otros sindromes polipésicos.
Esto también dificulta la identificacion de las familias portadoras. Los criterios para considerar a un
paciente como sospechoso de padecer PAM, de cara a realizar un analisis genético se describen en la
Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones clinicas para el estudio genético de MUTYH. Sélo es necesario el
cumplimiento de una de las condiciones. Extraido de Genereviewers (Brand et al., 2012)

a) Uno a diez adenomas desarrollados antes de los 40 afios de edad.

b) Presencia de 10 a cientos de adenomas coldnicos y/o polipos hiperplasicos.
c) Poliposis colbnica sin mutaciones germinales en APC.

d) CCR con mutacién somatica en KRAS en la posicion ¢.34G>T

e) Historia familiar de CCR compatible con un patrén de herencia recesivo.

La causa genética de este sindrome es la presencia de mutaciones bialélicas en el gen MUTYH, el cual
codifica la enzima glicosilasa MYH. En condiciones fisioldgicas normales, el oxigeno es capaz de alterar
guimicamente a la guanina, provocando que ésta pueda emparejarse erroneamente con la adenina y no
con la citosina. La glicosilasa MYH corrige estos errores mediante el sistema de escisiébn de bases,
evitando su fijacion. La ausencia de esta enzima conlleva inevitablemente a un aumento de
transversiones G:C a T:A. El aumento de la tasa mutacional ligado a este sindrome eleva notoriamente
la probabilidad de alterar genes que puedan desencadenar el inicio de la progresion tumoral. Por ejemplo,
es muy tipica la transversion ¢.34G>T en el codon 12 de KRAS, que se encuentra en el 64% de los CCR

analizados y que supone la transformacién oncogénica del gen (Nielsen et al., 2009a).

Es importante destacar que la mayoria de los casos de PAM identificados en Europa occidental estan
causados por dos mutaciones recurrentes concretas: c.536A>G (p.Tyrl79Cys) en el exén 7 y c.1187G>A
(p.Gly396Asp) en el exon 13. Estas mutaciones pueden encontrarse bien de forma individual o
combinada en un 1-2% de la poblacién general (Al-Tassan et al., 2002; Cleary et al., 2009; Nielsen et al.,
2009b). Del mismo modo, multiples variantes deletéreas recurrentes propias han sido identificadas en
otras regiones geogréaficas del mundo (Lejbkowicz et al., 2012; Pin et al., 2013; Aretz et al., 2014). Por
ejemplo, en Espafia y otros paises mediterrdneos, el cambio ¢.1227_1228dup (p.Glu410Glyfs*43) ha
sido identificado en varias familias afectas de PAM (Gomez-Fernandez et al.,, 2009; Abdelmaksoud-
Dammak et al., 2012).
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c. Sindrome asociado a la actividad reparadora de la polimerasa.

El sindrome asociado a la actividad reparadora de la polimerasa (SAARP) conlleva un incremento de
riesgo a padecer CCR y pélipos adenomatosos. Existe una gran variabilidad en la manifestacion de este
sindrome a nivel colorrectal: algunos casos muestran un nimero variable de poélipos que recuerdan a la
PAF atenuada o a la PAM, mientras que en otras ocasiones hay CCR a edades tempranas en ausencia
de poliposis, asemejandose al fenotipo propio del sindrome de Lynch. Ademas, las portadoras de
mutaciones en POLD1 tienen un riesgo adicional de desarrollar cancer de endometrio. Otros tipos de
cancer han sido identificados ocasionalmente en portadores, aunque no existen evidencias que puedan
relacionarlos de forma directa con el SAARP (Palles et al., 2013; Valle et al., 2014b; Elsayed et al., 2014;
Spier et al., 2014). El reciente descubrimiento del impacto de estas mutaciones en la susceptibilidad al
CCR hace que no exista un criterio bien definido que resuma una serie de fenotipos asociados a la
presencia de estas variantes. Si bien la presencia de numerosos pélipos en familias sin mutaciones
germinales en APC, MUTYH o los genes MMR pueden sugerir un grupo candidato a padecer SAARP -y
también si hay casos de cancer de endometrio en la familia, indicativo de una sospecha de mutaciones
en POLD1-, todavia es necesaria la identificacion de mas familias afectas por esta mutacién para a
poder establecer con mas claridad un fenotipo comun.

La causa de la SAARP es la presencia de mutaciones en el dominio exonucleasa de los genes POLE y
POLD1, los cuales codifican las subunidades cataliticas de las polimerasas € y & (Pol € y Pol d). Las
polimerasas a, 0 y € llevan a cabo de manera mayoritaria la replicacion del ADN nuclear (Figura 15). Pol
a genera un pequefio fragmento de unos 20 nucleétidos que Pol € y Pol & utilizan para continuar la
sintesis de la cadena principal y retardada respectivamente (Byrnes et al., 1976; Shcherbakova et al.,
1996; Syvaoja et al., 1990; Shcherbakova et al., 2003; Pursell et al;, 2007). Pol € y Pol & poseen
capacidad exonucleasa, de manera que son capaces de reconocer y corregir aquellas bases
incorporadas errGneamente tras el proceso de elongacion. Esto permite reducir su tasa de error cien
veces, hasta tnicamente ~107° fallos por nucleétido (Reha-Krantz et al., 2010). Ademas, la regién c-
terminal de Pol € ejerce una funcion de “punto de control” antes de comenzar la anafase (Edwards et al.,
2003).

Pol ¢

Funcion de sintesis
C-term
Funcidn exonucleasa
Hebra conductora

POL( — - - e
Sintesis

Sintesis
(]

Error no
reparado

Hebra retardada

Pol a

Reparacion de errores Funcién exonucleasa
de la polimerasa Funcion de sintesis

Figura 15. Mecanismo de amplificacion del ADN y reparacion de errores asociados a fallos
de la polimerasa. Modificado de Preston et al., 2010.
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Hasta la fecha, las mutaciones POLE p.Leu424Val, POLD1 p.Ser478Asn y POLD1 p.Leu474Pro, —todas
ellas en situadas en el dominio exonucleasa— han sido identificadas como causa de SAARP. (Palles et
al., 2013; Valle et al., 2014b; Elsayed et al., 2014; Spier et al., 2014). Otras mutaciones en estos genes
encontradas en pacientes con poliposis y/o CCR y también situadas en este dominio o en posiciones
cercanas han sido sugeridas como potencial causa de SAARP.

Por otro lado, el andlisis genético de los tumores desarrollados en este contexto muestra una alta
hipermutabilidad, con alrededor de 5000 sustituciones de base en zona codificante por genoma,
destacando la presencia de transversiones A:T>C:G y G:C>T:A. También se han identificado algunos
casos —con mutacion germinal en POLE Leu424Val- que muestran IMS ademas de la hipermutabilidad,
como consecuencia de la inactivacién por mutaciones somaticas de un gen del sistema reparador de
errores de la polimerasa (Elsayed et al., 2014; Briggs y Tomlinson., 2013).

d. Poliposis hereditaria mixta.

La poliposis hereditaria mixta (N° MIM 601228) constituye una forma sindrémica de penetrancia variable
en la que se incluye el desarrollo de pdlipos de diferente naturaleza: pélipos hiperplasticos, de tipo Peutz-
Jeghers, serrados, juveniles y también adenomas. El CCR ocurre ademdas en una alta proporcién de
familias afectas (Jaeger et al., 2012; Whitelaw et al., 1997).

Varios estudios han intentando identificar la causa genética de este sindrome, aunque por ahora sélo
algunas familias han podido explicarse en base a mutaciones concretas. Estudios de nimero de copia
identificaron en la regién 15913.3 la duplicacion de un fragmento de unos 40 Kb que cosegregaba con la
enfermedad (Tomlinson et al., 1999; Jaeger et al., 2003; Jaeger et al., 2008; Jaeger et al., 2012). Esta
duplicacién situada entre los genes SCG5 y GREM1 era responsable de un incremento en la
transcripcion del gen GREM1 (Jaeger et al., 2012). El gen GREML1 tiene funciones inhibitorias sobre
proteinas de tipo BMP, cuya consecuencia final es la produccién de factores que favorecen el
crecimiento celular (Sneddon et al., 2006). A pesar de lo revelador del descubrimiento, ninguna familia no
Askenazi afecta de poliposis hereditaria mixta ha podido ser descrita portando esta duplicacion.

e. Poliposis hamartomatosas:

Bajo el concepto de poliposis hamartomatosas se incluyen un conjunto de sindromes de herencia
dominante y muy infrecuentes, en los que existe predisposicion a desarrollar polipos hamartomatosos en
el tracto gastrointestinal. Ademas, existen otras manifestaciones clinicas como la presencia de rasgos
dismorficos o un mayor riesgo de sufrir canceres extra-intestinales. La gran variabilidad de rasgos
clinicos existentes en el grupo y la relativa frecuencia de casos causados por mutaciones de novo hacen
gue el diagnostico sea a veces complicado. Los sindromes clinicos incluidos en este grupo son:
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+ La poliposis juvenil (N° MIM 174900) es la forma sindrémica mas frecuente dentro del grupo,
con una incidencia estimada de 1 caso por cada 100.000-160.000 individuos (Latchford et al., 2012).
Suele conllevar la apariciéon de 1 a 100 pdlipos juveniles en el tracto gastrointestinal (principalmente
intestino grueso, también en intestino delgado y estémago) y los sintomas aparecen generalmente en la
primera o segunda década de vida (Manfredi et al., 2010). El riesgo de céncer se sitla alrededor del 38%
para el CCR y 21% para el cancer de tracto gastrointestinal superior (Howe et al., 1998; Brosens et al.,
2007). Algunos casos de cancer de pancreas e intestino delgado también han sido identificados y
asociados con esta etiologia (Howe et al., 1998; Walpole et al., 1989, Gatalica et al., 2008). Entre los
pacientes que cumplen los criterios clinicos de la enfermedad (Jass et al., 1988) en un 20-30% pueden
detectarse mutaciones en BMPR1A, y en una proporcion similar en SMAD4. Ambos genes participan en
la via de sefializacion de TGF-B (Sayed et al., 2002; Howe et al., 2004).

+ El sindrome de Peutz-Jeghers (N° MIM 175200), con una frecuencia de 1 caso cada 8.300-
200.000 individuos (van Lier et al., 2010) se caracteriza por la presencia de poliposis hamartomatosa
gastrointestinal y zonas de pigmentacion oscura alrededor de la boca. Ademas, conlleva un aumento de
riesgo de cancer que afecta no soélo a tejidos del tracto digestivo como el colon, estbmago o intestino
delgado, sino también a otros como el Utero, ovario, testiculos 0 mama, entre otros (Boardman et al.,
1988; Choi et al., 2000; Lim et al., 2004; Hearle et al., 2006). El 100% de los pacientes afectos por este
sindrome son portadores de mutaciones identificables en el gen STK11, que codifica para una serina-
treonina quinasa (Hemminki et al., 1998; Jenne et al., 1998; Krusse et al., 1999; Aretz et al., 2005).

+ El Sindrome hamartoma-tumor por mutaciones en PTEN (N° MIM 601728), comprende a su
vez los sindromes clinicos de Cowden, Bannayan-Riley-Ruvalcaba, Proteus y Proteus-like. Este conjunto
de sindromes conllevan manifestaciones clinicas diversas, en ocasiones solapantes, incluyendo la
macrocefalia, retraso en el crecimiento, multiples neoplasias (Mester et al., 2013), o incluso autismo
(Goffin et al., 2001; Herman et al., 2007; Orrico et al., 2009; Varga et al., 2009). Los sindromes de
Cowden y Bannayan-Riley-Ruvalcaba se asocian a mutaciones germinales en PTEN, —pudiéndose
identificar en un 60-80% de casos (Uppal et al., 2007; Marsh et al., 1998a; Marsh et al., 1998b)-,
mientras que las formas Proteus y Proteus-like se han relacionado ademas con alteraciones en AKT1
(Lindhurst et al., 2011; Jelsig et al., 2014). De manera general, se han establecido riesgos a desarrollar
diferentes tipos de cancer para pacientes con mutaciones germinales en PTEN que se sitdan en un
85,2% en mama para mujeres, 35,2% en tiroides (OR de 199,5 en hombres y 43,2 en mujeres), 33,6%
en rifién, 28,2% en endometrio, 9% en colon y recto, ademas de un 6% de riesgo de padecer melanoma
(Tan et al., 2012, Bubien et al.,, 2013). No existe realmente una correlacion clara entre el fenotipo-
genotipo (Tan et al., 2011), siendo incluso la variabilidad intrafamiliar muy acentuada (Lachlan et al.,
2007).
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6. Sindromes de CCR hereditario no polipdsico I: El sindrome de Lynch.

El sindrome de Lynch (SL) (N° MIM 120435) es el sindrome hereditario de susceptibilidad al cancer
colorrectal con mayor incidencia, explicando en torno a un 2-3% de todos los casos de CCR (Hampel et
al., 2008). El SL incrementa ademas el riesgo a desarrollar otros tipos de cancer extracolénicos (Umar et
al., 2004; Win et al., 2012), y de padecer cancer CCR sincrdnico y metacrénico (Win et al., 2013a; Parry
et al., 2011). Sin embargo, a diferencia de los sindromes de CCR anteriormente expuestos, en el SL no
existe un riesgo adicional a desarrollar poliposis. La causa molecular del SL es el incorrecto
funcionamiento del sistema de reparacion de bases desapareadas (MMR, del inglés mismatch repair)
debido a alteraciones en los genes que llevan a cabo esta funcién. Esto acarrea la incapacidad de
corregir muchos de los errores que se producen en el ADN nuclear. Al igual que sucede en otros
sindromes de susceptibilidad por fallos en la reparacion del ADN, la acumulacion de mutaciones no
corregidas aumentara notablemente la probabilidad de alterar genes supresores de tumores o de activar
oncogenes, favoreciéndose asi el desarrollo de cancer. El patron de herencia del SL es autosémico

dominante, con una penetrancia altamente variable para el CCR.

a. Caracteristicas clinicas del SL

Las manifestaciones clinicas del SL son diversas, solapandose con rasgos también presentes en
canceres esporadicos u otras formas sindrémicas (Watson et al., 2008; Barrow et al., 2009; Koornstra et
al., 2009; Lynch et al., 2009). Las caracteristicas clinicas mas relevantes asociadas al SL pueden verse
en la Tabla 7 (Adaptado de Lynch et al., 2009)

Tabla 7. Caracteristicas clinicas de mayor relevancia asociadas al sindrome de Lynch. Adaptado de
Lynch et al., 2009.

Elevado riesgo de desarrollar CCR: Incidencia hasta del 70% a los 70 afios y del 80% a los 85 afos.
Patrén de herencia dominante
Edad temprana de aparicion de CCR: Edad media de 45 afios frente a 69 en poblacién general.

Mayor frecuencia (70%) de desarrollar CCR en el colon proximal.

o~ w0 DN E

Carcinogénesis acelerada: La transformacion epitelio-mesénquima suele darse en 2-3 afios (frente

a 8-10 afios en la poblacién general).

6. Elevado riesgo de CCR adicionales (sincrénicos o metacrénicos): 25-30% de reincidencia de CCR
a los diez afios.

7. Riesgo incrementado de tumores extracolénicos: endometrio (27-71%), ovario (3-15%), estdmago
(2-30%), intestino delgado (2-8%), tracto hepatobiliar y pancreas (2-18%), tracto urinario (1-28%),
cerebro (1-4%), piel (4%) y otros adenomas.

8. Los tumores de CCR suelen ser poco diferenciados, presentar exceso de células mucosas y en

anillo, ademas de darse con frecuencia la reaccion linfoide de tipo Crohn.

9. Mayor supervivencia al CCR respecto a los casos esporadicos.
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Mientras que la Tabla 7 recoge los rasgos fenotipicos generales del SL, se han definido ademas dos
variantes clinicas de este sindrome en base a particularidades fenotipicas y/o genotipicas de ciertos

pacientes:

¢+ El sindrome Muir-Torre (N° MIM 158320) se caracteriza por el desarrollo de tumores sebaceos,
incluyendo adenomas, epiteliomas y carcinomas. Los carcinomas mas frecuentes en este grupo de
pacientes son el CCR y los tumores genitourinarios (Schwartz y Torre, 1995; Bhaijee et al., 2014)

¢+ El sindrome de Turcot tipo 1 (N° MIM 276300), en inglés Mismatch Repair Deficiency syndrome,
agrupa a todos los casos en los que existe un defecto heredado en ambos alelos de los genes
responsables del SL general (en el que sélo un alelo se encuentra alterado de forma germinal). Su
fenotipo es muy agresivo; el CCR aparece a edades muy tempranas y la incidencia de tumores
cerebrales es muy elevada. Ademas, se dan manifestaciones propias de la neurofibromatosis tipo | como
manchas café con leche, nédulos de Lisch en los ojos y neurofibromas, entre otras. (Turcot et al., 1959,
Hamilton et al., 1995, Ostergaard et al., 2005; Wimmer et al., 2008; Wimmer et al., 2014).

b. Causas genéticas del Sindrome de Lynch:

La caracteristica molecular que define a todos los pacientes con SL es el fallo germinal en alguno de los
siguientes genes implicados en el sistema MMR: MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2. El funcionamiento del

sistema MMR se explica en la Figura 16.
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N\ erréneamente

N

Reconocimiento el error
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Figura 16. Mecanismo de reparacion del sistema
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@ proteinas con funciones complementarias. Algunas
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" Modificado de Martin y Scharff, 2002.
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El sistema de reparacion MMR es un mecanismo celular encargado de reconocer y reparar determinados
errores en el ADN, incluyendo inserciones, deleciones e incorporaciones erroneas de base. Estos
cambios pueden surgir como consecuencia de dafio en el ADN, producto de la recombinacién o por no
haber sido reparado por los sistemas de reconocimiento de errores de las polimerasas durante la
replicacion (lyer et al., 2006; Larrea et al., 2010).

La mayoria de los casos de SL se deben a mutaciones en los genes MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 que
alteran el correcto funcionamiento de las proteinas. En alrededor de la mitad de los casos de SL, el gen
mutado de forma germinal es MSH2, mientras que en el 30-40% lo es MLH1. MSH6 concentra un 7-10%
de las mutaciones y PMS2 una proporcion inferior al 5% del total. En estos dos Ultimos casos, la
penetrancia del cancer es menor y la edad de aparicion de la enfermedad es mas tardia (Miyaki et al.,
1997; Senter et al., 2008; Ten Broeke et al., 2015). Estas frecuencias varian segun la zona geografica en
funcion de las mutaciones fundadoras propias de cada region (revisado por Ponti et al., 2014). Es
importante destacar ademas, la presencia de variantes hipomorficas, las cuales reducen parcialmente la
actividad de la proteina generada sin llegar a anular por completo su funcidon (Renkonen et al., 2003). La
aparicion de mutaciones de novo también se ha reportado como mecanismo causal de SL, existiendo

también mutaciones fundadoras y/o recurrentes (Desai et al., 2000).

Existe también una proporcion de casos cercana al 1-3% en el que determinadas deleciones afectando
al gen EPCAM conllevan un silenciamiento epigenético de MSH2 en tejidos donde el gen EPCAM se
expresa de forma constitutiva (Niessen et al., 2009; Tutlewska et al., 2013, Kuiper et al., 2011). Por
ultimo, la hipermetilacion constitutiva de las islas CpG de MLH1, también se ha descrito como
mecanismo causal de SL, ya que provoca la pérdida de expresiéon de la proteina, en este caso sin
ninguna mutacién genética identificable asociada (Valle et al., 2007a; Hitchins et al., 2013; Ward et al.,
2013).

Es importante destacar que la pérdida alélica germinal propia del SL no es causa de la pérdida de
funcién del sistema MMR. Sin embargo, de acuerdo a la hipétesis de Knudson, es la causa de
predisposicion a esa misma pérdida (Knudston, 1971), puesto que solo restara un evento inactivante en
el alelo salvaje para provocar dicha incapacidad.

c. Criterios de seleccion y cribado molecular en el diagndstico del SL

Debido a la alta penetrancia del SL, la identificacion de familias afectas es clave de cara a aplicar un
protocolo de vigilancia preventivo (Jarvinen et al., 2009; Palomaki et al., 2009; Stupart et al., 2009). Sin
embargo, el amplio espectro clinico del SL dificulta la capacidad de discriminacién entre dicho sindrome
y otras formas de cancer. Con la intencién de establecer una serie de pautas que permitiesen identificar
a aquellas familias susceptibles de padecer SL, un grupo internacional de expertos en el estudio del
cancer hereditario no polipdsico establecieron en 1990 los denominados “Criterios de Amsterdam”,
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centrados en el CCR como criterio de seleccién (Vasen et al., 1991) (Tabla 9). Debido al incremento de
riesgo a cancer que el SL también implica en determinados tejidos extracolénicos, estos criterios fueron
revisados para incluir dicha predisposicion —Criterios de Amsterdam Il- (Park et al., 1999) (Tabla 8). La
baja sensibilidad obtenida con este sistema (Hampel et al., 2005; Sjursen et al., 2010), motivo la creacion
de un nuevo criterio de seleccidén que se recogid en las guias de Bethesda (La forma revisada de este
nuevo sistema (Umar et al., 2004) puede verse en la Tabla 9) Mediante la aplicacion estas guias, se
estima que mas del 90% de las familias con SL pueden ser identificadas como tal, aunque a costa de
disminuir notoriamente la especificidad (Laghi et al., 2004).

Tabla 8. Criterios de Amsterdam |y Il. Todos los requerimientos deben cumplirse.

CRITERIOS DE AMSTERDAM |
Tres o mas miembros de la familia han sido diagnosticados con CCR.
Al menos uno de los afectos debe ser pariente de primer grado de los otros dos.
Al menos dos generaciones deben estar afectadas.

Al menos uno de los pacientes debe haber sido diagnosticado de CCR antes de los 50 afios.

I A

Las poliposis adenomatosas familiares deben de ser descartadas.

CRITERIOS DE AMSTERDAM I
1. Tres o mas miembros de la familia han sido diagnosticados con un cancer asociado al
CCHNP.
Al menos uno de los afectos debe ser pariente de primer grado de los otros dos.
Al menos dos generaciones deben estar afectadas.

Al menos uno de los pacientes debe haber sido diagnosticado de CCR antes de los 50 afios.

O

Las poliposis adenomatosas familiares deben de ser descartadas.

Céncer asociado a CCHNP: colon, recto, endometrio, intestino delgado, uréter o pelvis renal.
Abreviaturas: CCHNP, CCR hereditario no polipésico.

Tabla 9. Criterios de Bethesda revisados. Debe cumplirse al menos uno de los siguientes requerimientos.

CRITERIOS DE BETHESDA (REVISADOS)
CCR diagnosticado antes de los 50 afios de edad.
El diagnoéstico de cancer sincronico o metacronico de canceres asociado al CCHNP.

CCR con IMS diagnosticado antes de los 60 afios de edad.

= @ N [P

Diagnostico de CCR cuando existe al menos un familiar diagnosticado de CCR u otro tipo de
cancer asociado al CCHNP antes de los 50 afios de edad.

5. Diagnostico de CCR cuando existen dos o méas familiares de primer o segundo grado que han
sido diagnosticados de CCR u otro cancer asociado al CCHNP.

Céncer asociado a CCHNP: colon, recto, endometrio, intestino delgado, uréter o pelvis renal.
Abreviaturas: CCHNP, CCR hereditario no polipésico.
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De manera clasica, el analisis de la capacidad MMR es la primera prueba que debe realizarse ante la
sospecha de SL (Boland et al., 1998), para lo cual se realiza una amplificacién mediante PCR de varios
marcadores de microsatélites. El resultado positivo del analisis para la IMS es indicativo de la
incapacidad reparadora. Tras ello, debe realizarse una reaccién de inmunohistoquimica (IHQ) para las
analizar la expresion de las proteinas MMR. Un resultado negativo para el dimero MLH1-PMS2, puede
complementarse ademas con un test de metilacion para el promotor de MLH1 (o de la mutaciéon V600E
para BRAF, ligada a este fenotipo) (Parsons et al., 2012). Asi se podran acotar aquellos casos no ligados
a mutaciones germinales en MLH1. La ausencia de proteina sin metilacion en MLH1 conduce al test
genético de secuenciacion de los genes MLH1 y MSH2. Por otro lado, la IHQ negativa para el dimero
MSH2-MSH6 conduce directamente a la secuenciacion los dos genes que las codifican. Segun el
resultado de la secuenciacion, se diagnosticara al paciente como Lynch (mutacion patogénica localizada)
0 Lynch-like (sin mutacion patogénica localizada) (Rodriguez-Soler et al., 2013). La forma Lynch-like
comparte caracteristicas clinicas y tumorales practicamente idénticas a las del SL, aunque el riesgo de
padecer un cancer asociado a SL es menor. (Revisado por Carethers et al., 2014).

La mayor accesibilidad actual a los medios de diagnostico hace que actualmente se esté promoviendo el
andlisis universal de todos aquellos tumores asociados a SL dados en pacientes no testados
previamente para el SL (Mange et al., 2014; Mills et al., 2014; Teutsch, 2009, Moline et al., 2013). La
aplicacion de esta estrategia supone numerosos beneficios a nivel clinico y también en la investigacion.
Sin embargo, también aumenta el nimero de pacientes en los que no se encuentre la causa genética
que explique la pérdida la capacidad MMR (Hampel et al., 2008; Resnick et al., 2009; de la Chapelle et
al.,, 2009; Moreira et al., 2012; Heald et al., 2013; Ward et al., 2013b). Un meta-analisis reciente ha
calculado en que alrededor de un 52-59% de los tumores de colon y endometrio con IMS acaban por
clasificarse como Lynch-Like (Buchanan et al., 2014; Rodriguez-Soler et al., 2013).

d. Vigilanciay profilaxis en el SL:

La identificacién de familias con SL tiene como objetivo poder dotar a los individuos en riesgo de
medidas preventivas que minimicen la probabilidad de desarrollar tumores malignos. El seguimiento
preventivo se basa en la aplicacion periédica de pruebas diagndsticas adecuadas al riesgo de cada
paciente. Debido al temprano desarrollo del CCR en el SL y a su rapida progresion, la estrategia
generalizada incluye colonoscopias anuales o bi-anuales a partir de los 25 afios de edad (Vasen et al.,
2013; Lindor et al., 2006; Stupart et al.,, 2009), o diez afios antes de la edad del primer cancer
desarrollado en la familia. Sin embargo, debido al fenotipo menos agresivo de los pacientes portadores
de mutaciones en MSH6 y PMS2, se ha propuesto retrasar la edad de inicio de las colonoscopias hasta
los 30 afios (Bonadona et al., 2011; Senter et al., 2008).

Este sistema ha demostrado un elevado aumento en las tasas de supervivencia de los pacientes con SL
(Stupart et al., 2009; Javirnen et al., 2009). Las estrategias de seguimiento en tejidos extracolénicos
estan poco definidas y apenas son aplicadas. En el caso del riesgo a cancer de endometrio, las
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pacientes afectas de SL deben prestar atencién a la aparicion de dolor y sangrados uterinos anémalos.
Existe la propuesta de realizar biopsias endometriales anualmente a partir de los 30-35 afios (0 5-10
afios antes del primer caso en la familia) (Lindor et al., 2006; Lu et al., 2013).

La cirugia como medida profilactica o preventiva es la otra gran estrategia de minimizacion de riesgos en
el SL. La colectomia total o parcial es una alternativa frecuentemente hace unas décadas. Sin embargo,
es cada vez menos aplicada debido a la disminucion en la calidad de vida que lleva asociada. (Haanstra
et al., 2012; Rodriguez-Bigas et al., 2013). La extirpacion del Utero y los ovarios, por otro lado, es una
medida totalmente recomendada para pacientes con SL que ya han completado su vida reproductiva
(Schmeler et al., 2006).

e. Modificadores de riesgo en el SL

A pesar de que existe un rasgo comun definido en el SL: el fallo germinal heterocigoto en uno de los
genes MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 del sistema MMR, el riesgo estimado de padecer un cancer
asociado al SL varia desde el 20% hasta el 80% segun estudios (Dunlop et al., 1997; Aaltonen et al.,
1998; DeFrancisco et al., 2003; Quehenberger et al., 2005; Jenkins et al., 2006; Alarcon et al., 2007;
Choi et al., 2009; Bonadona et al., 2011). Parte de la variabilidad puede deberse, inequivocamente a la
presencia de cuatro genes diferentes implicados en el SL, o a la diversidad del impacto causado por
cada mutacion. Sin embargo, también existen grandes diferencias en la manifestacion de la enfermedad
entre individuos pertenecientes a una misma familia, y también entre familias diferentes que son
portadoras de una misma mutacién germinal causante del SL (Lynch et al., 1993; Scott et al., 2001;
Rebbeck et al., 2004). Esta variabilidad se explicaria en base al conjunto de variantes gendémicas del
paciente, a todas las circunstancias ambientales que lo rodean, y a su vez a la interaccién de todas ellas.
A dia de hoy, los estudios disponibles sobre la modificacion de riesgo en el SL se centran en el estudio
de variantes en aquellos genes que por funcién, o por haber sido asociados previamente con riesgo a
desarrollar un cancer asociado a SL, pueden resultar de interés (revisado por Talseth-Palmer et al.,
2013). Estos pueden englobarse en diferentes funciones celulares:

I Eliminacién de xenobioticos y metabolismo de micronutrientes:

La correcta eliminacién de carcin6genos es un proceso clave que evita la generacién y acumulacion de
mutaciones a largo plazo. Algunos estudios realizados con polimorfismos presentes en los genes NAT2,
GAST y CYP1A1 han mostrado correlaciones con mayor riesgo de cancer en SL (Heinimann et al., 1999;
Frazier et al., 2001, Campbell et al., 2007; Felix et al., 2006; Talseth et al., 2006a Shin et al., 2003). Sin
embargo, estudios posteriores han sido incapaces de obtener resultados significativos.

Il Control del ciclo celular:

Los genes implicados en el control del ciclo celular juegan un papel vital en la correcta division y
mantenimiento de la integridad gendmica celular. Diferentes estudios han evaluado el papel de
polimorfismos en algunos de estos genes como TP53, AURKA, CCND1 y ATM. A pesar de la obtencién

36



INTRODUCCION

de algunos estudios positivos (Jones et al., 2004; Kruger et al., 2006; Talseth et al., 2006b), ninguna
asociacion concluyente ha podido validarse de forma consistente en varias cohortes (Talseth et al.,
2006b; Talseth et al., 2008; Sotamaa et al., 2005; Bala et al., 2001).

1. Reparacién del ADN:

Al igual que los genes de control del ciclo celular, los genes reparadores del ADN son de gran interés,
mas aun considerando la etiologia del SL. Sin embargo, estudios considerando variantes en los genes
MSH3, OGG1, XRCC1, XRCC2, XRCC3, BRCA2 y LIG4 no han encontrado ninguna correlacion de las
mismas y el riesgo de cancer en el SL (Reeves et al., 2012).

V. Funcién inmunolégica

El sistema inmune y la capacidad de inflamacion tienen un papel vital en el desarrollo de cancer, tal y
como describieron Hanahan y Weinberg en su modelo de progresiéon tumoral (Hanahan y Weinberg;
2011) Sin embargo, un Unico estudio analizando varios polimorfismos en genes que codifican varias
citoquinas no pudo encontrar ninguna asociacion entre dichas variantes e incrementos a cancer en el SL
(Talseth et al., 2007).

V. Factores de crecimiento

Numerosos factores de crecimiento tienen variantes polimorficas (Gebhardt et al., 1999), y algunas de
ellas han sido relacionadas con una gran variedad de enfermedades (Sugaya et al., 2002; Xue et al.,
2000; Giovannucci et al.,, 2001; Reeves et al., 2006). Un polimorfismo en el gen IGF-1 ha sido
extensivamente estudiado, asociandose con una mayor expresion génica y por tanto, conllevando un
mayor efecto pro-crecimiento (Rosen et al., 1998). La presencia de este polimorfismo fue relacionada
con una edad de aparicion de cancer mas temprana en el SL en una cohorte de pacientes de Estados
Unidos (Zecevic et al., 2006). Esta asociacion ha podido ser confirmada en dos estudios posteriores con
poblaciones de Australia (Reeves et al., 2006) y Polonia (Reeves et al., 2008a).

VI. Potenciales modificadores de riesgo en otros genes

Polimorfismos en tres genes no pertenecientes a las categorias anteriores parecen mostrar una
asociacion positiva con un efecto sobre el riesgo en el SL. Las variantes C677T y A1298C en el gen de la
enzima metileno-tetrahidrofolato reductasa (MTHFR) ejercen un papel protector cuando se heredan de
forma conjunta en trans (Pande et al., 2007; Reeves et al., 2009). Por otro lado, se ha observado que la
variante 163C>G (H63D) el gen de la proteina humana de la hemocromatosis (HFE) provoca una
aparicion mas temprana de CCR en pacientes con SL respecto al genotipo heterocigoto o salvaje (Shi et
al., 2009). Este mismo efecto se ha observado para el polimorfismo -149C>T en el gen de la
metiltransferasa DNMT3B (Jones et al., 2006), aunque un estudio de validacidon posterior no pudo
demostrar tal asociacion (Reeves et al., 2008b).

VII. Potenciales modificadores de riesgo procedentes de estudios de asociacion.

Los polimorfismos identificados en los estudios de asociacion (Ver seccion 4.b.lll) son unos buenos
candidatos para su estudio como potenciales modificadores de riesgo en el SL, ya que se sabe que
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aumentan el riesgo de CCR en la poblaciéon general. Dos de estos SNPs rs16892766 (8023.3) y
rs3802842 (11g23.1) se asociaron con un incremento de riesgo de CCR en una serie multinacional,
aunque Unicamente en portadores de mutaciones en MLH1 (Wijnen et al., 2009 Talseth-Palmer et al.,
2011). Sin embargo, dos estudios adicionales con pacientes franceses (Houlle et al., 2011) y de diversas
nacionalidades (Win et al., 2013b) no pudieron corroborar esta asociacion.

Todavia queda mucho por conocer en el campo de los modificadores de riesgo en el SL. Una de las
alternativas propuestas, al menos para cubrir una mayor parte de la variabilidad causada por factores
genéticos, es la realizacion de estudios GWAS incluyendo Unicamente portadores de SL (tanto afectos
como no afectos). De esta manera, se podran identificar las variantes asociadas a una mayor
penetrancia o a una temprana aparicion de cancer en base a la proporcién de variantes presentes entre
afectos (considerando ademas la edad) y sanos (Antoniou et al., 2010).
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7. Sindromes de CCR hereditario no polipésico II: EI CCR familiar de tipo X.

Histéricamente, el término “cancer colorrectal hereditario no polipdsico” (CCHNP) ha sido utilizado para
agrupar los casos de CCR hereditario sin poliposis causados por fallos en el sistema MMR (MMR+) (un
equivalente al Sindrome de Lynch). Sin embargo, la caracterizacion de de las familias incluidas en este
grupo demostré que éstos no son dos términos sindnimos (Jass et al., 2006): Considerando los Criterios
de Amsterdam | (los mas conservadores para determinar la heredabilidad en el CCHNP) entre un 35 y un
50% de todas las familias que cumplen estos requisitos no presentan mutaciones en germinales en los
genes del sistema MMR. Es decir, existe una importante fraccion de casos dentro del cancer colorrectal
hereditario no polipésico que no pueden englobarse bajo la clasificacién del SL.

El término “cancer colorrectal familiar de tipo X" (CCRFX) =X, por el desconocimiento de su causa—ha
sido propuesto para denominar a este grupo de familias con alta agregacion familiar de CCHNP con el
sistema MMR intacto (Vasen et al., 1991; Lindor et al., 2005, Lynch y de la Chapelle, 2003; Renkonen et
al., 2003; Schiemann et al., 2004; Lindor et al., 2009; Dominguez-Valentin et al., 2014). A dia de hoy, se
desconoce el nimero y la naturaleza de las causas responsables de la agregaciéon de CCR propia de
esa entidad, aunque los datos disponibles sugieren una gran heterogeneidad causal. Desde su primera
descripcion en 1995 (Jass et al., 1995) hasta hoy, la basqueda de las causas genéticas del CCRFX ha
sido una de las prioridades en el campo de la investigacion del CCR familiar.

a. Caracteristicas clinicas del CCRFX

Debido a que el CCRFX es una entidad basada en criterios moleculares y de agregacion de CCR, el
patron de herencia dominante, la ausencia de fallos en el sistema MMR vy la alta predisposicién a
desarrollar CCR son caracteristicas intrinsecas a la propia definicion del grupo. La edad media de
aparicién del CCR se sitla entre los 50-60 afios, sin existir un riesgo adicional relevante a desarrollar
tumores mas all4 del colon y el recto (Lindor et al., 2005).

De manera frecuente, la definicion de las caracteristicas clinicas de los tumores desarrollados en el
contexto del CCRFX es referida en base a la de los tumores del SL. Varios estudios han establecido
comparaciones entre ambos grupos para numerosas variables. (Schiemann et al, 2004; Lindor et al,
2005; Llor et al, 2005; Mueller—Koch et al, 2005; Dove-Edwin et al, 2006; Valle et al., 2007b; Chen et al.,
2008; Koh et al., 2011; Klarskov et al., 2012; Francisco et al., 2011; Abdel-Rahman et al., 2005; Woods et
al., 2005; Yamaguchi et al., 2015). Comparando el CCRFX frente al SL, las diferencias méas relevantes
se encuentran en el menor riesgo de CCR (ratios de riesgo estandar de 2.3 vs. 6.1 respectivamente) y su
aparicion mas tardia (alrededor de una década después), la localizacion mas frecuente en el colon distal,
y la menor tasa de CCRs sincronicos o metacronicos. En funciéon de la histopatoogia, los pacientes
CCRFX tienen tumores con una histologia mas heterogénea, un patrén de crecimiento con mayor
caracter tubular, una menor frecuencia de histologia mucinosa y también menor infiltracion linfocitica en

los mismos. Un resumen de los estudios realizados puede encontrarse en la Tabla 10.
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Tabla 10. Descripcién de los estudios publicados que establecen comparaciones clinicas e histopatoldgicas entre tumores de CCR desarrollados en los
contextos del CCRFX y el SL. Adaptado de Shiovitz et al., 2014

Estudio Origen de la Evaluacién de la EMS y Nimero de Namero de Resultado de la Comparaciones histopatolégicas (%)
poblacion capacidad MMR del familias familias comparaciones® (CCRFX vs. Lynch)
[Evaluacion] tumor® CCRFX / Lynch / (CCRFX vs. Lynch)
Criterios de Individuos Individuos Edad media Localizacio Histologia Escasa ILT
seleccion CCR (afios) n tumoral mucinosa diferenciacion
distal (%) tumoral (%)
Schiemann et Alemania [C] IMS-10 23/nd 2/nd 49.8 vs. 40.5 80 vs. 50
al., 2004 A-16B MLH1, MSH2, MSH6
Lindor et al., Internacional IMS-10 71/1567 90/ 1855 60.7 vs. 48.7
2005 (CCFR) [P+C] MLH1, MSH2, MSH6
A-l
Llor et al., Espafia [P] IMS-5 15/15 10/10 60 vs. 54* 87 vs. 56* 14vs.0 25vs. 22 0vs. 50
2005 A-INI MLH1, MSH2, MSH6
Abdel-Rahman Finlandia [P] IMS-11 19/24 nd/31 53.7 vs. 45.2 59 vs. nd “Diferencias no
et al., 2005 A-Il16B MLH1, MSH2, MSH6, significativas”
PMS1, PMS2
Mueller-Koch Alemania [P] IMS-11 16/71 25/106 55 vs. 41* 86 vs. 68*
etal., A-INI MLH1, MSH2
2005
Woods et al., Canada [P] IMS-10 15/15 24124 50.5 vs. 52.3 93 vs. 38*
2005 A-II MLH1, MSH2, MSH6
Chen et al., Taiwan [C] MLH1, MSH2, MSH6, nd /25 nd /58 >40 afios: 72 vs. 33* 8vs. 26
2005 A-ll PMS2 96% vs. 60%*
Dove-Edwin et Reino Unido [C], IMS-1 68 /197 29/91 54 vs. 44 52 vs. 48
al., 2006 Paises Bajos [P] MLH1, MSH2, MSH6
A-/ll (IHC solo para [P])
Valle et al., Espafia [C] IMS-5 26 /26 38/38 53 vs. 41* 79 vs. 29* 13 vs. 40* 4vs. 3
2007 - MLH1, MSH2, MSH6
Francisco et Portugal [C] nd 15/69 nd /52 50 vs. nd 62 vs. nd 5vs. nd
al., A-INI
2011
Koh et al., EE.UU. [C] IMS-10 21/21 Ninguna 48 70 30 30
2011 A-I/1I
Klarskov et al., Dinamarca [P] IMS-1 58/121 nd/ 125 60 vs. 54* 82 vs. 34* 5vs. 9 16 vs. 48* 3vs. 36*
2011, 2012 A-l MLH1, MSH2, MSH6
Yamaguchi et Japon [C] MLH1, MSH2, MSH6 25/25 69/69 48 vs. 45 44 vs 38 25vs. 24
al., 2015 A-l

2 Evaluacion: P=Serie poblacional, C=Serie clinica, P+C=Ambas; Criterios de seleccién: Amsterdam-I (A-1), Amsterdam-I1 (A-1l), ambos (C-I/Il), y/o Criterios de Bethesda (B)
® Metodologia utilizada para definir la capacidad MMR del tumor: IMS-#= Ntimero de marcadores utilizados para determinar el estado de la EMS; Proteinas MMR analizadas por

Inmunohistoquimica.

¢ Localizacién distal = colon descendiente, sigmoide y/o primario rectal.

Abreviaturas: CCFR, Registro “Colon Cancer Family Registry”.; ILT, Infiltracién linfocitica en el tumor; nd, datos no aportados en el articulo original.

* Estadisticamente significativo (p<0.05).
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Un reciente estudio se centrd en comparar las caracteristicas de los tumores esporadicos de CCR (sin
discriminar por el estatus MMR tumoral) frente a las del CCRFX (Shiovitz et al., 2014). Unicamente el
menor grado de diferenciacion en los tumores CCRFX fue hallado como diferencia estadisticamente
significativa, mientras que la edad de aparicién (3 afios mas temprana en los casos CCRFX) alcanz6
valores cercanos a la significacion. Estos resultados demostraron una gran similitud entre los tumores
CCRFX y de CCR esporadicos, mucho més all4 de la descrita entre los tumores CCRFX y los CCR
desarrollados en el SL.

b. Caracteristicas moleculares del CCRFX

La propia definicion del CCRFX descarta la IMS como mecanismo de inestabilidad genética
desencadenante del CCR, restando la inestabilidad cromosomica (IC) y el fenotipo CIMP como
potenciales vias participantes en su desarrollo. El estudio del cariotipo, del estado de metilacién de las
islas CpG (fenotipo CIMP) y del patron mutacional en genes cominmente alterados en CCR esporadico
se han planteado como buenas estrategias para perfilar los mecanismos moleculares implicados en el
CCRFX.

I Estudio de la IC y regiones implicadas

Varios estudios han utilizado arrays de nimero de copia para analizar el patrén cromosémico de los
tumores CCRFX o de CCR familiar con estabilidad de microsatélites (EMS). En estos estudios, una alta
proporcién de los tumores mostraron al menos una (69-90%) o cinco (44-70%) alteraciones
cromosémicas de gran tamafio (5,9 - 7,5 grandes alteraciones por tumor de media) (Middeldorp et al.,
2012; Abdel-Rahman et al., 2005). Chen y colaboradores identificaron pequefias regiones con nimero de
copia alterado en todos los tumores analizados, aunque con grandes variaciones (7 a 969 cambios)
(Chen et al., 2013). A pesar de las diferencias entre estudios —debidas principalmente a la diversidad de
técnicas y criterios utilizados— la identificaciéon de regiones recurrentemente alteradas apoya la existencia
de determinados cambios que tienden a conservarse en la progresién tumoral. De manera general, las
regiones 7p, 13q, 19p, 20p y 20q aparecen frecuentemente ganadas, mientras que 8p, 159, 17p 18p y
18q son las regiones mas asiduamente perdidas (Tabla 11).

Es en estas regiones donde se esperarian encontrar aquellos genes que facilitan (regiones ganadas) o
frenan/impiden (regiones perdidas) la transformacion del tumor. El estudio de Middeldorp y
colaboradores identificé6 ademas una media de 3,5 regiones cromosémicas con LOH de nimero de copia
neutro por tumor, representando el 32% de todos los reordenamientos totales encontrados (Middeldorp
et al., 2013). Este fendmeno también se observé con una frecuencia elevada en el estudio de Chen y
colaboradores (Chen et al., 2013).
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Tabla 11. Estudios del patron de inestabilidad gendmica realizados en tumores de CCR familiar sin fallos
en el sistema MMR y/o de CCRFX y regiones identificadas como ganadas o perdidas.

