UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA

TESIS DOCTORAL

ESTUDIO DE LA SUSCEPTIBILIDAD
GENETICA EN LA POLIPOSIS
ADENOMATOSA ATENUADA

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Victor Lorca Castellanos
Directora

Dra. Pilar Garre Rubio

Madrid, 2023

© Victor Lorca Castellanos, 2023






UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA

Fundacién para la Investigacion Biomédica del Hospital
Clinico San Carlos

Programa de Doctorado en Bioquimica, Biologia Molecular y
Biomedicina

TESIS DOCTORAL

ESTUDIO DE LA SUSCEPTIBILIDAD
GENETICA EN LA POLIPOSIS
ADENOMATOSA ATENUADA

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Victor Lorca Castellanos
Directora
Dra. Pilar Garre Rubio

Madrid, 2023









AGRADECIMIENTOS

Me gustaria empezar este apartado nombrando a la persona que me ha dado la

oportunidad de crecer y formarme cientifica, profesional y personalmente en el campo de
la oncologia molecular. Gracias por brindarme tus conocimientos, tus sugerencias y tus
criticas sin las cuales nada de esto habria sido posible. Muchas gracias, Pilar Garre. Es un
placer trabajar juntos, formando parte de este gran equipo del Laboratorio de Oncologia

Molecular.

Me gustaria agradecer también a otras dos personas que considero pilares fundamentales
en este laboratorio. A Miguel de la Hoya, por su inmensa sabiduria y su incondicional
paciencia. Al segundo pilar, Vanesa Garcia, por todos los conocimientos que me ha
aportado junto a su buen rollo y su gran implicacion siempre. Gracias a ambos todo ha

sido mucho maés facil y simplemente puedo deciros que me encanta trabajar con vosotros.

Asi mismo, me gustaria dar las gracias a Trinidad Caldés, por toda tu implicacion y

esfuerzo, y por esa postura de madre con la que tanto nos cuidas.

Al resto de predoctorales (incluyo en este grupo a lo/as CUATRO iniciales, aunque
alguna ya no sea predoctoral). Gracias a todos por hacerme pasar las mafianas y las tardes
mucho mas amenas. A Raquel por sus bailes, sus canticos, su apoyo Y sus risas durante
muchos afios. Eres un personaje y una magnifica persona. A Lorena y Mateo, por
ensefiarme no solo a nivel profesional, sino también en cada una de esas tardes en
Zacatrus, siendo capaces de explicarnos juegos interminables en menos de 5 minutos. A
todos los que formamos ese cuartito o despacho (no se muy bien como Ilamarlo): Ada,
Igor, Lobna, Beatriz, Elenay Ana. jMe siento muy bien acompafiado ahi dentro! Al resto
del laboratorio (aunque alguno/as ya no estén): Inma, Alicia, Marta, Paula, Julia, Nieves,
Inés, Ericka, Patri, Marilo, Ana e incluso a gente del laboratorio vecino (Elena y Jose

Luis) que me acogieron y me cuidaron desde que llegué a este hospital.

Del mismo modo, me gustaria dar las gracias al Servicio de Oncologia Médica y a todos
los que forman la Consulta de Consejo Genético, en especial, a Isa, Santi y Pedro Pérez
Segura, asi como al Servicio de Anatomia Patolédgica de este hospital, sobre todo a Maria
Jesus y Maria Luisa por su gran dedicacion en los distintos proyectos que tenemos en

marcha.



También, quiero agradecer al laboratorio de Céancer Hereditario del Hospital 12 de
Octubre, en concreto, a Daniel Rueda por colaborar con nosotros durante todos estos afios,
y a Richarda de Voer, del Radboud University Medical Centre de Nijmegen.

A mi tutora, Pilar Iniesta, por todo su apoyo y disposicion siempre. Gracias por todas las

facilidades que me has dado durante todo este tiempo.

A Eva Blasco, la artista que ha dado color a esta tesis con sus laminas pintadas en
acuarela. Gracias por todo tu trabajo y disponibilidad, y por aconsejarme cuando lo he

necesitado.

Por ultimo, quiero terminar este apartado dedicando unas palabras a todos aquellos que
forman parte de mi dia a dia, ya que son los que mas me han visto crecer y sufrir durante
todo este tiempo. A Rafa, Lola, Vicky, Inma, Roberto, Paula, Silvia y Peco por darme

tanto carifio.

Y por supuesto, a toda mi familia: en especial, a mis padres, Gregorio y Sole, a mi
hermana Vanesa y a mi tia Marisa. Sin vosotros no habria llegado hasta aqui. Soy muy
afortunado de teneros a todos. Gracias por ser un ejemplo a seguir. jOS QUIERO
MUCHO!



INDICE

ABREVIATUR AS. .. e 13
LISTADO DE TABLAS . ... e e 17
LISTADO DE FIGURAS . ... e 19
LISTADO DE ANEXOS. ..o it e 22
RESUMEN/SUMMARY ... 23
INTRODUGCCION. ...t 29
i O 1 [o1=] gl oo (0] (T3 7 | PP 31
1.1. Funcion y estructura del colon y recto. ... ...c.ovviuiiiiiiiiiii i 32
1.2, EPIdemMIOIO@Ia. . ... vt 34
1.3. Etiologia y factores de rieSgo........o.oviviiiriiii e 36
1.3 1. Edad Y SEXO. .. .inriniiiie i 36

1.3.2. Estilode viday dieta........c.ooviiuiiiiiiiiiiiiiii e 36

1.3.3. Otros factores: enfermedades/sindromes digestivos........................ 36

1.3.4. FACLOIES GENEICOS. . . u ettt ettt et 37

1.4. Carcinogénesis colorrectal............o.oiieiiiii i 40
1.4.1. Viade la inestabilidad cromosémica o supresora........................... 41

1.4.2. Viade lainestabilidad de microsatélites o mutadora........................ 41

1.4.3. Viadel fenotipo metilador de islas CpG o Via Serrada..................... 42

1.5. Clasificacion del CCR.........ovtiiii e 43
1.5.1. Subtipos moleculares del CCR.............cooiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 43

1.5.2. Clasificacion segun la historia familiar.....................ocooiinn.n. 45

N O O o 3 4 1T 1=To 11 ¥: 1 ¢ (o F R 46
2.1. Clasificacion del CCR hereditario............o.oveviiiiriiiniiriiiiiiiieeeene, 47
2.1.1. Cancer colorrectal hereditario no polip0siCo.............cccevevviiininan.. 47
2.1.1.1.  Sindrome de Lynch... e A8

2.1.1.2.  Cancer colorrectal famlllar tlpo X ..................................... 49

2.1.1.3.  Sindromede Lynch-like.................ooiii i, 50

2.1.2. Cancer colorrectal hereditario polip8SiCO..............coviiiiiiiiiinn.. 50

3. Poliposis COIOIECales. .. ... 51
3.1. POlIpOSIS @0ENOMALOSAS. .. ...\t ettt ettt et e e e 51
3.1.1. Poliposis adenomatosas ClaSicas. .........c.ovvveuiiiiriiiriiiiereiiiienan, 52

3.1.2. Poliposis adenomatosas atenuadas.............c.cooeeveiriiiiniiiiininnennnn 53

3.2. PolipoSiS hamartOmatosas. .........oveertite ittt et 54
3.2.1. Sindrome tumorales hamartomatosos asociados a PTEN................... 54

3.2.2. Sindrome de Peutz-Jeghers. ........ccoiiriiiiiii e 55

3.2.3. Sindrome de poliposis juvenil................ocooiiiiiiii 55

3.3. POlIPOSIS SEITAdAS. . ... v ettt 56
3.4, POlIPOSIS MIIXEAS. ...ttt et et ettt et et et e et e e e et et e e e et enreeneenaanas 56

4. GenesdepredisposicionalaPA. .. ... 57



42 MUT YH. 62

4.3 POLE Y POLDL.....oiiii e 64

A A NTHLL. . e e 65
4.5, MSH . 66
4.6, MLH. . 67
AT AXIN . e 68
4.8, GALNT L. o e e 69
4.9. PAA secundarias a otros sindromes de riesgo al cancer............................. 69
4.10. Poliposis adenomatosas no explicadas.................oooeiviiieiniininns.. 70
4.10.1. Variantes en zonas promotoras y desequilibrio alélico..................... 70
4.10.2. Variantes INtrONICAS. ........virt ettt et ettt et enen 70
4.10.3. Variantes en regiones UTR...........cooiiiiiiiiiiiiiiiiicee, 71
4.10.4. MOSICISMO ENETICO. ...\ utint ettt ettt ettt et et e ettt ee et aaenen 71

5. Actualidad en el cribado asistencial de la PA...........ccoooiiiiiiiiiiiiies 73
5.1. Importancia del estudio genético...........coevviriiiriiiiiiiie e, 73
5.2. Recomendaciones clinicas de estudio genéticoenlasPA........................... 73
5.3. Diagnostico molecular de las PA en el Hospital Clinico San Carlos.............. 74

6. Secuenciacion masivay su aplicacion para la busqueda de variantes genéticas...... 76
6.1. Secuenciacioén de exoma y genoma completo ...........ccoevviiiiiiiiiiiiiiinn... 76
6.2. Paneles MUItIgENnICos. .. ....viviiri e 77
HIPOTESIS Y OBJETIVOS. ... 78
METODOLOGIA ..., 82
1. Poblaciones y criterios de SEleCCION. .........c.oviviniiiiii e 84
1.1. Poblacion PAA-HCSC ... 84

1.2. CONOME PAAX . . 84

1.2.1. Criterios de inCluSiON. ........c.viveiiii i, 84

1.2.2. Criterios de exclusion............cooiiiiiii i 84

1.3. Cohortes de validacion............oouiiiiiiiiiii e 84

2. ODIENCION A8 MUESLIAS. ...\ vttt ettt e e e e e e 85
2.1 EXtracCion de ADN ..ottt e 85

2.1.1. ADN de sangre periférica.............cccoveeiiieiiiiiiiiineeenn, 85

2.1.2. ADN de tejido tumoral/adenomatoso.............ccevvevininennnne. 85

2.2 ExtracCion de ARN . ... . i 86

2.2.1 ARN de sangre periférica.............oviveiiiiiiiiiniiiiiiiaeann, 86

2.2.2. ARN de tejido tumoral/adenomatoso..............ccoeeveneiniinininnn. 86

2.3, SINtESIS U8 ADNC. ... ettt e 87

3. Cribado germinal en genes de predisposicionalaPAA...............coiiiiiiiiiinienn, 87
3.1, SECUENCIACION MASIVA. ... .ttt et e e 87

3.1.1. Preparacion de librerias y lanzamiento de la carrera de NGS........ 87

3.1.2. Analisis de datos de Secuenciacion...............coeveeeerenininnnn.n. 90

3.1.3. Filtrado y priorizacion de las variantes obtenidas.................... 90

10



3.2. Validacion de variantes y analisis de segregacion familiar por secuenciacion

01T =T TP 92

3.2.1. Validacion de varianteS en PMS2..........cccoueuerininininiiiiieeiaens 93

3.2.2. Validacion de variantes bialélicasen MUTYH........................ 94

3.3. High resolution melting (HRM)..........ooiiiiiiiiii e, 95

3.4. Multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA).................... 96

3.5. Pérdida de heterocigosidad. ............o.oveiiiiiiii e 96

3.6. Estudios de expresion alelo especificaanivel de ARN......................... 97

3.7. Estudio somatico externo en el paciente PAAX-83...........ccccoiiiiiini 98

3.8. EStudios de SPlICING......ooviniii i 99

3.9. Estudios €aso-CONtrol...........oviieiii 100

3.10. Estudios de inmunohiStoquimicCa. ..........c.o.ovvereiniiriiiieeareeeneaenenans 101

3.11. Clasificacion de variantes.............ooeevireiiriiiiiiiiee i et eereevrenienns 101

4. Caracterizacion molecular de adenomas/CCR...........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiieee 102
4.1. Andlisis de expresion de las proteinas implicadas en la via MMR...102

4.2. Inestabilidad de microsatélites...................cooiiiiiiiiiin.n. 102

4.3. Genotipado de V60OE en BRAF...... ..o, 103

4.4. Andlisis de la metilacion del promotorde MLH1...................... 103

4.5. Cribado de mutaciones SOMAtiCas. ............oevvveerererininininnnnn. 104

5. Busqueda de mosaicosen el gen APC..........ooiiiiiiiie e 107
5.1. Cohorte de eStudio. .......viiveitiie e 107

5.2. PaNel AP C. .. 107

5.3. Validacion de MOSAICOS. ......ouutiuette e et ei et et ei e eeie e eanaes 108
RESULTADOS. ... .ot 111
1. Estudio descriptivo del diagndstico molecular de las PAA en el HCSC............. 113
2. Caracteristicas clinicas de la cohorte de estudio PAAX..........ccoviiiiiiiinnnn, 114
3. Cribado germinal de genes de predisposicionala PAA...............cooiiiiiiiinn 115
3.1. Caracteristicas generales de la secuenciacion...................c.oooeveiiinnn. 115
3.2. Variantes detectadas. . ... ...oueeieii e 115
3.3. Cas0S eXPHCAUDS. .. ..uueeet et 121
3.3 1 VarianteS eN APC ... .o 121

3.3.2. Variantesen MUTYH.... ..o 123

3.3.3. Variante eN PTEN.......ooiiiiiii e, 127

3.4. Variantes co-ocurrentes en POLE Y NTHLL............ooooiiiiiiiiiiiiienns 129
3.5, Variante N GALNT L2, ... e 132
3.6. Otras variantes reclasificadas como benignas o probablemente benignas...... 136

4. Caracterizacion molecular de adenomas..............cooeviiiiiiiiiiiiiiiieieen 137
4.1. Clasificacion molecular de adenomas................ocoooiiiiiii i, 137
4.2. Cribado de mutaciones hotSPotS. .........c.oeoiiiiiiie e 138
4.2.1. VarianteSdetectadas..........oevuiiriiiiiieie e 139

4.2.2. Caracterizacion de variantes germinales.................coevvvviininnn... 142

5. Resultados del analisis de mosaicos en APC...........ccoiiiiiiiiiiiieeieen, 144
5.1. Variante ¢.4127 4128delAT.....cc.oiiiii i, 145

11



5.2, ValiaNte C.040-2 AT ...t 148

5.3. Variante C.ALSBAST ..., 150
5.4.Varante C.A348C>T ... .uie i 152
DISCUSION . ...ttt 155
1. Justificacion e interés del estudio de familias PAAX.........coooiiiiiiiiiiiinnnn, 157
2. Cribado germinal de genes de predisposicion a PAA/CCR...................ceune 159
2.1. Variantes en genes de predisposicion primariaalaPAA......................... 159
2.2. Variantes en genes de predisposicion secundariaa laPAA...................... 161
2.3. Otros mecanismos de susceptibilidad propuestos..............cooeeviiiiiininin, 162
2.4. Papel de GALNT12 en la predisposicionalaPAA..............coooiiiiiiiiinn. 165
3. Caracterizacion molecular de adenomas. ...............coeevirivininiiiiinieiiieienenennn. 168
4. Cribado de mosaicos en el gen APC de pacientes PAAX........cooiviiiiiiininnnn.. 170
5. Criterios clinicos propuestos y algoritmo diagndstico................oeveiiinininn.. 173
CONCLUSIONES. ... e, 177
BIBLIOGRAFIA ..., 181
PRODUCCION CIENTIFICA. ... ..o, 214
ANE X O S . .o 218

12



| ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

A
ACMG
ACG
ADN
ADNCc
ADNg
AFAP
AKT1
ALK
APC
ARN
ARNmM
ASCO
AXIN2
BER
BMP4
BMPR1A
BRAF
C

PAC
CCG
CCR
CDH1
CGP
CIMP
CIN
CNV
COSMIC
CpG
CTNNB1
CUGC

Adenina

American College of Medical Genetics and Genomics
American College of Gastroenterology

Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirribonucleico complementario
Acido desoxirribonucleico genomico

Poliposis adenomatosa familiar atenuada

Gen serine/threonine kinase 1 (MIM164730)

Gen anaplastic lymphoma kinase (MIM105590)
Gen adenomatous polyposis coli (MIM611731)
Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

American Society of Clinical Oncology

Gen axina 2 (MIM604025)

Reparacion por escision de bases

Gen bone morphogenetic protein 4 (MIM112262)
Gen bone morphogenetic protein receptor, type 1A (MIM601299)
Gen B-Raf proto-oncogene (MIM164757)
Citosina

Poliposis adenomatosa clasica

Consulta de Consejo Genético

Céncer Colorrectal

Gen cadherin 1 (MIM192090)

Células germinales primordiales

Fenotipo metilador de islas CpG

Inestabilidad cromosomica

Variacion en el numero de copias (del inglés, Copy number variant)
Catalogue of Somatic Mutations in Cancer
Dinucledtido citosina-guanina

Gen catenin beta 1 (MIM116806)

Clinical Utility Gene Card

13



DHPLC
EGFR
Ell
EMAST
ENG
ERBB2
ESMO
EVS
EXAC
FA
FAP
FBXW?7
FCCT-X
FGFR2
FOXL2
G
GALNT12
GIST
GNAQ
GNAS

GnomAD
GREM1
GWAS
HA
HGVS
HNPCC
HRM
HSF

1A

IGV

IHQ
KIT

| ABREVIATURAS

Cromatografia liquida de alto rendimiento

Gen epidermal growth factor receptor (MIM131550)
Enfermedad inflamatoria intestinal

Inestabilidad de microsatélites de cuatro repeticiones
Gen endoglina (MIM131195)

Gen erb-b2 receptor tyrosinekinase 2 (MIM164870)
Sociedad Europea de Oncologia Médica

Exome Variant Server

Exome Aggregation Consortium

Fraccion alélica

Poliposis adenomatosa familiar

Gen F-box and WD repeat domain containing 7 (606278)
CCR familiar tipo X

Gen fibroblast growth factor receptor 2 (MIM176943)
Gen forkhead box L2 (MIM605597)

Guanina

Gen polypeptide N-acetylgalactosaminyl transferase 12 (MIM610290)
Tumores del estroma gastrointestinal

Gen G protein subunit alpha g (MIM600998)

Gen guanine nucleotide binding protein, alpha stimulating complex
locus (MIM139320)

Genome Aggregation Database

Gen gremlin 1 (MIM603054)

Estudios de asociacion de genoma completo

Analisis de heteroduplex

Human Genome Variation Society

Cancer colorrectal hereditario no polipésico

High Resolution Melting

Human Splicing Finder

Desequilibrio alélico

Integrative Genomics Viewer

Inmunohistoquimica

Gen KIT proto-oncogene receptor tyrosine kinase (MIM164920)

14



KRAS
LOH
LOVD
LR-PCR
MAF
MAP
MAP2K1
MCR
MET
MGB
MGMT
MLH1
MLH3
MLPA
MMR
MSH2
MSH3
MSH4
MSH6
MSI
MS-MLPA
MUTYH
NAP
NER
NET
NGS
NRAS
NTHL1
PA

PAA
PAAX
PCR
PCRd

| ABREVIATURAS

Gen v-Ki-ras2 oncogene homolog (MIM190070)

Pérdida de heterocigosidad (del inglés, loss of heterozigosity)
Leiden Open Variant Database

PCR de largo alcance (del inglés, Long range-PCR)

Frecuencia del alelo minoritario (del inglés, Minor allele frequency)
Poliposis asociada a MUTYH

Gen mitogen-activated protein kinase kinase 1 (MIM176872)
Mutation cluster region

Gen Methoprene-tolerant proto-oncogene (MIM164860)
Aglutinante de surco menor

Gen O-6-Methylguanine-DNA Methyltransferase (MIM156569)
Gen mutLhomolog 1 (E.coli) (MIM120436)

Gen mutLhomolog 3 (E.coli) (MIM604395)

Multiplex ligation-dependent probe amplification

Mismatch repair

Gen mutS homolog 2 (E.coli) (MIM609309)

Gen mutS homolog 3 (E.coli) (MIM 600887)

Gen mutS homolog 4 (E.coli) (MIM602105)

Gen mutS homolog 6 (E.coli) (MIM600678)

Inestabilidad de microsatellites

Methylation-specific-Multiplex ligation-dependent probe amplification

Gen mutY homolog (E.coli) (MIM604933)
Poliposis asociada a NTHL1

Reparacion por escision de nucleétidos
Tumores neuroendocrinos

Next Generation Sequencing

Gen NRAS proto-oncogene (MIM164790)
Gen nth like DNA glycosylase 1 (MIM602656)
Poliposis adenomatosa

Poliposis adenomatosa atenuada

Poliposis Adenomatosa Atenuada no explicada
Reaccion en cadena de la polimerasa

PCR digital

15



PDGFRA
PHTS
PIK3CA

PMS2
POLD1
POLE
Polyphen
PPAP
PTEN
PTT

Q
RT-PCR
SAC
SCG5
SIFT
SMAD4
SMART
smMIP
SNP
SNV
SRC
STK11 (LKB1)
T

TP53

U

UMD
UTR
VSD
WES
WGS
5-OHdC
8-OHdG

| ABREVIATURAS

Gen platelet derived growth factor receptor alpha (MIM173490)
Sindromes tumorales hamartomatosos asociados a PTEN
Gen phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit
alpha (MIM171834)

Gen postmeiotic segregation increased 2 (MIM600259)

Gen DNA polymerase delta 1 (MIM174761)

Gen DNA polymerase epsilon (MIM174762)

Polymorphism Phenotyping

Poliposis asociada a la region exonucleasa de las polimerasas
Gen phosphatase and tensin homolog (MIM601728)

Prueba de truncamiento de proteinas

Quencher

Reverse transcription polymerase chain reaction

Spindle Assembly Checkpoint

Gen secretogranin V (MIM173120)

Sorts Intolerant From Tolerant

Gen SMAD family member 4 (MIM600993)

Simple Modular Architecture Research Tool

single-molecule molecular inversion probes

Single nucleotide polymorphism

Single nucleotide variant

Gen SRC proto-oncogene, non-receptor tyrosine kinase (MIM190090)
Gen serine/theronine kinase 11 (MIM602216)

Timina

Gen tumor protein p53 (MIM191170)

Uracilo

Universal Mutation Database

Regiones no traducidas

Variante de significado desconocido

Secuenciacion de exoma completo

Secuenciacion de genoma completo
2'-deoxi-5-hidroxicitidina

8-hidroxi-2'desoxiguanosina



LISTADO DE TABLAS

TABLAS DE INTRODUCCION

Tabla 1. Criterios histologicos para distinguir los grados de displasia de adenomas
colorrectales.
Tabla 2. Variantes patogénicas recurrentes en el gen MUTYH.

TABLAS DE METODOLOGIA

Tabla 3. Caracteristicas generales del panel personalizado de NGS.

Tabla 4. Condiciones de las amplificaciones utilizadas en las distintas PCRs.

Tabla 5. Secuencia de nucleétidos de los 5 marcadores utilizados para determinar la
inestabilidad de microsatélites.