ESTUDIO MUESTRAS METODOLOGIA REGIONES GANADAS  REGIONES PERDIDAS
Middeldorp et 30 tumores lllumina Beadarraysy  7p (40%), 79 (33%), 89  17p (37%), 18p (37%)
al., 2012 (15 familias) panel de ligamiento (30%), 13q (57%), 20p 18q (53%)
CCR familiar MMR+ (37%) 20q (77%)
Abdel-Rahman 16 tumores CGH clasico 19p (25%), 20p (31%), 5q (25%), 18q (56%)
etal., 2005 (13 familias) 20q (44%)
CCR familiar MMR+
Chenetal., 20 tumores Genome-Wide Human 7p, 8q, 13q, y 20q 8p, 15q, 17p y 18q
2013 (20 familias) CytoScan HD Array (frecuencia no (frecuencia no
CCR familiar MMR+ (Affymetrix) indicada) indicada)
Therkildsen et 23 tumores 32k BAC arrays 17 (26%), 19 (39%) y 8p (17%), 15q (22%) y
al., 2013 CCRFX 20q (65%) 18 (39%)

Abreviaturas: CGH, Hibridacion Gendmica Comparada, del inglés Comparative Genomic Hybridization. BAC:
cromosoma artificial bacteriano, del inglés Bacterial Artificial Chromosome.

I. Estudio del patron mutacional en genes de interés:

Las vias de activacion de las MAP quinasas y m-TOR juegan un importante papel regulador del
crecimiento celular. La activacion del receptor de membrana EGF por la unién a ligandos pro-crecimiento
activa las cascadas RAS-RAF-MAPK y PI3K-AKT-mTOR,

invasion, migracion y vascularizacién tumoral (Ciardello y Tortora, 2008). Mutaciones especificas en

las cuales promueven la proliferacion,

proto-oncogenes de esta via como KRAS, BRAF o PiIK3CA conducen a una expresion constitutiva
independiente de la activacién de EGF que provoca el crecimiento celular sostenido (Figura 17).
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Figura 17. Representacion esquematica de las vias de sefializacion
RAS-RAF-MAPK y PIBK-PTEN-AKT. Adaptado de Shankaran et al., 2010.
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Diferentes estudios citan una frecuencia mutacional en CCR del 32-45% para KRAS, del 6-17% para
BRAF y del 3-21% para PIK3CA. La inmensa mayoria de estas mutaciones se encuentran en hotspots:
los codones 12 y 13 de KRAS, el cambio V600E de BRAF y los exones 9 y 20 de PiK3CA (Samowitz et
al., 2000; Brink et al., 2003; Samowitz et al., 2005a; Nosho et al., 2008b; Baldus et al., 2010; Ling et al.,
2012). La identificacion de estas mutaciones en tumores tiene ademas un gran valor diagndstico, puesto
gue revela las vias alteradas y acota las dianas més efectivas en las que centrar el tratamiento (Van
Cutsem et al., 2011; Allegra et al., 2009; Therkildsen et al., 2014).

Por otro lado, el estudio de mutaciones en TP53 es también de gran interés debido a las funciones del
gen como supresor tumoral: interviene en la capacidad de detencion del ciclo celular, la regulacion de la
entrada en senescencia o apoptosis o la activacion de la reparacion del ADN, entre otras (Levine et al.,
2009; Pflaum et al.,, 2014). Alrededor del 40-55% de los CCRs presentan mutaciones en este gen
(lacopetta, 2003; Lopez et al., 2012, Li et al., 2015). Debido a la naturaleza de supresor tumoral de p53, y
a diferencia de KRAS, BRAF y PIK3CA, las mutaciones conductoras se distribuyen a lo largo de todo el
gen, aunque también existen puntos calientes con frecuencia mutacional incrementada (UMD p53
database; Souissi et al., 2006; Hjortsberg y Soussi, 2008).

La Tabla 12 resume los principales estudios realizados interrogando el patron mutacional de KRAS,
BRAF, PIK3CA o TP53 en tumores de CCR familiar/fCCRFX. La diversidad de técnicas utilizadas asi
como la variabilidad en la zona cubierta en cada estudio, hace dificil poder establecer un porcentaje de
mutacién para cada gen en este grupo de tumores. Sin embargo, KRAS parece encontrarse mutado en
al menos un cuarto de los casos analizados, mientras que para BRAF la frecuencia se muestra

claramente inferior (0-13%).

Tabla 12. Estudios del patron mutacional de los genes KRAS, BRAF, PiK3CA o TP53 realizados en tumores
de CCR familiar sin fallos germinales en el sistema MMR y/o de CCRFX

ESTUDIO MUESTRAS METODOLOGIA % TUMORES
MUTADOS
Sanchez de Abajo 57 tumores (37 familias) Sec. Sanger: Exén 2 de KRAS, Exén 15 de BRAF 40,3% KRAS; 3,5%
etal., 2007 CCR familiar MMR+ BRAF
Middeldorp 30 tumores (15 familias)  Sec. Sanger: Ex. 1y 2 de KRAS, Ex. 15 de BRAF, Ex.  37% KRAS; 12% BRAF;
etal.,, 2011 CCR familiar MMR+ 9y 20 de PiK3CA. 0% PIK3CA
Abdel-Rahman 23 tumores (17 familias) SSCP con sec. Sanger para patrones anémalos: 17% KRAS; 4% BRAF;
et al., 2005 CCR familiar MMR+ Codones 12-13 de KRAS, Exén 15 de BRAF, Exones 26% TP53

5a7de TP53. Sec. Sanger: Exon 8 de TP53
Goel et al., 2010 22 tumores (19 familias) Posicion V600E de BRAF, codones 12-13 de KRAS 0% BRAF, 32% KRAS

CCRFX
Sanchez-Tomé 23 tumores (17 familias)  Andlisis de curvas de fusion a alta resolucion (High 40,9% KRAS; 13%
etal., 2014 CCRFX resolution melting): Exon 2 de KRAS, Exdn 15 de BRAF

BRAF

Abreviaturas: sec. Sanger = secuenciacion Sanger
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1. Estudio del patron de metilacién: Islas CpG vy secuencias LINE.

El fenotipo metilador de islas CpG (CIMP, del inglés CpG island methylator phenotype), ha sido
propuesto como uno de los mecanismos implicados en el desarrollo del CCR, tal y como se explicé en el
apartado 3.b.lll. Sin embargo, a dia de hoy, las causas de este fenédmeno se desconocen (Toyota et al.,
1999; Teodoridis et al., 2008; Hughes et al., 2012). Existen algunos rasgos tumorales asociados al
fenotipo de alta metilacion de islas CpG (CIMP+): desarrollo de CCR a edad tardia, con mayor frecuencia
en mujeres, localizacién proximal (Nosho et al., 2008a; Sanchez et al., 2009; Weisenberger et al., 2015),
baja diferenciacién tumoral, ausencia de mutaciones en TP53 y APC (Samowitz et al., 2005b; Samowitz
et al., 2007) y bajos niveles de IC (Ogino et al., 2007; Goel et al., 2007; Cheng et al., 2008; Kozlowska et
al., 2012). A nivel prondstico, estudios recientes lo asocian a una peor prognosis (Juo et al., 2014; Kang
et al., 2015, Li et al., 2014; Phipps et al., 2015).

Un patrén de alta metilacion de estas islas se asocia con la mutacién V600E de BRAF y con IMS (ya que
se produce la metilacién del promotor del gen MLH1) (Samowitz et al., 2005b; Weisenberger et al., 2006;
Nosho et al., 2008a, Wong et al., 2011). Se ha descrito ademas un fenotipo mas suave (denominado de
baja metilacion de islas CpG) asociado a mutaciones en KRAS (Ogino et al., 2006; Shen et al., 2007;
Imamura et al., 2014).

En base a los rasgos moleculares descritos en los tumores CCRFX como son su baja tasa de
mutaciones en BRAF y su alto patrén de IC, se intuye un fenotipo de baja o nula metilacion de islas CpG
para esta entidad. Los datos aportados por Goel y colaboradores mostraron ausencia de patrones de alta
metilacion CIMP en su serie de 22 tumores CCRFX en consonancia con lo esperado, aunque se observé
un nivel basal constante de metilacion en las islas CpG analizadas (Goel et al., 2010). Un estudio mas
reciente de 22 tumores CCRFX identificé sin embargo una amplia diversidad fenotipica para el estatus
CIMP: mientras que 15 tumores (68,2%) mostraron un patrén CIMP- o de baja-CIMP, los 7 tumores
restantes (31,8% del total) revelaron =5/8 genes metilados en sus islas CpG, siendo clasificados como
CIMP+ (Sanchez-Tomé et al., 2014).

Por otro lado, el estado de metilacion general del genoma también ha sido estudiado como marcador
prondstico a través del estudio de los elementos LINE-1 (del inglés long interspersed nucleotide element-
1) (Kitkumthorn et al., 2012; Yang et al., 2004). La hipometilacién de estos elementos se asocia con una
peor prognosis en el CCR (Ahn et al., 2011; Rhee et al., 2012; Ogino et al., 2008), con IC (Baba et al.,
2010; Ogino et al., 2009), y ademas con historia familiar y aparicién temprana de CCR (Antelo et al.,
2012; Ogino et al., 2013), mientras que se correlaciona inversamente con la IMS (Estecio et al., 2007).
Tal y como se esperaria por las caracteristicas moleculares de los tumores CCRFX, la hipometilacién de
LINE-1 se ha identificado como rasgo frecuente en esta entidad (Pavicic et al., 2012; Goel et al., 2010).
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c. Comparativa molecular del cancer CCRFX frente al CCR esporédico.

Las descriptivas y comparativas realizadas hasta la fecha para el CCRFX y el CCR esporéadico sin fallos
germinales en el sistema MMR muestran una enorme similitud a nivel tanto molecular como clinico entre
ambos grupos. Considerando estos datos, es l6gico pensar que ambas formas de CCR podrian estar
siguiendo las mismas vias moleculares de progresiéon tumoral. En base a ello, la comparativa de ambos
grupos podria ser una buena estrategia para identificar rasgos moleculares especificos del CCRFX que

podrian estar ligados a la(s) causa(s) de la agregacion de CCR propia de esta entidad.

Las comparativas del patron cromosémico propio del CCRFX, del SL y del CCR esporadico (con el
sistema MMR intacto y afecto) revelaron la presencia de dos patrones diferenciados en funcién del
estatus del sistema de reparacion MMR (Lengauer et al.,, 1997; Abdel-Rahman et al., 2001).
Considerando Unicamente los tumores sin fallos en el sistema MMR (CCRFX y esporadicos), la ganancia
de la region 20q fue identificada como un evento significativamente mas recurrente en el CCRFX. Esta
regién contiene genes como NCOAS3, TOPI, AURKA, ZNF217, TNFRSF6B y GNAS, cuya sobreexpresion
podria favorecer la transformacion tumoral. La frecuencia de regiones en LOH también se ha descrito
como un fenbmeno con capacidad discriminatoria; mientras este tipo de alteracién se observd que
representaba el 31% de las aberraciones cromosémicas en el CCRFX, sélo lo hizo en un 14% de las
mismas en el CCR esporadico (independientemente de su estatus MMR). (Middeldorp et al., 2012).

Un estudio reciente comparando el perfil de expresion génica de cuatro grupos de tumores: CCRFX, SL,
esporadicos MMR+ y esporadicos MMR-, demostré asimismo una alta similitud entre los grupos en
funcion del estado del sistema reparador MMR. Este estudio mostré una sobreexpresion en 1059 genes
en el grupo de tumores CCRFX, varios de ellos en la via de sefalizacién por el receptor acoplado a
proteina G. Uno de los genes identificados fue GNAS, localizado en el cromosoma 20q, region altamente
ganada en CCRFX (Dominguez-Valentin et al., 2013).

Por otro lado, los datos relativos a la frecuencia mutacional en los genes KRAS, BRAF, TP53 y PiK3CA
en el CCRFX no han mostrado una variacién significativa respecto a los datos presentes en la literatura
para el CCR esporadico, aunque los datos disponibles son escasos y provienen de estudios con gran
variabilidad tanto en las técnicas de andlisis como en las regiones génicas analizadas (Goel et al., 2010;
Sénchez-Tomé et al., 2014; Bennani et al., 2010; Vasovcak et al., 2011; Shen et al., 2013).

d. Estado actual del conocimiento de las causas genéticas del CCRTX

Numerosos estudios han intentado acotar las causas genéticas del CCRFX desde el momento de la

propia definicion del grupo, identificandose mutaciones en varios genes capaces de explicar una

pequefia parte de estas familias. Para ello se ha recurrido a diferentes estrategias que incluyen la

secuenciacion completa del exoma o del genoma y la secuenciacion de genes candidatos.
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. La secuenciacién del exoma o del genoma completo:

La mayor accesibilidad a la secuenciacion masiva derivada de la caida de su coste ha hecho que varios
grupos hayan optado por ésta como técnica de aproximacion a las causas del CCRFX. Nieminen y
colaboradores centraron su estudio en una gran familia CCRFX con nueve casos de CCR y cuatro
generaciones afectadas. La secuenciacion exdémica de cuatro familiares afectos de CCR identificd una
mutacion truncante en el gen RPS20 como posible causa de su alta incidencia de CCR familiar. Este
gen, que codifica uno de los componentes de la subunidad ribosémica R20, se sitla en la region 8p11-
8912, la cual ya habia sido previamente acotada en la familia mediante analisis de ligamiento. La
variante mostré cosegregacion con otros familiares afectos, pero no asi con los no afectos y ademas no
se identificd entre mas de 6500 controles sanos. (Nieminen et al., 2014). Una estrategia parecida
siguieron Schulz y colaboradores, derivando en la identificacion de una mutacién en el gen SEMA4A
como causa de la agregacion de CCR en la familia estudiada. Dos familias CCRFX adicionales fueron
identificadas con mutaciones missense en este gen. (Schulz et al., 2014). Por otro lado, varios estudios
centrados en la secuenciacion de casos de CCR familiar (descritos en la seccion 4.b.l) han identificado
numerosos genes potencialmente ligados a la aparicion de CCR y que podrian explicar parte de las
familias CCRFX (Esteban-Jurado et al., 2015; Gylfe et al., 2013; DeRycke et al., 2013; Smith et al., 2013;
Tanskanen et al., 2015)

I. El estudio de genes candidatos:

La secuenciacion enfocada a genes relacionados previamente con un aumento a la susceptibilidad de
CCR, ha sido una estrategia utilizada en el estudio de las causas del CCRFX. La secuenciacion de
BMPR1A, gen relacionado con la poliposis juvenil, identific6 mutaciones en dos familias CCRFX.
(Nieminen et al., 2011). Ademas, variantes en MUTYH (responsable de la poliposis asociada a MUTYH)
han sido identificadas en familias CCRFX como causa de su agregaciéon de CCR (Garre et al., 2011;
Sequi et al., 2014a).

Del mismo modo, la secuenciacion de genes pertenecientes a vias ligadas al desarrollo de cancer ha
resultado ser una buena estrategia a seguir. Esto serd desarrollado en la seccion 8.b. El estudio de
genes de la via de reparacién del ADN por MUTYH logré identificar mutaciones en OGG1 y NUDT1
como potenciales responsables la agregacion de varias familias X (Garre et al.,, 2011). También, los
resultados obtenidos en la secuenciacién en familias CCRFX de BRCAZ2, ligado al incremento de riesgo
del cancer de mama, sugieren una potencial implicacion del gen en esta entidad de CCR hereditario
(Garre et al., 2014). Sin embargo otros estudios no han encontrado un incremento de riesgo a CCR en
portadoras de alteraciones en este gen (Sopik et al., 2015)

Existen ademas otros genes recientemente identificados como alterados en varias familias con CCR
familiar, tales como UNC5C y GALNT12 (genes participantes en la via de reparacion de ADN por
escision de bases) (Coissieux et al., 2011; Guda et al., 2009; Clarke et al., 2012) o BUB1 y BUB3 (con
funcién serina/treonina quinasa de punto de control mitético) (deVoer et al., 2013) podrian explicar a su
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vez una pequefia parte de las familias CCRFX. Sin embargo, los estudios realizados hasta la fecha en
UNC5C y GALNT12 descartarian un papel preponderante de estos genes en la predisposicion al CCR
hereditario (Segui et al., 2014b; Kury et al., 2014).

La ausencia de genes identificados que expliquen una porcion importante de familias CCRFX sugiere la
presencia de una enorme heterogeneidad causal dentro de esta entidad. Por ello, se cree que modelos
més alla de la herencia mendeliana deberian ser considerados. Una posibilidad es que multiples
variantes de bajo riesgo puedan concentrarse en determinadas familias aportando en conjunto un
incremento moderado de riesgo al CCR. Esto seria suficiente como para que en algunas familias —quiza
en combinacion con factores ambientales— puedan cumplirse los Criterios de Amsterdam. (Middeldorp et
al., 2009; Niittymaki et al., 2010; Middeldorp et al., 2010). Por otro lado, también hay que tener en cuenta
un hecho importante: El propio criterio de inclusion del CCRFX hace pensar que una proporcion variable
de la agregacion de las familias pueda estar causada por factores ambientales compartidos dentro del
mismo ambito familiar (alimentacién, exposicién a factores carcin6genos, habitos comunes...), y que otra
proporcién de familias CCRFX podria deberse a la agregacion de casos de CCR por mero azar.

e. Vigilanciay profilaxis en el CCRFX:

La ausencia de genes identificados ligados al riesgo de CCR propio del CCRFX, asi como de un fenotipo
exclusivo, implica que los primeros CCR en la familia no seran asociados a ninguna forma de CCR
hereditario hasta que se alcance el cumplimiento de los criterios de Amsterdam. Ademas, una vez
clasificada la familia como CCRFX, el desconocimiento de las causas moleculares de la agregacién de
CCR hace que no pueda aplicarse una prueba de identificacién de los familiares en riesgo. Debido a la
menor penetrancia y aparicion mas tardia del CCR respecto al SL y a la ausencia de incremento de
riesgo de cancer extracolénico, los protocolos de seguimiento en el CCRFX son mas relajados que en el
SL. En base a las guias propuestas por la Sociedad americana de oncologia clinica (ASCO del inglés
American Society of Clinical Oncology), se recomienda la realizacion de colonoscopias a partir de una
edad 5-10 afios anterior al diagnéstico del CCR més temprano en la familia. La periodicidad propuesta
para esta prueba se sitla en torno a los 3-5 afios (Stoffel et al., 2015)
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8. Técnicas de identificacion de genes causales en enfermedades mendelianas

Muchas de las enfermedades conocidas son causadas por la presencia de mutaciones en un solo gen,
bien de forma hetero u homocigota: son las enfermedades mendelianas. Las estrategias clasicas para la
identificacién de los genes causantes de este tipo de enfermedades se han centrado histéricamente en
distintos métodos de mapeo genético para acotar regiones candidatas, las cuales son posteriormente
secuenciadas con la intencién de identificar la mutacién causal. El drastico abaratamiento de la
secuenciacion exémica/genémica acaecido durante los Ultimos afios ha supuesto una revolucion en el

modo de plantear la investigacion de estas enfermedades. Un resumen de la progresion histérica en este

campo puede verse en la Tabla 13.

Tabla 13. Principales hitos en la historia del estudio de las enfermedades mendelianas. Adaptado de
Rabbani et al., 2012.

Afio Hito Ref.
1953  Se describe la estructura doble-hélice del ADN por Watson y Crick. ~ Watson y Crick, 1953
1977  Se secuencia el genoma completo: el del virus bacteriéfago ¢X174. Sanger et al., 1977
1977 Los primeros métodos de secuenciacion de ADN son desarrollados  Sanger et al., 1977;
por Sanger, Maxam y Gilbert . Maxam y Gilbert, 1977.
1980 Se elabora el primer mapa de ligamiento basado en polimorfismos Botstein et al., 1980
en la longitud de fragmentos de restriccion.
1983  Primer locus asociado a una enfermedad identificado por analisis Gusella et al., 1983
de ligamiento.
1987  Primer mapeo de homocigosidad, por Lander y Botstein. Lander y Botstein, 1987
1995  Primera secuenciacién del genoma de un organismo (Hemophilus Fleischmann et al., 1995
influenza).
1999  Primera secuenciacién de un cromosoma humano completo. Dunham et al., 1999
2000 Secuenciacién de la mosca de la fruta. Adams et al., 2000
2001  Primer borrador de la secuencia del genoma humano. Venter et al., 2001,
Lander et al., 2001.
2003 La secuencia del genoma humano se completa. Collins et al., 2014
2004  Se desarrollan plataformas de secuenciacién paralela masiva, http://www.genome.gov/1
dando lugar a la secuenciacion de ultima generacién (NGS). 2513210
2005 El primer modelo de instrumento de NGS se pone a la venta. Margulies et al., 2005
2007  Venter publica el primer genoma humano diploide completo. Levy et al., 2007
2008  Primer genoma secuenciado con NGS. Wheeler et al., 2008
2010  Se logra por primera vez identificar un gen responsable de una Ng et al., 2010
enfermedad mendeliana rara gracias a la secuenciacién genémica.
2014 lllumina lanza al mercado la primera tecnologia NGS capaz de http://www.illumina.com/s

secuenciar un genoma completo por un precio aproximado de 1000
dolares americanos.

ystems/hiseq-x-
sequencing-system.html

A continuacién se describen las técnicas utilizadas con mayor frecuencia en la busqueda de genes

causales responsables de enfermedades mendelianas.

a. Mapeo genético

Consiste en la busqueda de la alteracién genética causante de una patologia por acotacion: la
identificaciéon de elementos genéticos comunes en los individuos afectos permite delimitar regiones
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cromos6micas candidatas a contener la causa genética de la patologia. Las cuatro formas mas
frecuentes de mapeo genético se detallan a continuacion:

l. Mapeo genético por analisis de ligamiento

La técnica del andlisis de ligamiento estudia marcadores informativos como microsatélites o
polimorfismos de base Unica (SNP, del inglés, single nucleotide polymorphism), repartidos por todo el
genoma. Aquellas variantes que cosegregan con los individuos afectos de una misma familia son
sospechosas de localizar cerca de las variantes causales, en base al desequilibrio de ligamiento. Esta
técnica ha permitido identificar con éxito los genes causales de muchas enfermedades (Slatkin, 2008),
incluyendo la mayoria de los ligados a sindromes hereditarios de CCR. Sin embargo, debido a que la
técnica requiere la existencia de grandes familias afectas y una alta penetrabilidad de la variante, los
resultados resultan inconcluyentes en numerosas ocasiones. Estudios de ligamiento realizados en
familias con CCRFX o CCR familiar han acotado las regiones 3q21-g24, 7931, 9922.2-31.2, 11923.2-24,
11q913.4, 14924.2 y 22912.1 (Kemp et al., 2006; Neklason et al., 2008; Wiesner et al., 2003; Gray-
McGuire et al., 2010; Djureinovic et al., 2006; Rudkjgbing et al., 2015), aunque las variantes genéticas
asociadas a la predisposicion de estas familias estudiadas todavia no han podido identificarse.

Il Mapeo genético por cariotipado

Consiste en comparar el cariotipo de uno o varios afectos de una enfermedad con el de controles no
afectos. La identificacion de aberraciones coincidentes en los cariotipos de los individuos enfermos
permitird acotar la zona donde se sitlla la causa de la patologia. A pesar de que es una técnica facil de
realizar y de no requerir la presencia de mdltiples afectos por familia, sélo es aplicable para el estudio de
enfermedades causadas por grandes deleciones, translocaciones o duplicaciones cromosémicas.

1. Mapeo genético por variantes en el nUmero de copia

Mediante un array de nimero de copia y tomando un control sano como referencia, es posible detectar
aquellas regiones perdidas o sobrerrepresentadas en un determinado grupo de pacientes. Regiones
identificadas como alteradas en varios afectos (preferiblemente no relacionados) seran candidatas a
albergar la causa genética de la enfermedad. Una de las ventajas del mapeo por busqueda de variantes
en el nimero de copia es que permite la deteccion de pequefias pérdidas y ganancias que pueden pasar
desapercibidas en la secuenciacion masiva. Sin embargo, no es capaz de identificar cambios
equilibrados, ni tampoco mutaciones en las bases de la secuencia. Mediante esta técnica fue posible la
deteccion microdeleciones en BUB1, PTPRJ, GREM1 o FOCAD en pacientes afectos de CCR temprano,
asociandose los fallos en estos genes con predisposicion al CCR (de Voer et al., 2011; Venkatachalam
et al., 2010; Venkatachalam et al., 2011; Weren et al., 2015).

V. Mapeo genético por homocigosidad

La técnica, especialmente Util para detectar genes implicados en enfermedades recesivas, se basa en el
uso de arrays que genotipan numerosos SNP distribuidos por todo el genoma. En afectos procedentes
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de familias consanguineas, los individuos afectos de una enfermedad recesiva (0 dominante
manifestando un fenotipo mucho mas agresivo) habran heredado con alta probabilidad la misma variante
causal de cada uno de sus padres. Las regiones identificadas en homocigosis seran candidatas a
albergar la mutacion responsable de la enfermedad. Comparando los resultados obtenidos en diferentes
familias afectas consanguineas, sera posible acotar regiones especificas donde se espera que localice el
gen causal de la enfermedad sometida a estudio.

b. Estudio de genes candidatos.

Mientras que en el mapeo genético el punto de partida es la totalidad del genoma, otra posibilidad
consiste en centrar el estudio directamente en genes participantes y/o reguladores de vias metabdlicas
implicadas en la enfermedad de interés. Ademas, si ya se han relacionado genes con las causas de
dicha patologia, existe cierta posibilidad de que otros genes de la misma via puedan explicar una parte
adicional de los casos cuya etiologia se desconoce. A pesar de la efectividad demostrada de esta
estrategia, su campo de actuaciébn es muy limitado, siendo ademéas incapaz de desvelar nuevos
mecanismos causales alejados del conocimiento disponible de la enfermedad. En el ambito del CCR
familiar varios genes han sido estudiados mediante este planteamiento, sugiriéndose su influencia en la
enfermedad para GALNT12, UNC5C, NUDT1 y OGGL1. (Tabla 14).

Tabla 14. Estudios de secuenciacion génica realizados en el ambito del CCR familiar mediante la estrategia
de seleccion de genes candidatos.

Gen Razén de la seleccién para su estudio Estudio(s)
GALNT12 v Pertenece a la familia de glicosiltransferasas. Un gen de esta Guda et al., 2009;
familia habia sido relacionado con riesgo a cancer de mama. Clarke et al., 2012.

v’ La glicosilacién aberrante tiene efectos sobre el crecimiento
celular, la diferenciacién, la transformacion y la metastasis.
v’ La glicosilacion aberrante es un rasgo presente en muchos tipos
de cancer, siendo muy frecuente en el CCR.
v’ Expresion diferencial en tejido normal y tumoral.
v' Localizacién en 9g21-33, cerca del pico de asociacién 9g22-31
identificado en estudios de ligamiento para CCR familiar.
UNC5C v Actividad pro-apoptética. Coissieux et al.,
v Mutaciones o infra-expresion del ligando al que une (netrin-1) se 2011
han asociado con riesgo de cancer intestinal.
v’ Su inactivacion se asocia a progresion tumoral en ratones.
NUDT1  Yv'Participa en la via de reparacion de ADN por escision de bases. Garre et al., 2011
0OGG1 v'Participa en la via de reparacion de ADN por escisiéon de bases. Garre et al., 2011

A modo de validacion, series adicionales de CCR familiar han sido secuenciadas para GALNT12 y para
regiones de UNC5C (Segui et al., 2014b; Kury et al., 2014), sin identificarse nuevas mutaciones capaces
de explicar la susceptibilidad al CCR de los casos analizados. El estudio de series adicionales de CCR
familiar en estos dos genes, asi como para NUDT1 y OGG1, quedarian pendientes para delimitar su
impacto en este tipo de cancer.
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c. Secuenciacidon de exomas y genomas completos

Mientras que en las estrategias anteriormente expuestas sélo se baraja la secuenciacion de las regiones
delimitadas por mapeo genético o por seleccion bibliografica, otra posibilidad consiste en obtener la
secuencia del exoma o del genoma completo como punto de partida y acotar las variantes de interés
mediante sucesivas etapas de cribado.

La secuenciacién del primer genoma humano completo se realiz6 mediante el uso de la secuenciacién
automatica directa o Sanger (Venter et al., 2001; Lander et al., 2001), la cual ha sido utilizada desde
1975 como método de secuenciacion de rutina, tanto en investigacion como en diagnéstico clinico. La
secuenciacion de este primer genoma implicé 13 afios de trabajo y un presupuesto de 3000 millones de
dolares. Esto puso en evidencia la necesidad de desarrollar nuevas estrategias que permitiesen
optimizar el coste temporal y econdmico del proceso de secuenciacion a gran escala. Como respuesta a
esta demanda se desarrollaron los sistemas de NGS, disponibles comercialmente desde del afio 2005.
Esta nueva tecnologia permite paralelizar mediante diversas técnicas multitud de reacciones de
secuenciacion independientes cubriendo asi grandes regiones del genoma en una sola carrera. Esto ha
desembocado en un abaratamiento radical de los costes de la secuenciacion, haciendo accesible su
utilizacion para la investigacion de numerosas enfermedades (Figura 18).
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Figura 18. Progresion histérica del coste de la secuenciacion de un genoma
completo. Precio en délares americanos. Adaptado de van Dijk et al., 2014.

A la hora de plantear un estudio de secuenciacién de exomas 0 genomas completos es importante
considerar las ventajas e inconvenientes de ambas opciones (Tabla 15). A dia de hoy, la secuenciacion
exdémica suele ser la opcién prioritaria. Se calcula que alrededor del 85% de las mutaciones causantes
de enfermedades se encuentran en regiones codificantes (Botstein et al., 2003; Majewski et al., 2011;
Gilissen et al., 2012), las cuales representan menos de un 2% de todo el genoma humano (Elgar et al.,
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2008). De esta forma, la secuenciacion exémica permite centrar la blsqueda en este area concreta,
abaratando costes y facilitando enormemente el analisis de los datos generados. Sin embargo, dejara
por secuenciar el 98-99% del genoma correspondiente a las regiones no codificantes, razén que

esgrimen los defensores de la secuenciacién gendmica para decantarse por este procedimiento.

Tabla 15. Comparativa de las estrategias de secuenciacién de genomas y exomas completos.

Secuenciacion de genomas completos Secuenciacion de exomas completos
Pros v Deteccion de todas las posibles variantes v* Coste inferior
en el genoma v Mayor nimero de lecturas por fragmento.

v/ Variantes estructurales y de nimerode  v" Analisis de datos mas sencillo
copia se detectan con mas facilidad

Contras v Coste superior v Dificultad en la deteccion de variantes
v’ Generalmente tiene menores lecturas estructurales y de nimero de copia
por fragmento v S6lo se detectan variantes exdnicas o en
v" Alto volumen de datos generados y regiones colindantes a exones

analisis complejo de los mismos.
v  Interpretacion compleja de variantes no
codificantes

A pesar de la reciente aparicion de la NGS, a dia de hoy, varias casas comerciales ofertan opciones
de secuenciacion masiva basadas en tecnologias diferentes y con variaciones notorias en la duracion,
coste y capacidad de cada carrera. Un resumen de algunos de los sistemas NGS més

frecuentemente utilizados actualmente se recoge en la Tabla 16.

Tabla 16. Caracteristicas de los principales sistemas de NGS actualizados actualmente. Adaptado de
Buermans et al., 2014.

Casa Aparato Sistema de deteccion Duracion Longitud de # lecturas Rendimiento
comercial / carrera lectura /carrera
Roche GS FLX Titanium Pirofosfato 23 h 700 pb 1 mill. 700 Mb
XL+
GS Junior System Pirofosfato 10 h 400 pb 0,1 mill. 40 Mb
Life Tech. lon torrent Liberacion de protones 4h 200-400 pb 4 mill. 1,5-2 Gb
Proton Liberacion de protones 4h 125 pb 60-80 mill. 8-10 Gb
ABI SOLID Fluorescencia/Ligacion 10 dias 75 pb + 35 pb 2700 mill. 300 Gb
lllumina HiSeq2000/2500 Fluorescencia 12 dias 2 x 100 pb 3000 mill. 600 Gb
MiSeq Fluorescencia 65 h 2 x 300 pb 25 mill. 15 Gb
Pacific RSII Fluorescencia 2 dias 50% lecturas 0,8 mill. 5Gb
biosciences > 10 Kb
Helicos Heliscope Fluorescencia 10 dias ~ 30 pb 500 mill. 15 Gb

Abreviaturas: #, nimero de; h, horas; pb, pares de bases; mill, millones; Mb, megabases, Gb, gigabases: Kb,
kilobases.
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El proceso de NGS requiere de diferentes etapas que combinan la seleccidn y preparaciéon del ADN a
secuenciar, la propia secuenciacion y el analisis informatico de los datos generados.

En primer lugar, es necesario comenzar con la generacion de librerias a partir del ADN muestral, que
contendran Unicamente las regiones genémicas que interesa secuenciar. Su preparacion comienza con
la rotura del ADN gendmico del paciente en pequefios fragmentos a los que, tras igualarles los extremos,
se les unen unos adaptadores que permitiran su amplificacién posterior. A continuacion, los fragmentos
que contienen regiones de interés (por ejemplo, exones con regiones colindantes en la secuenciacion de
exomas) son hibridados a sondas unidas a un sistema de seleccién, como pueden ser bolitas
magnéticas. Esto permite su aislamiento posterior del resto de ADN no deseado mediante el uso de un
imén. Tras la eliminacién de las sondas de seleccion, solo resta la libreria con el ADN de interés.

A continuacién, se realiza el proceso de secuenciacién. En la mayoria de técnicas de NGS la secuencia
es inferida a través de la replicacién del ADN muestral, proceso en el cual se libera algun tipo de sefial
indicativa de las bases afiadidas. A esta estrategia se le denomina secuenciacidon por sintesis.
Unicamente el sistema ABI SOLID de Life Tecnhologies basa su deteccién en el proceso de ligacion en
lugar de en la replicacion. Como ejemplo de un sistema de NGS, se describird la estrategia de
secuenciacion del HiSeq de lllumina (Figura 19).

A B Amplificacion puente
), Sintesis
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Figura 19. Representacion del proceso de secuenciacion utilizado en la tecnologia Hi Seq
de lllumina. Adaptado de http://www.illumina.com/
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En la secuenciacion HiSeq, los fragmentos de ADN (con adaptadores a ambos lados) de la libreria son
cargados en un chip en cuya superficie hay oligonucléotidos de secuencia complementaria a los
adaptadores (Figura 18.a). Mediante ciclos de temperatura, cada fragmento es replicado sucesivamente,
generando nuevas copias que quedaran unidas a los oligonucléotidos méas cercanos de la placa. A este
proceso se le denomina “replicacion puente” (figura 18.b). De esta manera, los millones de fragmentos
de la secuencia original habréan generado areas especificas repletas de copias idénticas (Figura 18.c).
Tras la eliminacion de las copias en direccidn reversa, se procede a la replicacion de los fragmentos
unidos a la placa, pero esta vez utilizando nucléotidos marcados especificamente para cada base. Esta
sintesis emite sefiales fluorescentes indicativas del nuevo fragmento sintetizado, representativas de la
secuencia original (Figura 18.d). Posteriormente, este paso es repetido del mismo modo con los
fragmentos en direccion reversa. Este proceso de sintesis luminica sucede paralelamente con los
millones de fragmentos del ADN original replicados en diversas regiones a lo largo de todo el chip, lo que

posibilita secuenciar en cada carrera hasta un volumen de 600 Gb.

El proceso de secuenciacién concluye con la obtencibn de una enorme sucesién de pequefias
secuencias solapantes (de 30 pares de bases hasta una kilobase dependiendo de la técnica). A partir de
aqui comienza el andlisis informatico de los datos obtenidos. En primer lugar, es necesario ordenar los
millones de fragmentos de secuencia generados para obtener la secuencia completa original. Para ello,
dichos fragmentos son alineados con una secuencia referencia como GRCh38 por medio de
herramientas informaticas como el alineador Burrows—Wheeler (Li et al., 2009).

Tras la obtencién de la secuencia de interés, se procede a la deteccion de variantes. Herramientas como
ANNOVAR (Wang et al.,, 2010b) enumeran las variantes identificadas, adjuntando una descriptiva

completa que incluye:

» Efecto de las variantes sobre la secuencia proteica, indicandose los aminoacidos afectados.

» Contextualizacién de las variantes, aportando datos sobre la region donde localizan: el grado de
conservacion entre especies, la posible unién a factores de transcripcion, la identificacion de
asociacion con enfermedades en estudios de GWAS, entre muchas otras caracteristicas.

» Identificacion de aquellos cambios presentes en bases de datos como dbSNP o el proyecto 1000
Genome, indicando ademas la frecuencia poblacional. También se incluye la prediccién de
impacto de las variantes sobre la funcién de proteina mediante programas in silico como SIFT —
sorting intolerant from tolerant— (Kumar et al., 2009) o Polyphen —polymorphism phenotyping—
(Adzhubei et al., 2010; Adzhubei et al., 2013). Del mismo modo, también evalla el potencial

efecto de las variantes intergénicas en base al programa GERP++.

» Es ademéas capaz de ofrecer una lista de genes candidatos a causar una enfermedad
mendeliana en base a los resultados obtenidos en la secuenciacién de diferentes pacientes.
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El listado inicial de variantes debera filtrarse en base el modelo de herencia —propuesto o conocido— de
la enfermedad. Por ejemplo, en el caso del CCRFX donde existen varias generaciones afectadas, se
espera un modelo de herencia dominante. También es muy importante adaptar el cribado mutacional a la
penetrancia esperada (o a hipotéticos modelos de penetrancia), ademas de considerar la posible
presencia de fenocopias entre los afectos. Por ejemplo, cuando se espera penetrancia completa prima la
cosegregacion optima entre los individuos portadores e incluso las variantes intronicas o sinénimas seran
consideradas. Cuando la penetrancia es incompleta o hay alta frecuencia de fenocopias en la
enfermedad, es posible que no existan variantes comunes y exclusivas de los individuos afectos, por lo

que serd necesario aplicar un filtrado mas liberal.

Es importante destacar que Unicamente un 5% de las variantes inidentificadas —por término medio— no
se encuentran recogidas en bases de datos (Bamshad et al.,, 2011). Ser demasiado conservador,
eliminando aquellas que se encuentran incluso en una frecuencia muy baja, puede suponer la pérdida de
variantes potencialmente causales: por ejemplo, las mutaciones mas frecuentes causantes de la
poliposis asociada a MUTYH se encuentran en frecuencias superiores al 1% en poblacién general (Al-
Tassan et al., 2002; Cleary et al., 2009). A modo ilustrativo, la Tabla 17 recoge el nUmero medio de
variantes de diferente naturaleza identificadas por término medio en la secuenciacion exdmica de

individuos de origen afroamericano y europeo.

Tabla 17. Numero medio de variantes identificadas en la secuenciacion exdmica de individuos
afroamericanos o americanos de origen europeo en funcién del tipo de alteracion causada y la novedad
de la variante. Adaptado de Bamshad et al., 2011.

N° medio de variantes (xds) en
Afroamericanos

N° medio de variantes (ds) en
Americanos de origen europeo

Tipo de variante

Variantes nuevas

Cambio de sentido (missense) 303 (£ 32) 192 (+21)
Generacion de codén stop (nonsense) 5 (+2) 5(£2)
Sin6nimas 209 (£ 26) 109 (+ 16)
Rotura de sitios de splicing 2(x1) 2(x1)
Total 520 (+53) 307 (£ 33)

Variantes ya identificadas

Cambio de sentido (missense) 10,828 (+ 342) 9,319 (+ 233)
Generacion de coddn STOP (nonsense) 98 (+ 8) 89 (x 6)
Sinbnimas 12,567 (£ 416) 10,536 (+ 280)
Rotura de sitios de splicing 36 (+4) 32 (£ 3)

Total 23,529 (+ 751) 19,976 (+ 505)
Variantes totales

Cambio de sentido (missense) 11,131 (+ 364) 9,511 (+ 244)
Generacion de codén STOP (nonsense) 103 (£ 8) 93 (= 6)
Sindénimas 12,776 (£ 434) 10,645 (+ 286)
Rotura de sitios de splicing 38 (x 5) 34 (x4)

Total 24,049 (£ 791) 20,283 (+ 523)

El filtrado de variantes concluye con la obtencion de un numero variable de mutaciones candidatas a

explicar la enfermedad a estudio, y que requeriran pruebas adicionales para demostrar dicha implicacion.
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Si el numero de mutaciones continda siendo alto, se deberan seleccionar aquellas que relinan mas
indicios de causar un impacto funcional en la proteina o que alteren genes participantes en vias
relevantes para el desarrollo de la enfermedad. Algunos puntos que pueden considerarse en este
cribado pueden ser:

» Revisidn bibliografica de la funcién del gen y su posible implicacién en enfermedades, por

ejemplo en Gene (www.ncbi.nim.nih.gov/gene) y PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

= Expresion del gen en el tejido de interés en condiciones normales y en cancer. Puede

consultarse por ejemplo en Oncomine (https://www.oncomine.org/) .

= Presencia de mutaciones sométicas en el gen en tejido tumoral. Puede consultarse por ejemplo
en COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/)

» Prediccion in silico del impacto de las mutaciones sobre regiones reguladoras del splicing
(proceso de corte y empalme en el procesamiento del ARN mensajero). Puede utilizarse el
programa Human Splicing Finder (www.umd.be/HSF3/)

= Etc.

Una vez acotada(s) la(s) variante(s) de mayor interés, estudios posteriores deberan confirmar el
impacto en la enfermedad de la(s) misma(s). Algunas de las pruebas mas frecuentemente utilizadas para
resolver esta cuestion son:

- Cosegregacion de la mutacién con la enfermedad: Si la mutacion identificada es la causa de la

enfermedad, ésta debera encontrarse en todos los individuos afectos (o la mayoria, considerando
fenocopias) de la misma familia. Asimismo, si se sospecha una penetrancia total/elevada, se esperara
una ausencia de esta variante en familiares sanos de edad avanzada. La técnica a utilizar dependera del

tipo de mutacion.

- Andlisis de splicing: Para aquellos cambios que supongan posibles afectaciones del splicing (bien por

situarse cerca de un lugar donador o aceptor de splicing, o por romper una region reguladora del mismo),
su efecto debera comprobarse mediante la amplificacién de la region implicada en el ADNc del paciente
(generalmente varios exones a cada lado de la variante), seguido a continuacion de una electroforesis en
gel de agarosa y secuenciacién del producto de amplificacion.

- Modelizacién proteica: La disponibilidad de modelos tridimensionales de la estructura proteica, o de

programas de prediccion in silico capaces de modelizar regiones concretas hace posible realizar
predicciones de estabilidad de la proteina en base a cambios especificos. Programas como
CUPSAT (http://cupsat.tu-bs.de) (Parthiban et al., 2006), I-Mutant 2.0 (http://folding.biofold.org/i-mutant/i-
mutant2.0.html) (Capriotti et al., 2005), ERIS (http://troll.med.unc.edu/eris/) (Yin et al., 2007) y PoOPMuSIiC
(http://dezyme.com) (Dehouck et al., 2011; Gonelli et al., 2012) son capaces de evaluar el efecto de

dichos cambios en la estabilidad estructural de la proteina.
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- Busqueda de un segundo evento inactivante en tumor: La presencia de un evento inactivante del alelo

salvaje en tumor puede ser indicativo del papel del gen como supresor tumoral. Es importante destacar
que algunos supresores tumorales pueden actuar por haploinsuficiencia, por lo que la incapacidad de
detectar este segundo evento no es motivo para descartar el papel del gen en la enfermedad. Para
conocer si existe inactivacion alélica en tumor, se deben tener en cuenta los diferentes modos de

inactivacion, pudiéndose realizar los siguientes estudios:

e Secuenciacién completa del gen: Identifica mutaciones somaticas al comparar la secuencia

del gen en el tejido tumoral frente a la obtenida en la secuenciacién exémica.

e Estudio de LOH: La comparativa de marcadores, generalmente microsatélites, en tejido

normal y tumoral es capaz de identificar alteraciones en el ratio alélico en tumor.

o Estudio de metilacion del promotor: El estudio de las islas CpG del promotor del gen revela si

existe metilacién soméatica que podria estar reprimiendo su expresion.
e Estudio del ARN mensajero: La cuantificacion del nivel de ARN mensajero del gen, por

ejemplo por medio de una RT-gqPCR, es indicativa del nivel de transcripcion génica existente.
e |Inmunohistoquimica: Es una prueba de gran utilidad ya que permite visualizar la presencia o

ausencia de la proteina en el propio tumor. Sin embargo, no siempre es una prueba definitiva:
el ruido de fondo, la falta de especificidad de algunos anticuerpos o la potencial presencia de
proteina con afinidad por el anticuerpo pero sin capacidad activa puede generar dificultades
en la interpretacion.

- Busqueda de casos adicionales: La secuenciacion del gen candidato en una serie de afectos no

relacionados informa sobre el impacto del gen en el riesgo a la enfermedad. La identificacion de
mutaciones severas en multiples casos adicionales, pero no asi en controles, apoya la existencia de una
causalidad gen-enfermedad.

- Estudios funcionales: El paso clave para demostrar el impacto de la variante en la enfermedad es

corroborar su impacto funcional experimentalmente. El tipo de estudio funcional dependeréa de la funcion
de la proteina implicada. Por ejemplo, si se trata de un gen reparador de bases desapareadas, puede
testarse su capacidad correctora de nucleétidos desapareados en plasmidos.

Mediante la NGS, el cribado de variantes y los estudios posteriores de confirmaciéon se han propuesto

varios genes de riesgo al CCR familiar, tal y como se describié en la seccion 4.b.l, también para el
CCRFX (Seccion 7.d).
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9. Telomeros, telomerasay cancer

Los telomeros son secuencias de ADN repetitivo no codificante (5 TTAGGG 3’) que se sitan en el
extremo de los cromosomas, protegiéndolos y evitando que se fusionen entre si (Blackburn et al., 1991;
Blackburn et al., 2006). En condiciones normales, los teldmeros se acortan con cada division celular
(Harley et al., 1990), de manera que al llegar a un punto de longitud critico se desencadena el
mecanismo de apoptosis (Harley, 1991; Londono-Vallejo, 2008). La proteina TP53 juega un papel muy
importante en el control y regulacion de este proceso (Cosme-Blanco et al., 2007). Cuando estos
mecanismos de control fallan, la célula continda dividiéndose, pudiéndose originar fusiones
cromosOmicas que derivaran en inestabilidad cromosémica (Hackett et al., 2001) (Figura 20).
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Punto de control de dafio en el Fallo en el punto de control de dafio
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Figura 20. Representacién de las vias normal o pro-apoptoética (izquierda) y pro-tumoral (derecha) en
las que puede derivar una célula que ha alcanzado la longitud telomérica critica. Abreviaturas: RDC:
rotura de doble cadena. Extraido de Baird et al., 2010.

a. Longitud teloméricay telomeros en cancer

Alteraciones en la longitud telomérica son frecuentemente identificadas en las fases iniciales de la
progresion tumoral (Meeker et al., 2004; Bisoffi et al., 2006; Raynaud et al., 2008). La inestabilidad
cromos6mica derivada de este acortamiento telomérico puede ser un factor favorable para la iniciacion
tumoral, ya que contribuye a generar diversidad genética. Sin embargo, la alta tasa de replicacién celular

en tumores requiere un mecanismo capaz de evitar el constante acortamiento cromosémico. En la
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mayoria de casos, esto se consigue mediante la activacion de la telomerasa, inactiva en la mayoria de
células somaticas. Esta enzima es capaz de afiadir repeticiones teloméricas en los extremos
cromosomicos, manteniendo asi una longitud constante (Kim et al., 1994). Mas de un 90% de los
tumores malignos tienen una expresién activa de esta enzima (Engelhardt et al., 1997; Kolquist et al.,
1998). Existe un segundo mecanismo de alargamiento telomérico en tumores basado en la
recombinacion homéloga e independiente de la telomerasa. Se denomina “alargamiento alternativo de
los teldbmeros” (ALT, del inglés alternative lengthening of telomeres) y es el mecanismo de elongacion
utilizado en el ~10% de los tumores que no siguen la via de la activacion de la telomerasa (Bryan et al.,
1997; Conomos et al., 2013).

b. Lalongitud teloméricay el riesgo de cancer

Numerosos estudios han relacionado variaciones en la longitud de los telémeros en células normales con
un incremento de riesgo a padecer diferentes tipos de cancer. En algunos casos como el cancer familiar
de ovario, mama Yy tiroides se han encontrado asociaciones claras (Martinez-Delgado et al., 2012;
Martinez-Delgado et al., 2013; Capezzone et al., 2008). Sin embargo, los estudios centrados en el CCR
han encontrado resultados diversos, en muchas ocasiones contradictorios: tanto la presencia de
telémeros cortos y largos ha sido asociada con riesgo a CCR, mientras que otros estudios no
encontraron diferencias significativas. (Qin et al., 2014; Pellatt et al., 2012; Cui et al., 2012; Jones et al.,
2012; Maxwell et al., 2011; Bozzao et al., 2011; Pooley et al., 2010; Lee et al., 2010; Zee et al., 2009;
Segui et al., 2013; Segui et al., 2014c).

c. Latelomerasay el riesgo a CCR.

La enzima de la telomerasa es un complejo ribonucleoproteico compuesto por una molécula de ARN
molde (hTERC) y la proteina con actividad catalitica TERT (hTERT en humanos), la cual lleva a cabo la
elongacion telomérica (Greider et al., 1985; Nakamura et al., 1997) (Figura 21)

hTERT
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Figura 21. Representacion esquematica del complejo telomerasa. El componente protéico y catalitico
es hTERT, utilizdndose el ARN hTERC como molde para alargar la hebra saliente del telomero.

hTERC
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El gen TERT se encuentra altamente conservado entre especies (Nakamura et al., 1997), de manera que
en humanos hTERT contiene una baja densidad de polimorfismos no sinbnimos en comparacion con
otros genes (Savage et al., 2005). Esto sugiere que pequefios cambios en la estructura de la proteina
puedan conllevar alteraciones notorias en su funcionamiento. Mutaciones severas tanto en el gen hTERT
como en otros componentes que intervienen en el complejo telomérico causan disqueratosis congénita
(Kirwan et al., 2009). Ademéas de numerosas complicaciones, esta enfermedad lleva asociada una
probabilidad once veces superior a desarrollar cancer respecto a la poblacién general. Este riesgo se
incrementa notoriamente para canceres originados en tejidos con alta division celular, como son el
cancer de lengua o la leucemia mieloide aguda. (Killela et al., 2013; Alter et al., 2009).

Considerando los estudios de GWAS, diferentes polimorfismos en el gen que hTERT han sido asociados
a incrementos de riesgo a desarrollar diferentes tipos de cancer, incluyendo cancer de vejiga (Rothman
et al., 2010), mama (Haiman et al., 2011; Bojesen et al., 2013), pulmén (Hosgood et al., 2009; Van Dyke
et al., 2009; Landi et al., 2009; Jin et al., 2009), ovario (Beesley et al., 2011), pancreas (Petersen et al.,
2010), prostata (Kote-Jarai et al., 2011; Wu et al., 2015), glioma (Shete et al., 2009), melanoma (Rafnar
et al., 2009), piel no melanémico (Stacey et al., 2009; Yang et al., 2013a), y de células germinales
testiculares (Turnbull et al., 2010). En el ambito del CCR, las variantes rs2736100 y rs2853668, con
moderado desequilibro de ligamiento entre ellas (r2:0,15), mostraron asociacién con incrementos de
riesgo a padecer este tipo de cancer (Kinnersley et al., 2012; Peters et al., 2012). Es plausible pensar
que estas variaciones puedan causar ciertas alteraciones en el correcto funcionamiento o la expresion de
la proteina, con sus correspondientes consecuencias (Figura 22). Por ejemplo, diversas variantes en
hTERT, incluyendo algunos asociados con incrementos de riesgo a cancer, se han correlacionado con
cambios en la longitud telomérica en linfocitos (Melin et al., 2012). También el cambio rs10936599,
proximo al gen TERC ha sido asociado a incrementos de riesgo de sufrir CCR (Jones et al., 2012).

Variantes en hTERT
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Figura 22. Posibles consecuencias derivadas de la alteracion estructural de la telomerasa por la

presencia de polimorfismos. Adaptado de Baird et al., 2010.
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1) Existe una gran variabilidad en la penetrancia y la edad de aparicion de cancer en el sindrome de
Lynch, incluso entre familias que comparten una misma mutacion causal o entre individuos pertenecientes
a una misma familia. Se estima que una parte de esta variabilidad podria estar causada por factores
genéticos, pero a dia de hoy sélo una pequefia fraccién de la misma puede explicarse en base al efecto de
variantes conocidas. Debido a la importancia del papel de los telémeros en el desarrollo y el riesgo de
cancer, planteamos la posible influencia de la variante rs2075786, situada en el gen de la telomerasa
(hTERT) y ya previamente relacionada con incrementos de riesgo a otros tipos de cancer, como
modulador del riesgo de cancer asociado al sindrome de Lynch.

2) Alrededor del 40% de las familias que cumplen los criterios de agregacion mas estrictos para el cancer
colorrectal (CCR) hereditario —los criterios de Amsterdam— no presentan defectos en el sistema de
reparacion de bases desapareadas. Para la mayoria de estas familias, agrupadas bajo la denominacién de
cancer colorrectal familiar de tipo X (CCRFX), se desconoce la causa genética responsable de su
predisposicion al CCR. Consideramos que el estudio en profundidad del CCRFX podra acercarnos a las

razones de dicha predisposicion. Para ello planteamos dos estrategias diferentes:

" La caracterizacion molecular de tumores desarrollados en el contexto del CCRFX aportara a un
mayor conocimiento y comprension de la naturaleza de esta entidad. La comparacion de las
caracteristicas del CCRFX frente a las del CCR esporadico sin fallos en el sistema de reparacion
de bases desapareadas revelara aquellos rasgos especificos de los tumores CCRFX
potencialmente ligados a la predisposicion familiar al CCR.

" Planteamos la secuenciacidon de exomas completos de tres afectos de CCR pertenecientes a
una familia CCRFX. Mediante el cribado de variantes comunes a los tres afectos y el estudio en
profundidad de los cambios de mayor impacto funcional y/o en genes relevantes, esperamos
identificar las mutaciones ligadas al CCRFX en la familia estudiada.

3) Recientemente se ha asociado la presencia de mutaciones germinales en los dominios exonucleasa
de los genes POLE y POLD1 con un riesgo incrementado a desarrollar CCR y poliposis. El fenotipo
asociado se ha denominado sindrome asociado a la actividad reparadora de la polimerasa (SAARP).
Debido a su reciente descripcion, el nimero de casos descritos es escaso y el fenotipo asociado a este
sindrome se encuentra vagamente definido. Hipotetizamos que el estudio del dominio exonucleasa de
POLE y POLD1 en una serie amplia de pacientes con céncer colorrectal familiar o poliposis permitira
identificar nuevos casos ligados al SAARP. Considerando los nuevos portadores identificados junto a los
ya descritos en la literatura, podremos establecer unas pautas para la seleccion de familias candidatas al
andlisis genético de POLE y POLD1, asi como para el seguimiento clinico de portadores.
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OBIJETIVOS

El objetivo general de esta tesis es la profundizacién en el conocimiento de varias formas de CCR
hereditario. Esto incluye la caracterizacién molecular y fenotipica, la investigacion de las causas genéticas,
o la identificacion de modificadores genéticos de riesgo en el sindrome de Lynch, el cancer colorrectal
familiar de tipo X y el sindrome asociado a la actividad reparadora de la polimerasa.

Los objetivos especificos de esta tesis son:

Evaluar el papel de la variante rs2075786 situada en el gen de la telomerasa (hTERT) como modificador

de riesgo de cancer en el SL.

Caracterizar molecularmente los tumores desarrollados en el contexto del CCRFX. Identificar y estudiar las
diferencias moleculares existentes entre estos tumores y el CCR esporadico sin fallos en el sistema de

reparacion de bases desapareadas.

Definir el fenotipo asociado al SAARP mediante la identificacion de portadores de mutaciones en el
dominio exonucleasa de POLE y POLD1. Evaluar el impacto de estos genes en las poliposis colbnicas y
en el CCR hereditario no polipdsico. Considerando los casos identificados en nuestro estudio junto a los
descritos en la literatura, establecer recomendaciones para la seleccion de familias candidatas al andlisis
genético de POLE y POLD1, asi como para el seguimiento clinico de portadores.

Identificar el/los gen(es) responsable(s) de la agregacién de casos de CCR en una familia CCRFX

mediante la secuenciacion de los exomas completos de los individuos afectos de CCR. Evaluar el impacto
de dicho(s) gen(es) en el conjunto del CCR familiar.
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Los resultados obtenidos en los diferentes proyectos abarcados en la presente tesis doctoral han sido
recopilados para su publicacion a través de articulos cientificos. A fecha del depoésito de esta tesis, tres
de los articulos se encuentran publicados y/o aceptados para su inminente publicacion, mientras que los
resultados generados en un cuarto proyecto se encuentran en la fase final de su preparacion para su
préximo envio a publicacion.

Dichos articulos se incluyen a continuacion junto a la lista de autores participantes y un breve resumen
de su contenido.

Articulo 1

Una variante genética en el gen de la telomerasa modifica el riesgo de cancer en el sindrome de Lynch.

Articulo 2

Caracterizacion molecular global de los tumores de cancer colorrectal hereditario no polipdsico sin fallos

en el sistema reparador de bases desapareadas.

Articulo 3

Mutaciones en POLE y POLD1 en 529 sujetos con cancer colorrectal y/o poliposis, revision de los casos

identificados y recomendaciones para el analisis genético y el seguimiento clinico.

Articulo 4

Identificacion mediante secuenciacién exémica de mutaciones germinales en BRF1 y BARD1 como

causas probables de cancer colorrectal hereditario no polipésico.
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ARTICULO 1

Genetic variant in the telomerase gene modifies cancer risk in Lynch syndrome

Fernando Bellido, Elisabet Guind, Shantie Jagmohan-Changur, Nuria Segui, Marta Pineda, Matilde Navarro,
Conxi Lazaro, Ignacio Blanco, Hans FA Vasen, Victor Moreno, Gabriel Capella, Juul T Wijnen y Laura Valle.

European Journal of Human Genetics 21(5):511-6; 2013. doi: 10.1038/ejhg.2012.204.

Resumen:

El sindrome de Lynch (SL) es una condicidn hereditaria de predisposicion al cancer causada por mutaciones
germinales en genes del sistema de reparacion de bases desapareadas (MMR, del inglés mismatch repair). La
alta variabilidad en el riesgo de cancer observada entre los pacientes con SL sugiere la existencia de factores
modificadores de dicho riesgo. La identificacion de modificadores de riesgo genéticos podria ayudar a
desarrollar programas de seguimiento personalizados basados en predicciones riesgos de cancer
individualizadas. En el presente estudio, evaluamos el papel del SNP rs2075786 localizado en el gen de la
telomerasa (hTERT), como modificador de riesgo en el SL, mediante el estudio de 255 y 675 portadores de
mutaciones ligadas al SL procedentes de Espafia y Holanda respectivamente. El estudio de la serie espafiola
revelé que el alelo mas infrecuente (A) confiere un incremento de riesgo a desarrollar cancer a edades
tempranas. El andlisis de la serie holandesa confirmé dicha asociacion para el alelo A en homocigosis, con
incrementos de riesgo en portadores menores de 45 afios (riesgo relativo SLca<45 AA=2,90; intervalo de
confianza al 95%=1,02-8,26). El polimorfismo rs2075786 sin embargo no ha sido asociado con incrementos de
riesgo a CCR en la poblacion general ni a CCR familiar no ligado al SL. Estudios in silico predijeron la rotura de
un sitio regulador de la transcripcion en el que se produce la unién a un receptor de retinoides, el receptor de
retinoides X alfa. Posiblemente este cambio lleva asociada una activaciéon temprana de la telomerasa y
consecuentemente, una aceleracién de la carcinogénesis. De hecho, los pacientes con SL afectos de cancer
portadores del genotipo rs2075786 AA mostraron telémeros méas cortos que aquellos con el genotipo GG. En
conclusién, los portadores de mutaciones en los genes MMR y con genotipo AA para el SNP hTERT rs2075786
se encuentran en mayor riesgo de desarrollar un tumor ligado al SL a una edad temprana. Medidas preventivas
de cancer y la aplicacion de programas de seguimiento mas estrictos a edades tempranas podran ayudar a

prevenir o detectar con mayor antelacion el cancer en estos portadores.
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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.2%-%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)
MSHZ2 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.3! 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; Ppyicn=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 (RRpgcy<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 (RRyzpj<a5 aa
=3.86; 95% CI=070-2133 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 (12 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-2) 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:

Contextualizacién del estudio: Casi la mitad de los casos de cancer colorrectal (CCR) hereditario no
polipésico no presentan fallos germinales en el sistema de reparacién de bases desapareadas (MMR, del
inglés mismatch repair), siendo su(s) causa(s) genética(s) desconocidas. Nuestro objetivo es la identificacion
de las caracteristicas moleculares discordantes entre este grupo de tumores (desarrollados en un contexto
hereditario) respecto al CCR de tipo esporadico sin fallos en el sistema MMR.

Metodologia: Las alteraciones genémicas presentes en 16 tumores pertenecientes a 14 familias Amsterdam |-
Il fueron estudiadas utilizando el microarray de nimero de copia OncoScan FFPE, capaz de detectar ganancias
y pérdidas cromosémicas a lo largo de todo el genoma. Los puntos calientes para mutaciones somaticas en
BRAF, KRAS, PIK3CA y TP53 fueron analizados en 37 tumores colorrectales pertenecientes a 26 familias
Amsterdam |-l y en 99 CCR esporadicos sin fallos en el sistema MMR, utilizando secuenciacion directa
automatizada y sondas de genotipado KASPar. El indice de metilacion CpG (fenotipo CIMP) fue estudiado en
25 tumores pertenecientes a 19 familias Amsterdam I-1l por medio del sistema de amplificacion mdltiple de
sondas dependientes de ligacion especificas para metilacion (MS-MLPA, del inglés methylation-specific
multiplex ligation-dependent probe amplification).

Resultados: Los tumores hereditarios sin fallos en el sistema MMR mostraron un perfil genémico solapante
con el propio de los tumores esporadicos: en ambos casos se observo la presencia de elevada inestabilidad
cromosOmica y ausencia de metilacion positiva de las islas CpG analizadas. Sin embargo, identificamos un
incremento significativo en la frecuencia de ganancias para 2p y 2q y de la pérdida de 10qg en las familias
Amsterdam |. Ademas, en estos tumores se identificd una baja frecuencia de regiones >2 Mb en pérdida de
heterocigosidad con nimero de copia neutro o incrementado. No se detectaron diferencias significativas entre
ambos grupos en la frecuencia mutacional de BRAF, KRAS, PIK3CA y TP53 o en el patron de las mutaciones
observadas.
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KEYWORDS Abstract  Background: Hereditary non-polyposis colorectal cancer (CRC) without mismatch
Familial colorectal cancer repair (MMR) defects occurs in almost half of high-risk CRC families, but its genetic cause(s)
type X is(are) still unknown. We aimed to identify unique molecular features that differentiate hered-
Amsterdam criteria itary from sporadic MMR-proficient colorectal tumours.

MMR -proficient colorec- Methods: Genomic alterations in 16 tumours from 14 Amsterdam I-II families were studied
tal cancer using the genome-wide copy number OncoScan™ FFPE microarray. Somatic mutation hot-
Tumour characterisation spots in BRAF, KRAS, PIK3CA and TP53 were analysed in 37 colorectal tumours from 26
Copy number alterations families and in 99 sporadic MMR-proficient CRCs, using direct automated sequencing and
Somatic mutations KASPar genotyping assays. CpG methylation index was studied in 25 tumours from 19 fam-
CpG island methylation ilies by methylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification (MS-MLPA).

Results: Our findings indicate that hereditary MMR-proficient tumours have overlapping
genomic profiles to those obtained in sporadic cases, both suggestive of high chromosomal
instability, and no high CpG methylation index. Nevertheless, we identified a significant
increase in the frequency of chromosome 2p and 2q gains, and of 10q loss in Amsterdam I fam-
ilies, as well as low frequency of >2 Mb copy-neutral or -gained loss of heterozygosity (LOH).
No statistically significant differences in the frequency of BRAF, KRAS, PIK3CA and TP53
mutations or in the gene mutation patterns were observed. However, TP53 mutations appeared
almost twice more frequently in sporadic tumours.
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Conclusions: Overall, hereditary MMR -proficient CRCs display similar molecular characteris-
tics than their sporadic counterparts. However, the differences identified, such as the chromo-
some 2 gain, 10q loss, or the under-representation of TP53 mutations, if validated in larger
series, might be of relevance in the clinical setting and/or in the identification of germline
defects underlying some of these familial cases.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Hereditary non-polyposis colorectal cancer (CRC) is
the most common form of hereditary cancer and it has
been clinically defined by the Amsterdam criteria, which
consider type of cancer, family history and age at cancer
onset [1]. Approximately 60% of the families that fulfil
the stringent Amsterdam criteria carry germline muta-
tions or epimutations in the mismatch repair (MMR)
genes (Lynch syndrome, LS). The remaining 40% do
not show a MMR defect and due to its unknown genetic
basis, these families have been grouped as familial colo-
rectal cancer type X (FCCTX) [2]. Enormous efforts are
being made to elucidate the genetic causes of FCCTX,
both by linkage and/or whole-exome/genome sequenc-
ing analyses [3]. The evidence gathered so far suggests
that FCCTX is, genetically, a highly heterogeneous
group, where even shared environmental factors com-
bined with low-penetrance alleles might play a role in
the cancer aggregation occurring in some type X families.

Compared to MMR-deficient hereditary cases, i.e. LS,
FCCTX shows drastic clinical and molecular differences
[4-12]. However, the differences between hereditary
MMR-pro (FCCTX) and sporadic MMR-pro tumours,
which might be more relevant to unravel causal genes/
pathways specifically involved in FCCTX carcinogenesis,
are not well defined and previous reports produced con-
flicting results. Among the most consistent alterations
found are the high frequency of 20q gain (65-77%), which
occurred less frequently in sporadic cases, and the lower
frequency of chromosome 18 loss [12,13]. Regarding the
presence of mutations in driver genes of colorectal carci-
nogenesis, familial cases might have different mutation
patterns in 7P53 and KRAS than sporadic CRC [6,10].

Here we performed a comprehensive molecular char-
acterisation of FCCTX tumours including genome-wide
copy number analysis, screening of BRAF, KRAS, TP53
and PIK3CA mutations, and study of the CpG island
methylation index, and compared the results with those
obtained in sporadic MMR-pro colorectal tumours.

2. Materials and methods
2.1. Study sample
A total of 40 cancer-affected individuals (one tumour

per patient) from 27 Amsterdam-I and II MMR-pro
families were included in the study. All patients

(Caucasian origin) were assessed through the Hereditary
Cancer Program of the Catalan Institute of Oncology,
ICO-IDIBELL (Barcelona, Spain), from 1998 to 2012.
Tumours were subjected to immunohistochemical
MMR protein staining and microsatellite instability
(MSI) analysis. Written informed consent was obtained
from all subjects. The study received the approval of
IDIBELL Ethics Committee. A detailed description of
the cases included in the study is shown in Table 1.

Copy number array data from 328 MMR-pro spo-
radic tumours from The Cancer Genome Atlas (TCGA)
were used. All patients were of Caucasian origin with a
male/female ratio of 0.53 and a median age at cancer
diagnosis of 72 years (range: 36-90).

Ninety-nine MMR-pro sporadic colorectal tumours
were also screened for mutations in BRAF, KRAS,
TP53 and PIK3CA. These samples were obtained from
a hospital-based case-control study (Bellvitge University
Hospital, CSUB-IDIBELL, Barcelona, Spain) and con-
sisted of untreated stage Il colon tumours diagnosed at
a median age of 71 years (range 43-87), with a male/
female ratio of 2.63.

DNA extraction procedure is described in Suppl.
Material.

2.2. Copy number microarray

Genome-wide copy number (CN) and allelic ratio
analyses were performed in 16 FCCTX tumours using
the molecular inversion probe (MIP)-based OncoScan™
FFPE microarray (Affymetrix, Santa Clara, CA)
Hybridisations were carried out by the Affymetrix® Copy
Number Services (Santa Clara, CA). All 16 FCCTX
tumour samples passed the quality control established
by Affymetrix for hybridisation on the OncoScan™
microarray. Results were visualised and analysed with
the Nexus Copy Number software (BioDiscovery,
El Segundo, CA), following the MIAME (Minimum
Information About a Microarray Experiment). guide-
lines. The variable quality and dispersion of the data,
together with the different fractions of non-tumour
DNA present in the tissues, required individualised data
processing.

Normal colon tissue (n=10) from sporadic CRC
patients and blood DNA from seven FCCTX patients
whose tumour DNAs were hybridised, were included
in the study and used for normalisation and identifica-
tion of germline events and technical artefacts.
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Table 1

Characteristics of the familial colorectal cancer type X (FCCTX) cases included in each study.

Copy number (CN) array BRAF, KRAS, TP53 and PIK3CA mutations CpG methylation Total
N (No. families) 16 (14 fam) 37 (26 fam) 25 (19 fam) 40 (27 fam)
Amsterdam; n (%)

I 14 (87.5%) 33 (89.2%) 22 (88.0%) 36 (90.0%)
I 2 (12.5%) 4 (10.8%) 3 (12.2%) 4 (10.0%)
Age at diagnosis; median &= SD  48.5 + 10.74 48 4+ 13.56 49 4+ 14.38 48.5 +13.38

Cancer location; n (%)
Left colon 8 (50.0%) 19 (51.4%) 14 (56.0%) 21 (52.5%)
Right colon 4 (25.0%) 7 (18.9%) 4 (16.0%) 8 (20.0%)
Rectum 4 (25.0%) 11 (29.7%) 7 (28.0%) 11 (27.5%)
Tumour stage; n (%)
0-1 4 (25.0%) 7 (18.9%) 8 (32.0%) 9 (22.5%)
II 4 (25.0%) 12 (32.4%) 7 (28.0%) 12 (30.0%)
111 7 (43.8%) 13 (35.1%) 6 (24.0%) 14 (35.0%)
v 0 (0.0%) 4 (10.8%) 3 (12.0%) 4 (10.0%)
NA 1(6.2) 1 (2.7%) 1 (4.0%) 1 (2.5%)
Gender; 1 (%)
Male 6 (37.5%) 15 (40.5%) 7 (28.0%) 17 (42.5%)
Female 10 (62.5%) 22 (59.5%) 18 (72.0%) 23 (57.5%)
Control group; n (source) 328 (TCGA) 99 (CSUB-IDIBELL) -

Abbreviations: Fam, families; SD, standard deviation; NA, not available; TCGA, The Cancer Genome Atlas.

The Affymetrix genome-wide human SNP array 6.0
had been used to study the 328 TCGA MMR-pro spo-
radic tumours, using DNA extracted from frozen tissue.
Publicly available data were downloaded and visualised
with the Nexus Copy Number software (BioDiscovery,
El Segundo, CA).

2.3. BRAF, KRAS, TP53 and PIK3CA mutational
screening

Mutation hotspots for CRC in BRAF, KRAS,
TP53 and PIK3CA were identified through the cata-
logue of somatic mutations in cancer (COSMIC) from
the Welcome Trust Sanger Institute. KASPar genotyp-
ing assays (KASP-By-Design, LGC group, Tedding-
ton, United Kingdom (UK)) on the Fluidigm
genotyping platform (48.48 Dynamic Array™ IFG,
Fluidigm, San Francisco, CA), were used to genotype
18 mutation hotspots in 7P53, nine in PIK3CA,
KRAS c436G>A (p.A146T) and BRAF c.1799T>A
(p-V600E) (Suppl. Table 1). Each genotyping assay
was previously validated and optimised on the Light-
Cycler 480 real-time PCR detection system (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). For FFPE
tumour samples, deviations from the wild-type cluster
were validated by direct automated (Sanger) sequenc-
ing. Mutations in codons 12 and 13 of KRAS were
interrogated by sequencing.

2.4. CpG island methylation index

CpG island methylation index was analysed with
the ME042-B1 CIMP MS-MLPA probe mix
(MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands). Detailed
description of the procedure and analysis is shown in
Suppl. Material.

2.5. Statistical analyses

The frequencies of mutations and of gains/losses of
chromosomes arms between FCCTX and sporadic
tumours were compared by using Fisher’s exact test.
All tests were two-sided and p-values below 0.05 were
considered statistically significant. The analyses were
performed using R statistical software.

3. Results
3.1. Copy number alterations

Fig. 1 represents the CN alterations identified in each
FCCTX tumour. Most FCCTX tumours (15/16)
showed at least five chromosomes affected with large
CN gains and/or losses, suggesting the presence of high
chromosome instability (CIN). Three tumours, T10, T13
and T15, showed a milder pattern of the most frequent
alterations found in the other FCCTX cases, suggesting
either high normal DNA content, or that the aberrant
pattern was present in a small subpopulation of tumour
cells. Only one tumour, T04, showed a chromosome sta-
ble phenotype, with only one gain in 18p and the loss of
22q. Technical validation was performed by FFPE
FISH with four probes located in gained, lost and
non-altered regions hybridised in three randomly chosen
FCCTX tumours (Suppl. Material). The concordance
rate between the two techniques exceeded 85% (6/7)
(Suppl. Table 2).

Fig. 2 summarises the CN alterations identified in the
16 FCCTX tumours and in 328 MMR-pro sporadic
colorectal tumours from TCGA. As shown in Fig. 3
for FCCTX tumours, gains of whole chromosome arms
(>75% of the arm length) identified in more than one
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Fig. 1. Genome-wide copy number (CN) gains (blue) and losses (red) in 16 familial colorectal cancer type X (FCCTX) tumours. Darker blue and

red colours indicate >2n gains and 2n losses, respectively.
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Fig. 2. Genomic profiles of familial colorectal cancer type X (FCCTX) (n = 16) and sporadic mismatch repair (MMR)-pro (n = 328, source: The
Cancer Genome Atlas (TCGA)) tumours. Gains are represented in blue and losses in red; darker blue and red colours indicating >2n gains and
homozygous losses, respectively. For visualisation purposes and based on copy number (CN) array density and data quality, small CN gained or
lost regions (<100 Kb) were eliminated in the group of sporadic tumours. Suppl. Fig. 1 shows the unprocessed data for both groups.

third of the samples, involved chromosomes 2, 7, 8q,
12q, 13q, 16, 19q and 20, while losses affected chromo-
somes 18, 17p and 22q. When compared to sporadic
cases, statistically significant differences were identified
in the frequency of 2p (p =0.024) and 2q (p = 0.038)
gains, which occurred more frequently in FCCTX
tumours. Likewise, chromosome arm 10q tended to be
more frequently lost in FCCTX tumours, although the
difference did not reach statistical significance
(p =0.055). When Amsterdam II cases (n=2) were
excluded from the analysis, the statistically significant
difference in the frequency of 2p gains (p = 0.039) was
maintained, whereas for 2q, the difference observed
did not reach statistical significance (p = 0.069). More-
over, the difference in the frequency of 10q loss became
statistically significant (p = 0.036) (Suppl. Fig. 2).

3.2. Copy-neutral and copy-gained LOH (cnlgLOH)

Copy-neutral loss of heterozygosity (cnLOH) consists
in the presence of homozygosity in a non-copy-number-
altered region. If one of these copies gets amplified, a
copy-gained LOH (cgLOH) is created.

Blood DNA from seven FCCTX patients was
analysed with OncoScan, allowing the identification
and removal of germline cnLOH events from their
corresponding tumour samples. Due to the variable
dispersion of the data generated from FFPE DNA, a
conservative p value of 5x 107® and a minimum
cn/gLOH size of 2 Mb were established as thresholds.
Of the seven normalised samples and under the
established conditions, four tumours showed no somatic
cn/gLOH. The other three cases showed 1, 5 and
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Fig. 3. Copy number (CN) alterations affecting whole chromosome arms in familial colorectal cancer type X (FCCTX) tumours (Ams I and II)
compared with sporadic mismatch repair (MMR)-pro colorectal tumours. The bars indicate the percentage of 16 FCCTX tumours (black bars) and
328 sporadic MMR-pro colorectal cancer (CRC) (white bars) with gains (upper panel) and losses (lower panel) affecting whole (>75%)
chromosome arms. Statistically significant differences between sporadic and hereditary cases were identified in the frequency of 2p and 2q gains.
When excluding Ams II cases, the difference observed in the frequency of 10q loss becomes statistically significant (Suppl. Fig 2).

6 cn/gLOH events, respectively, with lengths ranging
from 2.1 Mb to whole chromosome arms. The location
and length of the cn/gLOH regions are shown in
Table 2.

3.3. BRAF, KRAS, TP53 and PIK3CA mutations

A total of 29 mutation hotspots in BRAF, KRAS,
PIK3CA and TP53 were screened using KASP

Table 2

genotyping assays in the Fluidigm platform, in 37
FCCTX and 99 sporadic MMR-pro colon tumours.
Codons 12-13 of KRAS were sequenced in 29 FCCTX
and 42 sporadic MMR-pro CRC (Suppl. Table 1). The
frequency of mutations identified in each gene for
FCCTX and sporadic MMR-pro tumours is shown in
Table 3. No statistically significant differences in the fre-
quency of BRAF, KRAS and PIK3CA mutations were
observed between FCCTX and sporadic MMR-pro

Somatic copy-neutral and copy-gained LOH (cn/gLOH) events (>2 Mb) identified in seven familial colorectal cancer type X (FCCTX) tumours

normalised with their corresponding peripheral blood profiles.

Tumour Chromosome cn/gLOH Cytoband Region Length (Mb)
T04 - - - -
T10 - - - -
T11 Chr 2 cn/gLOH q22.2-q22.3 142 309 013-144 743 221 2.43
Chr 6 cgLOH p25.3-pl2.1 0-55 147 049 55.15
Chr 14 cnLOH ql1.1-q32.33 18 675 413-107 349 540 88.67
Chr 17 cnLOH pl13.3-q25.3 0-78 615 226 78.62
Chr 18 cnLOH pl1.32-pl11.21 0-14 377 414 14.38
T12 Chr 7 cnLOH q34 138 397 744-140 790 409 2.39
T13 - -
T15 - - - -
T16 Chr 1 cgLOH q23.3 161 402 620-163 867 490 2.46
Chr 1 cnLOH q31.3-—q32.1 197 523 068-199 641 374 2.12
Chr 5 cnLOH pl5.33-pl2 0-43 529 780 43.53
Chr 19 cnLOH pl3.3 0-2 410 753 2.41
Chr 19 cnLOH p13.3-pl13.2 4 231 286-7 120 228 2.89
Chr 19 cnLOH ql3.2-q13.31 40 923 643-44 865 302 3.94
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Table 3

Frequency of mutations in BRAF, KRAS, PIK3CA and TP53 in hereditary and sporadic mismatch repair (MMR)-pro tumours.

BRAF n (%)

KRAS n (%) PIK3CA n (%) TP53 n (%)

Familial colorectal cancer type X (FCCTX) 1/37 (2.7%)
Sporadic 3/99 (3%)
p-Value p=1

11/29 (37.9%) 2/37 (5.4%) 5/37 (13.5%)
16/42 (38.1%) 4/99 (4%) 23/99 (23.2%)
p=1 p =0.663 p=0.243

tumours. Nevertheless 7P53 mutations occurred almost
twice (1.7-fold) more frequently in sporadic than in
FCCTX tumours, although this difference was not sta-
tistically  significant (p =0.243). When excluding
Amsterdam II cases (n =4) from the analysis, similar
results were obtained (Suppl. Table 3). A detailed list
of somatic mutations identified in FCCTX is shown in
Suppl. Table 4.

Regarding the mutation pattern of each gene, no sta-
tistically significant differences were observed between
hereditary and sporadic tumours. Nevertheless, while
KRAS ¢.35G>T (p.G12V) was absent in all FCCTX
tumours (0/29), it occurred in 11.9% (5/42) of sporadic
MMR-pro cases (p = 0.074). Likewise, TP53 ¢.844C>T
(p.R282W), absent in FCCTX (0/37), was identified in
6.1% (6/99) of sporadic tumours (p = 0.189).

3.4. CpG island methylation index

CpG island methylation of eight different genes
frequently methylated in tumours with CIMP, was
studied in 25 FCCTX tumours. Twenty-two
tumours (88.0%) showed promoter methylation in
<3 genes, two (8.0%) in four to five genes, and
the remaining sample (4%) could not be evaluated
(Suppl. Table 3).

4. Discussion

Our results indicate that FCCTX tumours show sim-
ilar molecular characteristics than sporadic MMR-pro
colorectal tumours, identifying only a statistically signif-
icant increase in the frequency of CN alterations in
chromosome arms 2p, 2q and 10q.

Regarding CN alterations, Middeldorp et al. and
Therkildsen et al. identified differences in the frequency
of chromosome 20q gain [12,13]. They found 20q gained
in 77% and 65% of the familial MMR-pro tumours
analysed, respectively; similar frequency to our series,
where 75% of the tumours showed this alteration. How-
ever, they compared this frequency to small series of
sporadic MMR-pro tumours, which provided 20q gain
frequencies between 30% and 50%. Other studies have
identified similar 20q gain frequencies (70-85%) in
MMR-pro familial CRC [14,15]. Currently, thanks to
The Cancer Genome Atlas (TCGA) project, researchers
have access to high-quality genomic data from many
types of tumours, including SNP array data from
MMR-pro colorectal tumours (7 = 328), which can be

analysed with the analytical tools used by the researcher,
in our case the Nexus software. In this large series, as in
others previously published [16-18], the 20q gain was
identified in over 75% of sporadic cases, as occurs in
the familial MMR-pro cases, either Amsterdam-positive
or -negative.

We found that chromosome arms 2p and 2q were
gained (>75% of the arm length) in 43.75% and 37.5%
of all FCCTX tumours, respectively, compared to
18.9% and 16.2% of sporadic tumours. Gain of chromo-
some 2 had not been previously reported as a frequent
event in familial MMR-pro CRC [6,12-15]. Due to the
sample size limitations of our study, additional CN stud-
ies in MMR-pro CRC tumours of Amsterdam-positive
families are needed to validate this finding and provide
further evidence on the role of chromosome 2 in
FCCTX-specific carcinogenesis. Currently it is difficult
to interpret the meaning of the increased frequency of
gains of chromosome 2 arms in FCCTX tumours. One
interpretation to this finding might be that hereditary
MMR-pro colorectal tumours require additional copies
of chromosome 2 to reach growth advantage. However,
this feature, chromosome 2 gain, might as well be a con-
sequence of a main driver carcinogenic event occurring
in these tumours.

On the other hand, we have identified an increased
frequency of 10q losses in Amsterdam I families. This
chromosome arm harbours very relevant tumour sup-
pressor genes involved in hereditary, polyposis and
non-polyposis cases. These include BMPRIA (juvenile
polyposis) [19], PTEN (hamartomatous polyposis) [20],
and BUB3, a gene recently associated with increased risk
to CRC at young age [21].

Classically, CRC has been classified as having micro-
satellite instability (MSI) or chromosomal instability
(CIN), being mutually exclusive. However it has been
observed that not all MMR-pro tumours are aneuploid,
being the MSI-negative CIN-negative phenotype more
frequently observed among early-onset CRC patients,
suggesting that there might be a significant hereditary
component within the specific subgroup of young-onset
MSI-negative CIN-negative CRC [22]. Here we show
that this is not the rule for FCCTX, where over 90%
of tumours showed high level of CIN. Previous reports
that included MMR-pro tumours from CRC families
that fulfilled less stringent criteria, i.e. Amsterdam-nega-
tive, also found high frequency of chromosome gains
and losses in their tumours [12,13,15], as occurs in
MMR-pro sporadic CRC.
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Little is known about the presence of somatic cn LOH
events in FCCTX tumours. Middeldorp et al. reported
higher frequency of cnLOH, to the detriment of physical
losses, in familial MMR-pro tumours when compared to
sporadic cases [13]. Little can be deduced from the seven
FCCTX tumours that we analysed, where no somatic
>2 Mb cn/gLOH events were identified in four of them
and in the remaining three, only 1-6 alterations were
detected. Nevertheless, these results suggest that
cn/gLOHs are infrequent in FCCTX tumours, at least
when they expand large regions (>2 Mb). Moreover,
our CN results suggest that physical losses may be as
frequent in FCCTX tumours as in sporadic cases, in
contrast to the observations from Middeldorp et al. [13].

No statistically significant differences in mutation fre-
quencies in BRAF, KRAS, TP53 and PIK3CA genes
were observed between hereditary and sporadic MMR-
pro tumours. Previous reports had already identified
no differences in the frequency of KRAS and BRAF
mutations between both groups [8,10]. On the other
hand, 7P53 mutations might be less frequent in FCCTX
tumours. However, the limited sample size precluded
confirmation of this observation. Of note, these differ-
ences had been previously observed by Abdel-Rahman
et al., although their results compared familial and spo-
radic series where 7P53 had been screened using differ-
ent methodologies for mutation detection and where
different regions of TP53 had been covered [6]. With
regard to the presence of specific mutation hotspots,
KRAS ¢.34G>T (p.G12C), the second most frequent
mutation in KRAS after ¢.35G>A (p.G12D) in sporadic
tumours (present in 11.4% of the sporadic tumours and
capturing 31.3% of KRAS mutations in these tumours),
was absent in FCCTX. A similar situation occurred with
TP53 ¢.844C>T (p.R282W), the most frequent mutation
in sporadic tumours (present in 6.1% of the sporadic
tumours and capturing 27.3% of TP53 mutations in
these tumours), which was not detected in FCCTX
cases. Validation of these results in larger FCCTX series
is needed to confirm or discard these differences between
hereditary and sporadic MMR-pro tumours.

The CpG island methylation phenotype (CIMP) is
observed in approximately 15-20% of all CRCs. CIMP
is associated with MMR-deficiency, BRAF V600E,
proximal localisation of the tumour and older onset of
the disease [23]. As expected and previously observed
[10], we found that CIMP is not a common feature of
FCCTX. However, and in concordance to Goel et al.
[10] we observed some degree of promoter methylation
in most FCCTX tumours (data not shown). Our results
in 25 FCCTX tumours and those obtained in other 22
FCCTX tumours where no high methylation index
was identified [10], indicate that CIMP is inexistent, or
at least rare, among FCCTX. On the contrary, 5-25%
of sporadic MMR-pro tumours show CIMP [24-28],
suggesting a different aetiology — possibly linked to

environmental mutagens [29,30] — for this group of
CIMP-positive cases. Indeed, a different epigenetic
mechanism might be acting in hereditary cases: the pres-
ence of low global methylation in the tumours, reflected
in a low LINE-1 methylation level [10,31].

In all, our results indicate that FCCTX carcinogene-
sis largely resembles that occurring in sporadic MMR-
pro CRC. From a clinical perspective this suggests that
hereditary MMR-pro tumours are likely to show similar
clinical characteristics, such as prognosis and response
to treatments, than sporadic MMR-pro tumours,
depending on the presence of specific molecular mark-
ers, such as BRAF V600E, KRAS mutation, 18q loss,
etc. Also, these similarities might indicate that no major
FCCTX-specific pathways exist, thus agreeing with the
conjecture that FCCTX most probably comprises a
genetically heterogeneous group of families. It could
be speculated that most type X families are at increased
risk to develop ‘sporadic tumours’ by being more sus-
ceptible to environmental carcinogenic factors. This
hypothesis would fit into a multifactorial disease model
proposed for polygenic diseases, and could explain the
failure of gene-identification approaches to identify cau-
sal high-penetrance mutations (monogenic model). Nev-
ertheless, germline mutations in several genes such as
UNC5C, BUBI, BUB3, OGGI or NUDTI among oth-
ers, have recently been linked to familial colorectal can-
cer [21,32-34]. These might explain a small fraction of
cases so far included within the FCCTX group, and
therefore even some families included in this study.

In summary, some molecular differences between
FCCTX and sporadic MMR-pro tumours have been
detected, such as the higher frequency of chromosome
2 gains and 10q losses or the lower frequency of TP53
mutations in FCCTX tumours. If validated in larger ser-
ies, these might become relevant to help unravel the
causes of the familial aggregation of cancer in FCCTX;
either of specific high-penetrance genes, or of shared
polygenic features leading to increased CRC risk in
families.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue. Tumor
enrichment (>70% tumor cells) was performed manually, guided by a hematoxilin-eosin stained
slide. After deparaffinization with xylene, the tissue was incubated with sodium thiocynate
(NaSCN) to remove crosslinks, and then digested with Proteinase K before phenol-chloroform
purification. DNA from peripheral blood was extracted using the FlexiGene DNA kit (Qiagen,
Valencia, CA). DNA quantity and quality were evaluated using Nanodrop (Thermo Scientific,
Waltham, MA), Picogreen (Life Technologies, Carlsbad, CA), PCRs of different length

amplicons and 1% agarose gels.

Fluorescence in situ hybridization on FFPE tissue sections

Four gained, lost and non-altered regions identified by Oncoscan were validated by FFPE FISH.
Hybridizations were performed on 4um deparaffinized tissue sections using the following
bacterial artificial chromosomes (BACs) and plasmids: BACs 2026N22 (Chr 7), 293A21 (Chr 4),
419H24 (Chr 15), and plasmid D3Z1 (Chr 3). Probes were labeled by standard nick translation
reactions (CGH Nick Translation Kit, Abbott Molecular, Des Plaines, IL), hybridized in pairs, and
detected using standard protocols. The analysis was performed under an Olympus BX60

fluorescence microscope equipped with an adequate filter set.

CpG island methylation index

CpG island methylation index was analyzed with the ME042-B1 CIMP MS-MLPA probe mix
(MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands), which detects the methylation status of promoter
regions of 8 different genes: CACNA1G, CDKN2A, CRABP1, IGF2, MLH1, NEUROG1, RUNX3
and SOCS1, using 31 probes (3-6 probes per gene). These promoter regions are frequently
methylated in tumors with CpG Island Methylator Phenotype (CIMP). Blood-derived DNA of a
healthy individual, assayed twice, and tumor DNA from a carrier of a germline mutation in a
MMR gene (Lynch syndrome) were included as CIMP-negative controls, and as positive
controls, the RKO colorectal cancer cell (CIMP-positive) and 4 tumors with MLH1 promoter

hypermethylation.