Tabla 6. Genes, vias de sefializacion y procesos celulares del panel TruSight tumor 26.

TABLAS DE RESULTADOS

Tabla 7. Caracteristicas clinico-patoldgicas de la poblacién con mas de 10 adenomas.
Tabla 8. Descripcion de las caracteristicas clinico-patoldgicas de la cohorte de estudio
PAAX.

Tabla 9. Resultados obtenidos de la NGS después de aplicar la estrategia de filtrado.
Tabla 10. Variantes priorizadas en los genes de predisposicion primaria a la PAA.
Tabla 11. Variantes priorizadas en los genes de predisposicion secundaria a la PAA.
Tabla 12. Caracteristicas clinicas de los portadores de la variante GALNT12:¢.907G>A,
p. (Asp303Asn).

Tabla 13. Estudio de casos y controles para la variante GALNT12:¢.907GA, p.(D303N).
Tabla 14. Caracteristicas clinico-patoldgicas de la cohorte de pacientes en la que se llevo
a cabo el estudio molecular en adenomas.

Tabla 15. Caracteristicas clinico-patoldgicas de la cohorte de 58 pacientes en la que se
Ilevé a cabo el TruSight Tumor 26.

Tabla 16. Porcentaje de muestras y pacientes portadores en los distintos genes incluidos
enel TST26.

17



Tabla 17. Cambios G>T detectados en los tejidos de pacientes portadores de variantes en
MUTYH.

Tabla 18. Cambios C>T detectados en los tejidos de portadores de variantes monoalélicas
en NTHL1.

Tabla 19. Caracteristicas de las muestras de tejido analizadas para el estudio de mosaicos
en APC.

Tabla 20. Variantes comunes identificadas en al menos dos tejidos adenomatosos de un

mismo paciente.

TABLAS DE DISCUSION

Tabla 21. Caracteristicas y resultados de los estudios descritos en la literatura sobre
mosaicos en APC basados en NGS y/o PCRd.

Tabla 22. Caracteristicas clinicas generales de los pacientes resueltos en este trabajo.

18



LISTADO DE FIGURAS

FIGURAS DE INTRODUCCION

Figura 1. “Hallmarks” o caracteristicas distintivas del cancer.

Figura 2. Estructura del colon y recto.

Figura 3. Porcentaje de nuevos casos de tumores (agrupados segun localizacién) en 2020
a nivel mundial.

Figura 4. Incidencia y mortalidad de cancer en Espafia en el afio 2020.

Figura 5. Arquitectura genética de loci conocidos de susceptibilidad al CCR.

Figura 6. Clasificacion molecular del CCR basado en el estado de CIMP, CIN y MSI.
Figura 7. Hipotesis de Knudson.

Figura 8. Clasificacion del CCR segun la historia familiar.

Figura 9. Poliposis adenomatosas atenuadas agrupadas en funcién de su patrén de
herencia.

Figura 10. Interactoma de los genes asociados con el desarrollo de adenomas.

Figura 11. Diagrama que ilustra las relaciones entre los genes, vias de sefializacion
implicadas y sindromes hereditarios de CCR.

Figura 12. Esquema de la via de sefializacion Wnt.

Figura 13. Correlaciones genotipo-fenotipo y manifestaciones extracoldnicas en
pacientes FAP y AFAP.

Figura 14. Esquema de la via BER.

Figura 15. Papel de NTHL1 en la via BER.

Figura 16. Representacion esquematica de la via de reparacion MMR en células
humanas.

Figura 17. Algoritmo empleado en el diagndstico molecular de las poliposis
adenomatosas en el Hospital Clinico San Carlos hasta el afio 2020.

FIGURAS DE METODOLOGIA

Figura 18. Esquema del sistema de enriquecimiento Haloplex (Agilent Technologies).

Figura 19. Quimica de la secuenciaciéon NGS de Illumina.

19



Figura 20. Esquema del proceso de filtrado y priorizacion de variantes.

Figura 21. Programa general empleado en la secuenciacion directa de ADN.

Figura 22. Programa general empleado para la reaccion de secuenciacion.

Figura 23. Esquema de las amplificaciones alelo-especificas disefiadas para estudiar si
los pacientes en los que se detectaron dos variantes en MUTYH eran portadores bialélicos.
Figura 24. Diferencias en las curvas de fusion obtenidas mediante HRM.

Figura 25. Fundamento de la amplificacion de sondas dependiente de ligandos maltiples.
Figura 26. Amplificacion empleada para confirmar la posible contaminacion por ADN
gendmico en las muestras de ADNCc.

Figura 27. Esquema del amplicon disefiado para los distintos estudios de splicing.
Figura 28. Fundamento de los ensayos TagMan.

Figura 29. Esquema de la técnica MS-MLPA.

Figura 30. Esquema del proceso de elaboracion de librerias de NGS en el panel TruSight
Tumor 26.

Figura 31. Fundamento de la PCR digital.

Figura 32. Ejemplos de resultados de genotipado de muestras de tejido adenomatoso
obtenidos por PCRd.

FIGURAS DE RESULTADOS

Figura 33. Resultados del cribado asistencial de las PAA agrupadas segin N de
adenomas.

Figura 34. Representacion grafica del nimero de lecturas medio para cada muestra en
las regiones diana analizadas.

Figura 35. Porcentaje de variantes agrupadas segun su biotipo.

Figura 36. Arboles genéticos de los pacientes portadores de variantes patogénicas en el
gen APC.

Figura 37. Caracterizacion de la variante MUTYH ¢.739C>G p.(Arg247Gly) detectada
en el paciente PAAX-35.

Figura 38. Caracterizacion de la variante MUTYH: ¢.1510 1517delinsCCAACAGCCA
p. (Thr504Profs*68) detectada en el paciente PAAX-89.

Figura 39. Arbol genético del paciente portador de la variante patogénica en el gen
PTEN.

Figura 40. Caracterizacion del doble heterocigoto en POLE y NTHL1.

Figura 41. Arboles genéticos de la variante GALNT12:¢.907G>A p.(Asp303Asn).

20



Figura 42. Caracterizacion de la variante GALNT12:¢.907G>A p. (Asp303Asn).

Figura 43. Arbol genético del paciente PAAX-21.

Figura 44. Esquema de los distintos estudios moleculares en tejido adenomatoso de
pacientes PAAX.

Figura 45. Muestras analizadas mediante TruSight Tumor 26.

Figura 46. Variantes detectadas tras el cribado de TST26.

Figura 47. Porcentaje de muestras con mutacion en los distintos genes agrupados en
funcién de la via de sefializacion implicada.

Figura 48. Arbol genético de la familia del paciente PAAX-47.

Figura 49. Deteccidn de la variante ¢.4127_4128del AT p.(Tyr1376Cysfs*9) en APC.
Figura 50. Deteccion de la variante ¢.646-2A>T en APC.

Figura 51. Deteccion de la variante c.4156A>T p.(Arg1386*) en APC.

Figura 52. Deteccion de la variante ¢.4348C>T p.(Arg1450*) en APC.

FIGURAS DE DISCUSION

Figura 53. Algoritmo propuesto para el diagnostico molecular en pacientes con sospecha

de un sindrome de PAA hereditaria.

21



LISTADO DE ANEXOS

Anexo 1. Criterios clinicos de seleccion de familias HNPCC.

Anexo 2. Lista de genes de predisposicion a la poliposis/CCR incluidos en el panel
personalizado de NGS.

Anexo 3. Bases de datos y programas de prediccion utilizados para la anotacion de
variantes.

Anexo 4. Oligonucleotidos utilizados para la amplificacion en los distintos experimentos.
Anexo 5. Criterios propuestos por la ACMG-AMP para la clasificacion de variantes en
el sistema de 5 niveles.

Anexo 6. Combinacién de los criterios propuestos por la ACMG-AMP para la
clasificacion de variantes.

Anexo 7. Regiones cubiertas por el panel TruSight® Tumor 26 (lllumina).

Anexo 8. Caracteristicas clinicas de todos los participantes incluidos en el estudio.
Anexo 9. Variantes obtenidas tras los analisis de filtrado.

Anexo 10. Estudios moleculares en muestras de tejido de pacientes PAAX.

Anexo 11. Resumen de las muestras analizadas para la confirmacion de mosaicos en el
gen APC.

22



RESUMEN/SUMMARY







RESUMEN

Introduccidn: La poliposis adenomatosa (PA) se define como aquella condicion en la

que un individuo tiene tendencia a desarrollar adenomas a lo largo del colon y/o recto.
Los adenomas son lesiones precursoras del cancer colorrectal (CCR) y, por lo tanto, los
individuos que presentan PA tienen un riesgo acumulado de padecer CCR a lo largo de
su vida, que oscila entre el 40% y el 100% segun la gravedad de la poliposis.
Clinicamente, suele clasificarse segun la carga de adenomas en poliposis clasica (PAC)
(>100) y atenuada (PAA) (10-100). La mayoria de las PAC se explican por variantes
germinales en el gen APC o en el gen MUTYH. Sin embargo, las alteraciones en estos
genes tan solo explican el 10-20% de las PAA, poblacion que representa una fraccion
importante en las consultas de Consejo Genético (CCG) y que ha ido en aumento en los
ultimos afios debido a la implantacion de los programas de cribado colorrectal y la mejora

en la sensibilidad de las técnicas de imagen.

Hipotesis y objetivos: El diagndstico molecular rutinario de la PAA se centra
principalmente en los genes APC y MUTYH. La hipdtesis de este trabajo es que una
fraccion importante de las PAA no explicadas (PAAX) podria ser causada por
alteraciones en otros genes de susceptibilidad menos conocidos. El objetivo de esta tesis
doctoral es definir la susceptibilidad genética en los casos de PAA que acuden a las

Consultas de Consejo Genético (CCG).

Metodologia: Se incluyeron 159 pacientes con PAAX. Se llevo a cabo la
secuenciacion de 22 genes de predisposicion a la PA/CCR mediante un panel
personalizado de secuenciacion masiva o “Next Generation Sequencing” (NGS). Las
variantes detectadas se validaron mediante secuenciacion Sanger y para Su
caracterizacion se llevaron a cabo estudios de segregacion familiar, splicing, expresién
de ARN y/o proteina en tejido adenomatoso y cribado de mutaciones somaticas.

Se analizaron los tejidos adenomatosos procedentes de los pacientes PAA mediante el
analisis de la inestabilidad de microsatélites, Genotipado de la mutacion V600E de BRAF
y el estudio de metilacion en el promotor del gen reparador MLH1, asi como el cribado

de hotspots mediante un panel somatico de NGS.
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Se llevé a cabo un estudio de mosaicos en APC en una cohorte mas reducida, sin historia
familiar de PA, mediante secuenciacién NGS con un panel de APC en al menos dos
tejidos adenomatosos/adenocarcinomatosos por paciente y genotipado de tejidos

adicionales por PCR digital.

Resultados: En el cribado germinal se validaron 45 variantes distribuidas en 49 sujetos
(30,8% de la cohorte inicial), de las cuales 6 variantes detectadas en 10 sujetos (6,3% de
la cohorte inicial) fueron clasificadas como benignas o probablemente benignas, 30
variantes en 31 sujetos como variantes de significado desconocido (19,5%), y 9 variantes
en 10 sujetos como patogénica o probablemente patogénica (6,3%). En total se pudo
explicar la PAA y ofrecer un asesoramiento y seguimiento personalizado en 7 pacientes
(4,4%). Concretamente, se detectaron 3 portadores de variantes truncantes en APC, 2
portadores bialélicos en MUTYH, un portador de una variante truncante en POLE y un
portador de una variante patogénica en PTEN.

El estudio molecular de los tejidos adenomatosos facilitd la caracterizacion de variantes
en MUTYH y permitié detectar dos tejidos metilados en el promotor de MLH1, en dos
pacientes sin historia familiar.

En el andlisis de mosaicos en el gen APC se detectaron 4 pacientes que presentaron al
menos dos muestras de adenomas independientes portadoras de la misma variante en
APC. Tras genotipar mas tejidos adenomatosos y/o tejido colénico normal de cada uno
de ellos, se confirmé el mosaicismo en dos de ellos, sugiriendo una tasa de mosaicismo
del 20%.

Conclusiones: Tras el desarrollo de este estudio se ha demostrado un aumento notable
de la sensibilidad diagnostica de la PAA con el uso de paneles multigénicos. Se han
detectado distintos casos de susceptibilidad asociados principalmente a los genes de
predisposicion primaria APC y MUTYH, y en menor medida a genes asociados a otros
sindromes polipdsicos, como PTEN. Se ha descartado la variante controvertida D303N
de GALNT12 como alelo de alta penetrancia en la susceptibilidad a la PAA, y se proponen
las variantes truncantes en POLE como posibles mecanismos de susceptibilidad a la PAA.
Se pone de manifiesto la importante contribucién de los fendmenos de mosaicismo en
APC en pacientes sin historia familiar de PAA. Estos resultados contribuyen al
conocimiento y a la mejora del manejo asistencial de la susceptibilidad a la PAA, y

demuestran la alta heterogeneidad genética y fenotipica en este grupo de pacientes.
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SUMMARY

Introduction: Adenomatous Polyposis (AP) is that condition in which an individual

tends to develop adenomatous polyps (adenomas) throughout the colon and/or rectum.
Adenomas are precursor lesions of colorectal cancer (CRC) and, therefore, individuals
with AP have a cumulative risk of developing CRC that ranges from 40% to 100%
depending on the severity of the polyposis. Clinically, AP can classify according to the
adenoma burden into classic (>100) and attenuated (AAP) (10-100). The most severe
cases are generally due to germline alterations in the APC gene or germline biallelic
variants in the MUTYH gene. However, alterations in these genes can only explain for
10-20% of AAP. This population represents a significant fraction in Genetic Counseling
Units (GCU), and it has increased significantly in recent years due to the implementation
of colorectal screening programs and the improvement in the sensitivity of imaging

techniques.

Hypothesis and objective: AAP routine genetic testing has been focusing only on
the APC and MUTYH genes in most hospitals. The hypothesis of this work is that a
significant fraction of unexplained AAP could be caused by alterations in other known
susceptibility genes. The main objective is to define the genetic susceptibility of AAP

cases in our hospital environment.

Methodology: We included 159 patients with unexplained AAP who had not been
previously detected an alteration in any CRC/polyposis predisposition gene. For germline
screening, an NGS custom panel of 22 AP/CRC predisposition genes was designed. The
detected variants were validated by Sanger sequencing. Familial segregation studies,
cDNA splicing analyses, RNA and/or protein expression studies in adenomatous tissue,

and somatic mutations screening were carried out for germline variant characterization.

Microsatellite instability analysis, BRAF V600E genotyping, MLH1 promoter
methylation and a somatic NGS panel were performed for the characterization of
adenomatous tissues. The APC mosaic study was carried out in a smaller cohort (N=10),
with no family history of AP, in which common APC variants were searched for in at
least two adenoma/adenocarcinoma tissues per patient and validated by genotyping of

additional tissues by digital PCR.
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Results: 45 variants (58 detections) distributed in 49 subjects (30.8% of the initial
cohort) were validated before the germline analysis. 6 variants detected in 10 subjects
(6.3% of the initial cohort) were classified as benign or likely-benign, 30 variants detected
in 31 subjects remained as variants of unknown significance (19.5% of the initial cohort),
and 9 variants distributed in 10 subjects were classified as pathogenic or likely pathogenic
(6.3% of the initial cohort). It was possible to explain the AAP and offer personalized
advice and follow-up in 7 study subjects (4,4% of the cohort). Specifically, 3 patients
harbored APC truncating variants, two patients harbored biallelic variants in MUTYH,
one patient harbored POLE truncating variant and another one harbored a pathogenic

variant in the PTEN gene.

The molecular study of adenomatous tissues facilitated the characterization of MUTYH
variants and allowed the detection of two methylated tissues in the MLH1 promoter, in

two patients with no family history.

In the APC mosaic analysis, four patients were detected with at least two independent
adenoma samples carrying the same variant in APC. After analyzing the clinical
characteristics of the patients and genotyping more adenomatous and/or normal colonic

tissues, mosaicism was confirmed in two of them, suggesting a mosaicism rate of 20%.

Conclusions: A notable increase in the diagnostic sensitivity of the AAP has been
demonstrated with the use of multigene NGS panels. Different cases of susceptibility
were detected in primary predisposition genes (APC and MUTYH), predisposition to other
polyposis syndromes (PTEN), and the controversial D303N variant of GALNT12 was
ruled out as a high penetrance allele in the susceptibility to AAP. In addition, truncating
variants in POLE/POLD1 was proposed as possible mechanisms of susceptibility to AAP,
and it was highlighted the contribution of APC mosaicism phenomena in patients without
a family history of AAP. These results contribute to improving the care management of
susceptibility to AAP and demonstrate the high genetic and phenotypic heterogeneity in
this group of patients.
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1. CANCER COLORRECTAL

La carcinogénesis es un proceso genético y, secuencial, en el que a partir de una célula se
producen secuencialmente alteraciones genéticas y/o epigenéticas que conllevan, en
ultima instancia, al desarrollo de un tumor con todas las propiedades que lo definen, como
son el mantenimiento de la sefial proliferativa y la evasion de las sefales
antiproliferativas, resistencia a la muerte celular, induccién de la angiogénesis, capacidad
de divisién ilimitada y activacion de la invasion y la metéstasis. Estas capacidades,
acufiadas como “hallmarks del cancer”, fueron descritas inicialmente por Hanahan y
Weinberg (Hanahan & Weinberg, 2000), y actualizadas por ambos autores en la ultima
década (Hanahan & Weinberg, 2011; Hanahan, 2022) (Figura 1).

Mantenimiento de la Evasion de senales
sefial proliferativa antiproliferativas
Desbloqueo de la Reprogramacion
plasticidad fenotipica epigenética

Evasion del sistema
Inmune

Desregulacion del
metabolismo celular

Capacidad de
division ilimitada

Resistenciaa la
muerte celular

Inflamacion promovida

Inestabilidad gendémica por el tumor

y mutacion

. Microbiomas
Células senescentes ‘ polimérficos
Induccion de la Activacion de la
angiogénesis invasion y metastasis

Figura 1. “Hallmarks” o caracteristicas distintivas del cancer. En el afio 2000 Hanahan y Weinberg
propusieron unas caracteristicas iniciales, aunque el progreso conceptual en la Gltima década ha permitido
la incorporacion de seis caracteristicas emergentes: la reprogramacion del metabolismo energético y la
evasion del sistema inmune en el 2011 (Hanahan & Weinberg, 2011); y la reprogramacion epigenética, las
células senescentes, los microbiomas polimorficos y el desbloqueo de la plasticidad fenotipica en el afio
2022. Imagen adaptada de (Hanahan, 2022).
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El cancer colorrectal (CCR) engloba todos aquellos tumores que se originan en cualquiera
de las capas del tejido del colon y/o recto. Los tumores colorrectales malignos mas
frecuentes son los adenocarcinomas, pues representan mas del 90% de todos los tumores
colorrectales. Estos tumores son de origen glandular y se desarrollan a partir de una lesion
premaligna conocida como polipo. Se conocen diferentes tipos de pélipos segin su
histologia, y se ha visto que méas del 70% de los adenocarcinomas de colon y recto

proceden de pélipos adenomatosos (von Karsa et al., 2013).

Existen otras neoplasias colorrectales que representan menos del 10% de los tumores
colorrectales. Entre estas neoplasias atipicas se incluyen:

- Los tumores carcinoides o neuroendocrinos (NET), originados a partir de células
neuroendocrinas del colon y/o recto (Porter & Stoeger, 2017).

- Los linfomas colorrectales primarios, que se originan a partir de las células del
linaje B y son linfomas tipo no Hodgkin (Porter & Stoeger, 2017).

- Los tumores del estroma gastrointestinal (GIST) son los tumores mesenquimales
mas comunes del sistema gastrointestinal y algunos de ellos son benignos
(Randall Cooper et al., 2018).

- Los sarcomas se originan en los vasos sanguineos, en las capas musculares o en

otros tejidos conectivos del colon y recto (Randall Cooper et al., 2018).

1.1. FUNCION Y ESTRUCTURA DEL COLON Y RECTO

El colon engloba la parte inferior del tubo digestivo, comprendida entre la valvula
ileocecal y el ano. Posee una longitud aproximada de 150cm en adultos, y sus funciones
principales son la absorcidn de nutrientes, electrolitos y agua, asi como la eliminacion de
los restos no absorbidos que, junto con el mucus secretado, la fibra y parte de la flora

bacteriana, forman las heces.

El colon puede organizarse macroscopicamente en dos grandes divisiones: el colon
proximal o derecho y el colon distal o izquierdo. El colon derecho esta formado por el
ciego, al cual le continta el colon ascendente y el colon transverso. El colon izquierdo
esta formado por el colon descendente, el colon sigmoide o sigma, el recto y finalmente
el ano (Kadri¢ et al., 2003) (Figura 2A).

Microscopicamente, su pared puede dividirse en varias capas: la méas interna, empezando

desde el lumen hacia el exterior, es la mucosa, formada por glandulas mucosas
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denominadas criptas de Lieberkihn. Estas criptas estan compuestas por células epiteliales
absorbentes (enterocitos), que se renuevan constantemente, naciendo en la base de las
criptas y desplazandose hacia la superficie donde mueren. En esta misma capa se sitdan
la lamina propia y la muscular de la mucosa. Seguidamente se encuentra la submucosa,
formada por tejido conectivo denso, que contiene vasos sanguineos y zonas de tejido
adiposo. Adyacente a la submucosa hay una capa muscular, constituida for fibras
longitudinales y circulares. Tras ella se encuentra la subserosa y finalmente la serosa, tan
delgada que en algunos puntos se continta con el peritoneo (Figura 2B) (Briel A et al.,
2015).

A
COLON TRANSVERSO
COLON coLoN || 3 R coLon COLON
DERECHO *CEEvE d DESCENDENTE  17OUIERDO
CIEGO
SIGMA
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HISTOLOGIA DEL
INTESTINO GRUESO

~Epitelio
MUCOSA
Lamina propia
- Muscular de 1a mucosa
_” SUBMUCOSA

- MUSCULAR

SUBSEROSA
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Figura 2. Estructura del colon y recto. A: Representacion de las diferentes partes anatémicas
del colon, modificada del Instituto Nacional del Cancer (cancer.gov). B: Histologia del intestino
grueso, modificada de American Cancer Society (cancer.org).
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1.2. EPIDEMIOLOGIA

Se estima que en el afio 2020 hubo 19,3 millones de casos nuevos y 10 millones de
muertes por cancer en todo el mundo, teniendo en cuenta todos los tumores, sexos y
edades. De todos ellos, mas de 1,9 millones fueron nuevos casos de CCR (10%) y hubo
935.000 muertes por CCR (9,4%). Con ello, el CCR ocupa el tercer lugar, después del
cancer de mama y pulmon, en términos de incidencia y teniendo en cuenta ambos sexos
(Figura 3), y el segundo lugar en términos de mortalidad, tras el cancer de pulmén (Sung
etal., 2021).