Data obtained with the ME042-B1 CIMP MS-MLPA assay were normalized by subtracting the
mean of the values obtained in the methylation-negative controls for each particular probe.
Normalized values were considered positive when the methylation value exceeded 30%. To
classify a gene promoter as methylated, at least half of the probes had to show methylation
according to the established criterion. Using these conditions, all controls were correctly
categorized: negative controls showed no methylated genes, MLH1 methylation was identified
in all MLH1 methylation controls, and RKO, as CIMP-positive control, showed 7 out of 8 gene

promoters methylated.



Suppl. Table 1. Analyzed mutation hotspots in BRAF, KRAS, PIK3CA and TP53, screening

methods and mutation frequency reported in public databases.

Gene Base (Aminoacid) change i(gti%ndl?g Frequency in CRC?
BRAF €.1799T>A (p.V600E) Genotyping 97.53%
KRAS ¢.35G>C (p.G12A) Sequencing 6.18%
¢.34G>T (p.G12C) Sequencing 8.14%
¢.35G>A (p.G12D) Sequencing 34.50%
€.34G>C (p.G12R) Sequencing 1.21%
¢.34G>A (p.G12S) Sequencing 5.83%
¢.35G>T (p.G12V) Sequencing 22.03%
¢.38G>A (p.G13D) Sequencing 19.38%
¢.37G>T (p.G13C) Sequencing 0.54%
¢.37G>C (p.G13R) Sequencing 0.24%
C.436G>A (p.A146T) Genotyping 0.39%
PIK3CA ¢.1624G>A (p.E542K) Genotyping 14.31%
€.1633G>A (p.E545K) Genotyping 24.02%
€.1634A>G (p.E545G) Genotyping 2.18%
€.1635G>T (p.E545D) Genotyping 0.60%
€.1636C>A (p.Q546K) Genotyping 4.22%
€.3129G>T (p.M1043I) Genotyping 2.71%
¢.3140A>G (p.H1047R) Genotyping 19.05%
¢.3140A>T (p.H1047L) Genotyping 3.09%
€.3139C>T (p.H1047Y) Genotyping 1.51%
TP53 c.473G>A (p.R158H) Genotyping 0.67%
¢.524G>A (p.R175H) Genotyping 11.24%
c.527G>T (p.C176F) Genotyping 0.70%
¢.527G>A (p.C176Y) Genotyping 0.46%
¢.536A>G (p.H179R) Genotyping 0.35%
¢.535C>T (p.H179Y) Genotyping 0.39%
¢.586C>T (p.R196%) Genotyping 1.76%
€.637C>T (p.R213%) Genotyping 2.54%
€.659A>G (p.Y220C) Genotyping 0.74%
C.722C>T (p.S241F) Genotyping 0.46%
€.733G>A (p.G245S) Genotyping 3.80%
C.734G>A (p.G245D) Genotyping 0.85%
€.743G>A (p.R248Q) Genotyping 5.60%
€.818G>A (p.R273H) Genotyping 4.86%
€.817C>T (p.R273C) Genotyping 4.23%
€.833C>T (p.P278L) Genotyping 0.35%
€.832C>T (p.P278S) Genotyping 0.25%
€.844C>T (p.R282W) Genotyping 5.32%

1. Genotyping was assayed using KASPar genotyping assays in the Fluidigm
genotyping platform.
2. Frequencies reported by the Welcome Trust Sanger Institute COSMIC.



Suppl. Table 2. Comparison between copy number (CN) results identified by Oncoscan™ array

and FFPE FISH in four genomic regions.

Tumor Probe Location FFPEFISH  Oncoscan™ Concordance

TO1 D3z1 Chr3: Centromeric 2n 2n yes
RP11-293A21 Chr4:26,861,431-26,861,866 Loss 2n no

TO3 D3z1 Chr3: Centromeric 2n 2n yes
RP11-293A21 Chr4:26,861,431-26,861,866 Loss Loss yes

T14 D3z1 Chr3: Centromeric Gain Gain yes
CTD-2026N22  Chr7:55,122,051-55,122,460 Gain Gain yes
RP11-419H24  Chrl15:74,999,543-74,999,897 Gain Gain yes

Abbreviations: FFPE, formalin-fixed paraffin-embedded; FISH, fluorescent in situ hybridization; CN, copy number; Chr,
chromosome.

Suppl. Table 3. Frequency of mutations in BRAF, KRAS, PIK3CA and TP53 in

hereditary and sporadic MMR-pro tumors, excluding Amsterdam 11 cases.

BRAF n (%) KRAS n (%) PIK3CA n (%) TP53 n (%)
FCCTX 1/33 (3.0%) 10/26 (38.5%) 2/33 (6.1%) 5/33 (15.2%)
Sporadic  3/99 (3.0%) 16/42 (38.1%) 4/99 (4%) 23/99 (23.2%)
p-value p=1 p=1 p=0.640 p=0.462




Suppl. Table 4. Characteristics of each fCRC-X tumor studied including demographic and

clinical features, studies performed, CpG methylation index results, and somatic mutations
identified in BRAF, KRAS, PIK3CA and TP53.

Tumor Age Tumor Studies CpG
Tumor Family Gender Criteria location at dx stage performed methylation® Identified mutations
TO1l F1 F Ams | Left colon 55 | CN, CIMP, mut 2/8 None
T02 F2 F Ams | Right colon 73 NA CN, CIMP, mut? 1/8 None
TO3 F3 F Ams | Left colon 49 | CN, CIMP 2/8 NP
T04* F4 M Ams | Right colon 37 Il CN, mut NP TP53 (R273C)
TO5 F5 F Ams | Rectum 69 | CN, CIMP, mut 1/8 KRAS (A146T) hom
TO6 F5 F Ams | Rectum 48 1] CN, CIMP, mut® 1/8 None
TO7 F6 F Ams Il Leftcolon 49 1 CN, CIMP, mut 1/8 KRAS (G12D)
TO8 F7 M Ams | Right colon 47 1} CN, CIMP 0/8 NP
TO9 F8 M Ams I Left colon 42 11} CN, CIMP, mut 0/8 None
T10 F9 F Ams | Left colon 59 11} CN, CIMP, mut? 0/8 TP53 (R213)
T11* F10 F Ams | Left colon 51 Il CN, CIMP, mut 4/8 KRAS (G12C)
T12* F11 F Ams | Rectum 43 11} CN, mut NP None
T13* F12 M Ams | Rectum 45 1] CN, CIMP, mut 0/8 None
T14 F13 M Ams | Right colon 68 1} CN, CIMP, mut 2/8 KRAS (G12D); PIK3CA (E542K)
T15" F14 F Ams | Left colon 42 11} CN, CIMP, mut?® 3/8 None
T16' F3 M Ams|  Left colon 43 | CN, CIMP, mut®  0/8 None
T17 F15 F Ams | Rectum 37 Il CIMP, mut 2/8 BRAF (V600E); KRAS (G12C)
T18 F16 F Ams | Left colon 78 I CIMP, mut 0/8 KRAS (G12D)
T19 F17 F Ams Il Left colon 19 1] CIMP, mut? DC failed None
T20 F18 F Ams | Right colon 42 v CIMP, mut 5/8 KRAS (G13D) hom
T21 F19 F Ams | Left colon 37 0 CIMP, mut 1/8 KRAS (G13C)
T22 F19 F Ams | Left colon 37 I CIMP, mut? 0/8 None
T23 F19 M Ams | Left colon 69 | CIMP 2/8 NP
T24 F20 M Ams | Rectum 49 | CIMP, mut 2/8 None
T25 F20 F Ams | Rectum 71 Il CIMP, mut 1/8 KRAS (G12D)
T26 F21 F Ams | Left colon 65 v CIMP, mut® 0/8 None
T27 F21 F Ams | Rectum 39 v CIMP, mut 1/8 KRAS (G12C); TP53 (R273H)
T28 F2 F Ams | Left colon 50 ] mut NP None
T29 F22 F Ams | Left colon 38 v mut NP None
T30 F23 F Ams | Left colon 42 11} mut NP None
T31 F24 M Ams | Right colon 47 I mut NP TP53 (R175H)
T32 F24 F Ams | Right colon 53 Il mut NP KRAS (G12D)
T33 F25 M Ams | Left colon 49 Il mut NP TP53 (R213)
T34 F22 M Ams | Right colon e I} mut NP None
T35 F26 M Ams | Left colon 62 | mut NP None
T36 F13 M Ams | Left colon 62 11} mut NP PIK3CA (Q546K)
T37 F27 M Ams Il Left colon 38 ] mut NP None
T38 F26 M Ams | Rectum 40 1] mut NP None
T39 F26 M Ams | Rectum 65 11} mut NP None
T40 F13 M Ams | Rectum 42 1] mut NP None

Abbreviations: M, male; F, female; Ams, Amsterdam criteria; dx, diagnosis; CN, copy number array; CIMP, CpG island methylator phenotype;
mut, screening of mutation hotspots in BRAF, KRAS, PIK3CA and TP53; hom, homozygous mutation; NA, not available information; NP, not
performed; DC, digestion control.

1. Cases in which CN alterations were also studied in blood DNA.

2. Codons 12 and 13 of KRAS were not sequenced due to DNA unavailability.

3. Number of methylated gene promoters.
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Suppl. Figure 1. Genomic profiles of fCRC-X (n=16) and sporadic MMR-proficient (n=328,
source: TCGA) tumors. Gains are represented in blue and losses in red. CN, copy number;
fCRC-X, familial colorectal cancer type X; CRC, colorectal cancer; MMR-pro, mismatch repair

proficiency.
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Suppl. Figure 2. CN alterations affecting whole chromosome arms in FCCTX tumors (Ams 1)
compared with sporadic MMR-pro colorectal tumors. The bars indicate the percentage of 14
FCCTX tumors (black bars) and 328 sporadic MMR-pro CRC (white bars) with gains (upper
panel) and losses (lower panel) affecting whole (>75%) chromosome arms. Statistically
significant differences between sporadic and hereditary cases were identified in the frequency

of 2p gains and 10q losses.
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POLE and POLD1 mutations in 529 kindreds with familial colorectal cancer and/or
polyposis, review of reported cases and recommendations for genetic testing and
surveillance
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Blanco, Miguel Urioste, Joan Brunet, Conxi L4zaro, Gabriel Capell4, Xose S. Puente, Laura Valle.

Articulo aceptado en Genetics in medicine, pendiente de publicacion.
Resumen:

Objetivo: Determinadas mutaciones germinales en los dominios exonucleasa de POLE y POLD1 han sido
recientemente asociadas con predisposicion a poliposis y al cancer colorrectal (CCR). Nuestro objetivo es
aumentar el conocimiento disponible acerca de las caracteristicas fenotipicas de este sindrome con la intencién
de poder establecer criterios especificos para la seleccion de familias candidatas al andlisis genético de POLE

y POLD1, asi como para poder ayudar a definir unas pautas de seguimiento en pacientes portadores.

Metodologia: Los dominios exonucleasa de POLE y POLD1 fueron analizados en 529 sujetos, 441 con CCR
familiar no polipdsico y 88 con poliposis, mediante el uso de las técnicas de la amplificacion del ADN en pools y

de la secuenciacion masiva en paralelo.

Resultados: De forma adicional a la mutacion recurrente POLE p.L424V encontrada en un paciente con
poliposis, CCR y oligodendroglioma (ya identificada en un estudio previo), seis variantes en POLD1 nuevas o
raras —cuatro de ellas, p.D316H, p.D316G, p.R409W y p.L474P con fuertes evidencias de patogenicidad—
fueron identificadas en familias con CCR no polipésico. Los datos fenotipicos relativos a estos y otros
portadores de mutaciones en los dominios exonucleasa de POLE y POLD1 descritos en la literatura apuntan
hacia un fenotipo caracterizado por poliposis atenuada u oligopoliposis colorrectal adenomatosa, CCR y
probablemente la presencia de tumores cerebrales. Ademas, las mutaciones en POLD1 predisponen a tumores

endometriales y de mama.
Conclusion: Nuestros resultados amplian el espectro fenotipico del sindrome asociado a POLE/POLD1 e

identifican nuevas variantes patogénicas. Proponemos una serie de guias para el testado genético de POLE y
POLD1 asi como unas recomendaciones de seguimiento en portadores.
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ABSTRACT

Purpose: Germline mutations in the exonuclease domains of POLE and POLD1 have
been recently associated with polyposis and colorectal cancer (CRC) predisposition.
Here we aim to better understand the phenotypic characteristics of this syndrome in
order to establish specific criteria for POLE and POLD1 mutation screening and to help
define the clinical management of mutation carriers.

Methods: The exonuclease domains of POLE and POLD1 were studied in 529
kindreds, 441 with familial non-polyposis CRC and 88 with polyposis, by using pooled
DNA amplification and massively parallel sequencing.

Results: A total of 7 novel or rare genetic variants were identified. In addition to the
POLE p.L424V recurrent mutation in a patient with polyposis, CRC and
oligodendroglioma, six novel or rare POLD1 variants -four of them, p.D316H,
p.D316G, p.R409W and p.L474P, with strong evidence for pathogenicity-, were
identified in non-polyposis CRC families. Phenotypic data from these and previously
reported POLE/POLD1 carriers point to an associated phenotype characterized by
attenuated or oligo- adenomatous colorectal polyposis, CRC and probably brain tumors.
In addition, POLD1 mutations predispose to endometrial and breast tumors.
Conclusion: Our results widen the phenotypic spectrum of the POLE/POLDI1-
associated syndrome and identify novel pathogenic variants. We propose guidelines for

genetic testing and surveillance recommendations.

Keywords: POLE; POLD1; polymerase proofreading-associated polyposis; genetic

testing; hereditary non-polyposis colorectal cancer; adenomatous polyposis.



INTRODUCTION

Germline mutations in the exonuclease (proofreading) domain of DNA polymerases Pol
6 and Pol &, have been associated with a dominantly inherited syndrome that confers
increased risk to colorectal cancer (CRC) and polyposis.' Two recurrent pathogenic
variants, POLE p.L424V and POLD1 p.S478N have been identified in 21 and 3 families
respectively."*** A novel mutation in POLD1, p.L474P, was found in a hereditary non-

polyposis colorectal cancer family.?

Patients carrying POLE and POLD1 exonuclease domain mutations show variable
phenotypes including multiple adenomas and CRC, and endometrial cancer in the case
of female POLD1 mutation carriers.**>* A better characterization of the syndrome is
currently required in order to establish specific criteria for POLE and POLD1
exonuclease mutation screening and to help define the clinical management of mutation
carriers. To fulfill this aim, here we study the complete exonuclease domains of POLE
and POLDL in 529 independent families characterized by the presence of familial or
early onset mismatch repair proficient CRC and/or APC-negative and MUTYH-negative

polyposes.

MATERIALS AND METHODS

Study Sample

A total of 544 colorectal cancer cases belonging to 529 families were included in the
study: 456 familial colorectal cancer cases from 441 uncharacterized MMR-proficient
families, including 60 Amsterdam-positive families, and 88 polyposis cases. Most of

them, 526 cases (511 families), were previously genotyped for POLE p.L424V and



POLD1 p.S478N (included in Series no.1 in Valle et al.).? All of them were 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 family history of CRC or
polyps, presence of early onset CRC and/or personal history of polyposis. Eighteen
additional CRC patients belonging to unrelated Amsterdam-I mismatch repair-proficient
families were included in the study. These were recruited through the Human Genetics

Program of the Spanish National Cancer Research Center (CNIO).

Among the 456 MMR-proficient cases (441 families), 49 (10.7%) fulfilled Amsterdam
I, 11 (2.4%) Amsterdam I1, and 390 (85.5%) the Bethesda criteria. No specific
information on family history was available for 6 patients. The mean age at cancer
diagnosis was 48.98 (standard deviation 12.54) for the tested individuals. Non-polyposis
cases were mismatch repair proficient, i.e. their tumors showed microsatellite stability

and expression of the mismatch repair proteins MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2.

Clinical features of polyposis cases, which included adenomatous polyposes (17.0%),
attenuated adenomatous polyposes (47.7%) and non-adenomatous polyposes (15.9%)
are detailed in Valle et al..” For these cases, screening of MUTYH and APC mutations

was performed as previously described.

Informed consent was obtained from all subjects and the study received the approval of

IDIBELL Ethics Committee (PR073/12).

Germline Mutation Identification In Pooled Samples



Mutation screening of the exonuclease coding regions of POLE and POLD1 was
performed by using a combination of pooled samples, PCR amplification (POLE exons
9-14 and POLD1 exons 6-12) and high-throughput sequencing, as previously
described.” Amplification of the DNA pools was performed using Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) and custom-
designed primers covering the exons and intron-exon boundaries (Supplementary Table
1). Next generation sequencing was carried out on a HiSeg-2000 at the Centro Nacional

de Analisis Genomico (CNAG, Barcelona, Spain).

Direct Automated Sequencing

Direct automated (Sanger) sequencing was used to validate the results obtained by
massive parallel sequencing, to identify the mutated cases within pools, and to perform
the co-segregation studies. Sequencing was performed on an ABI Sequencer 3730 using
a standard protocol. Data was analyzed using Mutation Surveyor v.3.10. The primers
used were the same as those used for germline mutation identification in pooled samples

(Supplementary Table 1).

In Silico Prediction Analysis

Protein damage prediction of missense genetic variants was performed by using the in
silico algorithms PolyPhen-2, SIFT, Condel and Mutation Taster.”® dbNSFP v.2.8 was
used to obtain the evolutionary conservation PhyloP scores.'® Possible alterations of the

splice sites were evaluated using NNSplice0.9.™

Structural Analysis



The human 3D model of POLD1 was obtained from ModBase
(http://modbase.compbio.ucsf.edu/) and improved by the RepairPDB and Optimize
commands of FoldX (http://foldx.crg.es). This model was calculated using as template
the crystallographic structure of the homologous yeast protein Pol3 (PDB ID: 3iay,
chain A), which shares 51% sequence identity with the human POLD1.* Based on this
model and domain annotations from the yeast protein Pol3, the exonuclease domain of
POLD1 comprises amino acids R311-L526. For the identified variants, protein stability
calculations were performed using CUPSAT (http://cupsat.tu-bs.de), I-Mutant 2.0
(http://folding.biofold.org/i-mutant/i-mutant2.0.html), ERIS

(http://troll.med.unc.edu/eris/) and POPMusSIC (http://dezyme.com).

Loss Of Heterozygosity (LOH)

Six microsatellite flanking POLD1 and spanning 2.06Mb, three centromeric (D19S867,
D19S585, D19S904) and three telomeric (D19S246, D19S907 and D19S601), were
used to assess LOH in DNA extracted from formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE)
tissue. Also, SNaPshot targeting the corresponding POLD1 mutation was used to assess
LOH and to discriminate wildtype and mutated alleles. 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. Primers and conditions are

shown in Supplementary Table 1.

RESULTS AND DISCUSSION
Germline Mutations in the Exonuclease Domain of POLE and POLD1 in a Series

of Familial CRC and/or Polyposis



In a previous study, we analyzed by targeted genotyping the recurrent mutations POLE
p.L424V and POLD1 p.S478N in a Spanish familial CRC series, which included 438
MMR-proficient familial non-polyposis (423 families) and 88 unrelated polyposis CRC
patients, among others (Series no.1)>. We identified a de novo POLE p.L424V in a CRC

and polyposis patient, recently diagnosed with anaplastic oligodendroglioma at age 30.

Here, we extended the analysis by sequencing the complete exonuclease domains of
POLE and POLD1 in the above mentioned patients, adding 18 additional MMR-
proficient Amsterdam I-positive families, thus making a total of 456 MMR-proficient
familial non-polyposis CRC cases (441 families) and 88 polyposes. It corresponds to the
largest series of hereditary non-polyposis CRC where the complete exonuclease

domains of POLE and POLD1 have been studied.

While no additional mutations were identified in POLE, six novel or rare non-
synonymous variants were detected in POLD1, five of them in previously genotyped
patients. In silico predictions, evolutionary conservation, absence in control populations,

functional effects on yeast,***

and/or affectation of an exonuclease catalytic residue,
strongly support the pathogenic effect of four of the six identified variants: POLD1
p.D316H, p.D316G, p.R409W and p.L474P (Table 1). Localization within the
exonuclease domain of the amino acids affected by these mutations is shown in
Supplementary Figure 1. CRC was diagnosed in 62.5% (5/8) of mutation carriers, and
both endometrial and breast cancers in 33.3% (2/6) of female carriers, one diagnosed of
two primary breast tumors (see complete tumor spectrum of mutated families in Figure

1 and Supplementary Table 2). Only one POLD1 mutation carrier (1/8; 12.5%) was

diagnosed with more than 5 colonic adenomas (cumulative resection of 11 adenomas



until age 67), suggesting that POLD1 mutations do not show strong association with

polyposis and agreeing with the findings observed in mice.*

Not so evident are the functional effects of POLD1 p.V295M and p.R521Q
(MAFs<0.035%), being thus classified as variants of unknown significance (Table 1).
However, p.V295M, outside but close to the exonuclease domain (Supplementary
Figure 2), occurs in two independent affected families (Figure 1). In one of them,
p.V295M is found in trans with p.D316G (catalytic residue) (individual Fam-2, 11.2).
The patient was diagnosed with endometrial cancer and two metachronous breast
tumors. To date, no biallelic mutations in POLE or POLD1 have been reported.
Considering the likely pathogenic variants identified in this study, POLD1 exonuclease
mutations account for 1% (4/411) of MMR-proficient familial/early-onset non-
polyposis CRC cases, including 1.7% (1/60) of Amsterdam-positive cases (familial

CRC type X).

Review of the Phenotypic Data from the Reported Carriers of POLE and POLD1
Exonuclease Pathogenic Mutations

Phenotypic data from the 69 carriers (29 families) of POLE/POLD1 exonuclease
pathogenic mutations reported to date, 234 @ndpresentstuidy apa recapitulated in Tables 2
(POLE) and 3 (POLD1), and summarized according to the mutated gene in Table 4.
Altogether, available information point to an associated phenotype characterized by
attenuated or oligo- adenomatous colorectal polyposis (>80% of POLE and >60% of
POLD1 mutation carriers were diagnosed with >2 adenomas; on average, 16
adenomas), CRC (60-64% of carriers) and probably brain tumors (5.8%).

Gastroduodenal (mostly duodenal) adenomas were detected in 57.1% of carriers who



underwent gastroduodenoscopies (only 14 POLE exonuclease mutation carriers
evaluated).* Moreover, the POLD1 phenotypic spectrum includes endometrial (57.1%
of female carriers) and breast tumors (14.3% of female carriers). All 21 POLE/POLD1
mutation carriers without cancer underwent resection of colorectal adenomas, indicating
complete or very high expressivity of the associated phenotype (associated carcinomas

and/or adenomas), but precluding any conclusion about CRC penetrance.

Ascertainment bias due to the inclusion of CRC and/or polyposis families in the studies,
may have led to over- or underrepresentation of the POLE/POLD1-associated tumors.
In particular, the high prevalence of endometrial cancer in POLD1 families might be
biased due to the inclusion of families fulfilling the Amsterdam or Bethesda criteria.
However, the fact that endometrial cancer is extremely rare among female POLE
mutation carriers (1/26 compared to 8/14 female POLD1 carriers), supports its

relevance in the POLD1-associated phenotype.

Recommendations for Genetic Testing and Clinical Surveillance

Clinical suspicion of the polymerase proofreading-associated syndrome may arise when
the clinical characteristics depicted in Table 4 (left column) are fulfilled. Due to the
current need of genetic testing guidelines for POLE/POLD1, we attempt to define the
first preliminary recommendations for their use in the routine practice. Based on the
overlapping phenotypes of this entity with Lynch syndrome and attenuated
adenomatous polyposis (APC/MUTYH),™® we took as a model the criteria for hereditary
non-polyposis CRC (revised Bethesda), adapted them to the attenuated or oligo-
polyposis scenario, and took into consideration additional specific POLE/POLD1

characteristics. The resulting recommendations are shown in Table 4 (right column).
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Although preliminary, they will help guide in routine genetic testing and counseling
until larger series of mutation carriers are described and standardized guidelines

defined.

The implementation in routine genetic testing of targeted next generation sequencing
using multi-gene panels will help alleviate the issue of overlapping phenotypes among
familial CRC and polyposis syndromes. In this context, the proposed guidelines may be

used for prioritization purposes in the analysis of data.

More extensive phenotypic data from mutation carriers are needed to establish
standardized surveillance recommendations. In the meantime, based on the clinical
features of POLE and POLD1 mutation carriers (Table 4) and the guidelines
recommended for Lynch syndrome and attenuated adenomatous polyposis,*’ whose
features largely overlap with those observed in the polymerase proofreading-associated
syndrome, we recommend colonoscopies every 1-2 years and gastroduodenoscopies
every 3 years, starting at age 20-25 (reevaluate periodicity according to the findings),
adding endometrial cancer screening beginning at age 40 for POLD1 female carriers.
The predisposition to breast tumors may eventually influence the age to start and the
frequency of mammogram screenings. For both POLE and POLD1 mutation carriers,

the possibly increased susceptibility to brain tumors may be taken into consideration.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Pedigrees of the families with germline POLD1 variants. Demonstrated
pathogenic variants are indicated in bold, and variants of unknown significance in
regular case. Filled symbol, cancer; Centered gray circle, presence of >2 polyps
(adenomatous or hyperplastic); +, mutation carrier; -, wild-type. Ages at information
gathering or at death (1), when available, are indicated on the top-right corner. Probands
are depicted by an arrow. Abbreviations: End, endometrial cancer; Br, breast cancer;

Lymph, lymphoma.
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Table 2

Table 2. Phenotypic characteristics of the carriers of pathogenic mutations in the exonuclease

domain of POLE (literature and current study).

POLE #Family (ind) . . o
G (gender) Tumors Colonic polyps Gastric polyps MSI status Publication
p.L424V SM7 (I1.1) (9) -(>61y) 43 AP (34-61y) n/a Palles 2013
p.L424V SM7 (11.2) (?) -(>60y) Multiple AP (46-60y) n/a Palles 2013
p.L424V SM7 (11.4) (&) CRC (43y) 5 AP (43y) n/a MSS (2 AP) Palles 2013
p.L424V SM7 (11.6) (?) CRC (40y) 27 AP (40-54y) n/a MSS (CRC, 17 AP)  Palles 2013
p.L424v SM7 (11.8) (2) -(>51y) 9 AP, 1 HP (38-51y) n/a MSS (1 AP) Palles 2013
p.L424V SM7 (111.6) (?) -(>33y) 9 AP (26-33y) n/a Palles 2013
p.L424V SM7 (II1.7) (R) -(>30y) 68 AP (23-30y) n/a Palles 2013
p.L424V A (IILL) (9) CRC (48y) n/a n/a MSS (CRC) Palles 2013
p.L424V B (I11.1) (?) CRC (48y 2x) 3 AP, 1 HP (48-63y) n/a Palles 2013
p.L424V B (IV.2) () CRC (28y) 18 AP (29-41y) n/a Palles 2013
p.L424V C (11.2) (&) CRC (50y) n/a n/a MSS (CRC) Palles 2013
p.L424V C (1.3) (&) -(>60y) 6 AP, 5 HP (41-60y) n/a Palles 2013
p.L424V C (I.1) (&) CRC (37y) Polyps (37-42y) n/a Palles 2013
p.L424V D (IV.2) (?) CRC (37y) n/a n/a Palles 2013
p.L424V E (II.1) (?) -(>75y) >40 AP (53-75y) n/a Palles 2013
p.L424V F(V.1) (&) -(>74y) 4 AP (60-74y) n/a MSS (3 AP) Palles 2013
p.L424V G (I.1) (3) -(>55y) 2 AP (37-55y) nia Palles 2013
p.L424v H(1.2) (2) CRC (53y) 6 AP (52y) n/a MSS (1 AP) Palles 2013
p.L424V 1(1.3) (&) CRC (46y, 62y), ureter ca. (46y) 5 AP (46y) n/a Palles 2013
p.L424V 1(11.9) (&) CRC (64y) 10 AP, 2 HP (64-82y) n/a MSS (10 AP) Palles 2013
p.L424V 1 (11.4) (D) CRC (40y) Multiple polyps (40-56y) n/a MSS (1 AP) Palles 2013
p.L424v 1(11.9) (?) CRC (47y 2x) 2 AP (47-54y) n/a Palles 2013
p.L424V 1 (111.10) (&) -(>51y) 11 AP (38-51y) n/a Palles 2013
p.L424V J(I.4) (?) -(>57y) 1 AP (57y) n/a Palles 2013
p.L424v K (11.3) (?) CRC (40y, 42y), breast ca. (42y) 1 AP (40-62y) n/a Palles 2013
p.L424v K (I11.3) (?) -(>37y) 49 AP (27-37y) n/a MSS (1 AP) Palles 2013
p.L424v K (111.4) (?) -(>36Y) 63 AP (23-36Y) n/a Palles 2013
p.L424V L (n.a) (?) CRC (45y) n/a n/a Palles 2013
p.L424V Fig1A (l11.6) (%) CRC (28y), anaplastic >31 AP, 1 HP, 1 mixed n/a Valle 2014,
(de novo) oligodendroglioma (30y) polyp current study
p.L424V Family 1 (PT1) (?)  CRC (40y), EC (50y) ~30 AP n/a MSI/ MSH6 loss Elsayed 2014
(CRC), MSS (EC)
p.L424V PFamily 1 (PT2) () CRC (30y), astrocytoma (15y) n/a n/a MSI (CRC) Elsayed 2014
p.L424V Family 2 (PT3) CRC (34y) Multiple APs (34y) n/a MSI / MSH2 and Elsayed 2014
MSH6 loss (CRC),
MSS (1 AP)
p.L424V Family 3 (PT4) CRC (33y) Polyps (33y) n/a MSS (CRC) Elsayed 2014
(de novo)
p.L424V F156 /F381 CRC (27y) 51-100 AP (37y) Duodenum +jejunum “Spier 2014
(F156_l1I:5) (&) (APs)
p.L424V F156 /F381 -(>35y) >100 AP, HP (35y) Duodenum (APs), “Spier 2014
(F156_111:1) (?) gastric fundic gland
p.L424V F156 /F381 CRC (42y) Multiple APs (32y) Duodenum (APs) °Spier 2014
(F156_111:3) (2)
p.L424V F156 /F381 CRC (30y 4x, 46y) 51-100 AP, HP (30y) Gastric fundic gland °Spier 2014
(F156_111:4) (2)
p.L424v F156 /F381 CRC (36y 2x, 56y, 66y) 51-100 AP (36Y) Duodenum (APs) MSS °Spier 2014
(F156_11:6) (&)
p.L424V F156 /F381 CRC (36y), duodenal ca. (45y) 21-50 (34y) 0 MSS (duodenal ca.)  °Spier 2014
(F156_111:1) (&)
p.L424v F156 /F381 -(>37y) 21-50 AP (37y) 0 °Spier 2014
(F156_111:2) ()




p.L424V F156 /F381 -(>32y) 11-20 AP (32y) Duodenum (1 AP), “Spier 2014
(F156_111:5) (%) gastric fundic gland
p.L424V F354 (lI:5) (&) CRC (27y, 38y, 39y), 51-100 AP (27y) Duodenum (APs) “Spier 2014
neuroendocrine colon ca. (41y),
glioblastoma (47y)
p.L424V F354 (111:5) (3) -(>16y) 11-20 AP, HP (16y) 0 °Spier 2014
p.L424V F1505 (index) CRC (38y) 51-100 AP (38y) 0 MSS “Spier 2014
p.L424V H1427 (1lI:1) (5) CRC (46y, 48y) <10 AP 0 MSS Spier 2014
p.L424V H1427 (11:2) (¥) CRC (63y) <10 AP 0 Spier 2014
p.L424V H1427 (111:8) (?) CRC (45y 2x, 53y), ovarian ca. 21-50 AP, HP Duodenum (1AP) Spier 2014

(33y)

a. According to the corresponding publication. The gender is indicated whenever available in the corresponding publication.

b. PT2 was diagnosed with neurofibromatosis (originated in the family branch without POLE L424V).

c. Selection criteria for polyposis patients included in the study: 220 synchronous or 240 metachronous colorectal adenomas.
Abbreviations: ind, individual; MSI, microsatellite instability; MSS, microsatellite stability; CRC, colorectal cancer; EC, endometrial

cancer; AP, adenomatous polyp; HP, hyperplastic polyp; vy, years old; n/a, not available information.




Table 3

Table 3. Phenotypic characteristics of the carriers of pathogenic mutations in the exonuclease domain of

POLD1 (literature and current study).

POLD1 mutation zggnm(;gr)(ind) Tumors Colonic polyps MSI status Publication
p.S478N SM6 (IV.2) (3) - (>65y) 10 AP (43-65y) MSS (5 AP) Palles et al. 2013
p.S478N SM6 (IV.6) (?) EC (52y) 28 AP, 2 HP (52-68y) Palles et al. 2013
p.S478N SM6 (IV.8) (?) EC (45y) 17 AP (53-65y) Palles et al. 2013
p.S478N SM6 (V.2) (&) CRC (28y) 28 AP (28-35y) MSS (tumor, 1 AP)  Palles et al. 2013
p.S478N SM6 (V.10) (&) 2 astrocytomas (26y) 7 AP, 2 HP (33-45y) Palles et al. 2013
p.S478N SM6 (V.12) (&) - (>39y) 6 AP, multiple HP (29-39y) Palles et al. 2013
p.S478N SM4 (111.2) (?) CRC (29y, 51y) Multiple AP (48y) Palles et al. 2013
p.S478N SM4 (111.6) (}) CRC (41y), EC (50y) >19 AP (41-53y) Palles et al. 2013
p.S478N SM4 (111.8) () CRC (32y) 45 AP, 1 HP (32-52y) MSS (CRC) Palles et al. 2013
p.S478N SM4 (111.9) (}) CRC (33y), EC (45y) 40 AP (33-49y) Palles et al. 2013
p.S478N n.a. CRC (28y) n/a Palles et al. 2013
p.L474P FiglB (11.2) (?) EC (52y) n/a Valle et al. 2014
p.LA74P Fig1B (11.6) (?) CRC (33y), EC (56y) 0 Valle et al. 2014
p.L474P FiglB (lll.1) ()  CRC (36y), GIST (36y) 0 Valle et al. 2014
p.D316H Fam-1 (Ill.7) () Breast ca. (64y) 11 AP, 2 HP Current study
p.D316H Fam-1 (111.8) (3)  CRC (58y), angiomyolipoma (65y), 3 AP, 1HP MSS (CRC) Current study
mesothelioma (65y)
p.V295M; D316G Fam-2 (11.2) (?) EC (57y), Breast ca. (65y, 75y) n/a MSS (EC) Current study
p.D316G Fam-2 (I11.2) (?) CRC (44y), EC (54y) 2 AP, 1 HP MSS (CRC) Current study
p.R409W Fam-3 (I11.3) (?) CRC (32y) 3 HP (39-41y) MSS (CRC) Current study
p.L474P Fam-4 (IIl.1) () - (50y) 2 polyps Current study
p.LA74P Fam-4 (111.2) (3) CRC (50y) 0 Current study
p.L474P Fam-4 (IV.1) (?) CRC (23y), benign esophageal 0 [Gastric HPs] MSS and loss of Current study
tumor (25y) MSH®6 (CRC)

a.According to the corresponding publication. The gender is indicated whenever available in the corresponding publication.

Abbreviations: ind, individual; MSS, microsatellite stability; CRC, colorectal cancer; EC, endometrial cancer; AP, adenomatous polyp;

HP, hyperplastic polyp; y, years old; n/a, not available information.
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Supplementary (Appendix, online only material, etc.)

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Table 1. Primers used in the study.

Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Extension primer ngl(ifg)n
POLE sequencing (Sanger and pool-based next gen sequencing)
Exon 9 AACCAGAGGGAGGTAGAGCA CTCCCTGTTGGTGATGAGGT - 567
Exon 10-11 GCACTTTCACATTGCTGTGG CCTAAGTCGACATGGGAAGC - 688
Exon 12 ACACGTCCAGGAGACCAAAC TTGCAGCTGCCATACTCTTG - 546
Exon 13 GGTGCCTGTTAGGAACTTGC GAGCGGGCTGGCATACAT - 380
Exon 14 GGCTTTGCTTTCTGTGCTTC AGCACTCCTGGGACATCCAC - 291
POLD1 sequencing (Sanger and pool-based next gen sequencing)
Exon 6-8 CTCCCGAGAGAGTGAGTGCT ATCTCCACACCCTCTGTGCT - 787
Exon 9 AGGTGAGAGCAGAGCAGGAG AGGAGCTGATGGCTCAGGAC - 386
Exon 10 GGTTCTGCAGGATTTTCAGG GTGGAGAGGGAGTGGGAAG - 298
Exon 11-12 TGTCCCCAAATCTCTTCCTG CCAGGAAAGCAGAGACAAGG - 869
Exon 13 TCCCTGACCCCATCCGTG GGACAAGTCTCGGCTACTGA - 242
POLD1 LOH (microsatellites)
D19S867 CAATGAAAATGCTTTGTAAAAC CCTTCAGAGGTGACCAG - 90-116
D19S904 ACAAGAATTGCTTGAACCTGG GCTCCATTTCGGAGATGTTA - 210-224
D19S907 GTGTCCAATCAACAGACCA CTGCACTCCAGCAGAAAT - 213-223
D19S585 AGCACCATAATGCCTGGATA CAGCATAGCAAGACCCTGTC - 103-127
D19S246 AGAGTGAGATTCCACCTTTC GAAACACATCATTTACCCAC - 185-229
D19S601 CAATGTGAGGCTGGTCTCTT ATCATATGGCCTTCAGTGGA - 137-228
POLD1 LOH (SNaPshot)
c.883G>A TGAGGCTGAAGGAGAAGGTG TTCCGGTGGGTGACTGAC GACGTGCTGTGGTCTGAC 156
€.946G>C GCTGTGGTCTGACGTGGTC CACCTTCATGCTTGCCATT CCTTGCGCGTGCTCAGCTTC 199
C.947A>G GCTGTGGTCTGACGTGGTC CACCTTCATGCTTGCCATT TTGCGCGTGCTCAGCTTCG 199
€.1225C>T TCGACCTTCCGTACCTCATC CTGAGGCACACAGAGCAAGA ACCTTCCGTACCTCATCTCT 160
€.1421T>C GGAGTACAAGCTCCGCTCCT GTCAGAGGTTGGGGTGAGAG CAAGCTCCGCTCCTACACGC 140
c.1562G>A CTGGCTGTGTACTGCCTGAA CGAGGACAAGTCTCGGCTAC GGATGCCTACCTGCCACTGC 189




Supplementary Table 2. Clinicopathological features of the members of the POLD1 mutated families

identified in this study. In bold, clear pathogenic mutations, and in regular case, variants of unknown

significance.
. Pedigree Mutation .
::Damlly individual ID  carrier Tumor (age) Tumor characteristics Rglporsted celemE
(gender) status polyp
Fam-1 1.3 (3) unk CRC (33) no
Fam-1 1.1 (9) unk CRC (50) Sigma no
Fam-1 1.3 (3) unk CRC (64) no
Fam-1 1.4 (?) unk Endometrium (52) no
Fam-1 L7 (?) p.D316H Breast (64) Invasive ductal carcinoma, PR-, ER-, HER2++ 11 AP, 2 HP
Fam-1 1.8 (3)*8 p.D316H CRC (58) Cecum. 3 AP, 1HP
Mesothelioma (65, asbestos)
Angiomyolipoma
Fam-1 V.2 (?) unk Ovary (31) no
Fam-1 V.3 () unk - 1AP, 1HP
Fam-1 V.4 (3) unk - 1AP, 1HP
Fam-1 V.6 (?) unk Hodgkin lymphoma (30) no
Fam-2 1.2 (?) p.D316G; Endometrium (57) Stage |A, grade 2. Atrophic ovaries. no
p.V295M Breast (65) Invasive ductal carcinoma, TINOMO, grade 2,
PR+, ER+.
Breast (75)
Fam-2 1.3 (&) unk Lip (56, smoker) Squamous carcinoma. no
Fam-2 1.2 (?)*8 p.D316G CRC (44) Sigma, T3N2M1 + serrated adenoma. 2 AP, 1 HP
Endom (54) Endometrioid carcinoma, stage la, grade 1.
Fam-2 1.3 (?) p.V295M Breast (46) In situ, grade 1, cribriform-micropapilar. no
Fam-3 .3 (9)*8 p.R409W CRC (32) Right colon, in ileo-cecal valve, mucinous, 3 HP
T3NOM1 + sesile polyp.
Fam-4 1.1 (3) unk Prostate no
CRC
Fam-4 1.1 (3) unk CRC (42) no
Fam-4 .1 (Q) p.L474P - 2 polyps
Fam-4 1.2 (2) p.L474P CRC (50) no
Fam-4 1.3 (3) unk - 1 polyp
Fam-4 IV.1(Q)* p.L474P CRC (23) Gastric polyps
Benign esophageal tumor (25) (HP)
Fam-4 V.2 (?) unk - 1 polyp
Fam-5 11.2(?) p.V295M CRC (70) Rectum adenocarcinoma on a villous adenoma,  no
T2NOMO, grade 2, not mucinous.
Fam-5 1.4 (3) unk CRC (68) Rectum adenocarcinoma, stage IV, grade 1. no
Fam-5 1.5 (%) unk Lung (70) no
Fam-5 1.6 (3) unk Liver? (42) no
Fam-5 1.7 (?) unk Skin (56) no
Fam-5 1.9 (3) unk Liver (44) no
Fam-5 1.1 (9)*8 p.V295M CRC (48) Rectum adenocarcinoma, T3NOMO, grade 2, not <4 polyps
mucinous.
Fam-5 .4 (3) unk - 4
Fam-6 1.3 (3) unk Renal oncocytoma (74) 2 AP
1.1 (2)*§ p.R521Q CRC (48) Left colon, TAN2MO, grade 2. no
* Proband

§ Recurrent POLE p.L424V and POLD1 p.S478N studied in Valle et al.?
Abbreviations: unk, unknown mutation carrier status; AP, adenomatous polyp; HP, hyperplastic polyp.




Supplementary Table 3. LOH results and characteristics of the studied individuals and tumors.

The individuals can be matched to the pedigrees in Figure 1 according to the pedigree identifiers

and clinical features. In bold, clear pathogenic mutations.

Family Pedigree Germl_ine Phenotype (age n 8
o mutation . ; Tumor studied MSI POLD1 LOH Informative markers

ID individual ID at diagnosis)

Fam-2 1.2 c.947A>G Endometrial ca. Endometrial ca. MSS LOH (loss of  D19S585 (no LOH),
(p.D316G); (57), breast ca. D316G D19S904 (LOH),
€.883G>A (65), breast ca. mutated €.947A>G (LOH),
(p.V295M) (75) allele) D19S907 (LOH),

D19S601 (LOH).

Fam-2 1.2 Cc.947A>G CRC (44), CRC MSS No LOH D19S867 (no LOH),

(p.D316G) endometrial ca. €.947A>G (no LOH),
(54), 3 polyps (56) D19S907 (no LOH),
D19S601 (no LOH).

Fam-3 1.3 €.1225C>T CRC (32) CRC MSS No LOH €.1225C>T (no LOH),

(p.R409W) D19S246 (no LOH),
D19S601 (no LOH).

Fam-5 1.1 c.883G>A CRC (48) CRC MSS No LOH D19S867 (no LOH),
(p.V295M) €.883G>A (no LOH).

Fam-5 1.2 C.883G>A CRC (70) CRC MSS No LOH D19S867 (no LOH),
(p.V295M) D19S585 (no LOH),

€.883G>A (no LOH),
D19S907 (no LOH),
D19S601 (no LOH).

Fam-6 1.1 c.1562G>A  CRC (48) CRC MSS - €.1562G>A (no LOH),

(p.R521Q) D19S246 (LOH),

D19S601 (no LOH).

Abbreviations: CRC, colorectal cancer; ca. cancer; MSI, microsatellite instability; MSS, microsatellite stability; LOH, loss of
heterozygosity.




Supplementary Figure 1. Location of the variants identified in POLD1 in the 3D
model of POLD1. The protein domains are depicted in different colors. Demonstrated

pathogenic mutations are in red, and variants of uncertain significance, in black.
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ARTICULO 4

Exome sequencing identifies inherited mutations in BRF1 and BARD1 as probable
causes of hereditary non-polyposis colorectal cancer.