Porcentaje de casos a nivel mundial

Mama
11,7 Pulmon
11,4 Colorrectal
Prostata
e 10,0 = EstOmago
73 Hl,gafjo
m Cervix
47 Otros tumores
3,1

Figura 3. Porcentaje de nuevos casos de tumores (agrupados segun localizacion) frente al total de
casos diagnosticados en 2020 a nivel mundial. Se incluyen los datos de ambos sexos y todas las edades.
Datos obtenidos de GLOBOCAN, 2020 (http://gco.iarc.fr).

Hay una variacion de aproximadamente 9 veces en las tasas de incidencia de CCR en las
distintas regiones del mundo, con las tasas mas altas en las regiones europeas,
Australia/Nueva Zelanda y América del Norte, y con Hungria y Noruega ocupando el
primer lugar tanto en hombres como en mujeres, respectivamente. En Espafia, el CCR es
el tumor con mayor incidencia si consideramos ambos sexos (40441 nuevos casos) Y el
segundo mas mortal (16470 muertes) después del cancer de pulmén (Figura 4). Sin
embargo, en el caso de las mujeres es el segundo tumor en incidencia y el primero en

mortalidad.
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Figura 4. Incidencia y mortalidad de cancer en Espafia en el afio 2020. Se tienen en cuenta ambos sexos

(A), hombres (B) y mujeres (C), y en cualquier caso todas las edades. Datos obtenidos de GLOBOCAN,
2020.
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1.3. ETIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO

El CCR es una enfermedad multifactorial, ya que existen numerosos factores tanto
extrinsecos como intrinsecos que juegan un papel importante en su desarrollo. Se ha
demostrado que factores extrinsecos como el estilo de vida, la dieta y patologias previas
estan asociados con un mayor riesgo de desarrollar CCR (wcrf.org/cancer-preventability-

estimates). Como factores intrinsecos destacan la edad, el sexo y la herencia genética.

1.3.1. EDAD Y SEXO

Numerosos estudios han demostrado que la probabilidad de diagnéstico de CCR aumenta
con laedad. En poblacién americana, se ha demostrado que la probabilidad de diagnéstico
de CCR aumenta progresivamente a partir de los 40 afios, aumentando considerablemente
después de los 50. Sin embargo, el CCR parece estar aumentando entre las personas mas

jévenes (Haggar & Boushey, 2009).

Con respecto al sexo, la mayoria de los estudios muestran que los hombres tienen un
riesgo ligeramente mayor de desarrollar CCR que las mujeres y, que el CCR derecho se
observa mas en mujeres, mientras que el CCR izquierdo se detecta principalmente en
hombres (Kim SE et al, 2015).

1.3.2. ESTILODE VIDAY DIETA

Una variedad de factores de estilo de vida y ambientales, en gran medida modificables,
influyen en el riesgo de desarrollar CCR. El riesgo se ve aumentado por el tabaquismo
(Liang et al., 2009), el consumo de alcohol (Fedirko et al., 2011) y el aumento del peso
corporal (Guraya, 2015). Sin embargo, el ejercicio fisico (Arem et al., 2014) y la dieta
(Song et al., 2015; Dahm et al., 2010) pueden disminuirlo.

1.3.3. OTROS FACTORES: ENFERMEDADES/SINDROMES DIGESTIVOS

La colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn son enfermedades inflamatorias
intestinales (EIl) que se desarrollan como resultado de una respuesta inmune desregulada
hacia la microbiota comensal en un huésped. Estas EIl aumentan el riesgo de CCR debido
al efecto carcinogénico de la inflamacién mucosa cronica y a otros factores de riesgo

individual (Jess, Rungoe, et al., 2012; Fornaro et al., 2009).
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La presencia de pdlipos colorrectales también se ha asociado con un mayor riesgo de
CCR, pues la mayoria de los tumores colorrectales proceden de un p6lipo adenomatoso,
y en menor medida, de un polipo serrado (Strum, 2016). Asi, los sindromes polipdsicos

aumentan el riesgo de CCR, dependiendo del tipo y grado de severidad de la poliposis.

1.3.4. FACTORES GENETICOS

El riesgo de desarrollar CCR también se ve influenciado por factores genéticos, y en
mayor medida cuando hay antecedentes familiares de la enfermedad. La susceptibilidad
heredada es un componente importante de la predisposicion al CCR, con un riesgo
estimado del 12 al 35% atribuido a factores genéticos (Peters et al., 2015). Durante las
ultimas dos décadas, se ha logrado un progreso sustancial hacia el descubrimiento de la
arquitectura genética del CCR. Los factores de riesgo genéticos establecidos hasta ahora
oscilan entre dos extremos: los alelos raros de alta penetrancia, cada uno de las cuales
confiere aumentos marcados en el riesgo relativo (RR) de sindromes hereditarios (RR
cercano a 10); a variantes comunes, también llamadas polimorfismos, que confieren
efectos debiles (RR menor de 2) sobre el riesgo 'esporadico’ en individuos con o sin

antecedentes familiares de CCR (Figura 5).

Asi, los factores genéticos o alelos de susceptibilidad al cAncer se pueden dividir en alelos
de alta, moderada y baja penetrancia. Los alelos de alta penetrancia dan lugar a perfiles
de herencia mendeliana dominantes o recesivos. Los alelos de penetrancia moderada
confieren un riesgo algo menor presentando agregaciones familiares de cancer, pero sin
un claro patrén de herencia. En el caso de los alelos de baja penetrancia, seria la
acumulacién de varios alelos la que explicaria el aumento de riesgo en los pacientes

portadores.
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Figura 5. Arquitectura genética de loci conocidos de susceptibilidad al CCR. En el eje de las abscisas
se muestra la frecuencia del alelo de riesgo de la etnia en la que se descubri6 el locus, excepto para las
variantes con efecto recesivo, para las cuales se muestra la frecuencia del alelo homocigoto raro. En el eje
de las ordenadas se muestra el riesgo relativo de CCR. En azul oscuro: genes implicados en la via Wnt, en
verde: genes implicados en la via MAPK, en azul claro: genes de la lamina estructural, en rojo:
reparadores/fidelidad de la replicacion del ADN, en morado: genes implicados en la via TGF-B/BMP.
Imagen adaptada de (Peters et al., 2015).

Alelos de alta penetrancia

Son aquellos loci que explican la existencia de sindromes hereditarios de cancer y los
unicos que, hasta fechas recientes, han tenido un impacto real en las consultas de cancer
familiar y consejo genético (CCG). Estos sindromes, raros en la poblacién, pueden llegar
a explicar en conjunto aproximadamente el 5-10% de todos los casos de cancer (Nagy et
al., 2004). Se suelen caracterizar por edades de diagnostico méas tempranas, multiples

casos de cancer en un individuo y antecedentes familiares.

Al igual que el resto de los sindromes hereditarios, la mayor parte de los sindromes de
predisposicion al CCR se ajustan a un patron de herencia dominante, y estan causados
por variantes que causan pérdida de funcion en genes supresores de tumores 0 genes
reparadores. Algunos ejemplos clasicos son la Poliposis adenomatosa familiar (FAP)
(OMIM: 175100) causada por mutaciones en el gen APC (OMIM: 611731) y el sindrome
de Lynch (OMIM: 114500) causado mayoritariamente por variantes patogénicas/
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probablemente patogénicas en los genes MLH1 (OMIM: 120436), MSH2 (OMIM:
120435), MSH6 (OMIM: 600678) y PMS2 (OMIM: 600259).

No obstante, existen sindromes hereditarios de CCR que se desvian de la norma,
asociandose a patrones de herencia recesivos (Valle, 2014). Un ejemplo clésico de
sindrome hereditario autosémico recesivo es la PA causada por variantes germinales
bialélicas (homocigotas o heterocigotas compuestas) en MUTYH (OMIM:604933).

Alelos de moderada penetrancia

Los estudios de asociacion pangendémicos (GWAS: del inglés, whole-genome association
studies) en pacientes con CCR han permitido la identificacion de alelos de moderada
penetrancia, que presentan unas frecuencias alélicas mayores que los anteriores y un
riesgo relativo moderado para CCR (valores de RR cercanos a 2). Ejemplos de alelos de
moderada penetrancia son CHEK2 y algunas variantes missense en APC, como la variante
NM_000038.6(APC):c.3920T>A p.(lle1307Lys) (11307K), que es muy rara en la
mayoria de las poblaciones, pero tiene una frecuencia del 6% en poblacién Ashkenazi y
un riesgo relativo moderado (RR de 2.17) para CCR (Liang et al., 2013).

Alelos de baja penetrancia

Los alelos de baja penetrancia, identificados también mediante estudios GWAS, son
alelos comunes asociados con un riesgo ligeramente mayor de CCR que la poblacién
general (RR menor de 2) (Peters et al., 2013). La acumulacion de variantes de baja
penetrancia puede explicar en parte el riesgo de CCR familiar, o pueden modificar el

riesgo de cancer en pacientes con alelos de alta penetrancia.

Los distintos estudios publicados han identificado un amplio nimero de variantes
genéticas comunes de baja penetrancia, distribuidas en mas de 40 regiones cromosémicas
distintas, asociadas con el riesgo de CCR en poblacion caucésica (Theodoratou et al.,
2012). Recientemente, se estan desarrollando y evaluando modelos para la prediccion y
estratificacion del riesgo al CCR, y se ha descrito una primera aproximacion a la
puntuacion de riesgo poligénico (PRS: del inglés, polygenic risk score) utilizando datos
GWAS de mas de 120.000 sujetos sanos y afectos de ascendencia europea (M. Thomas

et al., 2020). Estas predicciones se basan en la combinacion de alelos de baja penetrancia
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que presente un individuo, cada uno de ellos confiere un determinado riesgo, y la
combinacidn de varios alelos confiere un riesgo igual a la suma del riesgo de cada uno de

ellos.

1.4. CARCINOGENESIS COLORRECTAL

El modelo inicial de la carcinogénesis colorrectal fue propuesto en 1990 por Fearon y
Vogelstein (Fearon & Vogelstein, 1990). En este modelo se plantea la participacion de

los siguientes eventos moleculares:

- Las mutaciones genéticas adquiridas que conducen al aumento de la funcion de
los oncogenes (como KRAS) o la pérdida de funcién de genes supresores de
tumores (como APC, TP53, y SMAD4) proporcionan una ventaja de crecimiento
selectivo a los clones de células (Fearon, 2011). La expansion de estos clones de
células inicia la transformacion del epitelio colénico normal en neoplasias o
polipos benignos y la acumulacion de mas cambios genéticos conduce su
progresion a neoplasias més grandes y avanzadas, y finalmente al carcinoma

invasivo.

- Para la formacién de un tumor maligno se requieren mutaciones en al menos 4 6
5 genes, y aungue las alteraciones genéticas ocurren preferencialmente en un
orden secuencial, la acumulacion de estas mutaciones, y no el orden en que

sucedan, es la responsable de las propiedades bioldgicas del tumor.

- Los genes supresores de tumor pueden actuar en algunos casos de manera “no
recesiva” a nivel celular, ya que parecen perder su funciéon incluso en

heterocigosis.

Desde su descripcion original, ha habido enormes avances en el conocimiento de los
cambios genéticos involucrados en el CCR, y estos han llevado numerosas revisiones del
modelo. Actualmente, se aceptan tres vias distintas de carcinogénesis colorrectal en
funcidn de las alteraciones moleculares subyacentes: via de la inestabilidad cromosomica
(CIN), via de la inestabilidad de microsatélites (MSI) y via del fenotipo metilador de islas
CpG (CIMP) o via serrada. Estas vias no son excluyentes, puede haber interacciones entre
ellas dando lugar a tumores que presenten caracteristicas de mas de una via

simultaneamente (Fearon, 2011).
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Las tres vias se inician a partir de una lesion benigna y mediante la acumulacion de
alteraciones genéticas y/o epigenéticas a nivel tisular se desarrolla el carcinoma invasivo.
La inestabilidad cromosomica, genética y/o epigenética son imprescindibles para el
desarrollo y avance del tumor, y van a condicionar en gran medida la historia natural del

tumor y el pronostico del paciente.

1.4.1. Viade la Inestabilidad cromosémica o Supresora

La mayoria de los CCR (65-70% de los casos) se originan por una inestabilidad a nivel
cromosémico que implica la ganancia y/o pérdida de grandes regiones cromosomicas
(Nguyen et al., 2020). Estos tumores se desarrollan siguiendo el modelo clésico de
progresion adenoma-carcinoma propuesto por Fearon y VVogelstein en 1990, en el que se
producen numerosas alteraciones que implican la activacion de determinados oncogenes
(como KRAS) y la inhibicion de genes supresores de tumor (como APC, TP53 y SMAD4)
(Fearon & Vogelstein, 1990). Estos tumores se vuelven aneuploides de manera temprana
en la progresion, presentando pérdidas de material genético por errores de recombinacion
mitotica, asi como grandes reordenamientos cromosémicos que conllevan a progresion

tumoral.

La inactivacion del gen supresor de tumores APC es el factor iniciador de la via, teniendo
lugar en la fase temprana del desarrollo del adenoma. Mutaciones en dicho gen se han
identificado en aproximadamente el 80% de estos tumores (Guinney et al., 2015). Durante
el estadio de adenoma, aparecen mutaciones en el oncogen KRAS (40% de los tumores
colorrectales), que junto a mutaciones en TP53, TGF-B, PIK3CA y deleciones del
cromosoma 18q favorecen la diferenciacion a adenocarcinoma (Markowitz et al., 1995;
Thiagalingam et al., 1996; Samuels et al., 2004; Baker et al., 1989).

1.4.2. Viade la Inestabilidad de Microsatélites o Mutadora

La pérdida de funcion de cualquiera de las proteinas que intervienen en la via de
reparacion de errores de desaparemiento de bases durante la replicacion del ADN (MMR:
del inglés, Mismatch Repair) produce la acumulacion de errores de tipo insercion o
delecion en secuencias microsatélites a lo largo de todo el genoma (De’angelis et al.,

2018). Los microsatélites son secuencias repetitivas de ADN distribuidas a lo largo de
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todo el genoma. Si estos microsatélites se encuentran en la region codificante de los
genes, los errores cometidos en la replicacion podran ocasionar cambios en la pauta de
lectura que conllevan la aparicion de codones de parada prematuros y con ello, proteinas

truncadas.

Genes que intervienen en los procesos clave de la carcinogénesis, como el control del
ciclo celular, apoptosis o reparacion del ADN (oncogenes, genes supresores de tumores
y genes reparadores) también pueden presentar microsatélites en su region codificante,
siendo diana de este tipo de mutaciones. Asi surgen los tumores con fenotipo MSI, con
una elevada tasa de mutaciones puntuales (fenotipo hipermutador) y pocas anomalias
cromosomicas (Boland & Goel, 2010), siendo la mayoria de ellos diploides, al contrario
que los tumores con inestabilidad cromosomica. Estos tumores representan en torno al
15% de todos los CCR (Boland & Goel, 2010); de todos ellos, el 80-85% son esporadicos,
donde el fenotipo MSI se debe fundamentalmente a la hipermetilacion somatica del
promotor del gen MLH1 (Cunningham et al., 1998), y el 15-20% son de origen
hereditario, donde la alteracion del sistema MMR ocurre a nivel germinal (Boland &

Goel, 2010) dando lugar al Sindrome de Lynch.

La principal diana de inestabilidad en los tumores MSI es el gen supresor TGFBR2, que
aparece alterado en el 80% de las lesiones avanzadas, como adenomas con displasia de
alto grado (Grady et al., 1998) (Takayama et al., 2006). Otras dianas de inestabilidad
frecuentes son SMAD2 y SMAD4 (Riggins et al., 1997), y el gen supresor de tumores BAX
(Rampino et al., 1997).

1.4.3. Via del fenotipo metilador de islas CpG o Via Serrada

Las islas CpG son regiones ricas en dinucledtidos citosina-guanina, presentes en la
region promotora de aproximadamente el 50% de los genes humanos, y cuya metilacion

puede producir el silenciamiento transcripcional de los genes que las contienen.

Esta via oncogénica se caracteriza por la hipermetilacion de islas CpG en zonas
promotoras de genes supresores de tumores. En la mayoria de estos tumores, la metilacion
de estas regiones se origina de manera estocastica, pudiendo afectar a la expresion de
genes importantes en el desarrollo neoplasico, como MGMT, CDKN2A y MLH1. (Wynter
et al., 2004; Young & Jass, 2006; Hesson et al., 2010). En funcion del namero de loci
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metilados y de los niveles de metilacion, podemos distinguir entre CIMP alto (CIMP-H),
asociados con mutaciones en BRAF, y CIMP bajo (CIMP-L) asociados con mutacion en
KRAS, pudiendo existir una diferencia en la patogenia de la metilacién del ADN entre

ambos tipos de tumores (Kawasaki et al., 2008).

Parece ser que entre el 15y 30% de todos los CCR podrian estar asociados a esta via
metiladora (CIMP-H) (Anderson, 2014), en la cual, los pélipos serrados sustituirian al

adenoma clasico como lesion precursora del cancer.

En la via metiladora, la hipermetilacion es el primer evento de la carcinogénesis. Existe
una fuerte asociacion entre los tumores MSI debidos al fenotipo CIMP y la mutacion
V600E en BRAF. Los tumores MSI debidos a una alteracion hereditaria suelen ser
portadores de mutacion en KRAS, mientras que los tumores MSI debidos a
hipermetilacion del promotor de MLH1 suelen ser portadores de mutacion en BRAF
(Minoo et al., 2007). Por otro lado, la mayoria de los CCR esporadicos MSI son CIMP-
H, mientras que los adenomas clasicos estarian asociados generalmente a tumores

estables (MSS), siguiendo la via supresora de carcinogénesis (Jass, 2007b).

1.5. CLASIFICACION DEL CCR
1.5.1. SUBTIPOS MOLECULARES DEL CCR

El analisis de los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo del CCR
permitio la clasificacion inicial de los tumores en cinco subtipos (Figura 6), cada uno
con un perfil molecular y unas caracteristicas clinico-patolégicas diferentes (Jass,
2007a):

e Grupo 1: CIMP-H, MSI-H, metilacion de MLH1, mutacion en BRAF, estabilidad
cromosomica. A menudo originados en pélipos hiperplasicos, lesiones serradas
sésiles y adenomas serrados. Conocidos como MSI-H esporadicos (12%), son el
grupo mas homogéneo con respecto a sus caracteristicas clinicas, morfoldgicas y
moleculares.

e Grupo 2: CIMP-H, metilacién parcial de MHL1, mutacién en BRAF, estabilidad
cromosomica, MSS o MSI-L, originados en polipos serrados (8%).
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e Grupo 3: CIMP-L, mutacion en KRAS, metilacion en MGMT, CIN, MSS o MSI-
L, con origen en adenomas tubulares o tubulo-vellosos o en pdlipos serrados
(20%).

e Grupo 4: CIN, MSS, CIMP-negativo, originados en adenomas tradicionales
(57%).

e Grupo 5: Mutacion a nivel germinal en un gen implicado en la via MMR. MSI-
H, CIMP y mutacion en BRAF negativos, estabilidad cromosémica y con origen

en adenomas convencionales u ocasionalmente en adenomas serrados (3%).

No se excluyen las superposiciones entre los grupos. Por ejemplo, la mutacion de KRAS
en lugar de BRAF puede ocurrir ocasionalmente en asociacion con CIMP-H
(Weisenberger et al., 2006).

Figura 6. Clasificacion molecular del CCR basado en el estado de CIMP, CIN y MSI.

CIMP-H, alto; L, bajo; Neg, negativo. MSI-H, alto; -L, bajo; MSS, estable. Imagen adaptada

de (Jass, 2007a).
Afos mas tarde se propusieron nuevas clasificaciones moleculares en funcidn de distintos
perfiles de expresion hasta que en el afio 2015 se publico una clasificacion molecular
consensuada, integrando conjuntos de datos de expresion, variables clinico-patolégicas y
las caracteristicas biologicas del cancer de los distintos trabajos en un total de 4151
pacientes (Guinney et al., 2015). La clasificacion molecular del CCR es de gran
importancia, ya que la identificacion de estos subtipos sirve para generar y relacionar
parametros clinico-patolégicos, supervivencia global, supervivencia libre de progresion

y respuesta al tratamiento y recaida. Los 4 subtipos propuestos fueron los siguientes:
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Subtipo molecular 1 o MSI inmune (CMS1) (14 % de la cohorte): muestra MSI,
CIMP-H, fenotipo hipermutado y mutacion en BRAF. Se caracteriza por una
expresion aumentada de genes asociados con infiltrados inmunes y fuerte
activacion de las vias de evasion inmune. Estos tumores son frecuentes en las
mujeres, en colon derecho y con peor supervivencia después de la recaida.
Subtipo molecular 2 o candnico-epitelial (CMS2) (37% de la cohorte): presenta
alta frecuencia de alteraciones en el nimero de copias, alta expresion de Wnt y
MYC. Estos tumores se presentan comunmente en el lado izquierdo y los
pacientes presentan mejores tasas de supervivencia después de la recaida.
Subtipo molecular 3 0 metabdlico (CMS3) (13% de la cohorte): La mayoria de
los tumores presentan MSI mixta, principalmente CIMP-L, y baja frecuencia de
alteraciones en el nimero de copias, y alta frecuencia de mutaciones en KRAS.
Subtipo molecular 4 0 mesenquimal (CMS4) (23 % de la cohorte): caracterizado
por la activacion de TFG-B, invasion estromal y angiogénesis. Alta frecuencia de
alteraciones en el nimero de copias. Los tumores tienden a ser diagnosticados en

una etapa posterior y muestran una mayor recaida y menor supervivencia global.

1.5.2. CLASIFICACION SEGUN LA HISTORIA FAMILIAR

Segun la historia familiar, el CCR se puede clasificar en 3 tipos (Figura 8):

1)

2)

3)

El CCR esporadico representa la gran mayoria de los CCR (70-80%) y aparece
en personas sin antecedentes familiares de CCR y sin alteraciones genéticas
germinales en genes de alta predisposicién al cancer. Posiblemente los factores
medioambientales y los alelos de baja penetrancia jueguen un papel importante
(Arvelo et al., 2015).

El CCR familiar se refiere a un grupo de casos con agregacion familiar de la
enfermedad, pero sin un patrén de herencia mendeliana. Estos casos representan
del 15 al 20% de los CCR y se cree que son el resultado de una combinacion de
alelos de moderado riesgo y factores medioambientales (Arvelo et al., 2015).

El CCR hereditario comprende aquellos casos que muestran claro patron de
herencia mendeliana de CCR. Son causados por alelos de alta penetrancia en
genes de predisposicion al CCR, y representa el 5-10% de todos los CCR (Arvelo
etal., 2015).
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2. CANCER COLORRECTAL HEREDITARIO

Se debe a alteraciones genéticas que van a conferir un riesgo alto de padecer CCR en
comparacion con la poblacién normal, es decir, muestran una alta penetrancia. En la
mayoria de los sindromes hereditarios de cancer, los genes afectados son genes supresores
de tumor o genes reparadores de ADN esenciales y la alteracion se presenta generalmente
en heterocigosis en via germinal. El aumento del riesgo radica en que tan solo se necesita
un evento mutacional a nivel somatico en el alelo no portador para que se inactive el gen,
desencadenando asi el proceso carcinogénico segun la hipdtesis de Knudson (Figura 7).

(L. H. Wang et al., 2018). Estos eventos pueden ser mutaciones genéticas, silenciamiento

Céncer
esporadico
Céncer
hereditario b

Figura 7. Hip6tesis de Knudson. Para que un gen supresor de tumor desencadene un proceso
carcinogénico es necesaria la inactivacion de sus dos alelos a nivel soméatico mediante dos eventos
independientes. a) Individuos con dos alelos normales necesitan dos eventos independientes para
inactivarse. b) Individuos con una variante germinal en uno de los alelos solo necesitaran un evento para
inactivarse. Imagen disefiada con la herramienta Biorender.

genético o pérdida de heterocigosidad.

i
i

A nivel de excepcion, existen sindromes de cancer hereditario en los que el riesgo se ve
aumentado en individuos portadores de alteraciones bialélicas en linea germinal,
siguiendo un patron de herencia autosémica recesiva. Este es el caso de ciertos genes
reparadores del ADN que no son esenciales (MUTYH o NTHLZ1, por ejemplo), ya que su
funcidn puede cubrirse con otros genes reparadores en circunstancias de normalidad. Solo
en ciertas situaciones su funcion se hace necesaria, dando lugar a una reparacion

deficiente del ADN y promoviendo la carcinogenésis (L. H. Wang et al., 2018).
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2.1. CLASIFICACION DEL CCR HEREDITARIO

Dentro del CCR hereditario se pueden distinguir dos grandes sindromes dependiendo del
mecanismo subyacente de susceptibilidad (Figura 8): predisposicion primaria al
desarrollo de pdlipos (CCR hereditario polipdsico) y predisposicion primaria al CCR sin

presentar un exceso de polipos (CCR hereditario no polip6sico).

OHNPCC MBPA 0OOtros sindromes

80%

[0 Esporadico
m Familiar
M Hereditario

Figura 8. Clasificacion del CCR segun la historia familiar.
2.1.1. Cancer colorrectal hereditario no polipésico (4%)

El CCR hereditario no polipésico o HNPCC (del inglés, hereditary non-polyposis
colorectal cancer), se refiere al cancer que no va a acompafiado de una poliposis y que
muestra un claro patron de herencia vertical respecto al CCR y/o tumores asociados.

En 1991 se desarrollaron los criterios clinicos Amsterdam I, que permitian la seleccion
de familias con una fuerte evidencia de albergar un sindrome de CCR hereditario (Anexo
1) (Vasen et al., 1991). Posteriormente estos criterios se modificaron porque dejaban fuera
muchas familias por no incluir ciertos tumores extracolonicos fuertemente asociados a las
familias HNPCC,; criterios Amsterdam 1l (Vasen et al., 1999).

En 1997 se crearon unos criterios menos estrictos con el fin de aumentar la sensibilidad
diagnostica (criterios de Bethesda) (Rodriguez-Bigas et al., 1997) (Umar et al., 2004).

Estos criterios tienen una sensibilidad mucho mas elevada que los criterios de Amsterdam
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11 (90% frente al 40%) aunque muestran un valor predictivo menor (10-20% frente al 50%

de los criterios Amsterdam 1) (Vasen et al., 2007).

En funcion de estos criterios clinicos y de la causa genética subyacente, se destacan tres
entidades HNPCC: el sindrome de Lynch, el sindrome de Lynch-like y el CCR familiar
tipo X (FCCT-X).

2.1.1.1.Sindrome de Lynch

Es la forma mas frecuente de CCR hereditario, representando el 1-3% de todos
los CCR (Lynch et al., 2009).

Est4 causado por la presencia de alteraciones germinales en alguno de los
genes reparadores del ADN (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2) implicados en la
via de reparacion MMR, sistema clave para mantener la integridad del ADN
durante la replicacion celular. La via MMR es la principal responsable de la
reparacion de los errores en el nimero de repeticiones de los microsatélites
que se producen durante la replicacion del ADN. Su deficiencia tiene como
consecuencia la acumulacién de numerosas mutaciones somaticas que afectan

a microsatélites, dando lugar a tumores MSI (Giardiello et al., 2001).

Ademas de alteraciones inactivantes en los genes MLH1, MSH2, MSH6 y
PMS2, también se han descrito deleciones en el extremo 3’ del gen EPCAM
que se asocian al sindrome de Lynch, explicando en torno al 1-3% de las
familias Lynch (Ligtenberg et al., 2009). EPCAM es un gen implicado en la
interaccion celular, que se localiza adyacente al extremo 5° del gen MSH2
(Dollé et al., 2015) (Huang et al., 2018). Deleciones monoalélicas de los
ultimos exones de EPCAM suponen la pérdida de su sefial de poliadenilacion,
y la generacion de fusiones EpCAM-MSH2, dando lugar a la epimutacion del
promotor de MSH2 y consiguiente inhibicion de la expresion de MSH2
(Ligtenberg et al., 2009).

Clinicamente, el sindrome de Lynch se caracteriza por el desarrollo precoz de
CCR, generalmente antes de los 50 afios, y una elevada tendencia a presentar
neoplasias sincronicas o0 metacronicas. Desde el punto de vista

anatomopatologico, los tumores colorrectales se localizan preferentemente en
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el colon proximal (derecho) y presentan una histologia mucinosa (Jenkins et
al., 2007).

Los portadores de alteraciones patogénicas en alguno de estos genes presentan
un riesgo de desarrollar CCR del 60-80% a lo largo de su vida, y también un
riesgo de cancer de endometrio entre el 40-60%, asi como de otros tumores
(gastricos, pancreaticos, del sistema urinario, ovario, vias biliares e intestino
delgado) (Watson et al., 2008; Kastrinos & Stoffel, 2014). Con menor
frecuencia, estos pacientes pueden desarrollar tumores cerebrales
(principalmente glioblastomas) o cutineos, combinaciones que reciben el
nombre de sindrome de Turcot y de Muir-Torre respectivamente (Hamilton et
al., 1995).

2.1.1.2. Cancer colorrectal familiar tipo X

Es un subgrupo de HNPCC que comparte las mismas caracteristicas clinicas
que el sindrome de Lynch, pero no presenta déficit del sistema de reparacién
MMR. Los tumores no presentan MSI, no hay pérdida de expresion de las
proteinas reparadoras y la heredabilidad no se explica por alteracion

patogénica en los genes de la via MMR.

Muchos estudios han intentado identificar las causas genéticas en este grupo
sin obtener grandes éxitos. Lo que se ha puesto de manifiesto es la alta
heterogeneidad genética de las familias FCCT-X: en algunos casos se han
identificado alteraciones truncantes germinales en genes implicados en vias
de reparacion del ADN, como OGG1 de la via BER (Garre et al., 2011) o
BRCA2 (Garre et al., 2015) y FAN1 (Segui et al., 2015), implicados en la via
de reparacion por recombinaciéon homdloga. También, se han detectado
variantes potenciales en otros genes CDKN1B, XRCC4, EPHX1, NFKBIZ,
SMARCA4 y BARD1 (Esteban-Jurado et al., 2015) o en la metiltransferasa
SETD6 (Martin-Morales et al., 2017).

Estudios iniciales detectaron un riesgo menor que en el sindrome de Lynch de
desarrollar CCR y neoplasias extracol6nicas (Lindor et al., 2005; Llor et al.,
2005), determinando una edad media al inicio del cancer de alrededor de 55
afios en FCCT-X frente a los 45 afios en el sindrome de Lynch (Dominguez-
Valentin et al., 2015). Estudios méas recientes han estimado una mayor
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supervivencia global en estas familias, con una edad media de diagnéstico de
55,1 + 12,6, una ubicacion distal preferencial (76%) y una deteccion de

polipos en el 45% de los casos (Garre et al., 2014).
2.1.1.3. Sindrome de Lynch-like

Son casos con criterios clinicos HNPCC, que presentan una deficiencia en la
via MMR, pero en los que no se logra identificar la causa de tal deficiencia en
la via MMR, y por lo tanto, no se puede realizar el estudio presintomético en

los familiares (Carethers, 2014).

La etiologia no esta clara, aunque hay estudios que sugieren que mutaciones
somaticas esporadicas pueden justificar hasta el 50-60% de los casos
(Carethers & Stoffel, 2015). Sin embargo, existen otras explicaciones como
variantes germinales en genes no relacionados hasta el momento o
solapamiento con otros sindromes hereditarios. Alrededor del 1-3% de los
casos de Sindrome de Lynch-like son secundarios a variantes
patogénicas/probablemente patogénicas bialélicas en MUTYH (Morak et al.,
2014), monoalélicas en POLE, POLD1, SETD2 o FAN1 (A. M. Jansen et al.,
2016;Vargas-Parra et al.,, 2017), y también a epimutaciones en MLH1
(Hitchins, 2016; Dédmaso et al., 2020).

Cancer colorrectal hereditario polipésico (1%0)

Los sindromes de poliposis familiar se caracterizan por la aparicion de maltiples pélipos

colorrectales. Estos sindromes son muy heterogéneos y la prevalencia de los mismos es

muy baja. Cada sindrome de poliposis colorrectal presenta un patrén de herencia, unas

caracteristicas fenotipicas y unas manifestaciones extracol6nicas propias (Long et al.,

2022). Existen numerosos sindromes polipdsicos, los cuales se describen detalladamente

en el apartado 3.
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3. POLIPOSIS COLORRECTALES

Las poliposis colorrectales constituyen un grupo de sindromes caracterizados por la
aparicion de maltiples polipos en el colon y/o en el recto. Un p6lipo es una masa de tejido
anormal, visible macroscépicamente, y que se proyecta en la superficie de la mucosa.
Estas lesiones presentan diferentes tamafios y morfologias, y algunas son capaces de

progresar durante periodos determinados de tiempo hasta desarrollar CCR (Strum, 2016).

Los polipos se pueden clasificar segin su forma de crecimiento en: pediculados, sesiles
o0 planos; y por sus caracteristicas histologicas en: adenomatosos, serrados (serrado sesil,
serrado tradicional e hiperplasico), hamartomatosos, juveniles e inflamatorios (Archanioti
etal., 2019).

En funcion de la histologia del polipo que las constituye, las poliposis se clasifican en:
poliposis adenomatosas (pélipos adenomatosos o adenomas), poliposis serradas (p6lipos
serrados), hamartomatosas (hamartomas o pélipos juveniles) y poliposis mixtas.

3.1. POLIPOSIS ADENOMATOSAS

La poliposis adenomatosa (PA), objeto de estudio de esta tesis doctoral, se define como
aquella condicion en la que un individuo desarrolla multiples polipos adenomatosos

(adenomas) a lo largo del colon y/o recto.

Aunque la mayoria de los p6lipos no progresa a cancer, mas del 80-90% de los tumores
de colon y recto proceden de un adenoma previo. Los adenomas son proliferaciones en
un principio benignas que pueden malignizarse en un 5% de los casos y transformarse en
adenocarcinomas (Strum, 2016). Son lesiones precursoras del CCR y, por lo tanto, los
individuos que presentan PA tienen un riesgo acumulado de padecer CCR a lo largo de

su vida que oscila entre el 40 %y el 100 % segun la gravedad de la poliposis.

Los adenomas se pueden clasificar segln su arquitectura en tubulares, tubulovellosos y
vellosos. Esta clasificacion se basa en el porcentaje de componente velloso, el cual se
define como proyecciones digitiformes de epitelio que son por lo menos dos veces mas

altas que el grosor de la mucosa normal (Myers & Arora, 2022).

- Los adenomas tubulares presentan una arquitectura con menos del 25% de

componente velloso.
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- Los adenomas tubulovellosos muestran una arquitectura entre el 25y 75% de
componente velloso.
- Los adenomas vellosos ostentan una arquitectura con mas del 75% de componente
velloso.
Independientemente de su arquitectura, los adenomas pueden presentar distintos grados
de displasia. Clasicamente, se distinguia entre displasia leve, moderada y severa;
actualmente se diferencia Unicamente entre displasia de alto y bajo grado: en la displasia
de alto grado se incluye a la displasia severa y adenocarcinoma in situ, y en la displasia
de bajo grado a la displasia leve y moderada. Esta diferenciacion se realiza siguiendo los
criterios histoldgicos mostrados en la Tabla 1.

GRADOS DE DISPLASIA
Atipia Nucleos alargados hipercromaticos y pseudoestratificados,
Bajo grado citologica | disminucion o ausencia de mucina.
Atipia ) ] o
) Criptas aglomeradas de disposicion tubular o vellosa.
arquitectural
Atioi Nucleos més redondos y nucleolo prominente, pérdida total
Ip1a . . .
toléai de la polaridad, aumento considerable de apoptosis, mitosis
citoldgica . g s
Alto grado atipicas, mayor pseudoestritificacion.
Atipia Criptas aglomeradas en formas cribiformes, tortuosas,
arquitectural | ramificadas, asimétricas y sin estroma interpuesto entre ellas.

Tabla 1. Criterios histologicos para distinguir los grados de displasia de adenomas colorrectales.

Los factores que condicionan el riesgo de progresién a cancer son el nimero de lesiones,
el tamafio de estas (mayor cuando la lesion supera 1cm de diametro) y la presencia de
componente velloso y displasia de alto grado (ambas son caracteristicas microscépicas

evaluadas por el patologo) (Myers & Arora, 2022).

Clinicamente, las PA suelen clasificarse segun la carga de adenomas en dos grandes

grupos: clasicas y atenuadas.
3.1.1. Poliposis adenomatosas clasicas (PAC)

Las formas clasicas se caracterizan por la deteccion de cientos o miles de adenomas, y
tienen una prevalencia muy baja en la poblacion (1/10000) (Vasen et al., 2008). La PAC
muestra fenotipos agresivos, generalmente desencadenados durante la segunda decada de

la vida, y con un riesgo del 100% a desarrollar cancer si no se extirpan los adenomas. Las
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manifestaciones extracolonicas son frecuentes y la mayoria de los casos muestran un
patron de herencia dominante (Lucci-Cordisco et al., 2013). La probabilidad de detectar
una alteracion genética responsable del fenotipo es mucho mayor en las formas clasicas
de la enfermedad, y son debidos, en su vasta mayoria, a alteraciones truncantes en el gen
supresor de tumores APC. Con menor frecuencia, se han descrito alteraciones germinales

bialélicas en el gen MUTYH, con patrones de herencia recesivos.
3.1.2. Poliposis adenomatosas atenuadas (PAA)

Las formas atenuadas son un grupo mucho mas heterogéneo en cuanto a la gravedad de
la poliposis y los antecedentes familiares y son mas frecuentes en la poblacién adulta que
las PAC (Mongin et al., 2012; de Leon et al., 2017). La carga de adenomas es mas baja,
con un rango de 10 a 100 adenomas. En ocasiones resulta dificil discriminar entre formas
atenuadas y clésicas en pacientes con recuentos de adenomas cercanos a 100, que
podriamos distinguirlas como poliposis moderadas (51-100 adenomas). Lo mismo ocurre

en pacientes con oligopoliposis (<10 adenomas) y PAA con baja carga de adenomas.

La edad de diagnostico de la PAA es significativamente mas alta que la PAC. El riesgo
de cancer también es menor y mas tardio, oscilando entre el 40% y el 80% segun la carga
de adenomas y, con frecuencia, no hay antecedentes familiares de poliposis. A veces, se
acompafia de otros tipos de polipos, como los pélipos hiperplasicos o serrados (Jasperson
etal., 2010).

Hasta hace poco, APC y MUTYH eran los Unicos genes de predisposicion primaria a la
PAA conocidos. A pesar de que ambos genes explican la gran mayoria de PAC, juntos
solo pueden explicar entre el 10% y el 20% de PAA (Grover et al., 2012).

Recientemente, se han descrito nuevos genes de predisposicion primaria a la PAA, en
gran parte, gracias a los avances en las tecnologias de secuenciacién masiva (NGS: del
inglés, Next Generation Sequencing) que han permitido el estudio individual de familias.
Actualmente hay tres nuevos genes suficientemente validados e integrados en la clinica
(POLE, POLD1, NTHL1) y cuatro mas que han sido descritos, pero ain no hay evidencias
suficientes que confirmen su asociacion (AXIN2, MSH3, MLH3 y GALNT12) (Adam et
al., 2016a; Guda et al., 2009; Olkinuora et al., 2019; Palles et al., 2013; Rivera et al.,
2014; Weren et al., 2015) (Figura 9).
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POLIPOSIS ADENOMATOSAS ATENUADAS

| HERENCIA | DOMINANTE | RECESIVA |
APC MUTYH
AXIN2 NTHLI
GENES ASOCIADOS POLE MSH3
POLDI MLH3
GALNTI2
e . - Wnt L. .
VIA DE SENALIZACION Polymerase proofreadin Base excision repair (BER)
AFECTADA . Y o ., p , s Mismatch repair (MMR)
Glicosilacion de proteinas
AFAP MAP
, Poliposis asociada a AXIN2 NAP
SINDROME PPAP Poliposis asociada a MSH3

Poliposis asociada a GALNTI2 Poliposis asociada a MLH3

Figura 9. Poliposis adenomatosas atenuadas agrupadas en funcién de su patrén de herencia. Se
indican los genes asociados a dichos sindromes junto a la via de sefializacion que esta alterada. Imagen
adaptada de (Valle et al., 2019). AFAP=Poliposis adenomatosa familiar atenuada, PPAP=Poliposis
asociada a la region exonucleasa de las polimerasas, MAP=Poliposis asociada a MUTYH, NAP=Poliposis
asociada a NTHL1.

3.2. POLIPOSIS HAMARTOMATOSAS

Las poliposis hamartomatosas representan un grupo muy poco frecuente de sindromes
hereditarios con predisposicion al CCR y a otros tumores. Es importante destacar el
sindrome de Cowden, que forma parte del grupo de sindromes tumorales hamartomatosos
asociados a PTEN (PHTS), junto al sindrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba, el sindrome
de Proteus y Proteus-like. También se incluyen en el grupo de poliposis hamartomatosas

al Sindrome de Peutz-Jeghers y el sindrome de poliposis juvenil.
3.2.1. Sindromes tumorales hamartomatosos asociados a PTEN

Grupo de sindromes de poliposis hamartomatosas causados por alteraciones heterocigotas
en el gen PTEN (MIM:601728). Se incluyen el sindrome de Cowden, sindrome de

Bannayan-Riley-Ruvalcaba y el sindrome de Proteus.

El sindrome de Cowden se caracteriza por el desarrollo de multiples polipos de tipo
hamartoma, lesiones cutaneas y riesgo incrementado de tumores de mama, tiroides,
endometrio, rifion, melanoma y colorrectal, siendo el riesgo acumulado de por vida de

cualquier tipo de cancer del 89%, y en concreto para el CCR del 9-16% (Heald et al.,
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2010) (Pilarski et al., 2013). Los individuos afectos de este sindrome pueden desarrollar
polipos muy heterogéneos, tanto por el nimero de lesiones como por su histologia,
pudiendo coexistir hamartomas, polipos juveniles, ganglioneuromas, adenomas y polipos
inflamatorios. Se han detectado pdlipos adenomatosos en el 30% de los individuos
afectados (Levi et al., 2011). La mayoria de los pacientes suelen presentar lesiones
mucocutaneas como lipomas subcutaneos, queratosis acra o palmoplantar y papilomas
orales, y también es frecuente la presencia de malformaciones craneales, como la
macrocefalia o dolicocefalia. Un menor nimero de pacientes puede presentar también
lesiones estructurales de tiroides (como adenomas o incluso cancer de tiroides) (Adan
Merino et al., 2018).

En los sindromes de Bannayan-Riley-Ruvalcaba y Proteus las manifestaciones clinicas
se ponen de manifiesto durante la etapa infantil, a diferencia de lo que ocurre en el
sindrome de Cowden (Macken et al., 2019).

3.2.2. Sindrome de Peutz-Jeghers

Es un sindrome hereditario autosomico dominante asociado, en la mayoria de los casos,
a variantes en el gen STK11 (MIM:602216), también conocido como LKB1 (Hemminki
et al., 1998). Se caracteriza por la presencia de polipos hamartomatosos en el tracto
gastrointestinal, ademas de una hiperpigmentacién cutaneo-mucosa alrededor de labios,
mucosa labial y dedos, y un riesgo elevado de cancer de colon (39%), pancreas, estbmago,
mama, ovario Yy testiculo (Giardiello et al., 2000) (Giardiello & Trimbath, 2006). De la
misma forma que otros sindromes hamartomatosos, se han descrito grandes areas de
transformacion adenomatosa e incluso pdlipos adenomatosos, lo que demuestra el

solapamiento frecuente entre sindromes polipdsicos (McGarrity et al., 2000).
3.2.3. Sindrome de poliposis juvenil

Es una enfermedad hereditaria autosémica dominante caracterizada por la presencia de
maultiples pélipos juveniles a lo largo de todo el tracto gastrointestinal (colon y recto,
estomago e intestino delgado) (Schreibman et al., 2005). Los polipos juveniles,
tradicionalmente considerados pélipos hamartomatosos no neoplésicos, pueden presentar
en ocasiones focos de displasia (Archanioti P et al., 2019). Suelen aparecer en la primera
década de la vida y los primeros sintomas suelen debutar dentro de las dos primeras
décadas (edad media de diagndstico de 18,5 afios). Los pacientes con dicho sindrome
tienen un riesgo incrementado de CCR que oscila entre el 38 y el 68%, debido al
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componente adenomatoso presente en los pdlipos juveniles (Schreibman et al., 2005),
ademas de otros tumores gastricos o duodenales.

Este sindrome se ha asociado con alteraciones en genes de la via BMP, como SMAD4
(MIM:600993) o BMPR1A (MIM:601299), y en menor grado en los genes ENG
(MIM:131195) y BMP4 (MIM:112262) (Howe et al., 1998, 2001, 2007; Lubbe et al.,
2011).

3.3. POLIPOSIS SERRADAS

El sindrome de poliposis serrada se caracteriza por la tendencia al desarrollo de polipos
hiperplasicos, polipos serrados sésiles y polipos serrados tradicionales maltiples o de gran
tamarfio. Constituyen un grupo heterogéneo con gran potencial de transformacion a CCR
a través de la via serrada de carcinogénesis (Rex et al., 2012; Boparai et al., 2010; Hyman
etal., 2004; Moreira et al., 2013). Las alteraciones moleculares propias de esta via serrada
incluyen: la activacion de la via de sefializacion de las MAPK (mutacion somatica en
BRAF y KRAS), el silenciamiento epigenético de genes a través de la hipermetilacion de
sus regiones promotoras (CIMP) y la adquisicion del fenotipo MSI, secundaria

principalmente a la metilacion del promotor del gen MLH1 (Carballal et al., 2012).