Fernando Bellido et al.
Articulo en preparacion.
Resumen:

El cancer colorrectal familiar del tipo X (CCRFX) abarca a todas aquellas familias que cumplen los criterios de
Amsterdam, siendo éstos los més estrictos para definir la agregacion familiar de cancer colorrectal (CCR) sin
fallos en el sistema reparador de bases desapareadas. La causa de la agregacion de CCR presente en este
grupo de familias es a dia de hoy desconocida. Con la intencion de identificar nuevos genes causales
implicados en el CCR familiar, realizamos la secuenciacion de exomas completos de tres afectos de CCR
pertenecientes a una misma familia CCRFX. Nos centramos en seleccionar aquellas variantes no sinénimas
presentes en los tres individuos secuenciados, considerando: la funcion del gen y su expresion en colon
normal/tumoral, la naturaleza de los cambios y su frecuencia en la poblacion general o la informacion
disponible en la literatura entre otros. Cinco mutaciones en los genes BRF1, CLCA1, BARD1, MXRA8 y en el
microARN hsa-mir-578 fueron seleccionadas para su estudio en profundidad. Esto incluyé el analisis de la
cosegregacion de estas variantes en la familia, la realizacion de predicciones in silico sobre su efecto o la
busqueda de variantes adicionales en series de casos de CCR familiar, entre otros analisis. En base a los
resultados obtenidos en este estudio, propusimos un modelo poligénico para explicar la susceptibilidad al CCR
presente en la familia estudiada. Las mutaciones BRF1 ¢.1459+2T>C y BARD1 ¢.1099T>A (p.S367T) estarian
ejerciendo un papel de predisposicion al CCR, mientras que los cambios CLCAL1 c.1114G>A (p.A372T) y
MXRAS8 ¢.923-1G>C, aunque mostraron ciertos rasgos de patogenicidad, necesitarian ser evaluados en mayor
profundidad para poder definir su papel en el riesgo al CCR de la familia. Por otro lado, la identificacion de 9
mutaciones nuevas o raras en BRF1, (la mayoria con claros indicios de patogenicidad), afectando a 10
pacientes, en una serie de 547 afectos de CCR familiar y/o de temprana aparicion sugeriria de forma
consistente la implicacion de dicho gen en la susceptibilidad al CCR familiar.
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Exome sequencing identifies inherited mutations in BRF1 and BARDL as probable

causes of hereditary non-polyposis colorectal cancer.

Fernando Bellido et al.

(Article under current development)

ABSTRACT

Familial colorectal cancer type X (FCCTX) comprises all those families fulfilling the
Amsterdam criteria, which establish a high degree of non-polyposis mistmach-repair
proficient colorectal cancer (CRC) aggregation in absence of germinal defects in the
mismatch repair system. The nature of the FCCTX predisposition to CRC is still
unknown. Aiming to identify new causal genes implicated in this CRC entity, we
performed whole-exome sequencing in three CRC-affected relatives from a FCCTX
family. We focused on all those non-synonymous variants present in all the three
affected patients taking into account the gene function or expression in the large
intestine, literature revision or rarity and nature of the mutations, among others.
Consequently, five changes in BRF1, CLCAL, BARD1, MXRA8 and in the microRNA
hsa-mir-578 were finally selected for further study. That included the analysis of the
cosegregation of the mutations with the affected patients, in silico predictions for the
impact of the changes into the function and the stability of the protein, or searching for
additional variants in these genes in series of familial CRC affected patients. In base of
the obtained results, we proposed an oligogenic model to explain the CRC aggregation
within the studied family. The mutations BRF1 ¢.1459+2T>C and BARD1 ¢.1099T>A
(p.S367T) would be acting as CRC predisposition variants, while CLCA1 ¢.1114G>A
(p.A372T) and MXRA8 ¢.923-1G>C may be exerting an additional risk for this disease,
although their effect could not be demonstrated.

INTRODUCTION

Hereditary forms of colorectal cancer are caused by germline mutations in the mismatch
repair (MMR) genes, APC, MUTYH, POLE, POLD1, GREM1, SMAD4, BMPRI1A,
STK11 and PTEN (Lynch et al. 2009; Sieber et al. 2003; Palles et al. 2013; Jaeger et al.
2012; Howe et al. 2004; Beggs et al. 2010; Mester et al. 2013); however, much of the

observed heritability and familial aggregation of the disease remains unexplained.
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For years, the group of families included within the term Familial Colorectal Cancer
Type X (FCCTX), characterized by the Amsterdam criteria, i.e., the most stringent
criteria for hereditary non-polyposis CRC, and absence of DNA MMR deficiency
(Lindor et al. 2005), has been subjected to study with the aim of identifying additional
high-penetrance causal genes. The evidence gathered during these years indicates that,
genetically, FCCTX is a very heterogeneous group. This heterogeneity may include
both monogenic and polygenic causes of disease, or even shared life styles or
environmental risk factors. Nevertheless, the apparent autosomal dominant inheritance
of the disease in Amsterdam-positive families suggests that a large proportion of
FCCTX are explained by rare mutations in high-penetrance genes (monogenic model).
Moreover, no genes explaining a relatively large proportion of FCCTX have been
identified, suggesting numerous causal genes, each explaining a small fraction of
families (Valle, 2014).

Whole-genome and whole-exome sequencing constitute unbiased approaches that
facilitate the identification of new genes responsible for the predisposition to human
disease. In the field of CRC predisposition, these approaches have allowed the
identification of germline mutations in two genes, POLE and POLD1, responsible of a
new CRC and polyposis syndrome (Palles et al. 2013; Valle et al. 2014; Elsayed et al.
2014; Spier et al. 2014). Combining linkage analysis and whole-exome sequencing in a
large FCCTX family, Schulz et al. identified a germline missense mutation in SEMA4A
as the genetic cause of the colorectal aggregation in the family. The study of the gene in
53 additional FCCTX cases identified 2 additional mutations (Schulz et al. 2014).
Likewise, also by combining linkage analysis and exome-sequencing, Nieminen et al.
identified a truncating mutation in RPS20 in 4 CRC-affected members of an
Amsterdam-positive family, although up to date no additional germline mutations in the
gene have been reported (Nieminen et al. 2014). Esteban-Jurado et al. perfomed whole-
exome sequencing in 43 members of 29 MMR-proficient Amsterdam-positive families,
which resulted the identification of mutations in CDKN1B, XRCC4, EPHX1, NFKBIZ,
SMARCA4, and BARDL1 as potential causes of CRC predisposition (Esteban-Jurado et
al. 2015). Also by whole-exome sequencing, Gylfe et al. studied 96 independent
familial CRC cases and, focusing on protein-truncating variants present in at least two

independent familial cases, identified 11 candidate CRC predisposing genes: UACA,
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SFXN4, TWSG1, PSPH, NUDT7, ZNF490, PRSS37, CCDC18, PRADC1, MRPL3, and
AKR1C4 (Gylfe et al. 2013). DeRycke et al. studied the exomes of 40 cancer-affected
individuals from 16 CRC families and proposed numerous candidate variants which
require further functional and validation studies. Nevetheless, they highlighted two
missense variants in CENPE and KIF23, both located within previously reported CRC
linkage regions (DeRycke et al. 2013). Recently, a study covering the exomes of 16
patients with non-polyposis CRC diagnosed at < 40 years of age, or from multiple
affected CRC families with at least 1 first-degree relative diagnosed with CRC at < 55
years of age, pointed out a potential role of the gene EIF2AK4 in familial CRC
predisposition (Zhang et al. 2015).

With the aim of identifying new causal genes for CRC predisposition, we carried out
whole-exome sequencing in three CRC-affected members of an Amsterdam I MMR-
proficient CRC family (FCCTX), followed by sequencing of the candidate genes in a
large series of genetically unexplained CRC families.

RESULTS

Whole-exome sequencing was performed in three CRC-affected members (ages at CRC
diagnosis 65, 62 and 40) of an Amsterdam | family (Figure 1). A total of 42 unique or
rare (MAF<1%) non-synonymous genetic variants located in 38 genes were shared by
all 3 CRC-affected relatives. Based on the predicted severity of the variant, the function
of the affected gene and/or the molecular pathway involved, and previous reports of an
association with cancer predisposition, the genetic variants BRF1 ¢.1459+2T>C,
BARD1 ¢.1099T>A (p.S367T), CLCAL c.1114G>A (p.A372T), MXRA8 ¢.923-1G>C,
and hsa-mir-578 n.-30G>A, all of them novel, were selected as potential candidates to

be associated with the cancer aggregation observed in the family.

BRF1

The BRF1 gene encodes the Transcription factor I11B 90 kDa subunit, one of the three
subunits of the RNA polymerase Il (Pol Ill) transcription factor complex, whose
deregulation has been linked to cancer (Marshal and White, Nature Rev 2008; Cabarcas
and Schramm 2011). In the studied family, BRF1 was affected by a splice-site mutation,
€.1459+2T>C, which causes the skipping of exon 13 (82 bp) (Figure 2). Individual 111.2,
diagnosed with breast cancer at age 38 and daughter of a CRC-affected BRF1 mutation
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carrier, did not carry the mutation. Among the 6 cancer-free relatives that could be
studied, 3 carried BRF1 ¢.1459+2T>C (ages 51, 47 and 25), and 3 did not (Figure 1).
Having been proposed as a tumor suppressor gene commonly lost in colorectal tumors
(Carnero et al. 2008), loss of heterozygosity (LOH) of BRF1 was assessed in the tumors
developed by all three mutation carriers, finding no loss of the wildtype allele.
Moreover, expression of the BRF1 protein, measured by immunohistochemistry, was
detected in all three tumors (Suppl. Figure 1).

Using a strategy that combines pooled DNA and targeted next generation sequencing,
we sequenced the coding region of BRF1 and flanking sequences in 157 Amsterdam-
positive and in 441 Bethesda-positive MMR-proficient families. A total of 9 novel or
rare (MAF<1%) genetic variants were identified in 10 independent families (pedigrees
in Suppl. Fig. 2), including 7 missense, one splice-site and another one located in the
3’UTR of a shorter transcript (Table 1). Four of the missense mutations, p.T12M,
p.G70C, p.S81T and p.C140S, were predicted to be functionally relevant by all four
programs used; two, p.V75M and p.R572G, by three of the four programs; and P405R
was classified as neutral by three of them. The p.V75M variant had been reported in
public databases (population MAFg,snp=0.0006). Interestingly, the novel mutation
p.T12M, located in a functional domain, occurred in two independent families.

The 3D structure could be predicted for the first 100 aminoacids of BRF1, where four
missense mutations, p.T12M, p.G70C, p.V75M and p.S81T, were located (Figure 3A).
Protein structure stability programs predominantly predicted destabilizing effects for
p.G70C, p.V75M and p.S81T (Table 1). On the other hand, p.T12M, located in a Zinc
finger that selects the transcription initiation site, showed short-range (< 5A) contact
with the metal binding cystein 25 (Figure 3A). Another missense mutation, p.C140S,
located in an alpha helix within the Transcription factor TFIIB repeat | domain, was
predicted as destabilizing by all programs (Table 1). No structure predictions could be
performed for p.P405R and p.R572G, located in a region with a disordered structure
(aa. 293-677, source: MobiDB) and outside known functional domains. Nevertheless,
their proximity to the region 453-493, which directly interacts with hTBP, and the fact
that a somatic mutation also affecting R572 has been described in endometrial cancer

(COSM953966), avoid their exclusion as functionally relevant changes (Figure 3B).
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Despite the proximal location of ¢.1516-4C>G to a canonical splice site, no alterations
could be depicted when amplifying exons 14-16 nor when sequencing the resulting
amplification product in the cDNA obtained from the RNA extracted from the carrier’s
lymphocytes, agreeing with the in silico predictions (Table 1). The novel variant
identified in the 3’'UTR of the BRF1 transcript NM_001242790 was also identified in
the sister of the proband, affected with CRC at age 40, but no additional analyses could
be performed to demonstrate or discard its functionality.

DNA availability allowed us to perform co-segregation analyses in two additional
families. The G70C variant was identified in a daughter of the proband, diagnosed with
a tubular adenoma at age 20. On the contrary, p.S81T was not found in the father of the
corresponding proband, diagnosed with CRC at the age of 73 (pedigrees in Suppl. Fig
2).

LOH analysis was performed in 8 colorectal tumors developed by unrelated mutation

carriers. As in the family (exome-seq) with the splice site mutation BRF1 ¢.1459+2T>C,

no loss of the wildtype allele was detected in any of the studied tumors.
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Table 1. Novel and rare variants identified in BRF1.

BRF1 genetic change Polulation In silico protein predictions Splicing predictions Protein stability Somatic mutations LOH HNPCC Index patient Co-segregation
(NM_001519) MAF in the residue criteria
(dbSNP/ ESP) (COSMIC)
€.1459+2T>C 0 - Breaks donor splice - No No Ams | (exome seq Yes (Implicit to variant
site (Fig 2) family) selection)
¢.35C>T; p.(T12M) 0 SIFT: Damaging (0.02) HSF: no change PoPMusSiC: Destabilizing (ddG=0.25Kcal/mol) No No Ams | CRC (39y) n.a.
[Zinc finger] PPH2: Probably damaging (0.999) ESRseq: 0.62 Eris: Stabilizing (ddG=-1.48Kcal/mol) F-1938-04
Condel: Deleterious (0.56) I-Mutan2.0: Destabilizing (ddG=-0.11Kcal/mol)
Mut Taster: Disease causing (0.57) CUPSAT: Stabilizing (ddG=0.34Kcal/mol)
¢.35C>T; p.(T12M) 0 SIFT: Damaging (0.02) HSF: no change PoPMusSiC: Destabilizing (ddG=0.25Kcal/mol) No No Beth CRC (72y) n.a.
[Zinc finger] PPH2: Probably damaging (0.999) ESRseq: 0.62 Eris: Stabilizing (ddG=-1.48Kcal/mol)
Condel: Deleterious (0.56) I-Mutan?2.0: Destabilizing (ddG=-0.11Kcal/mol) F-2166-05
Mut Taster: Disease causing (0.57) CUPSAT: Stabilizing (ddG=0.34Kcal/mol)
€.208G>T,; p.(G70C) 0 SIFT: Damaging (0.03) HSF: creates donor PoPMusSiC: Destabilizing (ddG=0.39Kcal/mol) No No - (2 Tubular Yes: Tubular adenoma
PPH2: Probably damaging (1) site and ESS Eris: Stabilizing (ddG=-1.54 Kcal/mol) brothers adenoma with (20y; daughter)
Condel: Deleterious (0.71) ESRseq: 1.18 I-Mutan?2.0: Destabilizing (ddG=-1.56Kcal/mol) with CRC low-grade F-0756-01
Mut Taster: Disease causing CUPSAT: Destabilizing (dd =-1.20Kcal/mol) at age 60)  dysplasia (55y)
€.223G>A,; p.(V75M) rs144673138 SIFT: Tolerated (0.22) HSF: disrupts ESE PoPMusSiC: Destabilizing (ddG=0.21Kcal/mol) No No Beth CRC (46y) n.a.
(0.0006/ -) PPH2: Probably damaging (0.982) ESRseq: -0.68 Eris: Destabilizing (ddG=2.66Kcal/mol)
Condel: Deleterious (0.61) I-Mutan?2.0: Destabilizing (ddG=-2.07Kcal/mol) F-2287-05
Mut Taster: Disease causing (0.75) CUPSAT: Destabilizing (ddG=-1.70Kcal/mol)
C.241T>A; p.(S81T) 0 SIFT: Damaging (0.01) HSF: no change PoPMusSiC: Destabilizing (ddG=0.07Kcal/mol) p.(S81L): CRC No Beth Non-Hodgkin No: CRC (73y; father)
PPH2: Probably damaging (0.991) ESRseq: 0.83 Eris: Destabilizing (ddG=1.84Kcal/mol) (COSP29423) lymphoma (41y);  F-0432-00
Condel: Deleterious (0.73) I-Mutan2.0: Destabilizing (ddG=-0.01Kcal/mol) CRC (43y)
Mut Taster: Disease causing CUPSAT: Stabilizing (ddG=0.49Kcal/mol)
¢.419G>C; p.(C140S) 0 SIFT: Damaging (0) HSF: no change PoPMusSiC: Destabilizing (ddG=1.87Kcal/mol) No No Beth CRC (49y) n.a.
[TFIIB repeat 1] PPH2: Probably damaging (0.999) ESRseq: -0.94 Eris: Destabilizing (ddG=4.56Kcal/mol)
Condel: Deleterious (0.80) I-Mutan2.0: Destabilizing (ddG=-0.86Kcal/mol) F-1658-04
Mut Taster: Disease causing CUPSAT: Destabilizing (ddG=-0.53Kcal/mol)
€.1214C>G; p.(P405R) O SIFT: Tolerated (0.54) HSF: creates donor n.a. (disordered structure) No No Beth CRC (59y, 59y) n.a.
PPH2: Benign (0.002) site and disrupts (IHC+
Condel: Deleterious (0.62) ESE ) F-3181-07
Mut Taster: Benign ESRseq: 1.73
¢.1714C>G; p.(R572G) 0 SIFT: Tolerated (0.2) HSF: creates donor,  n.a. (disordered structure) p.(R572Q): - Beth CRC (73y, 73y) n.a.
PPH2: Possibly damaging (0.692) acceptor and ESS endometrial cancer
Condel: Deleterious (0.64) ESRseq: -1.58 (COSM953966) F-4157-10
Mut Taster: Disease causing
¢.1516-4C>G 0 - HSF: no change - No - Beth n.a.
ESRseq: 1.27 - F-3637-08
€.60*C>G 0 3'UTR of short transcript - - No No Ams | CRC (56) Yes: CRC (40y; sister)

(NM_001242790)

Oviedo 08-475

Reference genome:

GRCh37
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BARD1

The BARDL1 gene encodes an E3 ubiquitin-protein ligase that interacts with the N-
terminal region of BRCAL. In the family where whole-exome sequencing was carried
out, BARD1 was affected by a missense mutation, ¢.1099T>A (p.S367T). Despite the
inconclusive predicted functional implications for BARD1 p.S367T, protein 3D
modeling predicted preponderant destabilizing effects for T367 (Table 2, Figure 4A). In
addition to the three CRC-affected family members, the BARD1 variant also segregated
with the early-onset breast cancer in the family (Figure 1). LOH of BARD1 was
assessed in the colorectal tumors of the three mutation carriers, finding no loss of the

wildtype allele.

The fact that germline mutations have been associated with predisposition to breast and
ovarian cancer, and that recently a BARD1 splice-site mutation was identified, also by
exome sequencing, in a FCCTX family (Esteban-Jurado et al. 2015), lead us to further
explore the role of the gene in additional unexplained Amsterdam-positive CRC
families. Direct automated sequencing of all exons and flanking regions was carried out
in 179 independent MMR-proficient Amsterdam-positive families. A novel missense
variant, ¢.2000T>C (p.L667P), predicted as functionally relevant by the in silico
predictors, was identified in one family (pedigree in Suppl. Fig. 3). Structure stability
programs using the available X-ray protein structure indicated destabilizing effects for
P667 (Table 2; Figure 4B).

Three rare (MAF<0.003) synonymous changes in BARD1, rs368291318 (c.1152C>T;
p.S384=), rs373257776 (c.1347A>G; p.Q449=) and rs147215925 (c.1977A>G;
p.R659=), all of which might affect splicing according to in silico predictors, were
identified in three additional independent Amsterdam-positive families (Table 2)
(pedigrees in Supl. Figure 3). The splicing effect had been experimentally validated for
€.1977A>G, resulting in the aberrant skipping of exons 2-9, even though the whole-
length (wildtype) transcript was also produced from the rare allele (Ratajska et al.
2012). Cosegregation analyses could not be performed in any of the families due to

unavailability of biological material from other family members.
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Table 2. Novel and rare variants identified in BARDL1.

BARD1 genetic  Population MAF Familial CRC MAF In silico protein predictions Splicing predictions Protein stability Somatic mutations  Index patient Family ID
change (dbSNP/ESP) in the residue
(NM_000465) (COSMIC)
€.1099T>A ; 0 0.0028 (1/358) SIFT: Tolerated (0.57) HSF: no change 3D-model by I-TASSER No (exome seq F-0657-00
p.(S367T) PPH2: Possibly damaging (0.787) ESRseq: -1.44 PoPMuSIC: Destabilizing (ddG=0.22Kcal/mol) family)

Condel: Deleterious (0.57) Eris: Destabilizing (ddG=0.53Kcal/mol)

Mutation Taster: Benign I-Mutant 2.0: Destabilizing (ddG=-0.87Kcal/mol)

CUPSAT: Destabilizing (ddG=-0.09Kcal/mol)

Unique changes
€.2000T>C; 0 0.0028 (1/354) SIFT: Damaging (0.02) HSF: disrupts ESE X-ray structure, PDB ID: 2NTE p.(L667L): CRC (46) 86402-
p.(L667P) PPH2: Probably damaging (1) ESRseq: 1.23 PoPMusSIC: Destabilizing (ddG=0.83Kcal/mol) oesophagous valencia

Condel: Deleterious (0.54) Eris: Destabilizing (ddG=3.53Kcal/mol) adenocarcinoma

Mut Taster: Disease causing I-Mutant 2.0: Destabilizing (ddG=-0.51Kcal/mol) (COSP31475)

CUPSAT: Destabilizing (ddG=0.43Kcal/mol)
€.1152C>T; rs368291318 (n.a. /  0.0028 (1/358) No effect (synonymous) HSF: creates ESS No effect (synonymous) No CRC (54) 86400-
p.(S384=) 0.00008) ESRseq: -0.33 valencia
C.1347A>G; rs373257776 (n.a./  0.0028 (1/352) No effect (synonymous) HSF: creates acceptor No effect (synonymous) No CRC (64) 86413-
p.(Q449=) 0.00023) site and ESS valencia
ESRseq: 0.63

c.1977A>G; 1s147215925 0.0028 (1/354) No effect (synonymous) HSF: creates ESS and No effect (synonymous) No CRC (49) 86420-
p.(R659=) (0.0008 / 0.0024) disrupts ESE valencia

ESRseq: -0.94
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Other candidate genes
Based on the coded protein function or severity of the variant found, three other genes
were considered for further studies: CLCA1, MXRA8 and hsa-miR-578 (Table 3).

CLCAL1 encodes a protein that may be involved in mediating calcium-activated chloride
conductance in the intestine. CLCAl c¢.1114G>A (p.A372T) was predicted as
functionally neutral by all in silico programs used, although splicing predictors
indicated potential splicing effects. It had never been reported in population-based
databases (blood DNA). However, the exact same mutation was identified in a
pancreatic carcinoma (COSMIC mutation ID: COSM3786280; confirmed somatic). In
the exome-sequenced family, the variant was identified in the three CRC-affected
members but not in the breast cancer-affected relative. LOH analysis showed no evident
loss of the wildtype allele in any of the three colorectal tumors studied. Likewise,
expression of the CLCAL protein, assessed by immnohistochemistry, was detected in all
of them (Suppl. Fig. 4).

Mutation screening of CLCA1 was performed in 156 additional MMR-proficient
Amsterdam-positive families. CLCA1 c¢.2305A>G (I1769V) was identified in an
Amsterdam | family. Despite the neutral effect predicted by all programs, the variant
was predicted to create a donor splice site and segregated with cancer in all 3 CRC-

affected family members analyzed (pedigree in Suppl. Figure 5).

MXRA8 (limitrin) encodes a protein that may play a role in the maturation and
maintenance of blood-brain barrier. MXRA8 ¢.923-1G>C affects a canonical splice site
and was detected in all cancer-affected members of the family where it was identified,
including the three CRC-affected individuals and the early onset breast cancer-affected
woman. The three colorectal tumors showed no evidence of loss of the wildtype allele.
Screening of the coding regions of MXRA8 in 156 additional MMR-proficient
Amsterdam-positive families identified a missense variant, c.1186G>A (p.D396N), in
an Amsterdam Il family (pedigree in Suppl. Figure 4). This variant was reported in
public databases (rs150058708; population MAF: 0.0022) and classified as functionally
relevant by 3 of 4 in silico predictors. Co-segregation studies could not be performed
due to the lack of biological material from other family members (pedigree in Suppl.

Fig 5).
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The variant identified in the precursor sequence of hsa-miR-578 was predicted to affect
the secondary structure of the precursor (pre-miR) (Suppl. Figure 6). In the exome-
sequenced family, the variant was present in all 3 CRC-affected individuals but not in
the breast cancer patient, and no LOH of the wildtype allele was identified in the
carriers’ colorectal tumors. qRT-PCR analysis in normal fresh colon tissues revealed
extremely low (absent) expression of miR-578, as well as in the FFPE tumor of the
mutation carrier (data not shown). Furthermore, no additional novel or rare genetic
variants in miR-578 were identified in the 156 sequenced unexplained Amsterdam

families.
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Table 3. Novel and rare variants identified in CLCA1, MXRA8 and has-miR-578.

Genetic change Polulation MAF In silico predictions Splicing predictions Somatic mutations in the LOH HNPCC Index patient Co-segregation
(dbSNP/ ESP) residue (COSMIC) criteria
CLCAL1L c.1114G>A; p.(A372T) 0 SIFT: Tolerated (0.73) HSF: creates ESS p.(A372T): Pancreas cancer  No Ams | (exome seq family) Yes: 3CRC
PPH2: Benign (0) ESRseq: -1.44 (COSM3786280) No: Breast cancer
Condel: Benign (0.5) (38y)
MutationTaster: Benign
CLCA1 ¢.2305A>G; p.(1769V) 0 SIFT: Tolerated (0.43) HSF: creates donor site No - Ams | CRC (42y) Yes: 3CRC
PPH2: Benign (0.05) ESRseq: 0.29
Condel: Benign (0.446)
Mutation Taster: Benign
MXRAS8 ¢.923-1G>C 0 - HSF: disrupts acceptor No No Ams | (exome seq family) Yes: 3 CRC and
splice site breast cancer
ESRseq: -0.27 (38y)
MXRA8 ¢.1186G>A; p.(D396N)  rs150058708 SIFT: Damaging (0.04) HSF: no change No No Ams I Endometrial cancer -
(0.0022/0.0037)  PPH2: Probably damaging (0.997) ESRseq: 0.34 (46y)
Condel: Benign (0.401)
Mutation Taster: Disease causing
hsa-miR-578 n.-30G>C 0 RNA fold and RNAlogo: Affects pre- - n.a. No Ams | (exome seq family) Yes: 3 CRC

[chr4:9.166307424G>C].

miR conformation.

No: Breast cancer
(38y)

Reference genome: GRCh37
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DISCUSSION
Much of the genetic predisposition to CRC remains unexplained. Current evidence

indicates that there is high heterogeneity in the causal factors of the yet-unexplained
CRC predisposition, including monogenic, polygenic, environmental and multifactorial
disease causes (Valle et al. 2014). In order to identify new high penetrance genes
(monogenic model), we performed whole-exome sequencing in three CRC-affected
members of a FCCTX (MMR-proficient Amsterdam 1) family. The results obtained
point towards a role of at least two genes, BRF1 and BARD1, each probably exerting a

moderate risk, in the familial aggregation of CCR.

BRF1 is a subunit of the RNA polymerase 11l (Pol 111) complex. RNA polymerase |11
(Pol 111) synthesizes tRNAs and other small noncoding RNAs, such as 7SK RNA, 5S
rRNA, and U6 snRNA, to regulate protein synthesis. Increased Pol Ill-dependent
transcription has been linked to cell transformation and cancer (Marshall and White
2008; Cabarcas and Schramm2011). Experimental evidence indicated that BRF1 is a
tumor suppressor gene and it is affected by allelic loss in cancer, occurring in 50% and

23% of colon and rectal tumors respectively (Leal et al. 2008).

In our study we identified a total of 10 BRF1 genetic variants in 11 independent
families. Among them, one affected a splice site, ¢.1459+2T>C, causing the skipping of
exon 13; six were missense variants with predicted damaging effects (function and/or
structure predictions); and another one, a missense variant, ¢.1214C>G (p.P405R), was
predicted to affect the splicing process by all prediction methods used. No relevant
effects could be predicted or demonstrated for the remaining two, ¢.1516-4C>G and
€.60*C>G (NM_001242790), both in non-coding regions of the gene. Nevertheless, the
latter, located in the 3’UTR of a shorter BRF1 transcript, also occurred in the CRC-
affected sister of the proband. The pathogeneicity of the novel BRF1 missense variant
¢.35C>T (p.T12M), located in a functional (zinc finger) domain, was also supported by
its presence in two independent CRC families. Likewise, the previous identification of

somatic mutations affecting residues S81 and R572 in colorectal and endometrial

tumors respectively (source: http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/), supported the
relevance of the germline missense mutations c.241T>A (p.S81T) and ¢.1714C>G
(p-R572G).
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LOH could be performed in 11 tumors developed by BRF1 mutation carriers (9
families) and no loss of the wildtype allele was evidenced in any of them, suggesting
haploinsufficiency or the presence of other mechanisms of allele inactivation, such as
methylation or mutation. Nevertheless, haploinsufficiency is supported by the detection
of BRF1 expression the carriers’ tumors. This phenomenon has also been observed in
tumors and cancer cell lines, where the loss of BRF1 is never complete (Leal et al.
2008; Cabarcas et al. 2008). Moreover, Leal et al. experimentally showed that partial
silencing (50%) of BRF1 in mouse embryo fibroblasts (MEFs) is enough to partially

bypass cellular senescence.

In addition to the common allelic loss of BRF1 in colorectal tumors, somatic mutations
in the gene have been reported in several tumor types, being the most commonly
mutated tumors endometrial (endometrioid carcinoma: 13/494; 2.63%), gastric (8/375;
2.13%), and colorectal (15/750; 2%) cancers, belonging all three to the spectrum of
hereditary CRC syndromes (source: http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/; inquiry data:

Feb 2015), and supporting the relevance of BRF1 alterations in colorectal, endometrial

and gastric carcinogenesis.

No additional monoallelic mutations in BRF1 have been reported in familial cancer.
However, a truncating mutation in RPS20 was recently identified as the cause of the
CRC aggregation in a MMR-proficient Amsterdam | family (FCCTX) (Nieminen et al.
2014). RPS20 encodes a component (S20) of the small ribosomal subunit, and the
mutation identified was associated with a defect in pre-ribosomal RNA maturation,
leading to disequilibrium between the different pre-rRNA species. In line with this,
RNA polymerase 11l complex, a subunit of which is BRF1, synthesizes, among other
RNAs, 5S rRNA, a limiting molecule in ribosome formation. In fact, both RPS20 and
5S rRNA are linked through the interaction with RPL11, required for rRNA maturation
and formation of the 60S ribosomal subunits. This evidence links alterations in genes

related to ribosomal synthesis to genetic predisposition to CRC.

Germline biallelic mutations in components of the Pol 11l or tRNA processing
machinery have been associated with neurogenetic disorders, and in particular, biallelic
mutations in BRF1 cause intellectual disability and cerebellar, dental, and skeletal

anomalies (Borck et al. 2015). A total of 6 biallelic carriers of BRF1 mutations have
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been described to date (ages: from 18 months to 21 years), none of which affected with
cancer, and their cancer family history information was not reported. Interestingly, in
contrast to the mutations identified in familial CRC families, all four BRF1 mutations
reported in the cerebellar-facial-dental syndrome affect the protein residues comprised
between R223-P292, delimited within the cyclin 2 protein domain (R223 S226 and
T259) or in its close proximity (P292) (Borck et al. 2015).

BARD1 (BRCALl-associated ring domain 1) encodes a protein involved in homologous
recombination that dimerizes with BRCA1. Germline mutations in BARD1 have been
described in hereditary breast and ovarian cancer (MIM# 601593) (Fergus J. Couch
JCO 2015; Ratajska et al. 2012; De Brakeleer et al. 2010), and recently, a deleterious
mutation (splice-site) in BARD1 was identified in a MMR-proficient Amsterdam-
positive CRC family (FCCTX) (Esteban-Jurado et al. 2015). We have identified a total
of 2 novel missense mutations (predicted to be damaging and/or destabilizing) in 2
MMR-proficient Amsterdam-positive families, and three rare (MAF=0.00008-0.002)
synonymous variants predicted to alter splicing in 3 additional Amsterdam families.
Except for the exome-sequenced family, where all cancer-affected members of the
family (three CRC and one 38 years-old breast cancer patients) carried the mutation, for
the remaining BARD1 variants co-segregation studies could not be performed due to
sample unavailability. As in the case of BRF1, and similar to the FCCTX family with
the splice site mutation in BARD1 (Esteban-Jurado et al. 2015), no LOH of the wildtype
allele was identified in the carriers’ tumors, suggesting either haploinssuficiency or the

presence of a different mechanism of allele inactivation.

Historically, BARD1 mutations have been exclusively linked to breast/ovarian cancer
predisposition, due to its belonging to the Fanconi Anemia Pathway and its close
relationship with BRCAL. However, the identification of two damaging BARD1
mutations in FCCTX using agnostic approaches (whole-exome sequencing), together
with the identification of additional genetic variants in other unexplained Amsterdam
families, highlight its role in the predisposition to CRC. Supporting this observation, as
in the case of BRF1, the tumor types with the highest frequency of somatic BARD1
mutations are colorectal (21/684; 3.07%), gastric (8/375; 2.13%) and endometrial
(endometrioid carcinoma: 10/494; 2.02%) cancers, all of them related to hereditary

CRC syndromes (source: http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/; inquiry data: Feb 2015).

14/25



In addition to BRF1 and BARDL, other genes were selected for further studies based on
the severity of the identified variant in the case of MXRA8 (c.923-1G>C), or on the
relevance of the protein in colon tissue and its potential tumor suppressor activity in the
case of CLCAL. Also, hsa-miR-578 was included in the extension analysis based on the
predicted effect of the variant identified in the conformation of the secondary structure
of the precursor. We performed mutation screening of all three genes in 156 additional
MMR-proficient Amsterdam-positive unrelated CRC patients. No additional changes
were identified in the mature or precursor sequences of hsa-miR-578, which together
with the absence of expression in normal and tumor colon tissues, suggest that hsa-miR-
578 is not relevant in CRC predisposition. Regarding CLCA1 and MXRAS8, one
additional missense mutation was identified in the extension series (156 Amsterdam
families) for each gene. We found evidences of the potential implication of the variants
in the CRC aggregation in the corresponding families, such as the co-segregation with
CRC for the two CLCAL variants and MXRA8 ¢.923-1G>C, the effect on the protein for
MXRA8 ¢.923-1G>C (splice-site) and MXRA8 ¢.1186G>A (predicted damaging), or the
presence of the same mutation, but somatic, in a pancreatic carcinoma for CLCAL
€.1114G>A (p.A372T). Nevertheless, the role of CLCA1 and MXRA8 in CRC
predisposition remains unclear, pending the identification of additional mutations in

familial CRC cases.

The findings obtained in this study supports an oligogenic model for the exome-
sequenced family, where concomitant germline mutations in BRF1 and BARD1, and
probably also in CLCA1 and MXRAS, cause the aggregation of CRC cases in the family.
In this regard, whole-exome sequencing in individual families arises as a useful strategy
to identify these rare or novel mutations in several cancer predisposing genes. In our
study we have identified mutations in BRF1 and BARD1 in several unexplained CRC
families (up to 1.84% (11/598) for BRF1 and up to 2.8% (5/179) for BARD1, where
probably the combination of these and other (low/moderate risk) variants and/or life-

style factors, determine the penetrance and cancer aggregation observed in the families.
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MATERIAL AND METHODS

Patients and samples

Family 1 (whole-exome sequencing)

Family 1 consisted of three CRC-affected family members and one early-onset breast
cancer patient. One of the CRC-affected individuals was first-degree relative of the
other two, and the breast cancer patient, daughter of one of the CRC patients (Figure 1).
The tumor developed by individual 111.1 at age 62, corresponded to a pT2pNOpMO
grade 2 microsatellite-stable tumor located in the sigma. The CRC developed by I11.2 at
age 65 corresponded to a pT3pN1pMO grade 2 microsatellite-stable tumor (unknown
location in the colon). The rectal tumor developed at age 40 by individual 1V.3 was
pT3pNOpMO, grade 2, and showed normal expression of MLH1, MSH2, MSH6 and
PMS2, assessed by immunohistochemistry. The breast tumor developed by I1V.2 at age
38 (pT1CpN1pMO0) was estrogen receptor- and progesterone receptor-positive. Sanger
sequencing of the exons and exon-intron boundaries of MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2
in individuals 111.2 and 1V.3, and study of large rearrangements by MLPA, confirmed
the absence of a germline defect in the MMR system. The family was recruited through
the Genetic Counselling Unit of the Hereditary Cancer Program of the Catalan Institute
of Oncology, IDIBELL. The studied members of the family signed a specific informed

consent for this project.

Validation series

BRF1 mutation screening was performed in 151 Amsterdam-positive MMR-proficient
unrelated probands and in 396 additional MMR-proficient familial non-polyposis CRC
patients (351 families); 390 of whom corresponded to confirmed Bethesda-positive
cases. For the remaining 6, no specific information on family history was available,
although they had been referred to familial cancer diagnostic units for genetic testing.
All 396 non-Amsterdam familial CRC cases had been referred to the Hereditary Cancer
Program of the Catalan Institute of Oncology in the Spanish region of Catalonia
between 1999 and 2012.

Among the 151 Amsterdam-positive cases, 92 (60.9%) fulfilled Amsterdam | and 59

(39.1%) Amsterdam 11 criteria. These were recruited at different hospitals in Spain: 42
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were assessed through the Hereditary Cancer Program of the Catalan Institute of
Oncology; 30 were evaluated at San Carlos University Hospital in Madrid; 27 were
recruited in Castilla y Ledn (Institute of Biology and Molecular Genetics, Valladolid),
27 in the Valencia Region (biological samples obtained from the Valencian Biobank
Network and the Valencian Hereditary Cancer Program); 18 were recruited through the
Human Genetics Program of the Spanish National Cancer Research Center (CNIO) in
Madrid; and 7 were obtained from the Cancer Institute of the Central University
Hospital in Oviedo, Asturias. These 151 probands were also screened for mutations in
CLCAL, MXRA8 and hsa-miR-578.

BARD1 mutation screening was performed in 177 Amsterdam-positive unrelated
probands. These consisted on the 151 mentioned in the previous paragraph plus 24
additional probands from the Valencian Region, 12 de Octubre Hospital (Madrid) and
San Carlos University Hospital (Madrid). These made a total of 101 (57.1%)
Amsterdam | families and 76 (42.9%) Amsterdam I1.

In all cases MMR proficiency in the tumors was characterized by the absence of
microsatellite instability and expression of the MMR proteins MLH1, MSH2, MSH6
and PMS2, assessed by immunohistochemistry.

Informed consent was obtained from all subjects and the study received the approval of
IDIBELL Ethics Committee (PR073/12).

DNA and RNA extractions

DNA from peripheral blood was extracted using the FlexiGene DNA kit (Qiagen,
Valencia, CA). DNA quantity and quality were evaluated using Nanodrop (Thermo
Scientific, Waltham, MA), Picogreen (Life Technologies, Carlsbad, CA), PCRs of
different length amplicons and 1% agarose gels. DNA from formalin-fixed paraffin-
embedded (FFPE) tissue was extracted from 10 uM thick tissue sections, selecting
manually the tumoral areas guided by a hematoxilin-eosin stained slide. After
deparaffinization with xylene, the tissue was incubated with sodium thiocynate
(NaSCN) to remove crosslinks, and then digested with Proteinase K before phenol-
chloroform purification. RNA from lymphocytes was extracted after their culture in

PBS for five days using a Trizol/Chloroforom/lsopropanol standard protocol.

17125



Lymphocytes were growth both in absence or presence of puromycin (added 6 hours
before stopping cell growth). RNA quality was evaluated using Nanodrop (Thermo
Scientific, Waltham, MA) and finally RT-transcribed into DNA using the Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

RNA for miRNA studies was extracted using High Pure FFPE RNA Micro Kit (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) for tumor FFPE samples, while standard
extraction procedures using Trizol/Chloroforom/Isopropanol were used for the fresh

tissue samples.

Whole-exome capture and massively 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 11 fusion DNA polymerase) with SureSelect Primer and SureSelect
Pre-capture Reverse PCR primers, quality 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 Illumina 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, (Li and Durbin et al. 2009) and a BAM file
was generated using SAMtools (Li et al. 2009) PCR-duplicates were removed using

SAMtools and custom scripts, and initial SNP calling was performed using a
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combination of SAMtools and Sidrén as previously described (Puente et al. 2011)
Common variants, defined as those present in doSNP135 with a minor allele frequency

>1%, were filtered out.

Mutation identification in pooled samples

Index patients were screened for new mutations in BRF1 by using a combination of
pooled samples, PCR amplification and high-throughput sequencing, as previously
described (Puente et al. 2011). Amplification was performed using Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) and custom-

designed primers.

Direct automated sequencing

Cosegregation studies, sample identification within the pools, and mutation screening of
BARDL1 in the additional 177 Amsterdam-positive patients, were performed using a
standard protocol for Sanger sequencing. Sequencing was performed on an ABI
Sequencer 3730 and data analyzed using Mutation Surveyor v.3.10.

Loss of heterozigosity (LOH)

LOH in BRF1, CLCAl1, MXRA8 and BARD1 was assessed by combining Sanger
sequencing, analysis of microsatellites and SNaPshot of the corresponding germline
mutation. SNP or microsatellite markers located within the corresponding gene or in its
proximity were used to assess LOH. Moreover, the LOH analysis perfomed by studying
the corresponding germline mutation in tumor and corresponding normal tissue allowed
the discrimination of the wildtype from the mutated alleles. LOH was considered 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 non-tumor DNA.

In silico functional prediction of genetic variants

Protein damage prediction caused by missense genetic variants was performed with the
in silico algorithms PolyPhen-2, SIFT, Condel and MutationTaster2 (Adzhubei et al.
2010; Kumar et al. 2009; Gonzalez-Perez and Lopez-Bigas, 2011, Schwarz et al. 2014).
Potential disruption or creation of splicing sites or splicing regulatory elements
(enhancers or silencers) was evaluated with the program Human Splicing Finder 3.0

(Desmet et al. 2009). Moreover, a quantitative measure of the splicing impact of the
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variants was performed using the ESR-seq score system developed by Ke et al. (Ke et
al. 2011), and performed as described as Di Giacomo et al. (Di Giacomo et al. 2013).
This measurement is based on the evaluation of all RNA hexamers as potential exonic

splicing elements.

Evaluation of hsa-mir-578 expression

Evaluation of the effect of the mutation on the hsa-mir-578 expression was evaluated in
the RNA extracted from lymphocytes of patient 111.2 (Figure 1) and of a cancer-free
control, using RNU44 as positive control of expression. Also, hsa-mir-578 expression
was assessed in the RNAs extracted from the mutation carriers’ (111.1, 111.2 and 1V.111)
FFPE tumor tissues and from 4 fresh frozen normal colon tissues from unrelated CRC
patients. RNA was reverse-transcripted by using the TagMan MicroRNA Reverse
Transcriptase Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA), following the manufacturer’s
instructions. Quantitative RT-PCR was carried out with TagMan Gene expression
Assays (Life Technologies, Carlsbad, CA) in the LightCycler 480 real-time PCR

detection system (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

Immunohistochemistry

BRF1 and CLCAl protein expression was assessed in tumors by
immunohistochemistry. Xylene-dewaxed paraffin tissue sections (4 microns thick) were
heated for three minutes in a pressure cooker containing sodium citrate pH=6.
Endogenous peroxidase was inactivated by sample immersion in 3% H,0, dilution for
10 minutes. Blocking was performed with 1:10 goat serum diluted in PBS for one hour
at room temperature. The BRF1 primary antibody (ab84560, Abcam, Cambridge,
Massachusetts, diluted at 1:32) or the CLCA1 primary antibody (ab180851, Abcam,
Cambridge, Massachusetts, diluted at 1:50), were incubated overnight at 4°C. After
rinsing, the EnVision system-goat secondary antibody (Dako, Carpinteria, CA, USA)
was incubated for 60 minutes at room temperature and subsequently revealed with DAB
substrate (Dako, Carpinteria, CA, USA) exposed for 3 minutes. Slides were finally

stained in hematoxylin and dehydrated (alcohol/xylene).

Culture of lymphocytes and splicing analysis
The alteration of splicing by the BRF1 changes ¢.1459+2T>C and ¢.1516-4C>G was

tested experimentally. Peripheral blood lymphocytes from the corresponding carriers
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were cultured in presence and absence of puromycin as previously described (Segui et
al. 2014). RNA was extracted and reverse transcription performed using standard
protocols (Segui et al. 2014). PCR amplification of the obtained cDNA was performed
for the BRF1 regions comprised between exons 11 and 15 for the study of
€.1459+2T>C, and between exons 14 and 16 for ¢.1516-4C>G. The PCR product was
run in a 1.5% agarose gel and visualized in a UV transilluminator. For ¢.1459+2T>C,

the anomalous band was cut and subsequently processed for Sanger sequencing.

BRF1 and BARD1 structure stability predictions

The main isoform of human BRF1 (UniProt: Q92994) is comprised by 677 amino acids.
The three-dimensional (3D) structure is yet uncharacterized and different annotations of
structural-disordered regions of BRF1 can be found in the database MobiDB
(http://mobidb.bio.unipd.it/entries/Q9Y2MQ0). The first 100 amino acids region was
modeled with I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER), based on
two crystallographic structures determined for Saccharomyces cerevisiae RNA pol 11-

TFIIB. The Zinc ion union amino acids Cys6, Cys9, Cys25 and Cys28 were properly
identified by the model, supporting its accuracy. The region comprised between amino
acids 99 and 267 was analyzed based on a model described in SwissModel which uses
as pattern the structure PDB ID: 1 ais, chain B which has 32% sequence identity. This
percentage is over the threshold of 30%, established for reliable fold assignment. The
region comprised between amino acids 293 and 677 is predicted by consensus as a
disordered structure. Within this region are two domains which, based on
Interactome3D models, interact with hTBP (amino acids 253-335) and hBRF1 (amino
acids 453-493).

Full-length BARD1 (Uniprot Q99728) has 777 amino acids and contains several
domains including a BRCAL binding N-terminal finger domain and three tandem
ankyrin repeats. I-TASSER tool was used to generate a 3D model for the region
comprised between amino acids 141 and 424. This area includes multiple disordered
subregions consensually predicted by several programs. The 3D X-ray-based structure
for the region comprised between amino acids 568 and 777 had been previously
resolved (PDB ID: 2NTE).
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The effect of the identified variants on the stability of the protein 3D structure was
predicted using four different programs: CUPSAT (http://cupsat.tu-bs.de) (Parthiban et
al. 2006), I-Mutant 2.0 (http://folding.biofold.org/i-mutant/i-mutant2.0.html) (Capriotti
et al. 2005), ERIS (http://troll.med.unc.edu/eris/) (Yin et al. 2007) and PoPMusSiC
(http://dezyme.com) (Dehouck et al. 2011; Gonelli et al. 2012).
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DISCUSION

La presente tesis engloba diferentes proyectos centrados en la investigacion de la naturaleza y el origen
causal de varios tipos de CCR hereditario: El Sindrome de Lynch (SL), el cancer colorrectal familiar de
tipo X (CCRFX) y la poliposis asociada a la actividad reparadora de la polimerasa. La intencién global de
este trabajo es contribuir al esclarecimiento de las bases genéticas de estas formas de CCR familiar. De
este modo, se pretende lograr una mejor comprension de las mismas, lo cual pueda contribuir a
optimizar los procesos de diagndstico y consejo genético, y en Ultima instancia, a mejorar su prevencion
y tratamiento. Los cuatro estudios realizados en la presente tesis, recogidos cada uno en articulos
independientes, seran discutidos por separado debido a su diferente tematica y objetivo.

A. MODIFICACION DEL RIESGO AL CANCER EN EL SINDROME DE LYNCH POR UNA
VARIANTE EN EL GEN DE LA TELOMERASA

A.l. La motivacién y el enfoque del estudio

Tal y como se explico el apartado 6 de la Introduccidn, el SL esta causado por alteraciones que afectan
al correcto funcionamiento de los genes MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, y cuya consecuencia final es el
fallo del sistema de reparacion de bases desapareadas (MMR, del inglés mismatch repair). Existe una
amplia variabilidad en el riesgo de cancer asociado al SL en funcidn tanto del gen afectado como de la
naturaleza de las propias mutaciones causales. Sin embargo, la manifestacion del SL y la edad de
apariciéon del cancer también difieren notoriamente dentro de una misma familia o entre familias
portadoras de una misma mutacién. Una parte de estas diferencias podria deberse al efecto de los
factores ambientales o del azar. Sin embargo, es l6gico considerar la influencia de variantes genéticas
propias de cada individuo como factor modulador de esta variabilidad fenotipica. Hasta la fecha, puede
asumirse que existen indicios suficientes para considerar que la variante ¢.163C>G (p.H63D) en el gen
HFE y el polimorfismo de repeticién CA cerca del promotor de IGF-1 provocan incrementos de riesgo al
cancer en SL (Shi et al., 2009; Reeves et al., 2008a). Los SNPs rs16892766 (8923.3) y rs3802842
(11923.1) —identificados como variantes de riesgo al CCR en la poblacién general- han sido
relacionados a su vez con incrementos de riesgo a cadncer en SL, aunque estudios mas recientes no han
podido confirmar dicha asociaciéon (Talseth-Palmer et al., 2012; Houlle et al., 2011; Win et al., 2013b).
Por otro lado, los cambios ¢.677C>T (p.A222V) y ¢.1298A>C (p.E429A) heredados en trans en el gen de
la enzima metileno-tetrahidrofolato reductasa (MTHFR) ejercerian un papel protector (Reeves et al.,
2009).

Alteraciones en la longitud telomérica han sido identificadas en numerosos tipos de cancer, siendo un
rasgo generalmente visible desde las etapas iniciales de la progresiéon tumoral (Mu et al., 2012; Londono-
Vallejo et al., 2004; Meeker et al., 2004). Debido a que la telomerasa es la enzima encargada del
mantenimiento de los telémeros, no es de extrafiar que variantes en el gen hTERT, el cual codifica la
subunidad catalitica de esta enzima, hayan sido asociadas con incrementos de riesgo en diversos tipos
de cancer, entre ellos el CCR (Kinnersley et al., 2012; Peters et al., 2012) (Introduccién, Capitulo 9).
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Considerando la gran variabilidad en la penetrancia del SL, y la influencia de los telémeros y la
telomerasa en el riesgo y desarrollo del cancer, decidimos plantear el estudio del papel de varias
variantes en hTERT en el riesgo a cancer en SL. Para ello, realizamos un genotipado inicial de 6 SNPs
de hTERT en una serie inicial de 106 portadores de mutacion en los genes MMR (afectos de SL). La
intencion fue identificar posibles diferencias en la distribucion alélica entre los afectos de cancer y los
portadores sanos, lo cual haria sospechar del papel de la variante en el riesgo a cancer. EI SNP
rs2075786 (c.2654+269G/A), el cual se ha relacionado con un incremento de riesgo al cancer de pulmén
(Hosgood et al., 2009; Van Dyke et al., 2009) mostré un cierto desequilibrio en la proporcién de ambos
grupos, captando nuestro interés. En base a este resultado, se planted un estudio en mayor profundidad
para evaluar el papel de rs2075786 en el riesgo a cancer en portadores de SL. El objetivo final de este
estudio fue la valoracién de la inclusion de hTERT rs2075786 en las predicciones de riesgo en el SL, lo
cual podria ayudar a afinar programas de seguimiento individualizados en base a los riesgos propios de

cada paciente.

Este estudio planteado incluyé el genotipado para la variante hTERT rs2075786 de dos series
independientes de portadores de SL de Espafia y Holanda con individuos tanto afectos de cancer
asociado a SL como no afectos. El efecto del polimorfismo también fue interrogado en una serie de
controles sanos y afectos de CCR esporadico. El resultado global fue la identificacion de un riesgo
relativo (RR) de 2.90 (IC 95% = 1.02-8.26) de desarrollar un cancer asociado a SL para el genotipo
hTERT rs2075786 AA —al compararlo frente al riesgo de los portadores del genotipo GG- para aquellos
portadores de mutacion en los genes MMR menores de 45 afios de edad.

A.2. El estudio inicial

El estudio inicial basado en la serie espafiola fue planteado como un estudio “piloto” para estudiar la
distribucién de genotipos en portadores sanos y afectos de cancer asociado al SL. La comparativa de las
frecuencias genotipicas entre los dos grupos ofrecioé una ausencia de asociacion entre riesgo y genotipo.
La revision de los datos mostré sin embargo diferencias identificables a simple vista entre los pacientes
mas jovenes. Debido a que, implicitamente a su funcién de “reloj celular”, los telémeros se acortan
progresivamente a lo largo de la vida (Harley et al., 1991; Lindsey et al., 1991), la variabilidad de la
influencia del SNP en funcién de la edad pareci6 un planteamiento razonable. En base a esta
observacion, el andlisis se repitid utilizando la mediana de la edad de la serie (45 afios) como punto de
corte para establecer dos grupos diferenciados en base a la variable edad.

Debido a que la recoleccion de casos en la serie espafiola se realiza en base al asesoramiento genético
de familias, la proporcion de afectos incluidos en el estudio resultdé ser muy alta respecto al grupo de no
afectos (147 afectos frente a 108 no afectos). Para solventar esta cuestion, se enfrentdé al grupo de
pacientes con SL que habian desarrollado un CCR antes de los 45 afios versus todos aquellos que a esa
edad no lo habian padecido (independientemente de posteriormente fuesen afectos o continuasen libres
de céncer). El alelo hTERT rs2075786 A (en su forma homo- y heterocigota) mostré6 una mayor
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frecuencia en el grupo de afectos menores de 45 afios. Si bien el nimero de muestras —y sobre todo el
namero de casos para el genotipo hTERT rs2075786 AA era bajo—, la tendencia identificada se

considero de interés como para validar los resultados en una serie independiente.

Aprovechando la disponibilidad de datos relativos a la longitud telomérica en linfocitos de los pacientes
con SL afectos de cancer, se decidié comparar dichas longitudes en funcién de los genotipos obtenidos.
Los pacientes con genotipo hTERT rs2075786 AA mostraron una longitud telomérica en sangre periférica
menor que la de los pacientes GG (p=0,011) y AG (p=0,058). Este resultado centrd por tanto el efecto del
alelo A, en homocigosis, sobre la longitud telomérica en afectos de cancer en SL.

En conclusion, a pesar de la falta de significacion estadistica de este estudio piloto, pudo deducirse la
participacion del alelo hTERT rs2075786 A en un potencial incremento de riesgo a cancer asociado al SL
en pacientes menores de 45 afios. Esto podria estar asociado a un acortamiento telomérico en

portadores homocigotos.

A.3. Estudio de validacion en una serie independiente

La serie holandesa constituye una de las series de familias con SL mas extensas disponibles a nivel
mundial e incluye ademas un gran numero de portadores no afectos de cancer. Tras realizar el
genotipado de los pacientes disponibles para hTERT rs2075786, la comparativa global de genotipos no

mostro diferencias entre afectos y no afectos, reafirmado lo anteriormente descrito en la serie espafiola.

Tras ello, se repitié el andlisis anterior en funcion de la edad de corte de 45 afios. En base a la mayor
disponibilidad de portadores no afectos en la serie holandesa, se decidié establecer una comparativa de
tipo “transversal”, agrupando los individuos en funcién de su caracter “afecto” o "no afecto” y de su edad
(</> de 45 afios) en el momento de la recogida de datos. Otra de las caracteristicas clave de esta serie
es la especificacion de los pacientes en los que se habian realizado previamente polipectomias. La
reseccion de pdlipos identificados mediante colonoscopias reduce considerablemente la tasa de CCR y
la mortalidad asociada (Engel et al., 2010). Por lo tanto, la eliminacién de aquellos casos en los que se
habia realizado dicha intervencién permitid eliminar potenciales falsos negativos, afinando mas la

comparativa.

En esta segunda ocasion, los individuos afectos menores de 45 afios mostraron una ligera frecuencia
superior del alelo hTERT rs2075786 A respecto al grupo control, agudizandose esta diferencia de forma
notoria en el caso del genotipo homocigoto AA (RR[AA/GG] = 2,90). Esto mostrd una ligera discordancia
con el estudio inicial, donde dicho genotipo AA no se encontraba sobrerrepresentado en el grupo de
afectos (lo estaba el alelo A en el conjunto), pero si correlacionaba con la menor longitud telomérica
encontrada en los afectos de cancer con este genotipo. Debido al enfoque transversal y el mayor nimero
de muestras incluido, el incremento de riesgo del alelo A en su forma homocigota se consider6 mas

consistente.
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A.4. El efecto del genotipo AA en hTERT rs2075786 en el CCR esporadico.

En base al papel modificador de hTERT rs2075786 en el SL, planteamos la evaluacion de su efecto esta
vez, sobre el riesgo a desarrollar CCR esporadico en la poblacion general. La comparativa realizada
entre individuos sanos y afectos de CCR esporadico, todos ellos sin SL, no identificd ninguna relacién en
la comparativa global ni tampoco estratificando por edades. Estos resultados estan en concordancia con
los obtenidos por Hofer y colaboradores donde no se identificd ninguna asociacion entre siete variantes
en hTERT (entre ellos rs2075786) y el incremento de riesgo de CCR o de poliposis (Hofer et al., 2012).

En base a estos resultados, es importante considerar que mientras en el CCR esporadico la inestabilidad
cromosomica (IC) esta presente en una alta proporcion de los casos, en el SL el mecanismo de
inestabilidad génica es la inestabilidad de microsatélites (IMS) (Herzig y Tsikitis., 2015; Vasen et al.,
2005). La divergencia en los mecanismos moleculares en el desarrollo del CCR hace Idgico el diferente
impacto del SNP en la predisposicién a esta enfermedad. Igualmente es importante destacar que nuestro
estudio reveld un incremento de riesgo a cualquier tipo de cancer asociado a SL, por lo que es obvio que
los mecanismos implicados van mas alla de los propios y exclusivos del CCR. La evaluacién del impacto
de este SNP en tumores esporadicos extracolénicos con IMS aclararia si el riesgo identificado en este
estudio es extrapolable al mecanismo IMS o es un rasgo mas bien propio de los tumores asociados al SL.

A.5. Posibles mecanismos causales del incremento de riesgo asociado a hTERT rs2075786.

a) Hipotesis acerca del efecto fisiologico de la variante

Diferentes estudios de prediccion in silico fueron realizados con la intencion de identificar las
implicaciones fisioldgicas del cambio hTERT rs2075786 (c.2654+269G/A) en la regulacién de la
transcripcion génica. A pesar de que la variante no parecia alterar zonas de union de microARNs o de
regulacidon de splicing, si se identifico la rotura de un sitio de unién para el receptor X retinoide alfa
(RXRA).

El &cido retinoico (AR) es un metabolito que deriva de la vitamina A. Participa en numerosas funciones
de crecimiento, diferenciacién y apoptosis, siendo su presencia indispensable para el crecimiento y
desarrollo de los cordados (De Luca 1991; Duester et al., 2008). Cuando el AR esta presente, éste se
une al receptor de &cido retinoico (RAR), el cual a su vez se enlaza con RXRA formando un
heterodimero. Este complejo se une al ADN en zonas denominadas “elementos de respuesta al acido
retinoico” (ERAR), cuya consecuencia es la induccion o la activacion de diferentes genes. En este caso,
se sabe que la unién de RAR-AR-RXRA al sitio ERAR provoca una disminucién de la expresion por
desregulacion del gen hTERT causando una disminucion de la actividad telomerasa (Ding et al., 2002;
Pendino et al., 2003 (Figura 23).
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Figura 23. Mecanismo de inhibicion de la expresion de hTERT mediante la uniéon del complejo
represor activado por el acido retinoico a laregion ERAR. Adaptado de Marletaz et al., 2006.

Por ello, la rotura del sitio ERAR debido a la presencia del alelo hTERT rs2075786 A impediria la union
del complejo RAR-AR-RXRA, evitandose la accion pro-silenciamiento de hTERT ejercida por esta union.
Tal y como se explicd en el capitulo 9 de la introduccion, la resolucion del problema del agotamiento
telomérico es una de las competencias necesarias para que avance la progresion tumoral (Hanahan y
Weinberg, 2011). La actividad de la telomerasa se encuentra sobreexpresada en el 85% de todos los
canceres, lo cual demuestra su importancia como mecanismo evasor de la senescencia por acortamiento
telomérico (Shay et al., 1997). La consecucién de esta competencia correlaciona con un peor prondstico
y una mayor malignidad en el CCR (Li et al., 2013; Bertorelle et al., 2013). La desaparicion del sitio de
union a RAR-AR-RXRA podria conllevar a una transicion mas rapida desde la inhibicion natural (propia
de las células somaticas adultas) a su activacion, satisfaciéndose asi la necesidad tumoral de replicacion
telomérica. Este seria uno de los potenciales mecanismos implicados en el aumento de riesgo a cancer
asociado al alelo A de hTERT rs2075786, ya que podria acelerar la transicion adenoma-carcinoma y/o la

malignizacién tumoral.

b) Acortamiento telomérico ligado a la forma homocigota del alelo A de hTERT rs2075786

Los datos relativos a la longitud telomérica de los portadores SL de la serie espafiola indicaron la
presencia de teldmeros mas cortos en linfocitos portadores del genotipo AA. Este hecho seria
consecuencia de un mecanismo no directamente relacionado con la rotura del sitio de unién para RXRA.

Sin embargo, igualmente podria estar implicado en la predisposicién a cancer antes mencionada.

La longitud telomérica ha sido frecuentemente estudiada (generalmente en linfocitos) como posible
marcador de riesgo a cancer (Burke et al., 2013; Ma et al., 2011; Willeit et al., 2011; Julin et al., 2015). En
CCR los resultados obtenidos son muchas veces contradictorios entre si. Algunos estudios recientes
parecen indicar que la alteracion tanto por exceso como por defecto podria provocar en ambos casos
una mayor predisposicion a este tipo de cancer (Jones et al., 2012; Cui et al., 2012).
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Considerando el SL, un estudio de Bozzao y colaboradores identific6 una tasa de acortamiento
telomérico mas veloz en individuos SL con mutaciones germinales en MSH2, los cuales ademas
desarrollaban cancer a edades mas tempranas (Bozzao et al., 2011). Un andlisis realizado por nuestro
grupo, también identificé teloméros mas cortos y una tasa de acortamiento mas rapida en los pacientes
SL afectos de cancer respecto al grupo de portadores sanos (Segui et al., 2013). Considerando que el
acortamiento telomérico es un factor de riesgo en el SL, la confluencia de telémeros cortos y el mayor
riesgo de cancer en los pacientes con el genotipo hTERT rs2075786 AA apoya la hip6tesis planteada en
este articulo.

Un hecho interesante y que contrasta con los datos aqui observados es la identificacion, en un estudio
realizado por nuestro grupo, de un incremento de riesgo a desarrollar CCR en individuos con céncer
colorrectal familiar de tipo X (CCRFX) que tienen los telémeros mas largos (Segui et al., 2014c). Este
resultado, en consonancia con el encontrado por Cui y colaboradores, deberia ser relacionado con un
mecanismo diferente al que explicaria la predisposicion causada por los telomeros cortos encontrada en
el SL. Considerando la importancia del sistema MMR como mecanismo de generacion de inestabilidad
genomica en el desarrollo tumoral, no es de extrafiar que la longitud telomérica pueda influir de diferente
modo en el CCRFX y el SL. Esto es igualmente extrapolable a la influencia de la activacion mas
temprana de la telomerasa en el desarrollo tumoral.

c) Interpretacion de los resultados obtenidos

La razon por la cual el incremento de riesgo asociado al genotipo hTERT rs2075786 AA no puede
encontrarse a edades avanzadas es una cuestion compleja. Una posibilidad es que al aumentar la edad,
se incremente la proporcion de canceres originados por mecanismos donde el acortamiento telomérico o
la activaciébn mas temprana de la telomerasa no sean tan relevantes para la progresién tumoral. Por
ejemplo, es posible que la acumulacibn de mutaciones —propia del SL— pueda generar vias de
progresién tumoral capaces de activar la telomerasa por mecanismos independientes a la rotura del sitio
de unién a RXRA, enmascarando el efecto de la variante hTERT rs2075786 AA. Otra hipotesis es que, si
la longitud telomérica es especialmente corta (considerando el efecto de la edad superior, sumado al de
menor longitud asociada a genotipo AA), la activacion temprana de la telomerasa en la transicién tumoral
no juegue un papel tan importante como en individuos con telémeros mas largos.

La diferente actuacion de hTERT rs2075786 en funcion de la edad y/o el tipo de CCR supone un caracter
pleiotrépico de este SNP. Un meta-analisis reciente analizando los resultados de varios GWAS en seis
tipos de cancer diferente identificé cinco loci independientes en hTERT en los que existen asociaciones
tanto protectoras como de riesgo para al menos tres tipos de cancer distintos (Wang et al., 2014) (Figura
24).
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Figura 24. Estudios de asociacion positivos para el riesgo a diferentes tipos de cancer en seis loci
independientes de la region TERT-CLPTMLL. Se indican los resultados positivos para los test no condicionales
(rombos azules). Las cajas rojas indican incrementos de riesgo, mientras que las cajas verdes corresponden a
efectos de tipo protector. Los estudios incluidos corresponden a los siguientes tipos de cancer y poblaciones
(donde se indica): AALung: cancer de pulmén en afroamericanos; AsianLung: cancer de pulmon en asiaticos;
EurLung: cancer de pulmén en europeos; Pegasus: cancer de prostata; AdvPrCa: cancer de préstata avanzado;
PanScan: cancer de pancreas; ChinaPC: cancer de pancreas en poblacion china; Bladder NCI: cancer de vegija;
Glioma Scan: Glioma; TGCT NCI: cancer de células germinales testiculares. Adaptado de Wang et al., 2014.

Estos resultados demuestran que cambios presentes en la secuencia de hTERT, conllevan alteraciones
leves del funcionamiento de la proteina que comportan efectos diferentes segun el tejido. Esto apoya la
variabilidad de efectos de las variantes en hTERT en funcidén de los diferentes mecanismos tumorales

implicados.

A.6. Otras consideraciones.

Debido a la alta frecuencia de falsos positivos en los estudios de identificacion de modificadores de
riesgo (en parte debidos a la limitacién en el acceso a series grandes y bien documentadas de pacientes,
al gran nimero de variantes que son testadas o a las pequefias magnitudes de efecto que se consideran
relevantes), es siempre imprescindible contar con estudios complementarios. En este caso, seria de vital
importancia realizar una validacion completa en un minimo de dos series adicionales independientes con

namero de pacientes SL mayor incluso al de la serie holandesa.

De manera general, puede considerarse que los resultados aqui obtenidos muestran un incremento de
riesgo 2,5 veces superior a cancer asociado a SL en pacientes portadores de la forma homocigota AA de
hTERT rs2075786 menores de 45 afios respecto al grupo de pacientes con genotipo GG. Debido a la
dificultad de encontrar modificadores de riesgo que generen RR superiores a 2, seria de gran interés
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repetir los analisis aqui realizados en series adicionales. Si estos resultados se confirman, los pacientes
SL jovenes portadores del alelo AA deberian ser sometidos a un protocolo de prevencién de CCR (y

otros tumores SL) més exhaustivo que aquellos portadores con genotipos GG/GA.

Los hallazgos identificados en este estudio sin embargo, no son aplicables a dia de hoy en los protocolos
de diagnostico y de consejo genético de cancer familiar. La moderada fraccion de heterogeneidad en la
penetrancia del SL capaz de ser explicada actualmente en base a mecanismos genéticos es todavia muy
baja. Por ello, las recomendaciones actuales para los pacientes con SL son exhaustivas y homogéneas,
considerandose en alto riesgo a todos los portadores. Sin embargo, la identificacion de nuevas variantes
asociadas a riesgos de cancer en el SL asi como el mayor conocimiento en las causas de la variabilidad
en la penetrancia del SL posibilitaran en un futuro la adaptacién de los programas de prevencion de una
forma més individualizada. Esto permitira optimizar los recursos disponibles, al mismo tiempo que

aumentara la capacidad de deteccion del cancer en los pacientes de mayor riesgo.
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B. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS TUMORES DESARROLLADOS EN EL CONTEXTO
DEL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR DE TIPO X.

B.1. Contextualizacion y planteamiento del estudio.

Aproximadamente el 40% de las familias que cumplen los criterios de Amsterdam no presentan fallos
germinales en el sistema MMR, quedando agrupadas bajo la denominacién del cancer colorrectal familiar
de tipo X (CCRFX) (Lynch et al., 2009). En estas familias, la agregacién de CCR no puede explicarse en
base a mutaciones en genes asociados a alto riesgo de CCR 0 a otras causas genéticas conocidas. La
caracterizacion de los tumores desarrollados en este contexto podria ser una buena estrategia para
identificar rasgos particulares de este tipo de tumores. De esta forma, aquellas vias alteradas
especificamente en los tumores CCRFX podrian conducir a la razon molecular de la agregacion de CCR

presente en este grupo de familias.

El SL y el CCRFX son las dos Unicas entidades que constituyen el CCR hereditario no polipésico. A
pesar de esta cercania en la clasificacion del CCR hereditario, el mecanismo de iniciacion tumoral es
claramente distinto: Mientras en el SL la inestabilidad génica se debe a la IMS, en el CCRFX la EMS es
un requisito de inclusiéon en el grupo. Estudios de expresion génica ya habian mostrado grandes
diferencias entre el SL y el CCRFX, considerandose la principal causa la diferencia en el estado del
sistema MMR (Dominguez-Valentin et al., 2013). Estas diferencias en la expresioén génica también fueron
identificadas en tumores esporadicos en funcién de la integridad en su sistema MMR, lo cual confirma la
enorme importancia de este mecanismo de reparacion en las caracteristicas moleculares de los tumores.
Nosotros consideramos que las diferencias entre los casos de CCR esporadicos y familiares sin fallos en
el sistema MMR (MMR+) podrian ayudarnos a identificar rasgos propiamente caracteristicos de las
formas familiares, facilitando la identificacion de las causas genéticas responsables del CCRFX..

En base a esta premisa, decidimos plantear una caracterizacion de 40 tumores CCRFX (36 Amsterdam |
y 4 Amsterdam II) disponibles en nuestro laboratorio, pertenecientes a 27 familias. Este analisis incluyo
el estudio genémico (ndmero de copia), el estudio del patron de metilacion de islas CpG vy el analisis de
varios puntos calientes de mutacion en los genes KRAS, BRAF, TP53 y PIK3CA. Finalmente, se realiz6
la comparacion de los resultados obtenidos frente a los descritos para el CCR esporadico MMR+.

B.2. El andlisis de numero de copia.

El estudio genético de 16 tumores CCRFX (14 Amsterdam | y 2 Amsterdam Il) provenientes de 14
familias mediante un array comercial de nidmero de copia especialmente disefiado para el estudio de
muestras incluidas en parafina (Oncoscan, Affymetrix), identificé la ganancia de los cromosomas 2, 7, 8q,
12q, 13q, 16, 19g y 20, y la pérdida de 18, 17p y 22q en mas de un tercio de los tumores CCRFX. Estos
cambios coinciden, a grosso modo, con los descritos en otras series de CCR familiar MMR+ (Therkildsen
et al., 2013; Middeldorp et al., 2013; Abdel-Rahman et al., 2005; Chen et al., 2013), aunque pudieron
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identificarse algunas variaciones especificas no descritas anteriormente. En base a la idea inicial de
estudio, se plante6 comparar estos resultados con los propios de tumores esporadicos equivalentes (con
el sistema MMR intacto). Gracias al proyecto The Cancer Genome Atlas (TCGA, “El Atlas del Genoma
del Cancer” en espafiol), es posible acceder de forma publica a numerosos perfiles moleculares de
diversas tipos tumorales. Esto posibilitd la obtencion del perfil de nimero de copia de 328 CCR
esporadicos MMR+, generando un grupo control consistente y representativo de este colectivo de
tumores. De este modo, se logré6 una mejora en la calidad del grupo de referencia respecto a los
utilizados en otros estudios anteriores de caracteristicas semejantes. La utilizacion del software Nexus
de BioDiscovery permitié analizar de forma homogénea los datos generados a partir de nuestras
muestras y los obtenidos a través del TCGA.

A pesar del limitado numero de muestras CCRFX incluidas en el array en nuestro estudio, el patron de
namero de copia generado mostrd una gran semejanza con el obtenido a partir de los 328 tumores
esporadicos procedentes de la base de datos TGCA. Este resultado, en concordancia con lo
anteriormente descrito en otras investigaciones, confirmd la elevada similitud existente entre los tumores
de CCRFX y de CCR esporadicos (Middeldorp et al., 2011; Dominguez-Valentin et al., 2013).

La comparativa del patrén de niumero de copia obtenido frente al de los casos esporadicos MMR+ arrojo
dosl/tres zonas diferencialmente alteradas: los brazos 2p y 2q se identificaron ganados en una frecuencia
superior en el grupo CCRFX, mientras que el brazo 10q se encontré6 perdido también en mayor
proporcién en este grupo. Estos cambios fueron identificados por primera vez como cambios especificos
del CCRFX frente al CCR esporadico sin alteraciones en el sistema MMR.

Middeldorp y Therkildsen encontraron ganancias en el brazo 20qg en el 77% y el 65% de los casos de
CCR familiar respectivamente, las cuales se identificaron como significativamente mas frecuentes
respecto a su grupos control de CCR esporadico (36% y 32% respectivamente). Nuestro estudio
identificé dicho cambio en un 75% de los casos, en consonancia con los datos anteriores. Sin embargo,
esta frecuencia es casi idéntica a la identificada en la serie de 328 casos esporadicos MMR+. Debido a
gue Middeldorp y Therkildsen establecieron comparaciones con series propias de casos esporadicos
mas pequefas (22 muestras en ambos casos), las diferencias identificadas pueden deberse mas a la
particularidad de su propio grupo control que a los cambios presentes en el grupo de CCRFX. Otros
estudios disponibles en la literatura muestran proporciones similares —o incluso mas elevadas— de
ganancias de la region 20gq en el CCR esporadico MMR+ (Laiho et al., 2003; Chen et al., 2013). Sin
embargo, no hay que descartar la posibilidad de que sus arrays tuviesen una sensibilidad de deteccion
de cambios menor, habiendo identificado diferencias realmente existentes entre ambos grupos.

En nuestro estudio identificamos por primera vez la ganancia del cromosoma 2 como un evento
significativamente mas frecuente en CCRFX. Las frecuencias de este cambio descritas en otros estudios
semejantes son bajas y similares a las descritas en los grupos de CCR esporadico control. Una posible
explicacion para esta observacion es que una parte de los tumores de nuestra serie estuvieran

originados por alteraciones en genes desencadenantes de un mecanismo de progresion tumoral que
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seleccionase aquellos clones con una sobreexpresién de uno o varios genes situados en el cromosoma
2. La validacién de esta observaciéon en casos adicionales podria estar indicando la existencia de un
mecanismo de desarrollo tumoral propio del CCRFX donde la ganancia de este cromosoma esté jugando
un papel relevante. La identificacion de nuevos tumores con la ganancia del cromosoma 2 posibilitaria la
realizacion de un estudio de ligamiento que podria conducir a la identificacion de los mecanismos
causales. Del mismo modo, una comparativa del patron de nimero de copia entre los casos con y sin
ganancia del cromosoma 2, podria ayudar a identificar mas alteraciones cromosémicas propias de esta

via concreta.

Otro cambio especifico identificado en nuestra serie CCRFX respecto a los tumores de CCR esporadicos
fue la pérdida mas frecuente de 10q al considerar Gnicamente los casos Amsterdam |. De nuevo, ésta
fue la primera vez que se identificé la pérdida de 10g como un rasgo significativamente mas frecuente en
CCRFX. Al igual que sucedia con el cromosoma 2, se sospecha que la pérdida de esta region podria
suponer una ventaja adaptativa en tumores que siguen una via de desarrollo tumoral determinada. La
pérdida de 10g ha sido identificada en diversidad de canceres diferentes, incluyendo el CCR (Frayling et
al., 1997; Karoui et al., 2004). El brazo 10q contiene varios supresores tumorales implicados en
sindromes hereditarios de CCR, como son BMPR1A, PTEN o BUB3 (Figura 25) (Howe et al., 2004;
Mester et al., 2013; de Voer et al., 2013). Aunque la pérdida de 10g no es uno de los cambios mas
frecuentes en CCR (Ver Introduccion, seccion 3.b.l) este evento podria jugar un papel relevante en la
progresién tumoral de determinados CCR en base a la relevancia de los genes que contiene. La
existencia de mutaciones germinales especificas en un subgrupo de pacientes CCRFX en combinacion
con la pérdida de 10q podria estar favoreciendo el desarrollo tumoral en este grupo de tumores.

o I el
IS P B o - Mm@ . o
v i i — — - = vy
— — — — [ | [ | [ ) [ ] [} L |
. 2. o o o o o o o o
=1 < =1 < = = < (=3 < o
- - = — — - - = o= -
— IS | — 1
] =] — o1 e ] = I i
-+ I —_ — i e =+ | v v
— — — [ -1 1 o 1
a. =% o o o fou o'| o o
=] o o o o o o| o =]
BMPR1A ‘
(Poliposis Juvenil) BUB3

PTEN (Incrementode riesgoa

(Poliposis hamartomatosa) padecer CCRa edad jéven)

Figura 25. Localizacién de varios genes relacionados con CCR familiar y/o hereditario situados en
el brazo cromosémico 10q.

Analizando los cariotipos obtenidos individualmente, observamos un patrén generalizado de inestabilidad
cromosOmica (>5 alteraciones cromosémicas) en 15 de los 16 tumores incluidos, mientras que la
muestra restante mostr6 dos alteraciones. Esto demuestra que los tumores CCRFX, tal y como se habia

identificado en estudios anteriores, siguen la via de la inestabilidad cromosémica como forma de
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inestabilidad gendmica (Middeldorp et al.,, 2011; Therkildsen et al., 2013; Chen et al., 2013). Los
resultados del array de tres tumores mostraron una menor intensidad en los cambios, debido
probablemente a su presencia en Unicamente una subpoblacion de células del tumor. Sin embargo, los
cambios detectados se asemejan a los patrones obtenidos en el resto de muestras. Esto hace pensar
gue en estos tres tumores la progresion de los clones con los cambios ventajosos sobre las células
menos diferenciadas se encontraba en fases mas iniciales. Otra posibilidad a considerar es que estas
tres muestras contengan una proporcion elevada de células normales.

Los datos disponibles acerca de las regiones con pérdida de heterocigosidad sin alteraciones o con
ganancias en el numero de copia (cn/gLOH, del inglés copy neutral/gain loss of heterozygosity) en
nuestro estudio son bastante limitados. De las siete muestras en las que pudimos analizar esta
caracteristica, Unicamente tres mostraron fragmentos grandes (>2 Mb) en cn/gLOH con una, cinco y seis
regiones identificadas cada una (Valor medio = 1,71 cn/gLOH por tumor). Los cambios cn/gLOH
identificados representan una proporcion muy baja de todas las aberraciones detectadas. Esto contrasta
con los datos obtenidos por Middeldorp y colaboradores, en cuyo estudio identificaron una media de 3,3
cnLOH por tumor (32% del total de las grandes alteraciones detectadas) o los resultados de Chen y
colaboradores donde identificaron 3,9 cnLOH por tumor (Middeldorp et al., 2011; Chen et al., 2013). Es
posible que debido al reducido numero de muestras incluidas en nuestro estudio, exista una
sobrerrepresentacion por azar de tumores con un namero reducido de cambios.

Un hecho llamativo es que dos muestras concentrasen 11 de los 12 cambios cn/gLOH identificados. Esta
distribucion desigual del nimero de regiones LOH por tumor también pudo observarse en el estudio
realizado por Middeldorp. El andlisis de la distribucién del nimero de regiones en cn/gLOH en ambos
estudios reveld una distribucién no-normal para ambos casos (Tabla 18). Esto es indicativo de que los
cambios no se producen de manera homogénea entre las muestras, pudiéndose tratar de un mecanismo
de inestabilidad genética especifico de cierto grupo de tumores. Ademas, el estadio tumoral de las
muestras con alta LOH en nuestro estudio es | y II, por lo que no parece ser un mecanismo propio de
fases tumorales avanzadas ni tampoco una caracteristica que aparezca al azar a lo largo del tiempo.

Tabla 18. Test de normalidad de Shapiro-Wilk para la distribucién del nimero de regiones en LOH
por tumor.

Estudio Muestras cn/gLOH Shapiro-Wilk "W" p
Middeldorp et al. 30 99 0,879 0,002669
Bellido et al. 7 12 0,7025 0,00395

B.3. El patrén mutacional en KRAS, BRAF, PI3BKCA y TP53.

Tal y como se explicé en la seccién 7.b.2 de la introduccién, existen determinadas vias moleculares de
especial importancia en el desarrollo del CCR. Entre ellas figuran la via de las MAP quinasas y de m-
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TOR, en las que intervienen proteinas como BRAF, KRAS, PIK3CA. Por otro lado, la funcién de supresor
tumoral de p53 es a su vez clave para la integridad celular. La comparativa de las frecuencias
mutacionales para los cuatro genes que codifican estas proteinas en los tumores CCRFX y los de CCR
esporadico MMR+ indicara si el grado de alteracion de las vias implicadas difiere entre ambas entidades.

Considerando los puntos calientes mas frecuentemente mutados en CCR esporadico para los cuatro
genes mencionados, se analizd el patron mutacional de 37 tumores CCRFX y 99 tumores de CCR
esporadico MMR+. Los resultados obtenidos (Figura 26) mostraron grandes similitudes entre ambos
grupos para BRAF, KRAS y PIK3CA, mientras que TP53 mostré una frecuencia mutacional superior en
el grupo de tumores esporadicos (diferencias no significativas).

40% / 37,9% 38,1% B CCRFX
-
35% -/ p=1 H CCR esp. MMR+
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3 30% v p=0,243
(1]
23,2%
E 25% g 6
3 20% g
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Figura 26. Frecuencias mutacionales obtenidas tras testar los puntos calientes méas importantes de BRAF,
KRAS, PIK3CA y TP53 en las series de CCRFX y de CCR esporadico MMR+. Se indica en rojo el valor de
“p” asociado ala comparacion entre ambos grupos de la frecuencia mutacional de cada gen.

Estudios similares en otras series de CCR familiar con estabilidad de microsatélites ofrecen frecuencias
mutacionales en consonancia con los resultados obtenidos para BRAF (0-13%), y para KRAS (17-40,3%)
(Sanchez-de-Abajo et al.,, 2007; Goel et al., 2010; Middeldorp et al.; Abdel-Rahman et al., 2005;
Sanchez-Tomé et al.,, 2014). Un Unico estudio ha analizado la frecuencia de mutaciones en TP53,
obteniéndose una frecuencia del 26% (Abdel-Rahman et al., 2005). La prevalencia de mutaciones en
PIK3CA también fue interrogada en otro estudio, sin encontrarse ninguna (0/29) (Middeldorp et al., 2011).
Estos datos, aun coincidiendo mayoritariamente con nuestros resultados, no pueden ser directamente
comparados debido a la diversidad de técnicas utilizadas y zonas de cada gen cubiertas por cada una de
ellas.

179



DISCUSION

Dos de los citados estudios realizaron una comparativa entre la frecuencia mutacional de KRAS y BRAF
de tumores de CCR familiar y de CCR esporadico MMR+. Al igual que en nuestro caso, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos (Sanchez-de-Abajo et al., 2007; Goel et al., 2010).
Considerando mutaciones especificas de nuestra serie CCRFX, destaca la ausencia de KRAS ¢.34G>T
(p.G12C), a pesar de ser el segundo tipo de mutacién mas frecuente en los tumores CCR esporadicos
analizados (presente en 11.4% de los tumores).

La mutacion V60OE en BRAF, de relativa alta frecuencia en tumores CCR con IMS esporéadicos, no
aparece como un evento frecuente en tumores CCRFX (ni tampoco en CCR esporadico MMR+).
Sanchez de Abajo y colaboradores identificaron 2 tumores con este cambio en una serie de 57 tumores
de CCR familiar, los cuales fueron diagnosticados a edad temprana (ambos a los 43 afios) (Sanchez-de-
Abajo et al., 2007). Un caso adicional identificado por Abdel-Rahman al analizar una serie de 23 tumores
de CCR familiar correspondié a un CCR diagnosticado a los 49 afios (Abdel-Rahman et al., 2005). Del
mismo modo, Middeldorp identificé el cambio BRAF p.V600E en 3 de los 26 tumores de CCR familiar
analizados en su estudio. Dos de estos CCR fueron diagnosticados a los 50 afios, mientras que el
tercero lo fue a los 72 afios (Middeldorp et al., 2011). El anico tumor con mutacion en BRAF identificado
en los 37 tumores CCRFX analizados en nuestro estudio corresponde a un CCR diagnosticado a los 37
afios de edad. Estos resultados en conjunto sugeririan la presencia de mutaciones en BRAF en el CCR
desarrollado a temprana edad en el CCRFX. Esto seria opuesto a lo descrito para los tumores CCR
esporadicos MMR+, en los que dichas mutaciones se asociarian a tumores desarrollados a edades
avanzadas (Kirzin et al., 2014).

La diferencia mas relevante identificada en el estudio se centra en TP53. Este gen mostro una frecuencia
mutacional del 13,5% en el grupo de tumores CCRFX, lo que supone una reduccion del 42% respecto al
grupo de tumores esporadicos (frecuencia mutacional del 23,2%). El bajo nimero de tumores CCRFX
disponibles supone una seria limitaciéon en la potencia estadistica, pudiendo ser ésta una de las razones
por la cual las diferencias no alcanzaron un valor significativo (p=0,243). La diferencia identificada podria
sugerir la existencia de vias especificas en los tumores CCRFX donde la mutacion de TP53 no resulta
tan crucial en la progresion tumoral. Abdel-Rahman también identificé una menor frecuencia mutacional
en sus muestras de CCR familiar frente a la descrita en literatura para los casos esporadicos (Abdel-
Rahman et al., 2005), aunque cubri6 zonas diferentes. El estudio de TP53 en series adicionales de casos
CCRFX seria de gran utilidad para ampliar la potencia estadistica y poder asi confirmar o descartar las
diferencias identificadas en nuestro estudio. Un hallazgo curioso es la ausencia de la mutacion ¢.844C>T
(p-R282W) en la serie CCRFX considerando que la mutacién mas frecuente identificada en TP53 en los

tumores de CCR esporadico MMR+.

En resumen, podemos afirmar que los tumores CCRFX y los CCR esporadicos MMR+ portan mutaciones
en KRAS, BRAF y PIK3CA en una proporcién similar. Los diferencias encontradas para TP53 sugeririan
una menor carga mutacional en los tumores CCRFX potencialmente ligada a un menor impacto de este
gen en el desarrollo de estos tumores. Sin embargo, la ausencia de significacion estadistica para este
hallazgo impide concluir con certeza sobre esta hipétesis. La limitacion al acceso de un nimero superior
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de tumores CCRFX hace que la potencia estadistica de las comparaciones entre grupos sea bastante
limitada. Por ello, la realizacién de un analisis similar en series mas amplias y cubriendo al menos las
mismas regiones génicas abarcadas en nuestro estudio, es necesaria para corroborar o descartar los

hallazgos identificados.

B.4. El fenotipo metilador de islas CpG

El fenotipo metilador de islas CpG (CIMP, del inglés CpG island methylator phenotype) es considerado
como un mecanismo de adquisicion de inestabilidad genémica independiente hacia el desarrollo tumoral,
estando presente en el 11-23% de todos los tumores de CCR. Existe ademas una proporcion de tumores
del 23-40% donde existiria un fenotipo CIMP mas suave, asociado a mutaciones en KRAS (Ogino et al.,
2006). El estudio genético de los 16 tumores CCRFX mostré la inestabilidad cromosémica como
mecanismo claro de generacion de inestabilidad genémica. Sin embargo, una menor proporciéon de los
casos CCRFX (1/16 en nuestro estudio) muestran patrones de inestabilidad cromosdémica mas suaves o
incluso ausencia total de aberraciones cromosOmicas, en consonancia con otros estudios (Abdel-
Rahman et al., 2005; Middeldorp et al., 2011; Therkildsen et al., 2013). Una hipotesis es que el fenotipo
CIMP en el CCRFX podria ser el mecanismo de inestabilidad genética en tumores con estabilidad
cromos6émica. Sin embargo, también podria estar presente en tumores con inestabilidad cromosémica
como mecanismo adicional de inestabilidad genémica (Cheng et al., 2008; Pino y Chung, 2010).

En nuestro estudio, interrogamos el estado CIMP de una serie de 25 tumores CCRFX mediante el
andlisis de la metilacion de ocho genes representativos del fenotipo global: CACNA1G, CDKN2A,
CRABP1, IGF2, MLH1, NEUROG1, RUNX3y SOCS1.

Un total de 22 de los 24 casos interpretables (91,7%) mostraron bajos niveles de metilacion (<3 genes
metilados) (Figura 27). En lineas generales, los tumores CCRFX no muestran fenotipo CIMP (CIMP-),
aunque se encontré un nivel constante de metilacion basal en la mayoria de muestras o incluso
moderado en una pequefia proporcion. Estos resultados van en linea con los obtenidos por Goel y
colaboradores, donde ninguno de los tumores CCRFX analizados mostro fenotipo CIMP (CIMP+) aunque
la mayoria era portador de un nivel moderado de metilacion basal generalizada (Goel et al., 2010). Este
patrén de metilacion moderada fue también identificado en series de tumores de SL y de CCR
esporadico sin defectos en el sistema MMR, donde una pequefia proporcién de casos fue clasificada
como CIMP+. Unicamente el grupo tumores esporadicos con inestabilidad de microsatélites mostré una
proporcion significativa de casos CIMP+. (Goel et al., 2010)
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Figura 27. Frecuencia de tumores CCRFX en funcion del nimero de genes cuyo promotor indicé
metilacion positiva de islas CpG.

Un reciente estudio en el que se analiz6 el estado CIMP de 23 tumores CCRFX clasificd su estado de
metilacion como CIMP-, baja-CIMP y CIMP+, en proporciones cercanas a un tercio para cada grupo
(Sanchez-Tomé et al., 2014). Estos resultados discreparian con los descritos en nuestra serie, donde la
fracciéon de casos con metilacion moderada (4-5 genes metilados) representa menos del 10% del total,
sin encontrarse casos con un patron claro de CIMP+. Es posible que el estudio de Sanchez-Tomé y
colaboradores haya establecido un bajo porcentaje de metilacién para considerar un promotor como
metilado, o que el pequefo tamafio de las series haya podido concentrar muestras de subgrupos
especificos en alguno de los estudios. El estudio de la metilacién CIMP en series adicionales de tumores

CCRFX ayudara a acotar la proporcioén real de casos CIMP+ presentes en esta entidad.