Actualmente se desconoce su etiologia, aunque se han descrito tanto caracteristicas que
sugieren una predisposicion genética (alteraciones en el gen RNF43) (Quintana et al.,
2018) como factores ambientales (principalmente el tabaco) (lJspeert et al., 2017). Por
ello, la hipétesis més aceptada es que el sindrome de poliposis serrada es una enfermedad

con una etiologia compleja en la que interaccionan la genética y el ambiente.

3.4. POLIPOSIS MIXTAS

El sindrome de poliposis mixta hereditaria se caracteriza por la presencia de multiples
polipos de distintos subtipos histoldgicos y un mayor riesgo de CCR (Whitelaw et al.,
1997). Esta causado por grandes duplicaciones en la region reguladora 5° de GREM1
(MIM:603054), que conlleva un aumento de la expresién de la proteina (Jaeger et al.,
2012). En ocasiones esta duplicacion abarca el extremo 3 'del gen SCG5 (MI1M:173120)
y una region upstream del locus GREM1 (Plesec et al., 2017). GREML1 es un antagonista
de la proteina morfogénica de hueso (bmp), por lo que su sobreexpresion puede conducir
a la inactivacion de la via BMP y con ello a la hiperproliferacion del epitelio coldnico
(Jaeger et al., 2008).

56



| INTRODUCCION

4. GENES DE PREDISPOSICION A LA PA

La PA, puede ser causa de la alteracion en un gen de predisposicion primaria a la PA,
como APC, MUTYH, POLD1, POLE, NTHL1, MSH3, MLH3, AXIN2 y GALNT12, o
puede originarse como una manifestacion secundaria de un sindrome polip6sico no
adenomatoso 0 HNPCC (PTEN, STK11, SCG5, ENG, BMP4, BMPR1A, SMAD4,
GREM1, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2). Todos estos genes se pueden englobar en dos
grandes grupos segun su funcidn biologica: genes supresores de tumor y genes
reparadores de ADN (Figura 10 y 11). Los mecanismos moleculares que conllevan la

formacion de adenomas en ambos grupos son distintos:

- Los genes supresores de tumor que se han visto implicados en la PA participan en
la regulacion de vias de sefializacion importantes para la homeostasis y
proliferacion del epitelio colonico como son la via Wnt, BMP/BMPR1A,
PI3K/PTEN y Notch. Alteraciones en estos genes van a producir la desregulacion
de estas vias y por tanto una hiperproliferacion del epitelio colénico dando lugar

al desarrollo de adenomas u otros pélipos.

- Por otro lado, las alteraciones en los genes reparadores de ADN dan lugar a un
aumento en la tasa de alteraciones genéticas que puede afectar a genes supresores
de tumor u oncogenes implicados también en el proceso de carcinogénesis

colorrectal.
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REPARACION DELADN HOMEOSTASISDE LAS CRIPTAS
COLONICAS

Via WNT

Figura 10. Interactoma de los genes asociados con el desarrollo de adenomas. Aparecen divididos en
dos grupos: los genes reparadores del ADN y los que intervienen en la homeostasis de las criptas colonicas;
y se agrupan en funcién de la via de sefializacion en la que participan. Figura obtenida de STRING database
(Szklarczyk et al., 2019).

B LRP5/6
S Albutta 2l
DSH

JPS R rs - v
mala
-
1

Nards 'AXIN INZ-

B-Catenina
(CTNNBT)

Efectos transcripcionales:

- mTORC1: Crecimiento celular, proliferacion y
angiogénesis

- B-Catenina: Activacién de c-Myc y ciclina D1,
permitiendo la proliferacién celular.

- SMADA4: Crecimiento celular y proliferacion.

Figura 11. Diagrama que ilustra las relaciones entre los genes, vias de sefializacion implicadas y
sindromes hereditarios de CCR. JPS: Sindrome de Poliposis Juvenil, HMPS: Sindrome de poliposis
mixta hereditaria, PJS: Sindrome de Peutz-Jeghers, FAP: Poliposis adenomatosa familiar, AFAP: Poliposis
adenomatosa familiar atenuada, MAP: Poliposis asociada a MUTYH, PPAP: Poliposis asociada a la regién
exonucleasa de las polimerasas, MSH3-Poliposis: Poliposis asociada a MSH3, MLH3-Poliposis: Poliposis
asociada a MLH3, LS: Sindrome de Lynch, AXIN2-Poliposis: Poliposis asociada a AXIN2. Disefiada con
BioRender.com.
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4.1. APC (Regulador de la via de sefializacion WNT)

APC (MIM:611731) es un gen supresor de tumores implicado en la carcinogénesis
colorrectal. Una mutacion somatica en dicho gen es el primer evento en el modelo
canonico de carcinogénesis colorrectal, que tiene lugar en mas del 80% de los tumores

colorrectales (Fearon & Vogelstein, 1990).

Codifica para una proteina multifuncional que estd involucrada en la transmision de
sefiales, adhesion y migracion celular, en el ensamblaje de los microtibulos y en la
segregacion de los cromosomas (Hankey et al., 2018). Su principal funcion en el epitelio
colodnico es la regulacién negativa de los niveles intracelulares de beta-catenina, principal
efector de la via Wnt, implicada en la homeostasis de las criptas coldnicas. La
inactivacion de APC supone un incremento de los niveles de beta-catenina, lo que
conlleva la activacion constitutiva de la via y la expresion de los diferentes genes diana
implicados en proliferacion, diferenciacion, migracion y apoptosis (Figura 12) (Fodde,
2002).

Wnt OFF Wnt ON Mutacion en APC

Frizzled LRP Frizzled wnt LRP Frizzled LRP

CIN S "j).y 17 CS
Ry S5 &
’ Dvi
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Axin

Dvi
CKI GSK3

Axin APC
pcat CKI GSK3

CKI Gsk3 peat

pecat

pTrCcP

Proteosoma

pecat
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BTrCP

pecat

pecat
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7 ;

l Proteosoma
Proteosoma

’/’\——"‘* .

TCF
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Figura 12. Esquema de la via de sefializacion Wnt. En ausencia de sefial, un complejo formado
principalmente por APC, GSK3p, CK1 y axina permite la fosforilacion de B-catenina por GSK3 que
conlleva su ubiquitinizacion y degradacion. En presencia de sefial, B-catenina no se fosforila, entra en el
nicleo y activa la expresion de genes implicados en la proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular.
Cuando APC est4 alterado, B-catenina escapa a la degradacion en ausencia de sefial y por lo tanto permanece
constitutivamente activa.
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APC se localiza en el brazo largo del cromosoma 5 (5g21) y esta formado por 15 exones,
que codifican una proteina de 2843 aminoécidos (Groden et al., 1991). La mayoria de las
mutaciones somaticas se localizan en una regién concreta del gen, denominada Mutation
Cluster Region (MCR), entre los aminoacidos 1286 y 1513, que coincide con la region

de union a la beta-catenina (Miyoshi et al., 1992).

Alteraciones genéticas inactivantes y en heterocigosis a nivel germinal se han asociado
con la predisposicién a la PA, de una manera dependiente de la localizacion en el gen
(Nagase et al., 1992). La mayoria de las alteraciones germinales patogénicas son
truncantes y se localizan entre los codones 168 y 1580, dando lugar a péptidos aberrantes
que ejercen un efecto dominante negativo sobre la proteina wild type (Dihlmann et al.,
1999; Sieber et al., 2006). Estas alteraciones se han asociado con las formas clasicas de
la enfermedad, la cual recibe el nombre de poliposis adenomatosa familiar (FAP). Un
fenotipo profuso (miles de polipos) se asocia con variantes en los codones 1250 a 1464 y
un fenotipo intermedio (100-1000 polipos) esta vinculado al resto de la region (Figura
13) (Nieuwenhuis & Vasen, 2007). Las estimaciones de la prevalencia de FAP varian de
1:333a1:43.478 nacidos vivos, y el riesgo de CCR se estima en el 90-100% en individuos
no tratados.

Alteraciones localizadas en los extremos 57y 3"del transcrito, y alteraciones de splicing
que conllevan una pérdida parcial del exdn 9 se han asociado con formas atenuadas de la
enfermedad, sindrome que recibe el nombre de poliposis adenomatosa familiar atenuada
(AFAP). Es probable que AFAP esté infradiagnosticada dada la menor cantidad de
polipos y el menor riesgo de CCR en comparacién con la FAP; se estima un riesgo al

CCR cercano al 70% a los 80 afios.

Se ha visto que las alteraciones truncantes en el extremo 3' dan lugar a proteinas estables
con una cierta capacidad para mediar la regulacion de los niveles de beta-catenina
(Dihlmann et al., 1999) mientras que variantes en el extremo 5', anteriores al codon 157
producen proteinas funcionales mediante el uso de un codon alternativo de inicio de la
traduccion (codon 184) (Heppner Goss et al., 2002; Sieber et al., 2006). Este inicio
alternativo de la traduccion es relativamente ineficiente, dando lugar a un fenotipo
haploinsuficiente en lugar de un fenotipo dominante negativo, y por lo tanto a un fenotipo
atenuado de poliposis. Por otro lado, variantes en el donador de splicing del intrén 9
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conducen a la pérdida parcial del exdn generando algunos transcritos normales y, por lo

tanto, una forma atenuada de la enfermedad (Varesco et al., 1994).

La mayoria de los pacientes con FAP (méas del 70%) desarrollan manifestaciones
extracolonicas, que incluyen tumores desmoides, osteomas, anomalias dentales,
hipertrofia congénita del epitelio pigmentario de la retina (CHRPE), lipomas, quistes
epidermoides y pdlipos gastrointestinales superiores (Ficari et al., 2000). La CHRPE
parece estar restringida a alteraciones en los codones 311-1444 (Caspari et al., 1995) y
los tumores desmoides generalmente estan relacionados con alteraciones posteriores al
codon 1444 (Moisio et al., 2002) (Figura 13).

Dominio Uniéna B- Uniénal Repeticiones Dominio Dominio de
supresor catenina ADN SAMP basico  uniéna EBI1

(711!

1595

|
Codon 157 412 \ 1250 1464

CHRPE Tumores desmoides

AFAP FAP intermedia - FAP profusa

Figura 13. Correlaciones genotipo-fenotipo y manifestaciones extracol6nicas en pacientes FAP y
AFAP. Adaptada de (Nieuwenhuis & Vasen, 2007).

Tanto FAP como AFAP muestran patrones de herencia autosémica dominante. Sin
embargo, hay algunas excepciones sin antecedentes familiares. Se han descrito
alteraciones de novo en el 10-25% de los portadores de APC (Aretz et al., 2004; Rustin et
al., 1990), y estudios recientes sugieren tasas de mosaicismo de APC en el epitelio
coloénico en el 20-50% de los casos no explicados de PA sin historia familiar (A. M. L.
Jansen et al., 2017; Spier et al., 2016). A pesar de que las alteraciones de novo se han
observado tanto en casos de FAP como de AFAP, cabe destacar que los portadores de un
mosaico en APC presentan una forma atenuada de la enfermedad, probablemente debido

a la distribucion no ubicua del alelo mutado (Spier et al., 2016).
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4.2. MUTYH

MUTYH (MIM:604933) es un gen implicado en la via de reparacion por escision de bases
0 via BER (del inglés, Base Excision Repair), que codifica una glicosilasa capaz de
reconocer y escindir las desoxiadenosinas mal apareadas con las 8-hidroxi-2'-
desoxiguanosinas (8-OHdG) en la molécula del ADN (Slupska et al., 1996). La 8-OHdG
se produce como consecuencia de la oxidacion de la desoxiguanosina, su capacidad
mutagénica radica en su misma afinidad de union por la desoxicitosina que por la
desoxiadenosina, produciendo un incremento de transversiones G>T (Figura 14)
(Shibutani et al., 1991) que puede afectar a genes driver como KRAS y APC (Lipton et
al., 2003).
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Figura 14. Esquema de la via BER. Se muestra la via corta (SP-BER: del inglés, short pathway-base
escision repair) iniciada por OGG1 vy la via larga (LP-BER: del inglés, long pathway-base escision repair)
por MUTYH. OGG1 corrige los emparejamientos 8-OHdG-C, mientras que la glicosilasa MUTYH
reconoce los apareamientos de 8-OHdAG con A y elimina la A dejando un sitio abasico que puede volver a
emparejarse. Imagen adaptada de (Markkanen et al., 2013).
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MUTYH se localiza en el brazo corto del cromosoma 1 (1p34.1) y esta formado por 16
exones que dan lugar a dos transcritos mayoritarios, los cuales codifican dos proteinas de

546 y 535 aminoacidos.

Alteraciones germinales bialélicas inactivantes en este gen se han asociado con una
predisposicion a la PA que sigue un patron de herencia recesivo, por lo que no hay
transmision vertical del riesgo y los antecedentes familiares estan ausentes o se presentan

horizontalmente (entre hermanos) (Sampson et al., 2003).

Este sindrome, conocido como MAP (del inglés, MUTYH associated polyposis) se
caracteriza por la presencia de un nimero de adenomas generalmente comprendido entre
10y 100 a lo largo del colon y/o recto. Se estima una prevalencia de portadores bialélicos
en MUTYH de 1:40 000-1:10 000 y un riesgo de CCR del 43 al 100%. Clinicamente se
asemeja a la AFAP pero en algunos casos puede ir acompafiado de la presencia de pélipos
hiperplasicos o serrados, asociandose a la poliposis serrada (Boparai et al., 2008). Un
pequefio porcentaje de pacientes con MAP presentan formas clasicas de la enfermedad,
presentando més de 100 adenomas. Al contrario que para el gen APC, no se ha observado
una relacion entre la localizacion de la variante en el gen y el fenotipo de la enfermedad.
Se han descrito variantes patogenicas a lo largo de todo el gen. En poblacion caucasica
se han descrito dos variantes recurrentes, NM_001128425: ¢.1187G>A p.(Gly396Asp) y
¢.536A>G p.(Tyrl79Cys), las cuales representan méas del 80% de las variantes detectadas
en pacientes con MAP (Poulsen & Bisgaard, 2008), asi como también se han descrito

otras variantes recurrentes en distintas poblaciones (Tabla 2).

Variantes recurrentes en MUTYH Poblacion |[Referencia

NM_001128425: ¢.1187G>A, p.(Gly396Asp) | Caucasica  |(Al-Tassan et al., 2002)

NM_001128425: ¢.536A>G; p.(Tyrl79Cys) | Caucésica  |(Al-Tassan et al., 2002)

NM_001128425: ¢.312C>A; p.(Tyrl04*) Pakistani (Jones et al., 2002)
NM_001128425: ¢.1438G>T; p.(Glu480*) India (Jones et al., 2002)
NM 001128425: ¢.1437_1439delGGA; Italiana (Halford et al., 2003)
p.(Glu480del)

NM_001128425: ¢.1227_1228insGG; Espafiolay |(Venesio et al., 2004)
p.(Glu410Gly*43) portuguesa

Tabla 2. Variantes patogénicas recurrentes en el gen MUTYH. Se detalla la nomenclatura de estas
variantes, indicando la/s poblacién/es en las que se han detectado.

63



| INTRODUCCION

4.3. POLE y POLD1

POLE (MIM:174762) y POLD1 (MIM:174761) codifican las subunidades cataliticas
(dominios exonucleasa) de los complejos enzimaticos de las polimerasas € (Polg) y 6
(Pold) respectivamente. Pole y Pold son las responsables de la replicacion del ADN
durante la fase S de la division celular, y también participan en distintas vias de reparacion
del ADN, como en la via de reparacion por escision de nucle6tidos NER (del inglés,
Nucleotide Excision Repair), BER o la MMR (Preston et al., 2010).

Ambas polimerasas presentan dos dominios bien establecidos: un dominio polimerasa,
responsable de la replicacion del ADN propiamente dicha, y un dominio exonucleasa,
capaz de reconocer y reparar los errores cometidos durante la replicacion (Reha-Krantz,
2010). La actividad reparadora de estas polimerasas y la via MMR son los principales
mecanismos celulares responsables de reducir los errores durante la replicacion del ADN
(Henninger & Pursell, 2014).

POLE se localiza en el brazo largo del cromosoma 12 (12g24.33) y presenta 49 exones
que codifican una proteina de 2286 aminoéacidos, con un dominio exonucleasa localizado
entre los codones 268 y 471 (Kesti et al., 1993).

POLD1 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 19 (19913.33) y consiste en 27
exones que codifican una proteina de 1133 aminoacidos, con un dominio exonucleasa

comprendido entre los codones 304 y 517 (Yang et al., 1992).

Se han descrito alteraciones puntuales en el dominio exonucleasa de estas polimerasas en
tumores humanos con una alta carga mutacional (Cancer Genome Atlas Network, 2012).
En concreto, se han identificado mutaciones en el dominio exonucleasa de POLE en el 1-
2% de CCR esporadicos y en el 7-12% de tumores de endometrio, ademas de observarse
en tumores cerebrales, pancreaticos, de ovario, mama y estdémago, todos ellos tumores

ultramutados y generalmente estables (Church et al., 2015).

Alteraciones germinales inactivantes, pero no truncantes, localizadas en el dominio
exonucleasa de POLE y POLD1, se han asociado con PAA, dando lugar a un sindrome
con un patrén de herencia dominante, conocido como poliposis asociada a las regiones
exonucleasas de las polimerasas (PPAP: del inglés, proof-reading polimerase associated
poliposis). Estas variantes originan una inactivacion del dominio exonucleasa,

conservando la actividad del dominio polimerasa, lo que implica un desequilibrio entre
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la funcion polimerasa y exonucleasa de la proteina. Al perder la actividad correctora de
una de las polimerasas, aumenta la frecuencia de mutaciones durante la replicacion del
ADN, originandose una inestabilidad genética que podria afectar a genes supresores de

tumor u oncogenes como APC y KRAS, respectivamente (Palles et al., 2013).

La PPAP se asocia no solo a una alta predisposicion al desarrollo de multiples adenomas,
sino también a CCR temprano u otros tumores extracolénicos como tumores

endometriales (Briggs & Tomlinson, 2013).

Desde la primera asociacion de estos genes con la PAA, varios trabajos han validado esta
asociacion, detectando nuevas variantes patogénicas germinales en el dominio
exonucleasa de ambas proteinas (Spier et al., 2015; Bellido et al., 2016; Esteban-Jurado
et al., 2017;Rohlin et al., 2016; K. Wimmer et al., 2017; Hansen et al., 2015). Sin
embargo, debido al reducido nimero de familias descritas hasta la fecha, su contribucién

y estimaciones de riesgo a la PAA no estan ain bien definidas.
4.4, NTHL1

Al igual que MUTYH, NTHL1 (MIM:602656) es un gen implicado en la via BER. Dicho
gen codifica para una N-glicosilasa bifuncional, que reconoce y elimina pirimidinas
oxidadas, como la 2'-deoxi-5-hidroxicitidina (5-OHdC), y purinas de anillo abierto (Chan
etal., 2009).

La 5-OHdC se produce como consecuencia de la oxidacion de la deoxicitosina, y tiene la
capacidad de aparearse con la deoxiadenina, por lo que la pérdida de funcién de dicha

proteina supone un aumento en la tasa de transiciones C>T (Figura 15).

OXIDACION
NTHLI DEFICIENTE Tg NTHLI1 ACTIVO
- 5-0HC
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5-OH(} G
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A ( o 5-OHC
Transicion C>T Replicacion A

Apareamiento erréneo

Figura 15. Papel de NTHL1 en la via BER. NTHL1 detecta y elimina la 5-OHdC, la cual generaria un

apareamiento erroneo por su afinidad con la desoxiadenina.
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NTHL1 se localiza en el brazo corto del cromosoma 16 (16p13.3) y consta de 6 exones
que codifican una proteina de 312 amino&cidos (Imai et al., 1998). Se han descrito
alteraciones inactivantes bialélicas 0 en homocigosis en pacientes con poliposis
atenuadas, lo que se conoce como poliposis asociadas a NTHL1 o NAP (del inglés,
NTHL1 associated polyposis) (Weren et al., 2015). Todos los pacientes bialélicos
descritos hasta ahora presentan PAA, y con frecuencia, otros tumores extracolénicos
como tumores endometriales o de mama (Grolleman, de Voer, et al., 2019). Existe una
variante nonsense recurrente en poblacion holandesa, NM_002528: ¢.268C>T
p.(GIn90%), y presente en la mayoria de los portadores bialélicos descritos hasta ahora
(Belhadj et al., 2017; Chubb et al., 2016; Rivera et al., 2015).

Estimaciones tedricas del sindrome NAP sugieren una prevalencia de al menos cinco
veces menor que la poliposis asociada a MUTYH (Weren et al., 2018). Sin embargo, el
espectro fenotipico y la estimacion de riesgo al cancer no estan adn bien establecidos para

este sindrome.
45. MSH3

MSH3 (MIM:600887) es uno de los 6 genes de la via MMR identificados hasta la fecha
en células eucariotas (Kolodner & Marsischky, 1999). Dicho gen esta implicado en la
deteccion de errores de replicacion en secuencias microsatélite junto a MSH2
(MIM:609309) y MSH6 (MIM:600678) (Burdova et al., 2015). MSH2 dimeriza con
MSH6 0 MSH3 para ejercer su funcion. Los dimeros MSH2-MSH®6 reconocen los errores
de replicacion en microsatélites de uno o dos nucle6tidos, mientras que los dimeros
MSH2-MSH3 reconocen los errores en microsatélites de cuatro o cinco nucledtidos
(Figura 16) (Haugen et al., 2008).

El gen se localiza en el brazo largo del cromosoma 5 (5914.1) y esta formado por 24
exones que codifican una proteina de 1137 aminoacidos. Se han descrito dos casos de
variantes germinales inactivantes bialélicas que producen una alta inestabilidad de
tetramicrosatélites (EMAST; del inglés elevated microsatellite alterations at selected
tetranucleotide repeats) en pacientes con PAA, sugiriendo un nuevo subtipo recesivo de
poliposis adenomatosa colorrectal (Adam et al., 2016). En este Gltimo afio se ha publicado
un nuevo estudio que valida estos resultados, en el cual se describen 4 nuevos portadores

de variantes heterocigotas bialélicas en una familia (rango de adenomas de 18 a 54 y edad
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de diagnostico de 46-59 afios), y también se ha demostrado que sus tejidos

adenomatososos/adenocarcinomatosos presentan EMAST (Aelvoet et al., 2022).