El fenotipo CIMP, tal y como se explica en el apartado 3.b.lll de la introduccién, suele ir ligado a rasgos
moleculares como la mutacién de BRAF V600E o fallos en el sistema reparador MMR. (Nosho et al.,
2008a). La EMS ligada a la propia definicion del CCRFX asi como la minima proporcion de casos

mutados para BRAF van en consonancia con la ausencia de CIMP en estos tumores.

En nuestra serie, la Unica muestra que mostré ausencia de inestabilidad cromosomica clara (con dos
grandes cambios cromosOmicos) no pudo evaluarse en su fenotipo CIMP por no disponer de suficiente
ADN tumoral. Sin embargo, no mostr6 mutaciones en BRAF ni en KRAS, lo que a priori no hace
sospechar en un fenotipo metilador positivo. Por otro lado, las dos muestras CCRFX con niveles
moderados de CIMP presentaron mutaciones en KRAS, una de ellas en homocigosis (la Unica con esta
condicién identificada en el estudio). Esto encajaria con el fenotipo de CIMP suave asociado a
mutaciones en KRAS (Nagasaka et al., 2008; Ogino et al., 2006). En cierta manera, algo similar se

describe en el estudio de Sanchez-Tomé, donde 2/7 tumores CIMP+ estan mutados en BRAF, de
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manera que 3 de los 5 restantes lo hacen para KRAS (Sanchez-Tomé et al., 2014). Considerando de
nuevo nuestro estudio, una de las dos muestras de CIMP-moderado identificadas fue analizada en el
array de numero de copia, mostrando un patrén de alta inestabilidad cromosdmica. Esto indicaria la
presencia de mecanismos de inestabilidad genética simultaneos en un mismo tumor CCRFX. (Cheng et
al., 2008)

La literatura describe una proporcion del 5-25% de casos con CIMP en los CCR esporadicos sin defectos
en el sistema MMR (Samowitz et al., 2005b; Nosho et al., 2008a; Ogino et al., 2008; Barault et al., 2008).
En cierto modo, esta proporcién resultaria bastante similar —algo superior en base a nuestros datos— a la
descrita para el conjunto de casos CCRFX estudiados en la literatura. La aparicion de este mecanismo
en los casos esporadicos se ha asociado a la accién de mutagenos ambientales (Samowitz et al., 2006;
Wallace et al., 2009). Es por tanto posible que algunas de las familias CCRFX que incluyan fenocopias
de CCR esporadico (0 simplemente surjan por concentracion de casos de CCR esporadico) puedan
aportar casos CIMP+ al conjunto de tumores CCRFX. En base a la identificacién de tumores CCRFX con
fenotipo CIMP+ e inestabilidad cromos6mica de forma simultanea, es también plausible pensar que en
algunos casos se haya podido desencadenar el mecanismo CIMP+ (por ejemplo, por la accion de
mutagenos) independientemente de la causa genética germinal intrinseca a su naturaleza CCRFX.

Adicionalmente a la metilacion de islas CpG, el estudio de metilacion de los elementos LINE —
representativo del estado general de metilacion del genoma (Kitkumthorn et al., 2012; Yang et al., 2004)—
en diferentes tipos de tumores ha mostrado niveles menores de metilacion en el grupo CCRFX respecto
a los casos de CCR esporadicos (independientemente de su estatus en el sistema MMR) y el SL (Goel et
al., 2010; Pavicic et al., 2012). Estos resultados sugeririan la presencia de un mecanismo hereditario
adicional ligado a este rasgo especifico de los tumores CCRFX. Esta caracteristica queda pendiente de
andlisis en nuestra serie de tumores CCRFX.

En conclusién, en base a nuestro estudio y los datos descritos en la literatura, podemos considerar el
CIMP no es un mecanismo de inestabilidad gendmica frecuente en el CCRFX. Sin embargo, puede
encontrarse un cierto nivel basal de metilacion de islas CpG de forma general. Este nivel basal,
potencialmente ligado a mutaciones en KRAS y BRAF como sucede en los casos esporadicos, ocurriria
de forma concomitante a la inestabilidad cromosémica.

B.5. El perfil molecular de los tumores CCRFX

En base a los datos obtenidos en nuestro estudio, podemos resumir las caracteristicas moleculares mas

relevantes de los tumores CCRFX en la Figura 28.

El estudio corrobora la gran similitud molecular existente entre los tumores CCRFX y el CCR esporadico
sin defectos en el sistema MMR. Las diferencias identificadas en el patrén mutacional y de nimero de
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copia cromosOmica, asi como la confirmacion de la ausencia de fenotipo CIMP en los tumores CCRFX

ayudara a una mejor caracterizacion de esta forma sindrémica.
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Figura 28. Principales caracteristicas de los tumores CCRFX (azul) y diferencias respecto a los tumores
CCR MMR+ esporadicos (rojo) identificadas en este estudio. cr = cromosoma; dif n.s. = diferencias no
significativas.

La presuposicion de vias moleculares comunes en los tumores CCRFX y de CCR esporadico MMR+ —en
base a los resultados obtenidos— implicaria que el valor prondstico de marcadores tales como las
mutaciones en KRAS, el cambio V600E en BRAF o la pérdida del brazo 18q tendria una interpretacion
similar en ambos grupos. Sin embargo, las diferencias identificadas entre ambos grupos indicarian la
presencia de ciertos mecanismos particulares en determinados pacientes con CCRFX, probablemente
ligados a la causa genética del sindrome. Estos rasgos especificos discordantes podrian ser de utilidad
en la identificacién de la causa genética de la agregacion de CCR en las familias CCRFX.
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C. EVALUACION GENOTIPICA Y FENOTIPICA DEL SINDROME DE CCR Y POLIPOSIS ASOCIADO
A LA ACTIVIDAD REPARADORA DE LA POLIMERASA

C.1. Contextualizacion y planteamiento del estudio.

Recientemente, la secuenciacion gendmica en 18 pacientes provenientes de 13 familias que habian
desarrollado mas de 5-10 adenomas a la edad de 60 afios (8 de ellos también habian padecido CCR) sin
portar mutaciones germinales en APC, MUTYH o fallos en el sistema MMR, permitio identificar dos
mutaciones en los dominios exonucleasa de POLE c¢.1270C>G (p.Leud424Val) y POLD1 c.1433G>A
(p.Ser478Asn) como la causa de su fenotipo patogénico (Palles et al., 2013). El genotipado posterior de
estas dos posiciones en una serie de mas de 3800 pacientes con poliposis y/o CCR (con alta presencia
de casos de CCR familiar y/o de aparicion temprana) logré identificar la mutaciéon POLE p.L424V en 12
familias adicionales, mientras que POLD1 p.S478N se encontr6 en una familia mas. Ademas, se observo
que un individuo secuenciado en un estudio previo, proveniente de una familia con un largo historial de
CCR vy poliposis, era también portador del cambio POLD1 p.S478N. El estudio de la mutacién en esta
familia mostr6 cosegregacion positiva con el fenotipo patogénico. De forma adicional, el dominio
exonucleasa de ambos genes fue secuenciado en una serie de 469 casos con adenomas colorrectales
multiples y/o CCR familiar. Esto condujo a la identificacién de tres nuevas variantes en POLD1, de las
que ¢.981C>G (P327L) mostré una potencial participacion en el fenotipo polipédsico de su portadora,
aunque este papel no pudo ser demostrado. A pesar de que el efecto de este tipo de mutaciones ya
habia sido estudiado en modelos de raton y levadura (Palles et al., 2012; Morrison et al., 1993; Albertson
et al., 2009), ésta fue la primera ocasion en la que encontr6 una asociacion clara entre mutacion y
predisposicion a CCR en humanos. A este sindrome se le ha denominado “sindrome asociado a la
actividad reparadora de la polimerasa” (SAARP).

Debido al gran impacto de este descubrimiento, nuestro grupo realizo el estudio de las dos mutaciones
recurrentes POLE c¢.1270C>G (p.Leud24Val) y POLD1 c.1433G>A (p.Ser478Asn) en una serie
constituida por 581 casos con CCR familiar y/o de aparicion temprana, 86 casos con CCR y alteraciones
germinales en el sistema MMR, y 191 casos con poliposis (Valle et al., 2014b, adjunto en Anexos). Esta
fue la primera busqueda de casos adicionales de SAARP tras el estudio inicial por Palles y
colaboradores. El genotipado dirigido de POLE p.L424V y POLD1 p.S478N o la secuenciacién del exén
afectado por la mutacién en una fraccién de los casos, permitio la identificacion de POLE p.L424V
(mutacion de novo) en un individuo con poliposis, diagnosticado ademas de CCR y oligodendroglioma
anaplasico a los 28 y 30 afios de edad respectivamente. Por otro lado, la secuenciacion de los exones
afectados por las dos mutaciones en una fraccién de los casos, permitié la deteccion de un nuevo
cambio genético hasta ahora no identificado, POLD1 p.L474P, en una familia que cumplia los criterios de
Amsterdam |I. Esta fue la primera ocasion en la que se identificaba tanto una mutaciéon de novo como
una mutacion en una familia Amsterdam (CCR no polip6sico) en el SAARP.
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El genotipado de POLE p.L424V y POLD1 p.S478N en 1188 casos indice de CCR familiar y poliposis de
una serie holandesa permitié la identificacién de tres individuos no relacionados portadores del cambio
POLE p.L424V (en una de ellas generada de novo), identificando por primera vez tumores con IMS en el
contexto del SAARP (Elsayed et al., 2014).

Recientemente, Spier y colaboradores llevaron a cabo la secuenciacion exénica completa de los genes
POLD1, POLD2, POLD3, POLD4, POLE, POLE2 y POLE3, —los cuales forman los complejos de las
polimerasas 0 y €~ en una serie de 266 pacientes no relacionados con poliposis 0o que cumplian los
criterios de Amsterdam I/Il. Se identificaron cuatro familias portadoras de la mutacion POLE p.L424V. En
todas ellas habia al menos un caso de CCR diagnosticado antes de los 40 afios y presencia de poliposis.
Por otro lado, nueve mutaciones adicionales fueron detectadas en POLE, POLD1, POLE2 y POLD3 con
diversas sospechas de patogenicidad (Spier et al., 2014).

Ademas, un estudio centrado en la secuenciacién de 50 pacientes con CCR identificé la delecién de dos
pares de bases POLE ¢.5621 5622delGT en un paciente diagnosticado con CCR a los 26 afios de edad
(Smith et al., 2013). Debido a la falta de datos relativos a la cosegregacion de la variante con la
enfermedad, la ausencia de estudios funcionales, asi como lo atipico del tipo de mutacién dentro del
conjunto de variantes relacionadas con el SAARP, no fue posible concluir acerca de la influencia de
POLE c.5621_5622delGT en el temprano desarrollo de CCR del paciente.

El reciente descubrimiento del SAARP y la existencia de pocos casos identificados dificultan el disefio de
unos criterios para la identificacion de pacientes portadores ligados a este sindrome. El fenotipo
asociado a dia de hoy al SAARP es amplio, solapandose en muchos puntos con el descrito en otros
sindromes como la poliposis familiar atenuada, la poliposis asociada a mutaciones en MUTYH, o el SL.
Por ello, la identificacion de portadores de mutacion adicionales es clave para mejorar la caracterizacion
de este sindrome y poder establecer asi unas recomendaciones de seleccion de familias candidatas a
ser analizadas. Ademas, la descripcidbn exhaustiva del fenotipo asociado ayudara a establecer un
protocolo de seguimiento clinico en individuos portadores de mutaciones en POLE y POLD1.

En el trabajo que se presenta en esta tesis, planteamos la secuenciacion del dominio exonucleasa de los
genes POLE y POLD1 en 456 pacientes (pertenecientes a 441 familias) con CCR familiar sin fallos en el
sistema MMR y en 88 pacientes con poliposis no relacionados. Hasta la fecha, este es el estudio con
mayor nimero de casos de cancer colorrectal hereditario no polipésico en el que el dominio exonucleasa
de ambos genes ha sido secuenciado. La serie estudiada (con muy leves variaciones) ya habia sido
genotipada para las posiciones POLE p.L424V y POLD1 p.S478N en nuestro estudio anterior (Valle et al.,
2014b), identificandose la mutacion POLE p.L424V en el individuo con poliposis, CCR vy

oligodendroglioma anaplésico anteriormente mencionado.
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C.2. Variantes identificadas en POLE y POLD1 y caracteristicas fenotipicas de los portadores.

Mediante la secuenciacién del dominio exonucleasa de POLE y POLD1 en nuestra serie identificamos
seis nuevas mutaciones en POLD1, aunque ninguna mutacion adicional fue encontrada en POLE
(Unicamente se confirmd la presencia de p.L424V para el caso ya identificado en nuestro estudio
anterior). De las estas seis nuevas mutaciones en POLD1, cuatro; p.D316H, p.D316G, p.R409W y
p.L474P, mostraron evidencias significativas de conllevar un efecto deletéreo: los cinco programas de
prediccién de impacto sobre la funcidn proteica coincidieron en asignar un papel dafiino para las cuatro
variantes. Ademas, se habia descrito previamente que mutaciones en los residuos homélogos a p.D316
y p.L474 en POLD1 de Saccharomyces cerevisiae (Pol3) generaban un fenotipo hipermutante (Kokoska
et al.,, 2000; Murphy et al., 2006). El cambio p.R409W mostré un efecto desestabilizador en los tres
programas in silico de evaluacion de estabilidad estructural de la proteina utilizados.

Por otro lado, las variantes p.V295M y p.R521Q, descritas previamente con frecuencias alélicas
poblacionales <0.00035 restan aun pendientes de clasificar. Es importante destacar sin embargo, que el
cambio p.V295M (situado fuera del dominio exonucleasa, aunque muy préximo a él), de muy baja
frecuencia en poblacién general (MAFesp=0,0003") se encontré en dos casos independientes. Uno de
estos casos correspondié a una paciente diagnosticada con cancer de endometrio y dos canceres de
mama sincrénicos y que también era portadora del cambio p.D316G (considerado patogénico). La
presencia simultanea de estas dos variantes, situadas en trans, podria ser la causa de este fenotipo tan
agresivo. De confirmarse la participacion de p.V295M en el SAARP, éste seria el primer caso identificado
con mutaciones bialélicas en los genes POLE o POLD1. Por otro lado, el cambio p.R521Q, a pesar de
haber sido clasificado como un cambio neutral por algunos programas de prediccion in silico, su baja
frecuencia en poblacién general (MAFgsp=0,00035), asi como su situacion dentro del dominio
exonucleasa de POLD1 hacen que no deba descartarse su implicaciéon en el SAARP.

C.3. Caracteristicas fenotipicas del SAARP.

Tras completar la secuenciacién de nuestra serie de casos, el siguiente objetivo fue realizar una
descriptiva del cuadro clinico asociado al SAARP en base a los casos identificados previamente. Para
ello, consideramos todos los casos descritos en la literatura con mutaciones claramente patogénicas en
el dominio exonucleasa de POLE y POLD1. La figura 29 resume todos los estudios realizados, las
muestras incluidas por serie, las zonas génicas cubiertas y las mutaciones patogénicas o con sospecha
de patogenicidad identificadas en cada estudio.

! MAF = frecuencia alélica menor, del inglés minor allele frequency. ESP 6500= NHLBI GO Exome
Sequencing Project.
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Palles et al., 2013 Palles et al., 2013
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3805 pacientes con CCR (alta
presencia de casos familiares y/o \
de edad temprana) y/o polipdsis.

3 variantes en POLD1.
0 patogénicas con certeza.

469 con adenomas colorrectales
multiples y/o CCR familiar.

1 caso WGS500 POLD1 S478N.

Genotipado de

Valle etal., 2013 POLE 1424V y POLD1 S478N |

524 casos de CCR familiar o de
aparicién temprana sin poliposis.
88 casos de poliposis. Secuenciacién del dominio
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Valle et al., 2013

" 1caso POLE L424V.

143 casos con CCR familiar y EMS,
(Amsterdam o Bethesda +). AN
103 casos de poliposis.

Secuenciacién del exdn que Elsaved et al. 2014
incluye las mutaciones 3 casos POLE L424V.
POLE L424V y POLD1 S478N 0 casos POLDI S478N.

Elsayed et al., 2014
703 casos con CCR familiar no

polipdsico (criterios de Bethesda +). Secuenciacién exénica de Spier et al., 2014
485 casos de poliposis. J POLD1, POLD2, POLD3, 4 casos POLE L424V.
POLD4, POLE, POLE? y POLE3 0 casos POLD1 S478N.
9 cambios sin certeza de

Spier et al., 2014 /
219 casos de poliposis.
47 casos CCRFX.

patogenicidad en: POLD1 (2),
POLD3 (2), POLE (3), POLE2 (2).

Bellido et al., 2015

Bellido et al., 2015 | 6 cambios en POLD1, 4 de ellos
456 casos de CCR familiar. con EMS. patogénicos: p.D316H, p.D316G,

88 casos de poliposis. p.R409W y p.LA74P.

Figura 29. Estudios que incluyen la blisqueda de casos de CCR y/o poliposis ligados al SAARP y mutaciones
identificadas. No se incluye el estudio de Smith y colaboradores (Smith et al., 2013) al no identificarse ninguna
variante claramente patogénica. EI nimero de mutaciones identificado considera un Unico caso por familia.
Abreviaturas: WGS500, whole genome sequencing 500.

C.3.a. Espectro de tipos tumorales asociados al SAARP.

El SAARP, en base a la primera descripcion realizada por Palles y colaboradores (Palles et al., 2013)
suele ser descrito como un sindrome de poliposis y CCR, con riesgo incrementado a cancer de
endometrio para POLD1. Sin embargo, existen otros tipos de tumores y fenotipos no ligados a la
aparicion de podlipos que aparecen de forma mas o menos frecuente en individuos portadores. Para
describir el fenotipo asociado al SAARP, realizamos una revision bibliografica de todos los portadores de
mutaciones claramente patogénicas en los dominios exonucleasa de POLE y POLD1 descritos hasta el
dia de hoy, incluidos los casos indentificados en nuestro estudio, para evaluar su fenotipo asociado. Es
importante destacar que, puesto que las series para el andlisis de POLE y POLD1 se configuran en base
a la presencia de CCR, poliposis o el cumplimiento de los Criterios de Amsterdam, los tipos tumorales
identificados asi como su frecuencia en portadores estan fuertemente condicionados por este sesgo en
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la selecciébn muestral. La figura 30 recoge la frecuencia de diferentes tipos de cancer hallados en el

conjunto de portadores identificados.
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Figura 30. Porcentaje de pacientes portadores de mutaciones ligadas al SAARP afectos de los principales
tipos de cancer asociados a este sindrome. Los datos relativos a cancer endometrial y de mama se basan
Unicamente en mujeres portadoras.

Centrando la atencién en el CCR, encontramos frecuencias muy similares (59-64%) entre los portadores
de mutaciones en POLE y POLD1. Es importante destacar que la totalidad de los portadores no afectos
de CCR (21/21) han requerido la aplicacion de polipectomias preventivas, por lo que se intuye que la

penetrancia de CCR pueda ser muy elevada.

Un hecho a destacar es la desigual frecuencia de cancer de endometrio identificada en portadoras segun
el gen alterado: 3,9% para POLE frente al 57,1% para POLD1. A pesar del limitado nimero de familias
con SAARP analizadas has la fecha, la diferencia en la incidencia entre ambos genes es notoria.
Mientras que el papel de POLDL1 en el riesgo de cancer de endometrio es evidente, estudios adicionales
serén necesarios para corroborar la existencia de un incremento de riesgo ligado a la presencia de
mutaciones en POLE. Este hecho muestra, al igual que sucede en el Sindrome de Lynch, la existencia
de consecuencias variables dentro de una misma forma sindrémica en funcién del gen dafiado (Senter et
al., 2008; Ten Broeke et al., 2015).

Existen otros tipos de cancer descritos en pacientes con SAARP donde la baja frecuencia de casos
impide concluir acerca de riesgos asociados a este sindrome. La asociacion del SAARP con un
incremento de riesgo a cancer de mama se apoya en la existencia de 3 casos en un total de 40
portadoras identificadas (3/40=7,5%), siendo la incidencia superior cuando el gen afecto es POLD1
(2/14=14,3%) respecto a cuando lo es POLE (1/26=3,85%). La presencia de un caso diagnhosticado a
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edad joven (42 afios) y otro bilateral apoyarian la influencia del SAARP en el desarrollo de esta neoplasia.
Sin embargo, teniendo en cuenta que el riesgo de cancer de mama en la poblacion general se sitla en
torno al 12%, la relacion del SAARP y el aumento de riesgo a este sindrome debe ser necesariamente
estudiada en mayor profundidad. Una posibilidad seria el estudio de una serie de familias con casos de
cancer de mama y poliposis y/o CCR. La identificacion de portadoras con en una frecuencia mayor de la
esperada por azar seria indicativa del aumento de riesgo al cancer de mama ligado al SAARP.

Por otro lado, existen cuatro casos de tumores cerebrales (4/69=5.8%) identificados en pacientes con
mutaciones en POLE (3/47=6.4%) y POLD1 (1/22=4.5%). La agresividad como rasgo comun de todos
los fenotipos descritos (todos los pacientes fueron diagnosticados entre los 16-41 afios, dos de ellos con
dos tumores cerebrales sincronicos) apunta hacia la influencia del SAARP en el desarrollo de estos
tumores. La escasez de datos disponibles requiere la identificacion de familias afectas adicionales para
validar esta observacion.

Es importante destacar ademas, que la practica de gastroduodenoscopias en 14 portadores de
mutaciones en POLE (Spier et al., 2014) mostré una elevada tasa de adenomas (7/14), ademas de
carcinoma en uno de los casos sin adenomas (Spier et al.,, 2014). A pesar de que la incidencia de
tumores gastrointestinales mas alla del CCR es baja en el SAARP, este hallazgo ha de tenerse en
cuenta a efectos preventivos. A su vez, seria importante la realizacion de gastroduodenoscopias en
portadores de mutaciones en POLD1, de cara a definir riesgos para este gen en este mismo sentido.

C.3.b. La penetrancia y naturaleza de la poliposis colorrectal en el SAARP.

En base al fenotipo de los primeros casos reportados por Palles y colaboradores (Palles et al., 2013), el
SAARP fue asociado, ademas de a un incremento de riesgo a cancer, a la presencia de pdélipos
colorrectales (Palles et al., 2013). Sin embargo, los sucesivos estudios realizados también identificaron
individuos portadores sin polipos, incluso en presencia de CCR. Considerando el total de portadores de
SAARP identificados hasta la fecha, se han descrito rangos de 1 a >100 polipos para portadores de
mutaciones en POLE y de 0 a 45 polipos para los de POLD1. Agrupando el niumero de pdlipos por
rangos (Figura 31), POLD1 muestra una mayor proporcion de casos no polipdsicos/oligopolipésicos,
mientras que POLE comprende un mayor niimero de casos con poliposis mas pronunciadas.

La identificacion de nuevos casos junto al estudio de las bases moleculares del SAARP sera clave para
comprender el porqué de esta cierta variabilidad en la expresion polipdsica entre portadores. Una posible
explicacion podria ser la accion de modificadores tanto genéticos como ambientales (tal y como sucede
en otros sindromes, como el SL). La condicién de hipermutabilidad ligada al SAARP podria ser la causa
de dicha variabilidad fenotipica: las mutaciones somaéticas fijadas fruto del fallo de la capacidad
reparadora de la polimerasa podrian estar alterando vias diferentes en funcion de los genes afectados,
derivando en fenotipos variables. La presencia de mutaciones soméaticas en genes de importancia en el

mantenimiento del colon en fases tempranas del desarrollo embrionario podria estar predisponiendo a
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una forma concreta y especifica de CCR a cada individuo. Esta variabilidad inter- e intraindividual podria
explicar el porqué de ciertos fenotipos particulares dentro de familias concretas (tanto a nivel polipdsico,
como de tipos de cancer concretos). Otra posibilidad es que existan mutaciones heredadas derivadas del
efecto de la SAARP en generaciones anteriores. Esto podria crear un background o fondo mutacional
especifico que explicase fenotipicos especificos familiares en el SAARP.
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Figura 31. Frecuencia de portadores de SAARP en funcién del nimero de polipos colorrectales
identificados. Unicamente se incluyen aquellos casos que indican un nimero o rango especifico de polipos
detectados (POLE= 36 muestras, POLD1 = 17 muestras). Una y cuatro muestras de POLE y POLD1 no fueron
incluidas en el gréfico al indicarse Unicamente la presencia de “multiples polipos”.

C.4. Caracteristicas moleculares de los tumores desarrollados en el contexto del SAARP.

Tanto el SAARP como el SL son sindromes autosémicos dominantes causados por mutaciones
germinales en genes con funcién reparadora de errores en el ADN. En el SL, la incapacidad reparadora
llega con la inactivacion de la copia funcional del gen mutado. Sin embargo, el incremento mutacional del
SAARP se debe a la presencia de proteina capaz de formar el complejo polimerasa, pero sin capacidad
reparadora: Un Unico alelo mutado es suficiente como para que aproximadamente la mitad de la
actividad exonucleasa de Pol & y € no sea capaz de corregir adecuadamente los errores generados. La
presencia de un segundo evento inactivante del alelo salvaje supondria una incapacidad correctora
mayor (cuyo impacto sobre el riesgo de CCR se desconoce a dia de hoy), pero no es requisito para que
se produzca un aumento basal del ratio mutacional — al contrario de lo que sucede en el SL— (Figura 32).
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Figura 32. Comparativa de los mecanismos de generacion de inestabilidad genémica del SAARP y el SL en
funcion de la presencia o ausencia de un segundo evento inactivante del alelo salvaje. La figura pone de
manifiesto como en el SAARP, a diferencia del SL, el aumento de la inestabilidad genémica es independiente de la
presencia de un segundo evento inactivante del alelo salvaje.

Para evaluar el impacto del LOH en el desarrollo tumoral del SAARP, planteamos el analisis del estado
de la copia salvaje en seis tumores con mutaciones germinales en POLD1. De los cinco casos
interpretables, cuatro mostraron ausencia de LOH, mientras que uno mostro la pérdida del alelo mutado.
Afadiendo los datos disponibles en la literatura relativos a la presencia de LOH en la region (Palles et al.,
2013; Valle et al., 2014b), la frecuencia de éste fendmeno se sitla en torno al 25% tanto en tumores
como en adenomas para ambos genes (Figura 33). Sin embargo, seria relevante conocer si el alelo
perdido es el alelo salvaje, lo que indicaria la inactivacion total de la actividad exonucleasa. En nuestros
tumores, esto no ocurre en ningdn tumor analizado.
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Figura 33. Estatus LOH para POLE y POLD1 en los adenomas y carcinomas analizados en portadores de
SAARP. La clasificacién de LOH positivo considera la pérdida de un alelo del gen mutado independientemente del
alelo perdido.
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La similitud en la proporcion de LOH entre adenomas y carcinomas para ambos genes sugeriria que se
trata de un evento temprano en dicha progresién. Una hip6tesis es que la pérdida del alelo salvaje
incremente notoriamente la mutabilidad, aumentando la inestabilidad génica y favoreciendo asi una
transicion adenoma-carcinoma mas rapida. Sin embargo la falta de informacion acerca del alelo perdido
imposibilita conocer el impacto real de este fenémeno en el SAARP.

En términos de evaluacion de la LOH, es importante considerar ademas que otros mecanismos de
inactivacion alélica restarian por ser estudiados, tales como la metilacién del promotor y la existencia de
mutaciones somaticas deletéreas. Este Ultimo mecanismo podria ser de gran relevancia, puesto que
debido al fenotipo hipermutante ligado al SAARP, la probabilidad de encontrar mutaciones soméaticas

como segundo evento podria ser mucho mayor que en otros sindromes.

Por otro lado y en base al estado MMR de los tumores SAARP, los primeros casos identificados por
Palles y colaboradores mostraron EMS en todos los tumores y adenomas analizados. Sin embargo, mas
adelante fue confirmada la presencia de IMS en tres CCR desarrollados por portadores del cambio POLE
p.L424V (Elsayed et al., 2014), siendo los unicos tumores con IMS ligados al SAARP identificados hasta
la fecha. Esta IMS es consecuencia de mutaciones somaticas en los genes MMR, lo cual es
perfectamente compatible con el fenotipo hipermutante ligado al SAARP. Ademas, un estudio mutacional
de tumores de CCR ya habia revelado una alta frecuencia de mutaciones simultaneas en POLE y en los
genes MMR (Yoshida et al., 2011).

C.5. Recomendaciones para la seleccion de familias candidatas a estudio de POLE y POLD1 y
para el seguimiento en portadores.

En base a las caracteristicas fenotipicas de los portadores descritos hasta la fecha, se establecieron
unas recomendaciones provisionales para identificar a aquellos pacientes y familias sospechosos de
padecer SAARP. La diversidad fenotipica asociada a este sindrome, asi como su solapamiento con los
rasgos propios de otras formas de CCR hereditario (PAF atenuada, poliposis asociada a MUTYH y el SL)
(Jasperson et al., 1998; Nielsen et al., 2011; Grover et al., 2012) limita notoriamente la capacidad de
crear unos criterios con alta especificidad: muchas de las familias seleccionadas serdn también
candidatas al testado genético asociado de otros sindromes de CCR. La aplicacion de paneles de genes
en el diagnéstico genético del céancer familiar (que permiten testar varios genes ligados a la
susceptibilidad a diferentes tipos de cancer hereditario) ya esta comenzando a aliviar el problema de los
fenotipos solapantes (Domchek et al., 2013; Walsh et al., 2010). Las recomendaciones de seleccion
propuestas se basan en los criterios utilizados en el cancer colorrectal hereditario no polipdsico (Criterios
de Bethesda modificados), aunque adaptadas a las particularidades propias del SAARP (Tabla 19).
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Tabla 19. Recomendaciones para la seleccidn de casos a estudio genético de POLE y POLD1. Ademas
de las indicaciones recomendadas, la presencia de tumores cerebrales y/o de mama en el contexto de CCR,
poliposis y/o CE podria ser un indicador de SAARP

POLE

e Poliposis adenomatosa atenuada (20-100 adenomas).

e Cumplimiento de los criterios de Amsterdam I.

e CCR y oligopoliposis (5-20 adenomas), ambos diagnosticados antes de los 50 afios.

e CCR u oligopoliposis (5-20 adenomas) y un pariente de primer grado diagnosticado de CCR antes de
los 50 afios.

e CCR u oligopoliposis (5-20 adenomas) y dos o mas parientes de primer o segundo grado

diagnosticados de CCR a cualquier edad.

POLD1

e Poliposis adenomatosa atenuada (20-100 adenomas).

e Cumplimiento de los criterios de Amsterdam Il (s6lo para CCR y CE).

e CCR antes de los 50 afios o CE antes de los 60 afios, y oligopoliposis (5-20 adenomas) diagnosticados
antes de los 50 afos.

e CCR o CE o oligopoliposis (5-20 adenomas) y un pariente de primer grado diagnosticado de CCR
antes de los 50 afios o de CE antes de los 60 afios.

e CCR o CE o oligopoliposis (5-20 adenomas) y dos o mas parientes de primer o segundo grado

diagnosticados de CCR o de CE a cualquier edad.

Abreviaturas: CE, cancer de endometrio.

Tan importante como identificar a las familias con SAARP, es establecer un eficiente programa de
seguimiento clinico para los portadores de mutaciones en POLE o POLD1. A dia de hoy, el riesgo
asociado al SAARP no esté lo suficientemente definido como para poder establecer recomendaciones de
seguimiento estandarizadas. Mientras tanto, en base a las caracteristicas de los portadores identificados,
y a las semejanzas con el SL y las poliposis atenuadas causadas por mutaciones en APC o MUTYH,
sugerimos la realizacién de colonoscopias cada 1-2 afios y de gastroduodenoscopias cada 3 afios, a
partir de los 20-25 afios, afladiendo el seguimiento del cancer de endometrio a partir de los 40 afios para
los portadores de mutacién en POLD1. Ademas, en base a la predisposicion observada al cancer de
mama para este gen, podria sugerirse un adelanto en la edad de inicio y una mayor frecuencia en la
realizacion de mamografias preventivas. Finalmente, tanto para portadores de mutaciones en POLE y
POLD1 debe tenerse en consideracion a la posibilidad de un incremento en el riesgo a desarrollar

tumores cerebrales.
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D. BUSQUEDA DE GENES CAUSALES DEL CCRFX MEDIANTE SECUENCIACION DE EXOMAS.

Aproximadamente la mitad de las familias que cumplen los criterios de Amsterdam no presentan fallos en
el sistema MMR, siendo su etiologia desconocida. Estas familias han sido agrupadas en la categoria del
CCRFX (Ver seccion 7. de la Introduccion). Numerosos esfuerzos han sido realizados con el objetivo de
identificar las causas de la agregacién de CCR presente en esta entidad. El andlisis de ligamiento o la
secuenciacion de genes candidatos han sido algunas de las técnicas més utilizadas en este sentido. Sin
embargo, el desarrollo de la secuenciacion masiva en paralelo o de siguiente generacion (NGS, del
inglés next-generation sequencing) ha posibilitado que esta tecnologia esté cobrando actualmente un
gran protagonismo en la investigacién de las causas del cancer hereditario. Varios estudios se han
centrado en el estudio del CCR familiar haciendo uso de la NGS (Esteban-Jurado et al., 2014; Gyfre et
al., 2013; deRycke et al., 2013; Smith et al., 2013) o del CCRFX (Nieminen et al., 2014; Schulz et al.,
2014), identificAndose decenas de genes candidatos a explicar parte de la heredabilidad total de CCR
presente en los casos estudiados (Ver capitulos 4.b.] —-CCR familiar—y 7.d —-CCRFX-).

D.1. Seleccién de la familia y planteamiento del estudio.

La identificacion de mutaciones en el dominio exonucleasa de POLE y POLD1 como responsables del
SAARP puso de manifiesto el éxito de la NGS en la identificacion de las causas genéticas implicadas en
el CCR familiar (Palles et al., 2013). Considerando ademas el éxito de esta técnica en la identificacion de
genes causales de enfermedades mendelianas, (Comino-Mendez et al.,, 2011, Ng et al., 2010, entre
muchos otros), incluidas algunas formas de céncer hereditario, nuestro grupo plante6 su utilizacion para
la busqueda de las causas genéticas del CCRFX. Varias familias asesoradas por la unidad de consejo
genético del Institut Catala d’Oncologia que cumplian los criterios de Amsterdam y que no mostraban
fallos germinales en el sistema MMR fueron seleccionadas para su estudio.

Una de las cuestiones iniciales fue plantear la estrategia para interrogar la causalidad de la agregacién
de CCR en dichas familias. La(s) causa(s) genética(s) responsable(s) implicadas en el CCRFX puede(n)
ser planteadas de cara a su estudio como “Unica” (como sucede con el sistema MMR en el SL) hasta
“muy diversas”, donde cada gen mutado (o la accidn conjunta de varios genes) explicaria una pequefa
fraccion del CCRFX. La caracterizacion molecular del CCRFX realizada en esta tesis mostré ciertos
rasgos uniformes en esta entidad (inestabilidad cromosémica, ausencia de CIMP, baja tasa de
mutaciones en BRAF, ademas de la estabilidad de microsatélites intrinseca a la propia definicion del
grupo) (Bellido et al., 2014). Sin embargo, la incapacidad de encontrar genes de moderada o alta
penetrancia que expliqguen una fraccién importante de los casos CCRFX, hace sospechar de una gran
heterogeneidad causal dentro del grupo (revisado por Ku et al., 2012; Valle, 2014). Por otro lado, dos
estudios recientes centrados en el andlisis de familias independientes pudieron identificar los genes
SEMA4A y RPS20 como potencialmente causales de la agregacion de CCR en dichas familias mediante
el uso combinado del analisis de ligamiento y la secuenciacion exémica (Nieminen et al., 2014; Schulz et
al.,, 2014). La bisqueda de mutaciones adicionales en otros casos de CCRFX identifico 2/57 y 0/25
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cambios de interés para cada gen respectivamente, confirmando la la heterogeneidad genética dentro
del grupo.

Otros estudios basados en la secuenciacion de exomas en el CCR familiar —sin considerar los criterios
de Amsterdam— han evaluado numerosos casos indice con la intencion de buscar genes alterados en
varias familias independientes. La identificacion de un minimo nimero de genes dafiados en 2 6 3
familias simultdneamente también pone de manifiesto la dificultad de encontrar nuevos genes que
expliguen una porcién importante del CCR familiar (Esteban-Jurado et al., 2014; Gylfre et al., 2013;
DeRycke et al., 2013; Smith et al., 2013). En base a esta heterogeneidad consideramos como mejor
opcién el andlisis individualizado de cada familia secuenciada. Para esta tesis, seleccionamos una de
estas familias para el estudio de las causas genéticas ligadas a su agregacion de CCR.

D.2. Seleccién de variantes candidatas.

La secuenciacion de exomas en ADN extraido de sangre periférica se realizé en tres familiares
diagnosticados de CCR a los 65, 62 y 40 afios. En base al modelo de herencia dominante propio del
CCREFX, se seleccionaron aquellas variantes no comunes (MAF<0.01) presentes en los tres individuos
secuenciados. La presencia de consanguinidad en la familia hizo poner especial atencién en la posible
presencia de homocigosis para la(s) variante(s) implicada(s) en el individuo mas joven, fruto de esta
consanguineidad.

El primer paso consisti6 en el cribado de la lista de variantes obtenidas. Para comenzar, se
seleccionaron Unicamente aquellos cambios no sinénimos e infrecuentes (MAF<0.01) localizados en
exones o0 que afectaban a sitios canodnicos de splicing. Esto resulté en un total de 42 variantes
localizadas en 38 genes distintos, ninguna de las cuales se encontr6 en homocigosis en el paciente
consanguineo. Posteriormente, procedimos a clasificar dichas variantes en base a la patogenicidad del
cambio producido, la funcién de los genes afectados y la presencia de indicios que relacionasen al gen
afectado con un incremento de riesgo a cancer general, o CCR. Las cinco mutaciones BRF1
€.1459+2T>C, BARD1 ¢.1099T>A (p.S367T), CLCAL c.1114G>A (p.A372T), MXRAS8 ¢.923-1G>C, y hsa-
mir-578 n.-30G>A fueron seleccionadas en base su posible implicacion en la susceptibilidad al CCR de
la familia. Para arrojar luz acerca de esta implicacion, y evaluar a su vez el impacto de estos genes en el
CCRFX, se llevaron a cabo una serie de estudios adicionales. Estos incluyeron la realizacion de
predicciones in silico acerca del impacto de cada mutacién (sobre la estabilidad y la funcién proteica,
ademas del splicing), la busqueda de un segundo evento inactivante en tejido tumoral, el estudio de
cosegregacion en la familia y la bisqueda de mutaciones adicionales en otros afectos de CCR familiar o
de aparicién temprana.
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D.3. BRF1.

D.3.a Impacto de la mutacion identificada y relevancia de BRF1

La mutacion c.1459+2T>C de BRFL1 se sitla en un sitio canonico donador de splicing. La amplificacion
de la region correspondiente en el ADNc de uno de los portadores reveld la pérdida del exon 13,
suponiendo esto ademas la rotura del marco de lectura. BRF1 es una subunidad del complejo ARN
polimerasa Il (Pol Ill). Esta enzima transcribe genes de vital relevancia en el desarrollo celular, los
cuales se dividen en tres grupos. (Geiduschek et al., 2001; Canella et al., 2010; Mogtaderi et al., 2010;
Dieci et al., 2013). La transcripcién de los genes del grupo 1 (ARNr 5S) y 2 (todos los ARN de
transferencia) requieren la unién al promotor del complejo TFIIIB formado por la proteina TBP (proteina
de unién a TATA-box), BRF1y BDP1 (Wang et al., 1995; Mital et al., 1996).

BRF1 juega ademas un papel crucial en la regulacién de Pol Ill como parte del complejo TFIIIB. La
actividad de Pol Il debe ser regulada en funcién de la necesidad de generar nuevas células o de detener
la proliferacion celular: Es mayor en la fase proliferativa de G1 y menor en S y G2 (Gottesfeld et al.,
1994; White et al., 1995). Numerosos supresores tumorales tales como p53 (Crighton et al., 2003; Stein
et al., 2002; Cairns et al., 1998; Chesnokov et al., 1996), PTEN (Woiwode et al., 2008), RB (Sutcliffe et
al., 2000; Felton-Edkins et al., 2003a; White 1996), ARF (Morton et al., 2007), C-MYC (Kenneth et al.,
2007), ERK (Felton-Edkins et al., 2003b) o la familia de proteinas Pocket de RB (Sutcliffe et al., 1999)
regulan la actividad de Pol Il a través de TFIIIB. Otro ejemplo es la quinasa Polo-like, que regula la
transcripcion de Pol Il a través de la union directa y fosforilacion de BRF1 (Fairley et al., 2012). Es decir,
BRF1 estaria jugando un papel de supresor tumoral, en base a su participacion de en la actividad y la
regulacion de la enzima Pol lIl.

D.3.b Busqueda de mutaciones en BRF1 en otras familias con CCR.

Debido a la relevancia de la mutaciéon ¢.1459+2T>C en BRF1, el conjunto de exones de este gen fue
secuenciado en una serie adicional de 156 casos indice de CCRFX y 441 casos indice de familias
Bethesda. Seleccionamos aquellas variantes no descritas con anterioridad o con MAF<0,01. Como
resultado se identificaron 9 mutaciones adicionales afectando a 10 pacientes distintos. Seis de las
variantes correspondieron a mutaciones de cambio de sentido con prediccién de dafio proteico asociado.
Por otro lado, el cambio ¢.1214C>G (p.P405R) fue predicho como modificador del splicing por los dos
sistemas in silico utilizados, mientras que ¢.1516-4C>G (cerca de un sitio aceptor de splicing) y
€.60*C>G (NM_001242790) (en la region 3' UTR de un transcrito menor de BRF1) no mostraron
consecuencias relevantes en base a las predicciones in silico realizadas. De las nueve variantes
identificadas, Unicamente p.V75M figuraba en bases de datos publicas, mostrado una frecuencia muy
baja (MAdeSNP:O.OOOBZ). Un hallazgo relevante fue la identificacion de la misma mutacién c. 35C>T

2 dbSNP: Single Nucleotide Polymorphism database
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(p.T12M) en dos familias independientes, lo que junto a su localizacion en un dominio funcional de la
proteina (dedo de Zinc), apoyé la impacto funcional de dicha variante.

La evaluacion de la presencia de pérdida de heterocigosidad (LOH, del inglés loss of heterozygosity)
como mecanismo de inactivacion del alelo salvaje se realiz6 en 11 tumores pertenecientes a 9 familias.
En ninguno de los casos se encontré pérdida del alelo salvaje. A pesar de que los mecanismos de
metilacion del promotor o la presencia de mutaciones somaticas adicionales no fueron testados, la no
identificacion de LOH en ninguno de los tumores analizados —junto a la expresion de la proteina
identificada en los 4 tumores estudiados mediante inmunohistoquimica— apoy6 la haploinsuficiencia
como mecanismo de actuacion de BRF1 en la susceptibilidad al CCR. Esto va en consonancia con
estudios realizados en pez cebra (Danio rerio), en los que las proteinas ribosomales mostraron un papel
supresor tumoral haploinsuficiente (Amsterdam et al., 2004; Lai et al., 2009). Debido a la vital importancia
de BRF1 en el funcionamiento de Pol Ill, es l6gico pensar que la ausencia total de la proteina sea letal
por conllevar la incapacidad proliferativa de la célula. Los estudios de Leal y colaboradores no
encontraron ningun tumor en el que la expresion de BRF1 estuviese totalmente perdida, lo cual apoya el
papel indispensable de la proteina para la supervivencia celular (Leal et al., 2008). Andlisis en diversas
lineas celulares tampoco encontraron casos de pérdida total de expresion de BRF1 (Cabarcas et al.,
2008).

Sin embargo, cabe destacar que si se han descrito mutaciones bialélicas en componentes de Pol Il o de
la maquinaria de procesamiento de los ARN de transferencia, las cuales se asocian con enfermedades
neurolégicas. Para BRF1 se han identificado Unicamente seis casos mutados en homocigosis (de
edades que van desde los 18 meses a los 21 afios), todos ellos ligados a fenotipos con anomalias
esqueléticas, dentales y discapacidad intelectual. Ninguno de los pacientes presento historia personal de
cancer. Es importante mencionar que las cuatro mutaciones identificadas en los pacientes homocigotos
se sitlan una regidon muy delimitada (entre los aminoacidos R223 y P292) que abarca el dominio ciclina 2
0 sus proximidades (Borck et al., 2015). Debido a que se trata de mutaciones missense localizadas en
una region muy especifica, es posible que su presencia suponga alteraciones funcionales concretas, no
necesariamente similares a las causadas por alteraciones mas severas 0 situadas en otros dominios

funcionales.

D.3.c BRF1 como supresor tumoral en la literatura.