MutSa MutSp

Reconocimiento del
Mismatch

Reclutamiento de
MLHI1-PMS2

Escision, resintesis y
ligacion

Figura 16. Representacion esquematica de la via de reparacion MMR en células humanas. La via
candnica comienza por la unién del heterodimero MSH2/MSH6, MutSa, a un Mismatch. Tras la unién,
MutSa recluta al heterodimero MLH1/PMS2 (MutLa). Este complejo puede translocar en cualquier
direccion a lo largo de la hebra de ADN. Cuando se encuentra con una discontinuidad de hebra, la unién
del PCNA vy la exonucleasa EXO1 inician la degradacion de la hebra. La mella es rellenada por la
polimerasa replicativa & y sellada por la ADN ligasa I. Los bucles més grandes se corrigen de manera
similar mediante un proceso iniciado por MutSp (MSH2/MSH3). Imagen adaptada (Wei et al., 2002)

4.6. MLH3

MLH3 (MIM:604395) es un miembro de la familia homologa de MutL implicada en la
via MMR (Kolodner & Marsischky, 1999). MLH3 dimeriza con MLH1 (MIM:120436)
formando un complejo implicado en la formacion de quiasmas durante la recombinancién
meiotica (T. F. Wang et al., 1999).

Este gen se localiza en el brazo largo del cromosoma 14 (14924.3) y consta de 13 exones
que codifican una proteina de 1453 aminoacidos. Inicialmente, se detectdé una variante
truncante en homocigosis (51188*) en un individuo de origen sueco con PAA (Rohlin et
al., 2017a). En un segundo trabajo se detectaron 3 pacientes con PAA y portadores
homocigotos de la variante S1188*, a la cual le atribuyeron un efecto fundador tras
comprobar que compartian un haplotipo comun (Olkinuora et al., 2019). En este Gltimo
estudio vinculan la variante nonsense bialélica S1188* con una poliposis adenomatosa
estable en microsatelites y que presenta inestabilidad cromosémica. La falta de MSI en
los portadores de la variante es compatible con la menor contribucion descrita para el
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complejo MLH1-MLH3 en MMR, y les permite plantear la hipotesis de que las funciones
relevantes que pueden fallar en los portadores serian la respuesta al dafio en el ADN
(defectuosa en ratones MIh3 -/-)(Chen et al., 2005) o procesos relacionados con la
recombinacion (Jahid et al., 2017). Sin embargo, se necesitan mas estudios en cohortes

adicionales para validar estos resultados.
4.7. AXIN2

AXIN2 (MIM:604025) codifica para una proteina implicada en la via de sefializacion Whnt,
en concreto para una proteina estructural del complejo de degradacién de la B-catenina
que actua como un regulador negativo de la via (Dong et al., 2001). Se han descrito
variantes germinales inactivantes en pacientes con CCR, que conllevan la falta de
regulacion y aumento de los niveles de B-catenina y, por tanto, la activacién constitutiva
de la via de sefializacion de beta-catenin/T-cell factor favoreciendo la carcinogénesis
colorrectal (W. Liu et al., 2000).

Este gen se localiza en el brazo largo del cromosoma 17(17g24.1) y estd compuesto de
11 exones que codifican para dos transcritos mayoritarios, generando proteinas de 843y
778 aminoéacidos (Dong et al., 2001).

Se han descrito variantes deletéreas a nivel germinal en cuatro familias, mostrando una
fuerte asociacién con neoplasias gastrointestinales, asi como con la oligodoncia (Lammi
etal., 2004; Marvin et al., 2011; Renkonen et al., 2005). Otros estudios han analizado este
gen en diferentes poblaciones de CCR (polip6sico y no polipésico). Peterlongo y col.
analizaron una poblacion de 82 individuos con CCR no polipdsico y no detectaron
ninguna variante patogéenica/probablemente patogénica (Peterlongo et al., 2005). Por otro
lado, Renkonen y col. analizaron una cohorte de 38 pacientes (procedentes de 29 familias
con PA) y detectaron una alteracion germinal (R656*) en un paciente con PAA
(Renkonen et al., 2005). Posteriormente, se describié una alteracién missense novel en
una familia con PAA sin oligodoncia o displasia ectodérmica, proponiendo una
variabilidad fenotipica en funcion del dominio proteico afectado (Rivera et al., 2014).
Més recientemente, en este Ultimo afio se han descrito 4 variantes truncantes germinales
en 4 familias con CCR/poliposis (mediana de 12,5 polipos adenomatosos, pero también
serrados), mostrando también oligodoncia en dos de estas cuatro familias (J. M. Chan et
al., 2022).

68



| INTRODUCCION

4.8. GALNT12

GALNT12 (MIM:610290) es un gen que codifica una hexosiltransferasa implicada en las
etapas iniciales del proceso de O-glicosilacion de mucinas (J.-M. Guo et al., 2002).
Alteraciones en este proceso conllevan una glicosilacion aberrante, lo que se ha asociado
con el crecimiento celular, la diferenciacion, transformacién, adhesion, metastasis y
evasion del sistema inmune en determinados tipos de cancer (Brockhausen, 2006).
GALNT12 muestra unos niveles altos de expresion en el tracto digestivo, y se ha visto

que estos niveles disminuyen en el carcinoma colorrectal (J. M. Guo et al., 2004).

El gen GALNT12 se localiza en el brazo largo del cromosoma 9 (9922.33) y esta formado
por 10 exones que codifican una proteina de 581 aminoéacidos (J.-M. Guo et al., 2002).
Se han descrito ciertas evidencias sobre la asociacion del gen con CCR (Guda et al.,
2009), sin embargo, su asociacion con la PA es un hecho aun controvertido.
Concretamente se ha descrito la variante NM_024642.4:¢.907G>A, p.(Asp303Asn), que
supone una inactivacion parcial de la proteina en pacientes con CCR familiar y poliposis,

sugiriendo un papel en la predisposicion al CCR poliposico (Clarke et al., 2012).
4.9. PAA SECUNDARIAS A OTROS SINDROMES DE RIESGO AL CANCER

Aunque los fenotipos de muchos de los sindromes conocidos de riesgo al cancer estan
bien definidos, existe un solapamiento entre sindromes que puede llevar a fenotipos

confusos que dificultan el diagndstico genético.

El sindrome de Lynch, principal sindrome HNPCC debido a alteraciones deletéreas en
los genes MMR, puede verse acompafiado de adenomas en edades tempranas (Jass et al.,
1994). Normalmente, el nimero de adenomas no supera a 10, pero en algunos casos puede

Ilegar a superarlos, confundiéndose clinicamente con una PAA.

El sindrome de deficiencia constitucional MMR (CMMRD) se debe a una inactivacion
a nivel germinal, por alteraciones bialélicas u homocigotas, en cualquiera de los
principales genes de la via MMR. Es un sindrome muy agresivo que sigue un patron de
herencia recesivo y presenta un espectro tumoral muy amplio a edades de diagnostico
tempranas, entre los que destacan los gliomas cerebrales (edad media de diagndstico de
9,5 afos), linfomas (5 afios) y CCR (16 afios), con un mal prondstico (Abedalthagafi,
2018). Cerca del 36% de los sujetos afectados desarrollan adenomas colorrectales que
varian desde unos pocos a cientos (Wimmer et al., 2014).
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De la misma forma, los sindromes de poliposis hamartomatosas, serradas o mixtas
pueden presentar fenotipos superpuestos con la PAA debido, por un lado, a la deteccion
de polipos adenomatosos en estos pacientes y, por otro, a la presencia de grandes areas
de transformacion adenomatosa en pélipos no adenomatosos, hallazgo que tiene lugar
principalmente en distintos sindromes hamartomatosos como los sindromes tumorales
asociados a PTEN, el sindrome de Peutz-Jeghers y las poliposis juveniles (Whitelaw et
al., 1997; Levi et al., 2011; McGarrity et al., 2000; Schreibman et al., 2005).

4.10. POLIPOSIS ADENOMATOSAS NO EXPLICADAS

El resto de PA no explicadas (PAX) conforma un grupo muy heterogéneo en términos de
gravedad de la poliposis e historia familiar. Seguramente factores medioambientales,
herencias poligénicas, fallos en la deteccion de alteraciones en los genes de
susceptibilidad conocidos, fenémenos de mosaicismo y alteraciones germinales en otros
genes contribuyan a explicar la susceptibilidad a la PA en estos pacientes (Carvajal-
Carmona et al., 2013; Nieminen et al., 2016; Rohlin et al., 2011; Shirts et al., 2014).

4.10.1. Variantes en zonas promotoras y desequilibrio alélico (Al)

El gen APC tiene dos regiones promotoras, 1A y 1B (Rohlin et al., 2011), siendo el
promotor 1A el que marca el inicio de la transcripcion (Charames et al., 2008). Las
variantes genéticas que se producen en estos promotores pueden conducir a una expresion

génica reducida, por lo tanto, predisponen a la formacion de adenomas colorrectales.

El desequilibrio alélico (1A) se refiere a una situacion en la que los dos alelos de un gen
se expresan en diferentes niveles en una célula determinada (Wagner et al., 2010). Puede
ocurrir por la inactivacién epigenética de uno de los alelos, o por variantes genéticas en
las regiones reguladoras (Wagner et al., 2010). EI 1A puede implicar la inactivacién

completa de un alelo como, por ejemplo, en la impronta genética (Wagner et al., 2010).
4.10.2. Variantes intronicas

Las variantes intronicas profundas, pueden afectar al proceso de splicing. Este tipo de
variantes no se suele detectar ya que solo las regiones consenso de splicing, adyacentes a

los exones, son examinadas en los protocolos de diagnostico genético de rutina.

En el afio 2000 se publicé un trabajo que trataba de identificar nuevos reordenamientos

intragénicos en APC en pacientes con un fenotipo clinico de FAP o AFAP. Estos estudios
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detectaron cuatro variantes patogénicas en APC a nivel germinal, una de las cuales

consistia en una delecién localizada completamente en el intron 14 (Su et al., 2000).

En el afio 2010, se identificd una delecion de 1,4 kb en el intron 14 en una familia con
AFAP. La amplificacion por PCR del ex6n 13 al exon 15 del ADN complementario
(ADNCc) mostré que dicha alteracion intronica daba lugar a fendmenos de splicing
anormales, perdiéndose con ello el exdn 14. Esto causaba un cambio en la pauta de lectura
y con ello un truncamiento de la proteina en el codon 673, generando una proteina que
carecia de todos los dominios de unién a la  -catenina, a los microtabulos y EB-1 (T. M.
F. Tuohy et al., 2010).

En 2012, el andlisis de transcritos en 125 pacientes PAX detectd que el 8% tenia un patrén
de transcripcion aberrante, lo que sugeria la implicacion de variantes intrénicas, y en el

80% de ellos se confirmaba una insercion en una regién intronica (Spier et al., 2012).
4.10.3. Variantes en regiones UTR

Las regiones UTR, en particular las 3’UTR, tienen multiples funciones en la regulacion
post-transcripcional de la expresion génica, incluidos los efectos en el transporte del
ARNmM fuera del nicleo, la eficiencia de la traduccion, la localizacion subcelular y la
estabilidad del ARNm (Mignone et al., 2002). Ademas de los efectos intracelulares
fisiolégicos normales, cada vez hay mas evidencia de que las variantes en regiones UTR
pueden estar involucradas en enfermedades, por ejemplo, se ha descrito una variante
somatica en la region 5’UTR que reduce la eficiencia de traduccion de BRCAL en un

cancer de mama esporadico altamente agresivo (Signori et al., 2001).
4.10.4. Mosaicismo genético

Un mosaico es un individuo que tiene al menos dos lineas celulares genéticamente
diferentes a pesar de desarrollarse a partir de un solo cigoto. Las consecuencias
moleculares y fenotipicas del mosaicismo dependen del momento del evento mutacional.
Durante el desarrollo embrionario, las tres capas germinales: ectodermo, mesodermo y
enododermo, dan lugar a todos los tejidos humanos. Las capas ectodérmica y
endodérmica se diferencian a partir del dia 8, y posteriormente las células germinales
primordiales (CGP) surgen del ectodermo durante la segunda semana de la
embriogénesis, dando lugar a la capa mesodérmica, que se diferencia alrededor del dia 16
(T. M. Tuohy & Burt, 2008). En general, las alteraciones somaticas adquiridas en etapas
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muy tempranas del desarrollo se propagan a través de mas divisiones celulares, afectando
asi a una mayor proporcién de células con distintos origenes embrionarios que dan lugar
a tejidos mas diversos. Por el contrario, las alteraciones somaticas tardias en el desarrollo
afectan a regiones mas restringidas del cuerpo, lo que resulta en mosaicismo confinado a

tejidos especificos (Thorpe et al., 2020).

Las variantes en mosaico pueden no detectarse con técnicas de diagnostico molecular
estandar, por ejemplo; si presentan una fraccion alélica (FA) menor al limite de deteccién
(LD) de la técnica diagnostica empleada, o si solo estan presentes en un tejido especifico
y por lo tanto no son detectables en la muestra biologica que se esta analizando:

- Dependiendo de la FA de la alteracion, es probable que no se detecte utilizando
técnicas de diagnostico actuales. Rohlin y col. evaluaron la sensibilidad de
diferentes técnicas en la deteccion de mosaicos; analizaron la secuenciacion de
Sanger, el analisis de heteroduplex (HA), la prueba de truncamiento de proteinas
(PTT), la cromatografia liquida de alto rendimiento (DHPLC) y la NGS, y
mostraron que la NGS era la técnica mas sensible permitiendo detectar variantes
con FA tan bajas como el 1-4%, y que la secuenciacion Sanger era el método
menos sensible para detectar mosaicos no siendo posible identificar variantes con
una FA menor del 20% (Rohlin et al., 2009).

- Por otro lado, las pruebas genéticas rutinarias generalmente se llevan a cabo en el
ADN extraido de sangre periférica. Para algunos pacientes, una variante en
mosaico puede estar sélo representada en un tejido determinado, como por
ejemplo el colon, y no ser detectable mediante ninguna técnica llevada a cabo en
el ADN extraido de sangre periférica (A. M. L. Jansen et al., 2017).

Se ha descrito que el mosaicismo somatico en el gen APC puede ocurrir en el 10-20% de
los casos de PAA sin historia familiar (Aretz et al., 2007; Hes et al., 2008; Rohlin et al.,
2009). ElI momento en el que se produce una alteracion en el gen APC, puede tener
diferentes implicaciones en el fenotipo del paciente; si surge en una sola célula madre
epitelial del colon, la Gnica consecuencia seran los adenomas en el segmento del colon
correspondiente (T. M. Tuohy & Burt, 2008). En el otro extremo, si la alteracidn ocurre
al principio de la embriogénesis, se podria encontrar en las tres capas germinales. Esto
resultaria en manifestaciones clinicas extracolonicas propias del sindrome, y en la
posibilidad de transmitir la alteracion a las generaciones futuras si es que el mosaico llega

a afectar a las células germinales (T. M. Tuohy & Burt, 2008).
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5. ACTUALIDAD EN EL CRIBADO ASISTENCIAL DE LA PA

5.1. Importancia del estudio genético

Aunque los sindromes hereditarios de poliposis solo suponen un 1% del total de casos de
CCR, el conocimiento de la etiologia de la poliposis y de los alelos de riesgo, permite la
individualizacion del seguimiento y profilaxis de los portadores, asi como la
discriminacion entre individuos de alto y bajo riesgo entre los miembros familiares. Todo
esto conlleva a un seguimiento efectivo, una disminucién del grado de ansiedad en los

pacientes y familiares, y a una disminucion del gasto sanitario.

En la actualidad, las PAA son uno de los grupos mas problematicos en las CCG. El
namero de pacientes a los que se les diagnostica PAA es cada vez mayor, en parte por la
implantacion de los programas de cribado colorrectal y en parte por la mejora de la
sensibilidad en las técnicas de imagen. Esto se traduce en un aumento de la demanda de
estudios genéticos para APC y MUTYH en el laboratorio asistencial. Debido a la alta
heterogeneidad de las PAA, y la escasa contribucion de APC y MUTYH en la explicacion
de los casos atenuados (10-20%), el nimero de pacientes con PAA no explicada (PAAX)

se multiplica.
5.2. Recomendaciones clinicas de estudio genético en las PA

Hasta la fecha, no existe un consenso sobre los criterios clinicos que deben indicar la
realizacion del estudio genético en pacientes con PA. Sin embargo, existen varias guias

de préctica clinica que recomiendan un analisis genético similar:

- Clinical Utility Gene Card (CUGC) recomienda el analisis de los genes APC y
MUTYH en pacientes con diagndstico clinico de PA colorrectal atenuada o clasica
(al menos 10 adenomas sincronicos o 20 acumulados, independientemente de la
edad). Ademas, en familias consistentes con un patrén de herencia autosémico
recesivo, la deteccion de variantes en MUTYH debe realizarse preferiblemente
antes del estudio de APC (Aretz et al., 2015).

- American College Of Medical Genetics and Genomics (ACMG) propone estudiar
el gen APC en pacientes con mas de 10 adenomas, sincronicos o metacronicos, y
un patréon de herencia dominante, o con mas de 10 adenomas y manifestaciones
extracolonicas tipicas de FAP. Por otro lado, recomienda el estudio de MUTYH

en pacientes con mas de 10 adenomas y negativos para el gen APC, en pacientes
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con un CCR antes de los 40 afios y una historia familiar de CCR con patrén
recesivo (Hegde et al., 2014).

- American College of Gastroenterology (ACG) recomienda el estudio de APC y
MUTYH en pacientes con més de 10 adenomas acumulados, una historia familiar
de sindrome de poliposis adenomatosa 0 en pacientes con adenomas vy
manifestaciones extracolonicas caracteristicas de FAP, entre las que se incluyen
los adenomas duodenales, tumores desmoides, cancer papilar de tiroides,

osteomas y quistes epidermoides, entre otros (Syngal et al., 2015).
5.3. Diagndstico molecular de las PA en el Hospital Clinico San Carlos

En los inicios de esta tesis doctoral, en el Hospital Clinico San Carlos se llevaba a cabo

el estudio tradicional de las PA siguiendo el siguiente algoritmo (Figura 17):

- En pacientes con més de 100 adenomas, con sospecha de FAP, se llevaba a cabo
el estudio de variantes puntuales y grandes reordenamientos en APC completo.
o Si el paciente era portador de una variante patogénica/probablemente
patogénica en este gen, se llevaba a cabo el cribado en familiares directos
y un seguimiento exhaustivo en portadores.
o Si el resultado del estudio era no informativo, se llevaba a cabo el estudio
de las 4 variantes patogénicas recurrentes en MUTYH descritas en

poblacién caucésica, y mencionadas en el apartado 4.2.

- En pacientes con un niamero de adenomas comprendido entre 10 y 100, un patrén
de herencia recesiva y una sospecha de MAP se llevaba a cabo el estudio de las
cuatro variantes patogénicas recurrentes en MUTYH.

o Si el paciente resultaba ser portador de variantes patogénicas bialélicas, se
diagnosticaba al paciente como MAP y se llevaba a cabo el seguimiento
de alto riesgo y cribado familiar.

o Si el paciente resultaba negativo o portador de una variante monoalélica,
se llevaba a cabo un seguimiento de riesgo segun la historia personal y
familiar o se consideraba el estudio de APC en casos con poliposis
moderadas (numero de adenomas cercano a 100), ya que un 20% puede

deberse a casos de novo.
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Consulta de Consejo Genético del Hospital Clinico San Carlos
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Figura 17. Algoritmo empleado en el diagnéstico molecular de las PA en el Hospital Clinico San Carlos hasta el afio 2020.
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6. SECUENCIACION MASIVA Y SU APLICACION PARA LA
BUSQUEDA DE VARIANTES GENETICAS

En esta ultima década se ha evolucionado desde la secuenciacion capilar de un maximo
de 96 secuencias de unos 800 nucledtidos (método Sanger), a la secuenciacion de
millones de fragmentos de ADN con equipos de segunda generacion (Levy & Myers,
2016).

La NGS surgio junto con el desarrollo del proyecto genoma humano (2005-2010) con la
necesidad de reducir el coste y el tiempo de la secuenciacion genémica (Mardis, 2008).
Bésicamente, consiste en la secuenciacion en paralelo de un gran nimero de secuencias
de ADN diferentes en una sola carrera. Existen varios sistemas que se diferencian en la
quimica de secuenciacion que utilizan, lo que provoca diferencias en el tamafio de los
fragmentos que son capaces de secuenciar, la cobertura que son capaces de alcanzar o el
namero de lecturas que pueden hacer en cada carrera (Ballester et al., 2016; L. Liu et al.,

2012). Todos ellos tienen en comun la preparacion de librerias y la amplificacion clonal.

Una libreria es el conjunto de diferentes secuencias enriquecidas de ADN de uno o
diferentes pacientes, debidamente identificadas, que queremos secuenciar en una Unica
carrera. Existen distintos tipos de librerias segin el método de enriquecimiento, y su
eleccion dependera del tamafio de la region a secuenciar (panel de genes, exoma 0 genoma
completo) y de la procedencia del material inicial (ADN de sangre, parafina, tejido fresco,
biopsia liquida, etc) (van Dijk et al., 2014; Ravi et al., 2018).

6.1. SECUENCIACION DE EXOMA (WES) Y GENOMA COMPLETO (WGS)

WGS y WES son los dos enfoques principales de NGS para la busqueda de nuevos genes
implicados en enfermedades mendelianas (Petersen et al., 2017). WES cubre las regiones
codificantes del genoma, por lo que se perderia cualquier defecto que afecte a las regiones
reguladoras, como los promotores y los enhancers. Por el contrario, WGS ademas de la
identificacion de variantes de unico nucle6tido (SNVs) e indels, permite la identificacion
de variantes estructurales y variantes de nimero de copias (CNVs) tanto en regiones
codificantes como no codificantes del genoma. Asimismo, WGS, al no requerir de un
enriquecimiento, tiene una cobertura de secuencia mas fiable y uniforme que WES, dado

que las diferencias en la eficiencia de hibridacion de las sondas de captura en el exoma
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completo pueden dar como resultado regiones con poca o nula cobertura. Esta diferencia
en la cobertura también hace que WGS sea una mejor opcion para el analisis de CNVs
(Yaoetal., 2017).

Sin embargo, el hecho de que WES esté dirigido a regiones codificantes de proteinas
implica que sus lecturas representan menos del 2% del genoma, reduciendo el coste de la
secuenciacion, de almacenamiento y analisis, haciendo factible aumentar el nimero de

muestras secuenciadas y estudiar poblaciones mas grandes (Petersen et al., 2017).

6.2. PANELES MULTIGENICOS

Los paneles multigénicos son la tercera opcion de NGS para buscar variantes causales
que expliquen potencialmente la herencia de las enfermedades mendelianas. Esta opcién
de secuenciacion dirigida es la mas adecuada para la practica clinica en el diagndstico de
sindromes de cancer hereditario, ofreciendo una mayor cobertura, uniformidad y analisis

de CNVs, y disminuyendo la complejidad técnica y el coste (Jamuar & Tan, 2015).

Otra ventaja es la menor deteccion de VSDs, dado que, por lo general, los genes incluidos
en paneles ya se han relacionado con la condicidn estudiada o estan involucrados en vias
relevantes. Esto elimina el desafio de lidiar con genes con funciones ain desconocidas o
cuya asociacion con la enfermedad es cuestionable. Por lo tanto, simplifica enormemente
los pasos de filtrado y priorizacion, ahorrando mucho tiempo en el anélisis de datos y
permite una traslacion més rapida a la clinica de los resultados obtenidos (Jamuar & Tan,
2015). Por esa razén, los paneles multigénicos son Utiles para la validacién y deteccion
de variantes en genes candidatos previamente identificados por otros enfoques, y por ello,

son la herramienta utilizada a lo largo de esta tesis doctoral.