Los estudios funcionales realizados por Leal y colaboradores apoyan de forma consistente el rol de
BRF1 como supresor tumoral (Leal et al., 2008). Mediante el silenciamiento parcial del gen en
fibroblastos, observaron un detenimiento del proceso de senescencia celular. Este experimento, que
también fue positivo para BUB1, —mas tarde identificado como un gen de riesgo en el CCR familiar (de
Voer et al., 2013)- , demostré la haplosuficiencia de BRF1 como un mecanismo capaz de evadir los
sistemas de control celular pro-apoptéticos. En otro experimento de este mismo estudio, células en
cultivo con expresion activa de RAS en forma oncogénica mostraron una tasa de crecimiento

incrementada en un ~50% si co-expresaban ARNs anti-sentido contra BRF1. Ademas, Leal y
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colaboradores crearon células que expresaban ADNc potenciadores de la formacién de foci —
agrupaciones celulares— en combinacion con RAS oncogénico. El numero de foci quedaba
drasticamente reducido —casi nulo— si BRF1 se encontraba sobreexpresado.

Leal y colaboradores también analizaron la expresion de BRF1 en diferentes tipos de cancer. Niveles de
expresion menores al 50% para BRF1 fueron encontrados en 1/6 de los tumores de recto, mientras que
los tumores de colon mostraron niveles medios de expresion de BRF1 un 30% mas bajo. Se identificd

LOH en aproximadamente un 25% de los tumores de recto.

La desregulacion de Pol 11l es un hecho frecuentemente identificado en cancer (White et al., 2005; Daly
et al., 2005), lo cual apoya el papel de supresor tumoral de las moléculas que, como BRF1, regulan la
actuacion de esta enzima. En base a esta desregulacion de Pol Ill en procesos cancerosos, se ha
observado que la excesiva presencia de determinados productos transcritos por esta enzima podria ser
suficiente para inducir la progresion celular o incluso la iniciacién tumoral (Marsall et al., 2008).

La sobreproduccién de ARNr 5S podria ser uno de los mecanismos implicados de este crecimiento
excesivo: La enzima Pol Il transcribe el ARNr 5S, siendo éste el Unico ARN ribosomal que no es
sintetizado por Pol I. El ARNr 5S es ademas la molécula limitante en la formacién de los ribosomas. En la
mayoria de tipos celulares, la cantidad de ARNm excede la capacidad ribosomal, lo cual otorga al ARNr
5S un papel clave en la regulacién de la produccién proteica, y por ende, en el crecimiento celular.
Considerando que el 80-90% de la masa seca celular es proteina, la concatenacion “niveles de ARNr 5S,
produccion proteica y crecimiento celular” podria estar jugando un papel importante en el desarrollo

tumoral.

Por otro lado, las proporciones entre los diferentes ARNr estdn precisamente reguladas (Gomez-
Herreros et al., 2013), habiéndose encontrado alteradas en cancer. La identificacion de una mutacién
truncante en RPS20 (que codifica el componente S20 de la subunidad menor ribosomal) como probable
causa de la agregaciéon de CCR en una familia CCRFX apoya la relevancia del sistema ribosomal en el
desarrollo del CCR (Nieminen et al., 2014). En este estudio, al igual que sucede en nuestra familia
estudiada, no se identific6 un segundo evento inactivamente del alelo salvaje.

En resumen, podemos afirmar que TFIIIB condiciona la actividad de Pol Il en base a sefiales recibidas a
través de las vias de sefalizacion regulatorias de la célula. Esto modula la entrada en fases de
crecimiento celular, estabilizacién o incluso apoptosis, dependiendo de las necesidades de la célula en
cada momento. Fallos en la capacidad de inhibir Pol Ill por la ausencia de alguno de los componentes de
TFIIB, como es BRF1, podria contribuir a un crecimiento celular excesivo, y favorecer asi la iniciacion

y/o progresion tumoral.
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D.4. BARD1.

D.4.1 Impacto de la mutacion identificada y relevancia de BARD1.

La mutacion c.1099T>A (p.S367T) identificada en la familia secuenciada no mostré un efecto deletéreo
sobre la proteina tan claro como el cambio detectado en BRF1: mientras que las predicciones in silico de
su impacto sobre la estabilidad estructural de la proteina si mostraron un efecto desestabilizante, las
predicciones del efecto de ¢.1099T>A sobre la funcién proteica no indicaron consecuencias deletéreas.
Sin embargo, la reciente identificacion de una mutacion sin sentido como potencial causa de la
agregacion de CCR en una familia portadora (Esteban-Jurado et al., 2014), hizo que focalizAsemos
nuestra atencion sobre esta variante. Ademas, la cosegregacion de la variante con el caso de cancer de
mama se considero de gran relevancia debido a la interaccion directa de BARD1 con la proteina BRCAL.

BRCA1 es un conocido supresor tumoral cuya mutacién germinal esta ligada a un incremento de riesgo
de padecer cancer de mama o de ovario (riesgos del 65% y 39% respectivamente para la edad de 70
afios) (Antoniou et al., 2003). BARDL1 codifica una ligasa ubiquitina-proteina que interacciona con la
region N-terminal de BRCAL. Este dimero lleva a cabo la funciéon reparadora de ADN mediante
recombinacion homologa. La presencia de mutaciones germinales en BARD1 ya ha sido relacionada con
la predisposicion al cancer de mama y al de ovario (MIM# 601593) (Couch et al., 2015; Ratajska et al.,
2012; De Brakeleer, et al., 2010;). El estudio de Esteban-Jurado antes mencionado, supuso el primer

indicio consistente asociando mutaciones en BARD1 con incremento de riesgo a CCR.

En base a las premisas anteriores, decidimos considerar la mutacion ¢.1099T>A p.(S367T) en BARD1
como un cambio de interés en la familia secuenciada.

D.4.2 Estudios adiciones realizados e interpretacion de resultados.

En primer lugar, decidimos ampliar la busqueda de mutaciones germinales en BARD1 en 179 casos
indice de CCRFX. La secuenciacion exonica del gen identificé el cambio ¢.2000T>C (p.L667P) en una
familia, el cual fue catalogado como deletéreo por todos los programas in silico de evaluacion de impacto
sobre la funcién proteica. Del mismo modo, los cuatro programas de prediccion de estabilidad estructural
coincidieron en asignar un efecto desestabilizante a la mutacién identificada. Estudios de cosegregacion
0 de LOH no pudieron ser realizados por falta de material disponible.

Ademas, tres cambios sindnimos infrecuentes: (MAF4,snp<0,003): rs368291318 (c.1152C>T; p.S384=),
rs373257776 (c.1347A>G; p.Q449=) y rs147215925 (c.1977A>G; p.R659=), potencialmente alteradores
del splicing, fueron identificados cada uno en una familia CCRFX. Debido a la falta de material disponible,
el efecto real de estas variantes en la estructura final del ARN no pudo comprobarse experimentalmente.
No obstante, el cambio ¢.1977A>G —identificado por mudltiples algoritmos como causante de la
transformacion de una regidn potenciadora del splicing en otra silenciadora del splicing— ya habia sido
validado experimentalmente como causante de la pérdida de los exones 2-9 en el transcrito generado.
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Sin embargo, el trdnscrito salvaje, aunque en menor proporcion, también seguia generandose (Ratajska
etal., 2012)

La busqueda de un segundo evento inactivante para BARD1 solo pudo realizarse en la familia inicial,
observandose una ausencia de LOH en los tres tumores analizados. Este resultado coincide con el
identificado en la familia mutada en BARD1 descrita por Esteban-Jurado (Esteban-Jurado et al., 2014).
En base a estos resultados (a falta de comprobar la presencia de mutaciones somaticas inactivantes y el
estado de metilaciéon de las islas CpG del promotor del gen), la haploinsuficiencia parece ser el
mecanismo de actuacion de este supresor tumoral. Estudios en ratones knock-out para esta proteina
mostraron letalidad embrionaria, lo cual apoyaria la inviabilidad celular en ausencia de BARD1 y la
haploinsuficiencia como mecanismo pro-tumoral (McCarthy et al., 2003).

D.5. CLCAL.

En el caso de CLCAL, la mutacion ¢.1114G>A (p.A372T) identificada en la familia secuenciada mostro
efectos neutrales in silico a nivel aminoacidico. Sin embargo, los dos sistemas de evaluacion del impacto
en el splicing mostraron indicios de alterar sitios reguladores de este proceso. A pesar de las numerosas
pruebas realizadas, no pudimos comprobar experimentalmente esta posible alteracion en el ARN debido
a la incapacidad de amplificar adecuadamente la region de ADNc implicada. A pesar de ello, en base al
papel de supresor tumoral sugerido en la literatura, y su elevada expresién en colon normal (Bustin et al.,
2011; Yang et al., 2013b; Yang et al., 2015), decidimos extender la busqueda de mutaciones germinales

en nuestra serie de casos CCRFX. (n=151)

Como resultado de esta prueba, la mutacién c.2305A>G (p.1769V) fue identificada en uno de los casos
estudiados. Los programas in silico no predijeron efectos funcionales para la mutacién identificada,
aunque si una potencial afectacién del splicing (creando un sitio donador). En este caso, la falta de
material nos impidi6 comprobar el efecto de dicho cambio en el ARN de los pacientes portadores. Sin
embargo, la cosegregacion de la mutacién con los dos casos adicionales de CCR en la familia apoy®¢ el
papel relevante del cambio en la predisposicion familiar a este tipo de cancer.

El estudio de LOH en los 3 tumores de colon desarrollados por los portadores de la mutacién en CLCAL
de la familia inicial no mostré pérdida del alelo salvaje. Asimismo, la proteina correspondiente estaba

conservada en los tumores (inmunohistoquimica).

En base al papel de CLCA1 y los indicios existentes respecto a su potencial papel de supresor tumoral,
consideramos que las variantes identificadas podrian estar contribuyendo con un potencial aporte de
riesgo extra a la predisposicion al CCR en ambas familias portadoras. La incapacidad de comprobar
experimentalmente el efecto de estas variantes sobre el splicing supone la gran limitacién en la

evaluacion de su impacto.
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D.6. Mutaciones somaticas en BRF1, BARD1y CLCA1 en céncer.

La presencia recurrente de mutaciones somaticas en un determinado gen es indicativa de la relevancia
de ese mismo gen en la progresién del tipo tumoral analizado. La base de datos COSMIC recoge las
frecuencias mutaciones génicas clasificadas por tipo de tumor. La consulta para los genes BRF1,
BARD1 y CLCA1 puede observarse en la Tabla 20.

Tabla 20. Tipos de cancer en los que la tasa de mutaciones somaticas en BRF1, BARD1 y CLCA1
supera la frecuencia de 0,5%. Datos extraidos de la base de datos COSMIC v.72. Se destacan en
negrita los tumores relacionados con sindromes de CCR familiar.

BRF1 BARD1 CLCAl1

Endometrio 250% CCR 2,77%  Piel 3,74%
Estdmago 2,13% Estémago 2,30% CCR 3,43%
CCR 1,91% Endometrio 1,93% Endometrio 3,21%
Tracto urinario 1,17%  Eséfago 1,66%  Pulmodn 2,25%
Piel 0,86%  Pulmén 1,24% Estémago 1,87%
Eséfago 0,66%  Proéstata 1,14%  Higado 1,14%
Higado 0,61%  Tejidos blandos 0,87%

Piel 0,57% Mama 0,80%

Ovario 0,77%

Para los tres genes pueden observarse frecuencias mutacionales relativamente altas en tejidos del
aparato digestivo, destacando el CCR (seria el tipo de cancer més frecuente para BARD1) y el estmago.
Resulta interesante la alta frecuencia mutacional en endometrio para los tres casos. Este 6rgano también
aparece dentro del espectro mutacional de otros sindromes donde el CCR tiene un papel principal, véase
el SL o el SAARP.

D.7. Otras variantes identificadas.

Ademas de los cambios en BRF1, BARD1 y CLCAL, otras dos mutaciones fueron seleccionadas para su

analisis en mayor profundidad.

La mutacion ¢.923-1G>C en MXRA8 —gen que codifica una limitrina potencialmente implicada en la
maduracion y el mantenimiento de la barrera hematoencefalica— causa la rotura de un sitio canonico de
splicing. El analisis de LOH en los tres tumores analizados ofrecié resultados negativos para la pérdida
del alelo salvaje. Del mismo modo, la bisqueda bibliografica no revel6é ninguna relacién entre este geny
su posible participacion en procesos regulatorios clave y/o riesgo de céancer. Sin embargo, la
cosegregacién de la mutacién con el caso de cancer de mama y su caracter deletéreo nos hicieron
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considerar la bisqueda de nuevas mutaciones en nuestra serie de CCRFX. Como resultado, el cambio
€.1186G>A (p.D396N), correspondiente al SNP rs150058708 (MAFgpsnp=0,0022) fue identificado en una
familia. Tres de cuatro programas in silico indicaron un potencial efecto deletéreo del cambio a nivel
aminoacidico. En base a los resultados obtenidos y la literatura disponible, consideramos que el papel de
las mutaciones identificadas en este gen podria asociarse con la participacion en la predisposicion al
CCR de las familias portadoras, aunque seria necesario un estudio en mayor profundidad para poder
concluir sobre esta cuestion.

Por ultimo, el cambio n.-30G>C en el microARN hsa-miR-578 fue seleccionado por causar, segun los
dos programas in silico consultados, la alteracién de la estructura tridimensional del pre-mir. EI cambio
supone la fusion de las dos horquillas existentes en la forma salvaje. Esta alteracion estructural podria
afectar al procesamiento de las enzimas de maduracion de los pre-mir, alterandose el proceso de
formacion del microARN maduro. Algunas de las dianas de este microARN predichas in silico incluyen
genes de relevancia en el metabolismo celular como TGFB2 o PPM1A. Estudios de LOH en los tres
tumores de la familia mostraron ausencia de éste fendbmeno. La no identificacion de mutaciones
adicionales en nuestra serie de 151 casos de CCRFX, asi como la ausencia de expresién de este
microARN encontrada tanto en colon normal como en los tumores de la familia secuenciada, nos hizo
sospechar de una baja o nula relevancia de la mutacion n.-30G>C en la susceptibilidad al CCR en la
familia secuenciada.

D.8. La predisposicion al CCR en la familia secuenciada.

En base a los resultados obtenidos, podemos afirmar que existen evidencias consistentes que relacionan
al menos dos/tres, de las mutaciones identificadas con el incremento de riesgo a CCR inherente a la
familia. En la tabla 21 se resumen las razones que apoyan la susceptibilidad aportada por estas

variantes en la familia secuenciada.

Tabla 21. Evidencias a favor de la implicacién de las mutaciones identificadas en BRF1, BARD1 y CLCA1 en
la agregacion de CCR de la familia CCRFX estudiada.

BRF1 e Mutacion deletérea (eliminacion del exén 13 e interrupcién del marco de
€.1459+2T>C lectura).
e Funcion de supresor tumoral comprobada en estudios funcionales descritos
en la literatura (Leal et al., 2008)
¢ Identificacion de numerosas mutaciones adicionales en nuestra serie de
casos de CCR familiar.
¢ Identificacion de la mutacion c. 35C>T (p.T12M) en dos familias con CCR
familiar no relacionadas.
¢ Relativa alta tasa de mutaciones somaticas en canceres gastrointestinales y
de endometrio.
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BARD1 ¢ Mutacién con efecto desestabilizante en la proteina (in silico).
€.1099T>A e Gen supresor tumoral en cancer de mama y ovario (interaccion con BRCAL).
e Cosegregacion con el caso de cancer de mama presente en la familia.
¢ Identificacion de una mutacion deletérea adicional en una familia CCRFX en
nuestro estudio.
e Mutacion deletérea identificada en una familia CCRFX descrita en la literatura
(Esteban-Jurado et al., 2014).
e Alta tasa de mutaciones somaticas en canceres gastrointestinales y de

endometrio.
CLCAl e Mutacién con potencial efecto en el splicing (In silico).
c.1114G>A e Proteina con funcion de supresor tumoral en intestino grueso.

¢ Identificacion de una mutacion adicional con potencial afectacion del splicing
en una familia CCRFX. La variante cosegrega con los dos casos de CCR
adicionales presentes en la familia.

e Correlacién entre bajos niveles de expresion y peor prondstico en cancer.

e Alta tasa de mutaciones somaticas en canceres gastrointestinales y de

endometrio.

Las evidencias que apoyan el papel de las variantes en el CCR de la familia resultan especialmente
notorias para BRF1. La patogenicidad de la mutacién, asi como las numerosas variantes adicionales
identificadas apoyarian el papel del cambio en la familia y el del gen en el CCR familiar.

El efecto de la mutaciéon en BARD1 aln resultando prometedor, quedaria supeditado a la verificacion de
su efecto deletéreo. El papel de este gen en el CCR familiar ya habia sido reportado por Esteban-Jurado
y colaboradores, pero en ese caso, la mutacion suponia la anulacién alélica total (Esteban-Jurado et al.,
2014). Por ello, estudios funcionales que analizasen la capacidad proliferativa de células coldnicas
portadoras del cambio ¢.1099T>A podrian mostrar el efecto de este cambio. Una hipétesis es que,
considerando la cosegregacion del caso de cancer de mama con la mutacién (siendo los otros tres
afectos de CCR de género masculino), el cambio ¢.1099T>A implique un fallo en el dimero reparador
BRCA1-BARD1. Un estudio de la tasa mutacional en linea celular colénica portadora del cambio (o en el
propio tumor de mama de la paciente afectada en caso de disponibilidad) seria indicativo de si el fallo en
la capacidad reparadora de BRCA1-BARDL1 podria estar contribuyendo a la susceptibilidad al cancer en
la familia.

Por otro lado, el papel de CLCAL en el desarrollo de cancer, y méas concretamente, de CCR ya ha sido
descrito anteriormente. Al igual que para BARD1, es la naturaleza de la mutacién lo que impide definir
con mayor certeza su papel en la predisposicion al CCR en la familia. Estudios mas extensivos de
andlisis del ARNm producido en presencia de la mutacion otorgarian una gran informatividad sobre el
impacto del cambio detectado.
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La mutacion en MXRAS, ¢.923-1G>C, si bien implica un claro efecto deletéreo, no puede relacionarse de
manera clara con un aumento a la susceptibilidad al CCR debido a la funcién del gen y la falta de
evidencias que lo relacionen con fallos en la regulacion celular del intestino grueso. Sin embargo, la
identificacién de casos adicionales de CCR familiar con fallos en dicho gen, o la profundizacion en el
conocimiento de la funcién de esta proteina en el intestino grueso, ayudarian a perfilar el impacto del

cambio identificado en nuestra familia.

Finalmente, la ausencia de expresién en colon de hsa-mir-578, tanto en tejido normal como tumoral, o la
no identificacién de mutaciones adicionales en este microARN en los casos de CCR familiar anlalizados,
parecen indicar el bajo o nulo impacto del cambio hsa-mir-578 n.-30G>A en la susceptilibilidad al CCR de

la familia estudiada.
D.9. La susceptibilidad al CCR en el CCRFX.

En base a los datos obtenidos, planteamos un modelo basado en una predisposicion multigénica, donde
las mutaciones identificadas en BRF1, BARD1, CLCAl, y quizd MXRA8 estarian aportando una
susceptibilidad al CCR de forma aditiva. Esto va en total consonancia con los nuevos enfoques del
CCRFX que plantean, ante la dificultad de identificar nuevos genes de alta penetrancia que expliquen
una fraccion importante de casos de esta forma sindrémica, la posible participacién de varios genes de
moderado riesgo como causa del CCRFX. De este modo, algunas familias quedarian explicadas en base
al modelo monogénico clasico (Nieminen et al., 2014; Schulz et al., 2014), mientras que en otras seria

necesaria la identificacion de multiples mutaciones (Figura 34).

Pt

Modelo monogénico Modelo oligogénico

Figura 34. Modelos de herencia monogénico y oligogénico. Mientras que hasta ahora todas las formas de CCR
hereditario se han explicado en base a mutaciones en un solo gen, los modelos oligogénicos podrian explicar ciertas
familias con alta agregacion de CCR en base a variantes que aportan riesgos moderados a este tipo de cancer.
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Los resultados obtenidos y el modelo propuesto apoyan el sistema de estudio individualizado de las
familias CCRFX a la hora de buscar las causas genéticas de su predisposicion al CCR. Si bien una
porcion variable de ellas podran quedar explicadas a partir de mutaciones en genes especificos, la
tendencia actual parece mostrar la necesidad de un andlisis profundo de las variantes heredadas de

forma particular en cada familia, o incluso a nivel individual en cada paciente.

La secuenciaciéon de exomas en el contexto del CCR familiar ha identificado numerosos genes
potencialmente relacionados con este tipo de cancer. La identificacion de evidencias que relacionan
BRF1, BARD1, CLCAl y quizd MXRAS8, con un incremento de riesgo al CCRFX permite aumentar el
conjunto de genes asociados a esta entidad de CCR. El estudio de familias CCRFX adicionales permitira
dilucidar sobre el verdadero impacto de BRF1, BARD1 y CLCAL en la susceptibilidad al CCR familiar.
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Los pacientes con sindrome de Lynch portadores del genotipo AA para la variante hTERT rs2075786
tienen un riesgo mas elevado de desarrollar cancer a edades jovenes que los portadores del genotipo GG.

Los tumores CCRFX presentan caracteristicas moleculares muy similares a las del CCR esporadico sin
fallos en el sistema MMR. Se caracterizan por una alta inestabilidad cromosomica, ausencia de fenotipo
CIMP, y frecuencias mutacionales del 2,7% para BRAF, 39,7% para KRAS, 5,4% para PIK3CA y 13,5%
para TP53.

Sin embargo, los tumores CCRFX presentan mayor frecuencia de la ganancia del cromosoma 2 y de la
pérdida de 10qg. Asimismo, estos tumores muestran menor carga mutacional en TP53, aunque la diferencia

no alcanzé la significacion estadistica.

Mediante la secuenciacion del dominio exonucleasa de POLE y POLD1 en una serie de 441 casos de
CCR familiar y 88 poliposis hemos identificado 6 variantes nuevas o altamente infrecuentes en POLD1.
Cuatro de estas variantes mostraron claros signos de patogenicidad en base a predicciones in silico,
conservacion evolutiva, alteracion de residuos cataliticos del dominio exonucleasa, y/o estudios

funcionales en levadura.

Considerando las variantes probablemente patogénicas identificadas en nuestro estudio, las mutaciones
en el dominio exonucleasa de POLD1 explicarian el 1% (4/411) de todos los casos de CCR familiar sin
fallos en el sistema reparador de bases desapareadas o de temprana aparicion, incluyendo el 1,7% (1/60)
de los casos que cumplen los criterios de Amsterdam (CCRFX).

Los datos disponibles de 69 portadores (de 29 familias) sobre mutaciones patogénicas en el dominio
exonucleasa de POLE/POLD1 indican un fenotipo asociado al SAARP caracterizado por la presencia de
poliposis colorrectal adenomatosa atenuada u oligopoliposis, CCR y probablemente tumores cerebrales.
Ademas, el espectro fenotipico asociado a POLDL1 incluye la presencia de tumores endometriales y

probablemente, también de mama.

Proponemos una serie de recomendaciones para la seleccién de familias candidatas al analisis genético
de POLE y POLD1, en base al conjunto de portadores identificados y/o revisados en nuestro estudio. Del
mismo modo, sugerimos un programa de seguimiento clinico de portadores basado en colonoscopias y
gastroduodenoscopias periddicas a partir de los 20-25 afios, asi como pruebas de deteccion de céancer
endometrial a partir de los 40 afios en portadoras de mutaciones en POLD1.

Siguiendo un modelo oligogénico, mutaciones en BRF1 y BARD1, y posiblemente en CLCA1l y MXRAS,
serian causantes de la alta agregacion de cancer observada en la familia CCRFX en la que secuenciamos
el exoma completo de tres familiares afectos de CCR.

La identificacibn de mutaciones adicionales en BRF1 y BARD1 en otras familias afectas de CCR no
poliposico refuerza la implicacion de estos genes en el CCR familiar.
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En base a los resultados obtenidos, la secuenciacion del exoma completo en varios miembros afectos de
familias individuales se presenta como una herramienta Util para la identificacién de mutaciones causales
de alta o moderada penetrancia que afectan a varios genes de predisposiciébn al cancer (modelo

oligogénico).
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ARTICULO ANEXO 1

Telomere length and genetic anticipation in Lynch syndrome

Nuria Segui, Marta Pineda, Elisabet Guind, 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.

Resumen:

La presencia de variaciones en la longitud telomérica ha sido asociada con incrementos de riesgo a
desarrollar diferentes tipos de tumores. Por otro lado, el acortamiento telomérico se ha relacionado con la
anticipacién genética en cierto numero de enfermedades hereditarias, incluyendo sindromes de cancer
hereditario. Ningun estudio concluyente ha sido realizado para el sindrome de Lynch (SL), un sindrome de
cancer colorrectal causado por fallos germinales en el sistema reparador de bases desapareadas. En el
presente estudio realizamos la evaluacion de la longitud telomérica en el SL como factor de riesgo y como
potencial mecanismo asociado a la anticipacidon en la aparicion de cancer observado en generaciones
sucesivas en algunas familias con sindrome de Lynch. La longitud telomérica leucocitica fue medida en 244
afectos de SL pertenecientes a 96 familias y en 234 controles utilizando un método de PCR monocroma
cuantitativa multiplex. Los pacientes con SL afectos de cancer mostraron telémeros significativamente méas
cortos y un acortamiento telomérico acelerado con la edad respecto a los individuos con SL sin cancer. La
anticipacién en el edad de aparicion de cancer observada en generaciones sucesivas no fue asociada con el
acortamiento telomérico, aunque llamo la atencion que todas las parejas madre-hijo con anticipacion
genética presentaron acortamiento telomérico. En conclusion, los afectos de cancer con SL presentan
longitudes y dindmica telomérica diferente. Sin embargo, el fenémeno de anticipacién en la edad de
aparicién de cancer no pudo ser explicado en base al acortamiento telomérico. Quedando pendiente de su
estudio en mayor profundidad, nuestros resultados sugieren que el acortamiento telomérico podria explicar
este fendmeno en funcién del sexo del padre transmisor de la mutacion asociada al SL a la siguiente
generacion afectada.
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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).

A B
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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).

(TIF)
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Resumen:

La longitud telomérica aberrante medida en sangre ha sido asociada con un incremento de riesgo a varios
tipos de cancer. En el campo del cancer colorrectal (CCR) hereditario no polipésico, y especialmente en el
sindrome de Lynch (SL) —causado por mutaciones en los genes del sistema reparador de bases
desapareadas (MMR, del inglés mismatch repair)—, identificamos recientemente que los afectos de CCR con
SL tenian teldbmeros mas cortos y acortamiento telomérico mas rapido con la edad que los controles y los
afectos de SL sin cancer. En el presente articulo, evaluamos la longitud telomérica de un total de 57 afectos
de cancer y 57 pacientes no afectos provenientes de 34 familias Amsterdam pertenecientes al CCR familiar
de tipo X (CCRFX), comparando ademas los resultados obtenidos con los datos previamente publicados
acerca de 244 pacientes con SL (144 afectos de céancer y 100 no afectos) y 234 controles. La longitud
telomérica relativa fue medida utilizando el método de PCR monocroma cuantitativa multiplex, aplicando
medidas preventivas para evitar la inclusion de sesgos y ajustando por edad. A pesar de la naturaleza
retrospectiva de nuestro estudio, los resultados mostraron que los telémeros mas largos se asociaban a
incrementos de riesgo en el CCRFX, identificando por tanto diferentes patrones de longitud telomérica para

el riesgo de CCR en base al estado del sistema 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.
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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
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'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:

Mutaciones germinales en la ADN polimerasa ¢ (POLE) y & (POLD1) han sido recientemente identificadas
en familias con mdltiples adenomas colorrectales y cancer colorrectal (CCR). Todos los casos identificados
portaban las mutaciones POLE ¢.1270C>G (p.Leu424Val) o POLD1 c.1433G>A (p.Ser478Asn). Debido a la
escasez de casos identificados hasta la fecha, no ha podido definirse un fenotipico clinico especifico
asociado a este tipo de mutaciones. Nuestra intencién fue evaluar la prevalencia de estos cambios
recurrentes en una serie de casos de CCR de aparicién temprana y poliposis de etiologia desconocida, asi
como aumentar el conocimiento disponible sobre el fenotipo clinico de los casos mutados. Un total de 858
casos de CCR de aparicion temprana o familiar y poliposis fueron estudiados: 581 casos de CCR familiar
ylo de aparicion temprana sin fallos en el sistema reparador de bases desapareadas, 86 casos con fallos
germinales en este mismo sistema de reparacion y 191 casos de poliposis. La bisqueda de mutaciones fue
realizada utilizando sondas de genotipado KASPar y/o secuenciacion Sanger de los exones implicados. La
mutacién POLE p.L424V fue identificada en un paciente de 28 afios con CCR y poliposis, tratandose de un
cambio de novo. En ninguno de los 858 casos estudiados se identificd el cambio p.S478N. Una nueva
mutacion, POLD1 ¢.1421T>C (p.Leu474Pro), fue identificada en una familia Amsterdam Il. Su patogenicidad
se apoyo en la cosegregacion de la variante con los casos de CCR en la familia, las predicciones in silico y
experimentos en levaduras descritos en la literatura. Las mutaciones en POLE y POLD1 explican por tanto
una fraccion del CCR familiar y de la poliposis. La secuenciacion de los dominios exonucleasa de POLE y
POLD1 deberia ser considerada en la rutina de diagnosis genética. Por el momento, hasta la identificacion
de portadores adicionales, el andlisis genético de POLE y POLD1 no deberia restringirse a los casos
polipésicos, asi como también deberia tenerse en cuenta la posible presencia 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.Leu4d24Val) or POLD1¢c.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 mismatchrepair (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;
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mutations in APC and MUTYH primarily predispose to multiple
colonic adenomas, a benign precursor of CRC; a 40 kb upstream
duplication in GREM]1 cause hereditary mixed polyposis; and
several types of hamartomatous polyposes are explained by
mutations in SMAD4, BMPRIA, STK11 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 A4PC 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 ¢.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/POLD1 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. POLDI 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.LL424V nor POLD1 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. lA). The index case was a female patient diagnosed with
CRC (pT2pNOpMO) 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
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microsatellites 1.13 Mb apart, and studying the allelic abundance
ofthe 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
anddied 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 (pT3pNOpMO0) 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 ofthe 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 &. 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 POLD]1 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; +, 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

POLEp.L424V 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.LL.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.L424V, 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/POLD1 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 this regard, 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 POLD1 p.L474P 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 POLD] 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.
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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

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.L. 424V and POLDI1 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 II 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 (VienaLab 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) ,:ir;eplicon ;Aer;:[?::;gre Series
POLE_exon 13 CATCCTGGCTTCTGTTCTCA GTGGCCATCTGGATGTGTG 223 60°C No.2
POLD1_exon 11 GTGTGTCCCTGTCCTTGGAA GTCAGAGGTTGGGGTGAGAG 217 60°C No.2
POLE_L424V 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

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.
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ANEXO I: OTRAS PUBLICACIONES

ARTICULO ANEXO 4

Exome sequencing identifies MUTYH mutations in a family with an atypical
phenotype.

Nuria Segui, Matilde Navarro, Marta Pineda, Nicole Kdger, Fernando Bellido, Sara Gonzélez, Olga
Campos, Silvia Iglesias, Rafael Valdés-Mas, Adriana Lopez-Doriga, Marta Gut, Ignacio Blanco, Conxi Lazaro,
Gabriel Capella, Xose S. Puente, Guido Plotz, Laura Valle.

Gut. 2015 Feb;64(2):355-6. doi: 10.1136/gutjnl-2014-307084.

Resumen:

La causa de la agregacion de CCR en una familia Amsterdam | con seis miembros afectos de CCR sin
poliposis no pudo identificarse en los andlisis genéticos de rutina. Se planted la secuenciacion de exomas
completos en 4 familiares afectos de CCR y un individuo sano de edad avanzada sin historia familiar de
CCR. Como resultado, se identificd la mutacion patogénica MUTYH, c¢.1147delC (p.Ala385Profs*23) en
todos los afectos de CCR. Ademas, en los tres miembros afectos de la segunda generacién que fueron
analizados también se encontré la variante MUTYH ¢.43A>G (p.Metl5Val), la cual inactiva el codén de inicio
de las isoformas nucleares B y y de este gen, con funciones especialmente relevantes en colon. De esta
manera, la agregacion de CCR presente en la familia qued6 explicada en base a la presencia de
mutaciones en MUTYH. El CCR presente en la primera generacion se explicaria en base a un modelo
haploinsuficiente, probablemente en conjuncion con el efecto de variantes de riesgo bajo o moderado al
CCR. EIl patron de herencia aparentemente autosémico dominante observado en la familia, asi como la
ausencia o escasez de podlipos y la presencia de un tumor con inestabilidad de microsatélites habia
conllevado a no considerar inicialmente a MUTYH como una causa probable de la agregacion de CCR
familiar. Sin embargo, debido a que los fenotipos asociados a mutaciones en este gen han sido
frecuentemente definidos en base a portadores identificados en series de casos polipdsicos, es posible que
la frecuencia de fenotipos tales como el de la familia estudiada haya sido infra-estimada. Por ello, en base a
nuestro hallazgo, se recomienda considerar el andlisis en tumores de CCR de la mutacion KRAS ¢.34G>T,
generalmente ligada a fallos en MUTYH y muy infrecuente en otros tipos de CCR. Esta pauta seria
especialmente recomendable para familias con patrones de herencia andémalos y/o presencia de
anticipacién en la edad de aparicién del CCR en la generacién mas joven. Esta estrategia podra ayudar a
identificar a MUTYH como causa genética de la agregacion de CCR en familias que, a dia de hoy, no han
podido ser explicadas en base a mutaciones presentes en otros genes de predisposicion al CCR.
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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 evi-
dence for association with rare MUTYH
variants, even when excluding cases with
MUTYH-associated polyposis. An article
by Nieuwenhuis et al* accurately defined
the phenotypical features of MUTYH-
associated polyposis. However, the study
was performed on clinic-based series ascer-
tained 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 syndrome but was
caused by MUTYH mutations.

To identify novel hereditary CRC
genes, we studied an Amsterdam I family
(hereditary non-polyposis CRC) with no
mutations in the DNA mismatch repair

c.1147delC
188

165

[ -

(MMR) genes (figure 1, table 1). By
exome sequencing performed on four
cancer-affected (I1.2, I1.6, III.1 and IIL6)
and one cancer-free (I[L.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: ¢.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
colon,* the location of >five tumours
developed in the family.

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,

170

—

carrier of only c¢.1147delC. The
MMR-deficient tumour developed by a
MUTYH biallelic mutation carrier had a
transition in the same KRAS codon;
¢.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,” 7 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
biallelic =~ mutation  carriers. ~ When
this occurs in several cancer-affected muta-
tion 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

)
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91 184
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No KRAS mut

c.[1147delC]; | c.[1147deIC];
[43A>G] [43A>G]
61 48

4

i
CRC, 43y,\
>21 adenomas, >50-61y
MMR-pro

29 | 26 | !
c.1147delC c.43A>G

Figure 1
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MMR-def
KRAS G12C KRAS G12D

c.[1 147delC],l
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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)
1.2 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 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)
111.6 (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.

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.Metl5Val) 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.Metl5Val. 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 qPCRs with RNA extracted from
lymphocytes of two controls, three ¢.1147delC heterozygous carriers (1V.1, 1V.24, and
an unrelated carrier), one c.43A>G carrier (IV.2), and two c.[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 c¢.1147delC carriers, where a specific downexpression of the nuclear
transcripts was not expected, the B and y mRNA expression variability (reduction)
observed in c.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
€.1147delC carrier (1V.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
and vy transcripts (Suppl. Figure 2A), probably triggered by growth signals present under
culture conditions.[1] A statistically significant reduction in the expression of B and y
transcripts in ¢.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 c¢.43G
allele (Suppl. Figure 3). Moreover, isoform-specific qPCRs performed in cultured
lymphocytes treated with puromycin, which blocks the nonsense-mediated mMRNA
decay (NMD) mechanism, did not show any difference compared to untreated

lymphocytes of ¢.43A>G carriers (data not shown).

Regarding protein effects, the genetic change ¢c.43A>G leads to B 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 (p and
v) 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 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 Il fusion DNA polymerase) with SureSelect Primer and SureSelect
Pre-capture Reverse PCR primers, quality 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 Illumina 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 doSNP135 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 quantification 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: o-transcript: 5'-
ctcctegtggetagttcagg  (F); B-transcript:  5'-ctcgcggegggaacgegg (F); y-transcript: 5'-
taattgcctattggectgtg (F); and 5'-catcacaggcagaaggce (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)

Gene Nucleotide Aminoacid Location PolyPhen-2 SIFT Condel Splice site
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  ¢.356C>T p.Thri19Met Exon 4 Possibly Tolerated Neutral No change
damaging 0,1) (0,314)
(0,648) / Benign
(0,075)
DDIT4L ¢.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 €.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)
SLCB8AS3 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 Exon 1 - - - -
UGT1A6 c.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. qPCR quantification of MUTYH. Overall (A) and transcript-specific (A and B) mRNA

expression quantification was performed in lymphocyte cDNA from two wildtype controls, three

c.1147delC, one c.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 mMRNA expression of the a, 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
€.43A>G and one c.[1147delC];[43A>G] mutation carriers. B) Expression of the nuclear transcripts  and y.
The expression of B and y transcripts in the ¢.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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Suppl. Figure 3. Sequences of the different MUTYH transcripts in a c.43A>G mutation carrier (RNA
extracted from cultured lymphocytes) show the relatively weak reduction of RNA expression of the mutated

allele in the nuclear transcripts (B and y) compared to its expression in the a transcript.
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INFORME DEL DIRECTOR SOBRE EL FACTOR DE IMPACTO DE LOS ARTICULOS
PUBLICADOS Y GRADO DE PARTICIPACION DEL DOCTORANDO.

En calidad de directora de la tesis doctoral "Caracterizacion molecular y blisqueda de causas genéticas del
cancer colorrectal hereditario no polipdsico" realizada por Fernando Bellido Molias, hago constar que el
doctorando ha participado de forma activa en el disefio, realizacion experimental, analisis de los resultados y
discusion, elaboracion y preparacion de los manuscritos finales de los estudios incluidos en la presente tesis.
A continuacién, se indica de forma especifica la contribucion del doctorando en cada uno de dichos estudios,
asi como el factor de impacto de las revistas en las que se han publicado los resultados obtenidos.

ARTICULO 1

Genetic variant in the telomerase gene modifies cancer risk in Lynch syndrome

Fernando Bellido, Elisabet Guiné, Shantie Jagmohan-Changur, Nuria Segui, Marta Pineda, Matilde
Navarro, Conxi Lazaro, Ignacio Blanco, Hans FA Vasen, Victor Moreno, Gabriel Capelld, Juul T Wijnen y
Laura Valle.

European Journal of Human Genetics 21(5):511-6; 2013. doi: 10.1038/ejhg.2012.204.
Factor de impacto (2013 JCR Science Edition): 4,225

Contribucidon del doctorando: Seleccidn, preparacion y genotipado de las muestras analizadas en el
estudio. Recopilacién de resultados y preparacion para su andlisis estadistico posterior.

ARTICULO 2

Comprehensive molecular characterisation of hereditary non-polyposis colorectal tumours with

mismatch repair proficiency

Fernando Bellido, Marta Pineda, Rebeca Sanz-Pamplona, Matilde Navarro, Marga Nadal, Conxi Lazaro,

Ignacio Blanco, Victor Moreno, Gabriel Capella y Laura Valle

European Journal of Cancer (2014) 50, 1964—1972. doi: 10.1016/j.ejca.2014.04.022.
Factor de impacto (2013 JCR Science Edition): 4,819

Contribucién del doctorando: Seleccion y preparacibn de muestras, extraccion de ADN tumoral de
bloques de parafina. Preparacion y envio de muestras para la realizacion del array de numero de copia e
interpretacion y analisis informatico de los datos generados. Realizacion de hibridaciones in situ con sondas
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fluorescentes en cortes de parafina tumorales como técnica de validacion de los resultados del array.
Estudio de mutaciones en los genes KRAS, BRAF, PIK3CA y TP53 utilizando ensayos KASPar en la
plataforma nanofluidica Fluidigm y secuenciacion Sanger, estudio del fenotipo metilador de islas CpG
(CIMP) mediante Methylation-specific (MS)-MLPA y analisis de los resultados generados. Participacion en la

escritura del manuscrito.

ARTICULO 3

POLE and POLD1 mutations in 529 kindreds with familial colorectal cancer and/or polyposis, review
of reported cases and recommendations for genetic testing and surveillance

Fernando Bellido, Marta Pineda, Gemma Aiza, Rafael Valdés-Mas, Matilde Navarro, Diana A. Puente, Tirso
Pons, Sara Gonzélez, Silvia Iglesias, Esther Darder, Virginia Pifiol, José Luis Soto, Alfonso Valencia, Ignacio
Blanco, Miguel Urioste,'Joan Brunet, Conxi L4zaro, Gabriel Capell4, Xose S. Puente, Laura Valle.

Aceptado en Genetics in Medicine, pendiente de publicacion.
Factor de impacto (2013 JCR Science Edition): 6,435

Contribucién del doctorando: Disefio y realizacion del estudio de la pérdida de heterocigosidad en
tumores portadores de mutaciones en POLE y POLD1 mediante SNaPshot y andlisis de microsatélites.

Revision del manuscrito.

ARTICULO 4: Manuscrito en preparacion

Exome sequencing identifies inherited mutations in BRF1 and BARD1 as probable causes of
hereditary non-polyposis colorectal cancer.

Fernando Bellido, et al.

Contribucién del doctorando: Participacion en la fase final de seleccién y cribado de las variantes
obtenidas tras la secuenciacion de exomas. Realizacion de los estudios de cosegregacion familiar y pérdida
de heterocigosidad en tumor (por medio del andlisis de microsatélites, secuenciacion directa, SNaPshot o
reacciones de inmunohistoquimica). Realizacidon de predicciones in silico sobre el efecto de las variantes.
Comprobacion experimental del impacto de los cambios sobre el splicing o la expresion del microARN (en
los casos que corresponde). Blsqueda bibliografica de expresiéon o de impacto en cancer de los diferentes
genes seleccionados. Generacion de pools o secuenciacion directa de casos con CCR familiar para la
busqueda de mutaciones adicionales. Participacion en la escritura del manuscrito.
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Otros articulos publicados (ANEXO )

ARTICULO 5

Telomere length and genetic anticipation in Lynch syndrome

Nuria Segui, Marta Pineda, Elisabet Guiné, 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 (2013 JCR Science Edition): 3,534

Contribucién del doctorando: Colaboraciones puntuales en la parte experimental del estudio (preparacion

de muestras y medida telomérica).

ARTICULO 6

Longer Telomeres Are Associated with Cancer Risk in MMR-Proficient Hereditary Non-Polyposis
Colorectal Cancer

Nuria Segui, Elisabet Guind, Marta Pineda, Matilde Navarro, Fernando Bellido, Conxi L&zaro, Ignacio
Blanco, Victor Moreno, Gabriel Capella, Laura Valle.

PLo0S One 3;9(2):e86063; 2014. doi: 10.1371/journal.pone.0086063.
Factor de impacto (2013 JCR Science Edition): 3,534

Contribucion del doctorando: Colaboraciones puntuales en la parte experimental del estudio (preparacion
de muestras y medida telomérica).

ARTICULO 7

New insights into POLE and POLD1 germline mutations in familial colorectal cancer and polyposis.
Laura Valle, Eva Hernandez-lllan, Fernando Bellido, Gemma Aiza, Adela Castillejo, Maria-Isabel Castillejo,
Matilde Navarro, Nuria Segui, Gardenia Vargas, Carla Guarinos, Miriam Juarez, Xavier Sanjuan, Silvia lglesias,

Cristina Alenda, Cecilia Egoavil, Angel Segura, Maria-José Juan, Maria Rodriguez-Soler, Joan Brunet, Sara
Gonzalez, Rodrigo Jover, Conxi Lazaro, Gabriel Capell4, Marta Pineda, José Luis Soto y Ignacio Blanco.
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Human Molecular Genetics, 2014, Vol. 23, No. 13. doi:10.1093/hmg/ddu058.
Factor de impacto (2013 JCR Science Edition): 6,677

Contribucién del doctorando: Evaluacion de la cosegregacién de la mutacion POLE p.L424V en la familia
(y comprobacidn de su naturaleza de novo). Evaluacion de la pérdida de heterocigosidad en tumor para esta
misma mutacion.

ARTICULO 8

Exome sequencing identifies MUTYH mutations in a family with an atypical phenotype.

Nuria Segui, Matilde Navarro, Marta Pineda, Nicole Kdger, Fernando Bellido, Sara Gonzélez, Olga
Campos, Silvia Iglesias, Rafael Valdés-Mas, Adriana Lépez-Doriga, Marta Gut, Ignacio Blanco, Conxi Lazaro,
Gabriel Capell, Xose S. Puente, Guido Plotz, Laura Valle.

Gut. 2015 Feb;64(2):355-6. doi: 10.1136/gutjnl-2014-307084.

Factor de impacto (2013 JCR Science Edition): 13,319

Contribucién del doctorando: Participacion en la preparacion de muestras y el genotipado tumoral para el
punto caliente de KRAS correspondiente al codon 12.

Atentamente,

Laura Valle Velasco

Investigadora Ramon y Cajal

Programa de cancer hereditario

Instituto Calatan de Oncologia — IDIBELL
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