77



HIPOTESIS Y
OBJETIVOS







El estudio genético rutinario de la PA en la mayoria de los hospitales se centra,

principalmente, en los genes APC y MUTYH, los cuales tan solo explican entre un 10-

20% de las PAA. Este grupo de pacientes se ha visto incrementado en las consultas de

CCG en los ultimos afios, aumentando el volumen de estudio y el nimero de pacientes

con resultados no informativos. La hipdtesis de este trabajo es que una fraccidn

importante de las PAA no explicadas en el entorno hospitalario puede ser causada por

alteraciones en otros genes de susceptibilidad menos conocidos.

El objetivo primario de esta tesis doctoral es definir la susceptibilidad genética en los

casos de PAA no explicada en nuestro entorno hospitalario contribuyendo asi en la mejora

de las medidas de deteccion, profilaxis y seguimiento.

Como objetivos secundarios nos planteamos los siguientes:

1.

Identificacion de variantes en 22 genes descritos de predisposicion a la PAA
mediante un panel de NGS, en aquellos casos no explicados.

Caracterizacion genética de las variantes detectadas en el objetivo 1.

Analisis molecular del tejido adenomatoso de la poblacién de estudio.
Identificacién de posibles mosaicos en los casos PAA no explicados y
aparentemente esporadicos, mediante el cribado de mutaciones somaticas en el
gen APC.

Correlacion de los resultados obtenidos con los datos clinicos y
anatomopatoldgicos y establecimiento de un algoritmo adecuado para el

diagndstico genético asistencial de la PAA.
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1. POBLACIONES Y CRITERIOS DE SELECCION

1.1. POBLACION PAA-HCSC

Para llevar a cabo el estudio descriptivo asistencial se tuvieron en cuenta todos aquellos
pacientes que acudieron a la CCG del Hospital Clinico San Carlos y que se les realizo el
diagnostico molecular de PAA. A todos ellos se les llevo a cabo, al menos, el cribado
genético en ADN germinal para las cuatro variantes recurrentes en el gen MUTYH en
poblacion caucésica y del sur de Europa: ¢.1187G>A p.(Gly396Asp) (G396D);
€c.536A>G p.(Tyrl79Cys) (Y179C); c¢.1227 _1228dup p.(Glu410Glyfs*43) vy
€.1437_1439delGGA p.(Glu480del) (Tabla 2).

1.2. COHORTE PAAX

Para llevar a cabo los objetivos propuestos en esta tesis doctoral, se reclutaron, previo
consentimiento informado, 159 pacientes con PAA no explicada procedentes de las CCG
del Hospital Clinico San Carlos y Hospital 12 de Octubre de Madrid (124 y 35 pacientes

respectivamente) que cumpliesen los siguientes criterios:

1.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION
Criterios clinicos:
- Presencia de méas de 20 adenomas acumulados independientemente de la edad.
- Deteccion de 10 adenomas en una Unica colonoscopia independientemente de la
edad.
- Presencia de més de 10 adenomas acumulados antes de los 70 afios.
Criterios moleculares:

- Estudio negativo de variantes patogénicas recurrentes en MUTYH.

1.2.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

Portadores de variantes patogénicas/probablemente patogénicas detectadas previamente
en MUTYH o en otros genes de predisposicion a la poliposis/CCR, y que justifiquen la
PA.

1.3. COHORTES DE VALIDACION

Para los estudios caso-control, realizados para la caracterizacion de variantes, se dispuso

de una cohorte de validacion de casos de PAA y una cohorte control, libre de PA.
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Cohorte de validacién PAAX: 292 casos de PAA, con los mismos criterios de

inclusion y exclusion que la cohorte PAA, reclutados por la Fundacion Pablica
Galega de Medicina Xendmica (FPGMX) (19 casos) y el Hospital 12 de Octubre
(249 pacientes).

Cohorte control: 714 pacientes libres de poliposis/CCR, comparables a las

cohortes de estudio en cuanto a raza, edad y sexo, reclutados en el Hospital Clinico

San Carlos.

2. OBTENCION DE MUESTRAS

2.1. EXTRACCION DE ADN
2.1.1. ADN de sangre periférica

A cada participante del estudio se le extrajeron 9mL de sangre venosa periférica en tubos

con anticoagulante EDTA K3y bajo consentimiento informado.

La extraccion de ADN germinal a partir de sangre venosa se realizd de forma
automatizada mediante el robot MagNA pure System (Roche Life Science), segun el

protocolo recomendado por el fabricante.

Una vez extraido el ADN, se cuantifico mediante la lectura de absorbancia a 260nm con
el espectrofotometro NanoDrop ® 1000 (ThermoScientific). Su pureza se estimo hallando
el cociente Abs260/Abs280, considerandose adecuados los cocientes por encima de 1,8.
Seguidamente, se comprobd la integridad del ADN por electroforesis en gel de agarosa
al 0,8% en tampon TAE 0,5X. Por dltimo, se volvio a estimar la concentracién de forma
mas precisa utilizando el fluorimetro Qubit 3.0 (Invitrogen), que mide ADN de doble
cadena.

2.1.2. ADN de tejido tumoral/adenomatoso

Se solicitaron al Servicio de Anatomia Patologica del Hospital, previo consentimiento
informado, bloques parafinados de tejido adenomatoso y/o tumoral procedentes del colon
y/o recto de pacientes PAAX.

Para la extraccion de ADN de tejido tumoral o adenomatoso se realizaron entre 5y 20
cortes de 5-10um de grosor, segun el tamafio de la lesion, de tejido embebido en parafina.

La zona adenomatosa/tumoral fue delimitada mediante una tincion con hematoxilina-
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eosina por un patdlogo experimentado. La zona de tejido no delimitada se elimino
mediante una cuchilla llevandose a cabo el procedimiento de extraccion solamente en la

zona tumoral/adenomatosa seleccionada.

Para la extraccion del ADN se utilizo el kit “Gene Read DNA FFPE Tissue” (Qiagen)
segun el protocolo recomendado por el fabricante. Para estimar la concentracion y calidad

se siguio el mismo procedimiento que en el apartado 2.1.1.
2.2.EXTRACCION DE ARN
2.2.1. ARN de sangre periférica

La extraccion de ARN a partir de sangre periférica se llevo a cabo de dos maneras
distintas; bien a partir de muestras extraidas en tubos con EDTA K3, mediante el extractor
automatico MagnaPure (Roche) y segun el protocolo recomendado; o bien a partir de
muestras extraidas en tubos PAX gene Blood RNA (PreAnalytiX), que contienen un
estabilizador de ARN, utilizando el Kit de extraccion PAX gene Blood RNA

(PreAnalytiX), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.

Una vez extraido el ARN, se cuantificO mediante la lectura de absorbancia a 260nm con
el espectrofotdbmetro NanoDrop ® 1000 (ThermoScientific). Su pureza se estimd hallando

el cociente Abs260/Abs280, considerdndose adecuados los cocientes por encima de 2,1.
2.2.2. ARN de tejido tumoral/adenomatoso

Para la extraccion del ARN de células tumorales/adenomatosas se realizaron entre 5y 20
cortes de 5-10um de grosor, en funcién del tamafio de la lesion, de tejido
tumoral/adenomatoso embebido en parafina. La zona adenomatosa/tumoral fue
delimitada mediante una tincion con hematoxilina-eosina por un patologo experimentado.
La zona de tejido no delimitada se eliminé mediante una cuchilla llevandose a cabo el

procedimiento de extraccion solamente en la zona tumoral/adenomatosa seleccionada.

La extraccion de ARN se realizd mediante el kit RNeasy FFPE (Qiagen) siguiendo el
protocolo descrito por el fabricante. Para estimar la concentracion y calidad se siguio el

mismo procedimiento que en el apartado 2.2.1.
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2.3.SINTESIS DE ADNc

Para la sintesis de ADNCc a partir de ARN total, ya fuera procedente de sangre o de tejido,
se empleo el kit Prime Script RT-PCR (TaKaRa Bio, Clontech,) siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante y utilizando una mezcla de OligodT y Random-6-mers

(oligonucleotidos randomizados) como iniciadores de la sintesis de ADNCc.

3. CRIBADO GERMINAL EN GENES DE PREDISPOSICION A LA
PAA

3.1.SECUENCIACION MASIVA

El cribado de 22 genes conocidos de predisposicion a la PA y/o CCR se llevo a cabo
mediante un panel personalizado de NGS (Haloplex, Agilent Technologies) y se

secuencio en la plataforma MiSeq (Illumina, Inc).

En el disefio del panel se incluyeron todas las regiones codificantes, secuencias consenso
de splicing y regiones 5’ y 3° UTR de los genes APC, MUTYH, POLD1, POLE, NTHL1,
GREM1, MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH4, MSH6, PMS2, BMPR1A, SMAD4, ENG,
AXIN2, GALNT12, BMP4, PTEN, STK11 y SCGS5, todos ellos asociados de una manera
directa, o indirecta, a la predisposicion de adenomas en el colon y/o recto. En la Tabla 3
se muestran las caracteristicas generales del disefio del panel y en el Anexo 2 se detalla
la cobertura horizontal (porcentaje de la region diana cubierta) estimada para cada uno de
los genes incluidos.

CARACTERISTICAS DEL PANEL PERSONALIZADO DE NGS
TAMANO MEDIO DE LOS AMPLICONES 250 pb
NUMERO TOTAL DE AMPLICONES 4185
TAMANO DE LAS REGIONES DIANA 85517 kpb
TAMANO DE LAS REGIONES DIANA CUBIERTAS 85344 kpb
COBERTURA HORIZONTAL TOTAL 99,8%

Tabla 3. Caracteristicas generales del panel personalizado de NGS.

3.1.1. Preparacion de librerias y lanzamiento de la carrera de NGS

Para el enriquecimiento del panel se utilizo el sistema Haloplex (Agilent Technologies),

basado en sondas de inversion, que reconocen los extremos de las secuencias diana e
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incorporan cebadores universales para la posterior amplificacion por PCR de las regiones

capturadas.

Las librerias se prepararon en tandas de 12 muestras siguiendo el protocolo proporcionado
por el fabricante (Haloplex Target Enrichment System, Version F1, Agilent
Technologies), resumido en las siguientes etapas (Figura 18):
1. Digestion del ADN gendmico por enzimas de restriccion y confirmacion de esa
digestion mediante microelectroforesis capilar con el equipo 2100 Bioanalyzer
(Agilent) y el kit High Sensitivity DNA (Agilent technologies).
2. Hibridacion del ADN digerido con sondas Haloplex.
3. Captura de los hibridos ADN-sonda. La biotinilacion de las sondas permite la
captura usando perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina y un soporte
magnético-96 (Invitrogen™),
4. Amplificacion por PCR de las secuencias diana capturadas.
5. Purificacion de las librerias amplificadas utilizando beads magnéticas
Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter™) y el soporte magnético-96
(Invitrogen™).
6. Cuantificacion de la libreria generada en el fluorimetro Qubit 3.0 (Invitrogen™)
y estimacion de su calidad en el equipo 2100 Bioanalyzer (Agilent), utilizando el
kit High Sensitivity DNA (Agilent technologies).

LEYENDA
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Enzima de restriccion a’ )O('

——— Secuencia diana

|
N Sonda Haloplex O

'r\ } Hibridos ADN-sonda

Amplicon

AMPLIFICACION
POR PCR

Il

Figura 18. Esquema del sistema de enriquecimiento Haloplex (Agilent Technologies). Se muestran las
distintas etapas del procedimiento. Imagen adaptada del manual HaloPlex Target Enrichment System for
Illumina Sequencing (Agilent Technologies).
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Una vez generadas todas las librerias, se hicieron pooles de 47, 48 y 64 muestras para su
posterior secuenciacion en paralelo. Dicha secuenciacion se realizd en la plataforma
MiSeq (llumina Inc.), la cual lleva a cabo una preamplificacion clonal en puente para la
generacion de clusters, seguida de un numero variable de ciclos de secuenciacion en
paralelo, que se basa en el uso de terminadores reversibles marcados con fluorocromos
(Figura 19) (Ravi et al., 2018). Concretamente, se llevaron a cabo un total de 500 ciclos
de secuenciacion de extremos pareados (paired-end) (2x250pb), utilizando cartuchos
MiSeq v2 standard (lllumina) en las dos primeras carreras de secuenciacion masiva y

MiSeq v3 standard (Illumina) en la tercera.

Generacion de clusters

Amplificacion de clusters

l Celda de flujo o superficie solida

Ciclos de amplificacion
en puente

}

Clusters

Ciclos de secuenciacion

M“M

2 45y (;.

1 3

Ciclos de secuenciacion K

- Imagen digital

Exportacion de los datos l

Cluster 1> Lectura 1: GAGT...
Cluster2> Lectura 2: TTGA...
Cluster 3> Lectura 3: CTAG... | Formato texto
Cluster4> Lectura 4: ATAC...

Alineamiento y analisis de datos

ATGGCATTGCAATTTGACAT
TGGCATTGCAATTTG
AGATGGTATTG
Léctiivis GATGGCATTGCAA
GCATTGCAATTTGAC
ATGGCATTGCAATT
AGATGGCATTGCAATTTG

Genoma de

: 5 AGATGGTATTGCAATTTGACAT
referencia

Figura 19. Quimica de la secuenciacion NGS de Illumina. Se muestra la generacidn de clusters, ciclos
de secuenciacidn, alineamiento y andlisis de datos. Imagen adaptada de Illumina Inc.
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3.1.2. Anadlisis de datos de secuenciacion

El procesamiento de los datos brutos (archivos FastQ); alineamiento con el genoma de
referencia GRCh37 (archivos bam) y deteccion de alteraciones (archivos vcf) se realizd
a través del programa SureCall (Agilent Technologies) utilizando el pipeline informatico
recomendado por el fabricante de librerias Haloplex (Agilent). La visualizacion de
secuencias se realizd con la herramienta IGV (Integrative Genomics Viewer, Broad

Institute).

Para la anotacion de variantes se utilizaron distintas bases de datos poblacionales,

mutacionales, programas de prediccion y otros indicados en el Anexo 3.

3.1.3. Filtradoy priorizacion de las variantes obtenidas
Las variantes se nombraron segun las recomendaciones de la HGVS (del inglés, The

Human Genome Variation Society).
Las variantes detectadas fueron sometidas a un primer filtrado (Figura 20), en funcion de:

1.- Localizacién de la variante: se seleccionaron Unicamente aquellas variantes

situadas en regiones codificantes y UTR 5’ 0 a 15 nucledtidos de distancia del

extremo del exon.

2.- Frecuencia de la variante descrita en las bases de datos publicas: EXAC (Exome

Aggregation Consortium), 1000 genomes, EVS (Exome Variant Server) y
gnomAD (Genome Aggregation Database). Se seleccionaron aquellas variantes

con una frecuencia del alelo minoritario (MAF) menor del 1%.

3.- Biotipos de la variante: se seleccionaron variantes de sentido erroneo

(missense), sin sentido (nonsense), variantes de splicing (+15 nucle6tidos del
exon) e inserciones y deleciones tanto si suponen un cambio en el marco de lectura
(frameshift) como si no (inframe). Se descartaron las variantes sinénimas, salvo

aquellas que se encontraran en zonas consenso del proceso de splicing.

4.- Patogenicidad de las variantes: se descartaron aquellas variantes clasificadas

como benignas segun las bases de datos de mutaciones LOVD (Leiden Open
Variant Database), UMD (Universal Mutation Database) y Clinical Variant
(NCBI).
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5.- Estudios in silico: respecto a las variantes missense e inframe, se seleccionaron

aquellas que mostrasen predicciones de alteracion en la funcién proteica en al
menos dos de las tres herramientas in silico utilizadas: PolyPhen2 (Polymorphism
Phenotyping) (Adzhubei et al., 2010), SIFT (Sorts Intolerant From Tolerant)
(Kumar et al., 2009) y Mutation Taster2 (Schwarz et al., 2014) o localizadas en
un dominio funcional critico determinado por el programa SMART (Simple
Modular Architecture Research Tool) (Szklarczyk et al., 2019).

Respecto a las variantes localizadas en zonas consenso de Splicing o préximas a
ellas (£15nt), se seleccionaron solo aquellas que mostrasen una prediccion de
alteracion en el proceso de Splicing mediante la herramienta HSF (Human
Splicing Finder) (Desmet et al., 2009).

* Variantes codificantes
LOCALIZACION |- Variantes de splicing (+15nt)
+ Variantes en zonas 5’UTR

FRECUENCIA |- MAF<0.01 (ExAC, 1000G, EVS, gnomAD)
POBLACIONAL |. No descritas

Ooavar1a

« Frameshift, nonsense, missense, inframe
* Variantes sinénimas en zona consenso de splicing

EVIDENCIAS DE
PATOGENICIDAD

* Clase 4y 5 (LOVD, UMD, ClinVar) y variantes truncantes

.

Variantes de significado desconocido:

* Prediccion de dafio en la proteina: PolyPhen, SIFTy
Mutation Taster2

* Prediccion de alteracion de Splicing: HSF
* Localizacion en dominios funcionales criticos: SMART )

Figura 20. Esquema del proceso de filtrado y priorizacion de variantes. Se indican en cada paso las
variantes seleccionadas.
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3.2.VALIDACION DE VARIANTES Y ANALISIS DE SEGREGACION
FAMILIAR POR SECUENCIACION DIRECTA

La validacion de las variantes filtradas en probandos y genotipado de familiares se llevd
a cabo por secuenciacion directa del amplicon afectado. Para ello, se disefiaron
oligonucleotidos especificos (Anexo 4) mediante las herramientas informaticas
Primer3Plus (Bioinformatics) y PrimerBlast (NCBI). Las reacciones de amplificacion del
ADN se llevaron a cabo mediante el kit Fast Start ™ Taq DNA Polymerase (Sigma-

Aldrich) segln las condiciones indicadas en la Tabla 4.

Reactivos Concentracion final
Buffer (con MgCl.) 1X
dNTPs (desoxirribonucledtido trifosfato) 0.2mM
Primer directo 50pM
Primer reverso 50pM
Enzima Fast-Start 1U
dH20 Hasta 25uL de volumen final
ADN 50ng

Tabla 4. Condiciones de las amplificaciones generales utilizadas en las distintas PCRs.

El programa general de amplificacion se describe en la Figura 21. Se ajustaron las
temperaturas de hibridacion (desde 55 a 65°C) en funcidn de la pareja de oligonucleétidos
empleada. Las distintas temperaturas de hibridacion se detallan en el Anexo 4.

94°C 1 94°C i
o L 30 720C 1 T2°C
! 60°C 307 7
307
| | o
! 30 ciclos ! 0

Figura 21. Programa general de amplificacion empleado en la secuenciacién directa de ADN.

A continuacion, se realizé la reaccion de secuenciacion en un volumen final de 10uL:
1uL de primer (directo o reverso), 1uL de Big Dye Terminator v1.1 (Applied Biosystems)
y 1pL de ADN amplificado. Las condiciones del programa de reaccion de secuenciacion

se resumen en la Figura 22.
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94°C | 94°C i
00 10" 60°C ! 60°C
| 50°C 2 ’
| 10" |
| | s
: 25 ciclos : 0

Figura 22. Programa general empleado para la reaccion de secuenciacion.

Seguidamente, se purifico el producto resultante con el Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Applied Byosistems) segun las recomendaciones descritas por el
fabricante. La electroforesis capilar se llevo a cabo en un secuenciador ABI3130 (Applied
Byosistems) segun el protocolo de secuenciacion recomendado y las secuencias se
visualizaron con el programa Sequencing Analysis Software v6.0 (Applied Byosistems).

3.2.1. Validacién de variantes en PMS2

La validacion de variantes en el gen PMS2 resulté mas compleja debido a la presencia de
una familia de pseudogenes altamente homologos a PMS2 (van der Klift et al., 2010).
Para lograr la amplificacion especifica del gen, y evitar los pseudogenes descritos, se
Ilevé a cabo una PCR de largo alcance (LR-PCR), utilizando parejas de oligonucleétidos,
que hibridan con regiones especificas del gen (Vaughn et al., 2010). La amplificacion se
llevé a cabo con la polimerasa LA Tag® DNA Polymerase (TaKaRa), siguiendo las
recomendaciones descritas por el fabricante para tamafios de amplicdn de alrededor de
10.000pb. Se llevaron a cabo tres LR-PCRs distintas en funcion del exén a secuenciar:
LR1 (ex6on 1 al 5), LR2 (ex6n 7 al 9) o LR3 (exon 11 al 15). Las parejas de
oligonucleodtidos utilizadas y las temperaturas de hibridacion empleadas se detallan en el
Anexo 4. El producto amplificado se confirm6é en un gel de agarosa al 0,8% y
seguidamente se llevo a cabo una PCR anidada del exon correspondiente utilizando las
condiciones de amplificaciones generales descritas en el apartado anterior

(oligonucleotidos y temperaturas de hibridacion indicadas en el Anexo 4).
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3.2.2. Validacion de variantes bialélicas en MUTYH

Para determinar la configuracion en cis o en trans de variantes dobles en MUTYH, es
decir; si dos variantes en MUTYH detectadas en el mismo paciente se situan en el mismo
alelo, o en alelos distintos (bialélicas), se llevaron a cabo amplificaciones alelo especificas
englobando los dos exones afectados. Se disefiaron oligonucleétidos directos alelo
especificos para el cambio situado en el extremo 5°, y un oligonucle6tido reverso comdn
mas alla del cambio situado en el extremo 3°, tal y como se ilustra en la Figura 23. Asi se
consiguié amplificar especificamente cada uno de los alelos (mutado y silvestre) y
secuenciarlos por separado en cada caso. Las condiciones y programa de amplificacién

fueron las mismas que para el resto de las validaciones (Figuras 21, 22 y Anexo 4).

A
MUTYH EVS13_REVERSO
EV39 EVS10 EVSI1 EVS12 EVS13
.739C>G c.1187G>A
P.(R247G) p.(G396D)
B
MUTYH EVS15_REVERSO
c1187G>A ¢.1510_1517delinsCCAACAGCCA
p.(G396D) p-(Thr504Profs*68)

Figura 23. Esquema de las amplificaciones alelo-especificas disefiadas para estudiar si los pacientes
en los que se detectaron dos variantes en MUTYH eran portadores bialélicos. A: Disefio para el
portador de las variantes ¢.739C>G y ¢.1187G>A, situadas en los exones 9y 13 respectivamente. B: Disefio
para el portador de ¢.1187G>A y ¢.1510 1517delinsCCAACAGCCA, situadas en los exones 13 y 15
respectivamente.
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3.3. HIGH RESOLUTION MELTING (HRM)

Las regiones mal cubiertas por el panel de secuenciacion masiva (cobertura menor de 20)
se re-analizaron mediante el método de curvas de fusion de alta resolucion o HRM (del
inglés, High Resolution Melting). Esta técnica se basa en la deteccion de pequefias
diferencias en la curva de fusion de Melting; para ello se lleva a cabo una amplificacion
a tiempo real con un fluoréforo que se une al ADN de doble cadenay una posterior lectura

de la curva de fusion.

Se disefiaron parejas de oligonucledtidos especificos mediante las herramientas
informaticas Primer3Plus (Bioinformatics) y PrimerBlast (NCBI), descritos en el Anexo
4) para la amplificacién de los exones 15 de MUTYH, 13 de APC y 4 de MSH2. Las
reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen final de 10uL conteniendo
100ng de ADN, HRM Master Mix1X (Roche), 5pM de cada cebador (directo y reverso)
y 2,5mM de MgCl.. La amplificacion se llevo a cabo en el termociclador Light Cycler ®
96 (Roche) utilizando el programa estandar de HRM, recomendado por el fabricante. Las
curvas de fusion se analizaron mediante el programa Light Cycler ® 96 SW1.1 (Roche).
Aquellas muestras que presentaron diferencias en la curva de fusion (Figura 24) se

validaron mediante secuenciacion directa tal y como se indica en el apartado 3.2.
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Figura 24. Diferencias en las curvas de fusion obtenidas mediante HRM. Imagen obtenida del programa
Light Cycler ® 96 SW1.1 (Roche).
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3.4 MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION (MLPA)

Se analizé la presencia de CNVs en los genes APC y MUTYH mediante MLPA. Esta
técnica estd basada en la hibridacién y ligacién de sondas especificas unidas a
oligonucleotidos universales para su posterior amplificacion por PCR (Figura 25) y

visualizacion por electroforesis capilar.

DESNATURALIZACION HIBRIDACION DE LIGACION DE LAS AMPLIFICACION
DEL ADN LAS SONDAS SONDAS POR PCR

* \_J \_/ ,/

Figura 25. Fundamento de la amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples. Imagen
adaptada de MLPA® General Protocol (MRC-Holland).

En todas las muestras se partié de 100ng de ADN vy se siguio el procedimiento indicado
por el fabricante, utilizandose el Kit SALSA®MLPA® probemix P043-050R para el gen
APC y SALSA®MLPA® probemix P378-050R para MUTYH (MRC-Holland).

Para la visualizacion de los productos amplificados se diluyeron 2uL de la reaccion de
PCR-MLPA con una mezcla de 30pL de formamida y 0,2uL de marcador GeneScan™
500 LIZ® Size Standard (Applied Biosystems), se desnaturalizaron a 95°C durante 2
minutos y se llevé a cabo la electroforesis capilar en un analizador AB13130 (Applied
Biosystems,) seguin las recomendaciones descritas por el fabricante. El analisis de CNVs

se efectud con la ayuda del programa Coffalyser V1.0 (MRC-Holland).
3.5.PERDIDA DE HETEROCIGOSIDAD

Para detectar posibles fendmenos de LOH, como segundo evento de inactivacion
somatica de genes donde se han observado variantes germinales de significado
desconocido, se llevo a cabo la secuenciacion directa de la region donde se localiza el
cambio germinal en tejido normal, adenomatoso y tumoral de aquellos pacientes

portadores, y segun se describe anteriormente en el apartado 3.2.

Se considerd LOH cuando la sefial de intensidad de un alelo (salvaje o mutado) se reducia
de modo apreciable al comparar el amplificado del ADN germinal con el del ADN

tumoral o adenomatoso de la variante en estudio.
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3.6.ESTUDIOS DE EXPRESION ALELO ESPECIFICA A NIVEL DE ARN

Se llevaron a cabo estudios de expresion para la caracterizacion de las variantes
NTHL1:c.268C>T p.(GIn90*) y POLE:c.141delG p.(Phe48Leufs*6) del paciente
PAAX-83.

La extraccion de ARN y sintesis de ADNCc se llevo a cabo en distintas muestras de tejido
adenomatoso/normal del paciente y controles, tal y como se indica en el apartado 2.2 y
2.3. Para evitar cualquier contaminacién posible con ADN gendémico durante la
extraccion del ARN se trataron todas las muestras con RNase-free recombinant DNase |
(Roche). Posteriormente, se confirm6 la eliminacion de cualquier traza de ADN
gendmico mediante una amplificacion diferencial del ADN genémico (ADNg) vy el
ADNCc. En concreto, se utiliz6 un oligonucle6tido directo complementario al exon 2 de
PALB2 y un primer reverso complementario al exén 3 de dicho gen. Tal y como se indica
en la Figura 26, la amplificacion del ADNg conllevaria la visualizacién de una banda
conteniendo la secuencia completa del intron 2 (269pb) y, por el contrario, la
amplificacion del ADNCc conllevaria la visualizacion de una banda de menor tamario que

careceria del intron 2 (152pb).

A
IVS 2
PALB2 FOR PALB2 REV
ADNg | { 269pb
ADNc '—t 7'—| 152 pb
B

300pb
200pb
100pb

THONVS
OONVId

® A
S 2
Z

Figura 26. Amplificacién empleada para confirmar la posible contaminacion por ADN gendmico en
las muestras de ADNc. A: Esquema de la amplificacion. B: Gel de agarosa al 2% que confirma la
inexistencia de contaminacién por ADNg en las muestras de ADNc.utilizadas.
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Se disefaron oligonucleotidos para amplificar especificamente los alelos salvajes de las
variantes de estudio (Anexo 4). Se llevo a cabo una PCR cuantitativa a tiempo real
utilizando el kit KAPA SYBR® FAST Universal (Kapa Biosystems) y el termociclador
Light Cycler®96 (Roche). El experimento se realizo por triplicado y como gen endégeno
se utilizd PSMB4. Los oligonucledtidos y condiciones utilizadas para la amplificacion del

gen enddgeno se muestran en el anexo 4.

Los resultados de estos experimentos se analizaron con el software Light Cycler ® 96 SW
1.1y se llevo a cabo un analisis comparativo mediante el software IBM SPSS Statistics
24.

3.7. ESTUDIO SOMATICO EXTERNO EN EL PACIENTE PAAX-83

En el ADN procedente de tres tejidos FFPE del paciente PAAX-83, dos de ellos
adenomatosos (PAAX-83 AD1 y AD4) y uno adenocarcinomatoso (PAAX-83 AC1), se
llevo a cabo el estudio de mutaciones soméaticas mediante la secuenciacion de sonda de
inversion de molécula Unica (smMIP: del inglés, single-molecule molecular inversion
probe) en busca de una posible firma mutacional que explicara el sindrome subyacente
de PAA en este paciente. La quimica de esta tecnologia permite detectar variantes con
una fraccidn alélica muy baja y puede ayudar a distinguir desaminaciones derivadas de la
inclusion del tejido en parafina, que es un artefacto bastante comun en el ADN procedente
de tejido FFPE.

Este experimento se llevd a cabo en el Radboud University Medical Centre de Nijmegen
(Paises Bajos), donde se analizaron distintos hotspots en un total de 57 genes asociados
al desarrollo de CCR en estas tres muestras de tejido, tal y como se describe en
(Eijkelenboom et al., 2016).
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3.8. ESTUDIOS DE SPLICING

Se analizé el ARNm de las variantes priorizadas con posible alteracion en el proceso de

splicing mediante secuenciacion Sanger.

En cada caso, se extrajo ARN a partir de sangre periféricay se sintetizd6 ADNc tal y como
se indica en los apartados 2.2 y 2.3. Se disefiaron oligonucledtidos (Anexo 4) para la
amplificacion especifica del ADNc correspondiente y posterior secuenciacion Sanger en
un ABI3130 (Applied Byosistems) segun el protocolo de secuenciacion descrito en el
apartado 3.2. Para cada variante de estudio se disefiaron parejas especificas de
oligonucledtidos que permitiesen la deteccion de posibles retenciones intronicas o

perdidas de los exones adyacentes al cambio (Figura 27).

A B
POLDI AXIN2

c.2141G>A

/\I/\\//\ .

¢.2007-5 C>T

/\/\l/’ —aN\ .

. EXON: 7 8 9 10 1
EXON: 15 16 17 18 19 20

— | NN | |-

1 6 17 18 19 20 7 8 9 10 1
¢.1050A>G (p.Pro350=)
¢.1510_1517delACCTGTATinsCCAACAGCCA
N TN — T N /N AN /\lr/f\*\ 2
I'IX(()N:I(I 11 12 13 14 15 16 EXON: 111213 14 15 16

Vc A e ADNe
ADNe .1050A>G (p.Pro350=) ¢.1510_1517delACCTGTATinsCCAACAGCCA

| 3 |

EXON: 10 11 12 13 14 15 16 EXON: 11 12 13 14 15 16

Figura 27. Esquema del amplicon disefiado para los distintos estudios de Splicing. A) POLD1:¢.2007-
5C>T. El oligonucleétido directo hibrida en el exén 15 y el reverso en el exén 20, obteniendo un amplicon
de 697pb. B) AXIN2:c.2141G>A. El oligonucledtido directo hibrida en el exdn 7 y el reverso en el exon
11. El tamafio del fragmento obtenido es de 571pb. C) MUTYH:c.1510 1517delinsCCAACAGCCA. El
oligonucledtido directo hibrida en el exdn 11y el reverso en el exdn 16. El tamafio del fragmento obtenido
es de 694pb. D) MLH1:¢.1050A>G p.(Pro350=). El primer directo hibrida en el exén 10 y el reverso en el
exon 16. El tamafio del fragmento obtenido es de 963pb.
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3.9. ESTUDIOS CASO-CONTROL

Para llevar a cabo el estudio de asociacion caso-control en la variante
GALNT12:¢.907G>A (p.Asp303Asn) se empled un ensayo TagMan de Genotipado de
SNPs (P160926-004 B12) (Applied Biosystems) dirigido especificamente al cambio.

Para ello, se amplificaron 10 ng de ADN gendémico en un volumen final de 5pL,
utilizando el kit Master Mix Genotyping Fast (Thermo Fisher) segln el protocolo
recomendado. La amplificacion y deteccion de la fluorescencia se llevé a cabo mediante
el equipo Real Time ABI PRISM 7900 Sequence Detector. ElI fundamento de estos

ensayos se esquematiza en la Figura 28.

1. Componentes del experimento
» e
Sond-a 0) Cebador reverso
Cebador directo y A e
S ADN de doble cadena 3
T T ITTOLS
3 §
2. Desnaturalizacién del ADN e hibridacién . S Tyetia
9 h © o
q, Sond-a ) Cebador reverso Hlgorofore
—_— . v Q @ Atenuadorno
Cebador directo \ \ fluorescente
PP EEFISFFEFFFFEENSEEE RN NSRS EEYYFENYSEESEESYISYNYSSSOYYY
r = L\ (MG8  Aglutinante de
3 s surco menor
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v polimerasa
o o = § 3
3.Extension y generacion de sefial O
Sonda
Cebador reverso )‘\03
\4/ & R RRLeRRRL " ) =2 Cebador
Cebadorjlrecto s o8 Sonda == ADN
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T T s T s ADN
sintetizado
3 5

Figura 28. Fundamento de los ensayos TagMan. Imagen adaptada de Thermo Fisher. Durante la fase de
extension de la reaccién de PCR la ADN polimerasa rompe las sondas hibridadas con el ADN, separando
el fluordforo del atenuador y detectdndose emision de fluorescencia de una de las sondas o de ambas.
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3.10. ESTUDIOS DE INMUNOHISTOQUIMICA

Para caracterizar la variante GALTN12: ¢.907G>A (p. Asp303Asn) se llevo a cabo un
analisis para detectar la proteina mucl total y mucl no glicosilada, mediante técnicas
inmunohistoquimicas (IHQ) en 5 muestras de tejido adenomatoso y normal embebido en
parafina. Para este analisis, se utilizaron dos anticuerpos distintos frente a la proteina

mucl:

1.- Un anticuerpo monoclonal de raton (EMA, E29) que se une al dominio citoplasmatico
de mucl y reconoce la proteina total (DAKO, Thermo Fisher Scientific, U.S).

2.- Un anticuerpo monoclonal de ratén (VU4H5) que se une al dominio extracelular de la
proteina solo si el residuo de treonina no esta glicosilado (Cell Signaling Technology,
u.s.).

El analisis inmunohistoquimico se llevo a cabo en el Servicio de Anatomia Patologica del
hospital, mediante el equipo Dako Omnis Staining System (DAKO) y bajo las
recomendaciones descritas por el fabricante. Las muestras fueron contrastadas con
hematoxilina y dos pat6logos revisaron todas las muestras y clasificaron los niveles de

expresion en cuatro categorias (0, +, ++, +++) en funcién de la intensidad del anticuerpo.

3.11. CLASIFICACION DE VARIANTES

Tras los distintos estudios de caracterizacion, las variantes se reclasificaron siguiendo las
recomendaciones del “American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)”
junto con la “Association for Molecular Pathology (AMP)”. Este sistema de clasificacion
se fundamenta en 28 criterios (descritos en el Anexo 5) clasificados segun el grado de
evidencia y basados principalmente en datos poblacionales, in silico, funcionales y de
segregacion (Richards et al., 2015). La combinacion de estos criterios permite clasificar
a las variantes en cinco categorias: clase 1 o benignas (B), clase 2 o probablemente
benignas (PB), clase 3 0 VSD, clase 4 o probablemente patogénicas (PP) y clase 5 o
patogénicas (P) (Anexo 6).

Para los genes MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 se utilizaron las guias piloto INSIGHT-
ACMG especificas para estos genes, aprobadas recientemente por ClinGen
(https://www.clinicalgenome.org/affiliation/50099), asi como las guias especificas para
el gen PTEN (https://clinicalgenome.org/affiliation/50012/).
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4. CARACTERIZACION MOLECULAR DE ADENOMAS/CCR

4.1. ANALISIS DE EXPRESION DE LAS PROTEINAS IMPLICADASEN LA VIiA
MMR

El estudio de expresion de las proteinas mlh1, msh2, msh6é y pms2 se llevo a cabo en el
Servicio de Anatomia Patoldgica del HCSC, mediante técnicas inmunohistoquimicas en
muestras parafinadas de tejido adenomatoso y/o tumoral de los pacientes incluidos en el
estudio. Para ello, se partieron de bloques de tejido parafinado en los que se llevaron a
cabo cortes de tejido de 4pum de grosor y la deteccion de la expresion proteica se llevo a
cabo de forma automatizada en el equipo Dako Omnis Staining System (DAKO) segun las

especificaciones del fabricante.

Los anticuerpos utilizados fueron las clonas FE11 para msh2, EP49 para msh6, EP51 para
pms2 y ESO5 para mlhl (DAKO). Un pat6logo reviso todas las muestras y determind la

presencia o ausencia de expresion proteica en los nucleos celulares.

4.2.INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

Para determinar la inestabilidad de microsatélites en tejido adenomatoso/carcinomatoso
colorrectal se analizé un panel de 5 marcadores: cinco repeticiones de mononucle6tidos
(NR-21, BAT25, BAT26, NR-24, MONO-27), que tienen una alta sensibilidad y
especificidad en la deteccion de inestabilidad de microsatélites (Umar et al., 2004). Se
partié de muestras de ADN de tejido, extraidas segun el apartado 2.1.2, y se llevo a cabo
una PCR multiple con oligonucleotidos marcados con distintos fluoréforos, utilizando el
Kit MSI Analysis System v1.2 (Promega). La visualizacion de los fragmentos
amplificados se llevé a cabo mediante electroforesis capilar en el analizador ABI3130
(Applied Biosystems) siguiendo las recomendaciones descritas por el fabricante con el
software GeneMapper (Applied Biosystems). Los mononucleotidos analizados por este
kit son marcadores cuasi-monomorficos, es decir, casi todos los individuos son
homocigotos para el mismo alelo comdn. Los tumores que mostraron inestabilidad en al
menos 2 microsatélites monomorficos se consideraron inestables MSI-H; en uno MSI-L,

aexcepcion del microsatélite BAT26, que se consider6 MSI-H segun (Hoang et al., 1997);
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y aquellos que no mostraron ningin microsatélite alterado se consideraron MSS. La

secuencia de estos microsatélites se detalla en la Tabla 5.

MARCADOR | SECUENCIA | RANGO DE TAMANOS (PB) | FLUROFORO
NR-21 (A)21 94-101 JOE
BAT-26 (A)as 103-115 FL
BAT-25 (A)2s 114-124 JOE
NR-24 (A)24 130-133 TMR
MONO-27 (A)or 142-154 JOE

Tabla 5. Secuencia de nucledtidos de los 5 marcadores utilizados para determinar la
inestabilidad de microsatélites. JOE = 6-carboxi-4",5 -dicloro-2",7 -dimetoxifluoresceina, FL =
fluoresceina, TMR = carboxi-tetrametilrodamina.

4.3.GENOTIPADO DE V600E EN BRAF

Para genotipar la variante NM_004333.4 (BRAF): ¢.1799T>A p.(Val600Glu) se utilizo la
sonda TagMan® especifica de la mutacion (rs113488022) y proporcionada por
ThermoFisher (C_151552107_10 namero de catalogo 4351379). El fundamento y la

metodologia empleada se resumieron anteriormente en el apartado 3.8.

4.4 ANALISIS DE LA METILACION DEL PROMOTOR DE MLH1

El estudio de la metilacién en islas CpG del promotor de MHLL1 se realiz6 en 100ng de
ADN de tejido parafinado adenomatoso/tumoral mediante una variante de la técnica
MLPA convencional, conocida como MS-MLPA (del inglés, Methylation-Sensitive
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification; MRC-Holland ®), y el kit SALSA
MS-MLPA MEO11 Mismatch Repair Genes (MMR) versién B3 (MRC-Holland),

siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.

La técnica se basa en llevar a cabo dos MLPAs en paralelo, en uno se digiere el ADN con
la enzima de restriccion Hhal y en otro no. Las islas CpG son dianas para Hhal sensibles
a la metilacion, de tal manera que, si estas islas estan metiladas, la enzima no reconoce a
su diana. La técnica sigue el mismo procedimiento que el MLPA convencional pero una
vez que se produce la hibridacion de las sondas con el ADN del paciente, se divide la
muestra en dos y una de ellas se digiere con Hhal y luego ambas se amplifican por PCR

de forma paralela y se analizan mediante electroforesis capilar (Figura 29). Por lo tanto,
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la deteccion del producto de amplificacion en la muestra digerida indicara metilacion de
las islas CpG contenidas en ese amplicon, y a mayor intensidad de fluorescencia de la

banda, mayor grado de metilacion.

Para el andlisis de los resultados se utilizé el software Coffalyser V1.0 (MRC-Holland)
segun las instrucciones del fabricante. Se consideraron regiones metiladas aquellas que
mostraron una ratio de metilacién (cociente entre la fraccion digerida y no digerida de

una muestra expresado en porcentaje) mayor o igual al 15%.

DESNATURALIZACION =3 HIBRIDACION ==3» DIVISION =3 LIGACION Y DIGESTION =3 AMPLIFICACION POR PCR LEYENDA

—— ADNmolde

—_— \ / N / Sonda
} / / N | [ W— ,’ Ligasa
\ \ \ ; / .'M Grupo metilo

A Enzima Hhal

Figura 29. Esquema de la técnica MS-MLPA. Imagen adaptada deMS-MLPA® General Protocol (MRC-
Holland).

4.5.CRIBADO DE MUTACIONES SOMATICAS

Para la secuenciacion del ADN de tejido adenomatoso y tumoral se utiliz el panel
comercial TruSight® Tumor 26 (Illumina) (TST26). Dicho panel incluye 174 regiones
relevantes (21 kb), localizadas en 82 exones de un total de 26 genes relacionados con
tumores sélidos (AKT1, ALK, APC, BRAF, CDH1, CTNNB1, EGFR, ERBB2, FBXW?7,
FGFR2, FOXL2, GNAQ, GNAS, KIT, KRAS, MAP2K1, MET, MSH6, NRAS, PDGFRA,
PIK3CA, PTEN, SMAD4, SRC, STK11, TP53) (Anexo 7), todos ellos implicados en
procesos de supervivencia celular (18), destino (5) y mantenimiento de la integridad del

genoma (Tabla 6).
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PROCESO - ) )
CELULAR ViA DE SENALIZACION GEN
AKT1
PI3K PIK3CA
PTEN
ALK
EGFR
PI3K, RAS ERBB2
MET
PDGFRA
SUPERVIVENCIA FGFRD
CELULAR PI3K, RAS, STAT -
PI3K, RAS, MAPK, STAT SRC
MAP2K1
BRAF
RAS KRAS
NRAS
TGF-B SMAD4
PI3K, TGF-B, RAS GNAS
GNAQ
APC
WNT CDH1
DESTINO CELULAR CTNNEL
mTOR STK11
NOTCH EBXW7
CONTROL DARO EN EL DNA (MMR) MSH6
MANTENIMIENTO )
DEL GENOMA | CCLO CELULAR/APOPTOSIS; CONTROL DANO ENEL | TP53
DNA FOXL2

Tabla 6. Genes, vias de sefializacion y procesos celulares del panel TruSight tumor 26.

El panel tiene un disefio dual, es decir, contiene 2 pools de oligonucleétidos que permiten
secuenciar especificamente cada hebra de ADN, pudiendo identificar fendmenos de
desaminacion producidos durante la extraccién del ADN de tejido embebido en parafina,
asi como otros falsos positivos (Figura 30). El eriquecimiento de las regiones diana esta
basado en amplificacion por PCR, y brevemente se puede resumir de la siguiente manera:

1. Estimacion de la calidad del ADN extraido de muestras FFPE mediante PCR
cuantitativa. Para ello, se utilizd el kit KAPA SYBR® FAST Universal (Kapa
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Biosystems) y el termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems).
2. Hibridacion de los dos pools de oligonucleétidos (A y B) con el ADN, en
pocillos independientes.
3. Eliminacion de los oligonucleotidos no unidos al ADN utilizando una placa de
filtro y posteriores lavados.
4. Extension y ligacion de los oligonucledtidos unidos al ADN correspondiente.
5. Amplificacién mediante PCR con oligonucledtidos universales. En este paso se
afiaden las secuencias indexs y los adaptadores comunes necesarios para la
generacion de clusters en la flow cell.
6. Purificacion de los fragmentos amplificados, utilizando beads magnéticas
Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter™) y el soporte magnético-96
(Invitrogen™).
7. Cuantificacion por Qubit 3.0 (Invitrogen™) y normalizacion de las librerias,
generando 4 pooles de 22 y 23 muestras.

La secuenciacion se llevé a cabo en la plataforma MiSeq (lllumina, Inc), utilizando el

cartucho MiSeq v2 y con una longitud de lectura de 2x150 pb (en un total de 300 ciclos).

Pool A (complementario a hebra 1) y Pool B (complementario a hebra 2)

Oligo 1 Regionde interés Oligo2  » 77775770 ===ees

Hibridacion de oligonucledtidos
personalizados

Oligo 1 Oligo 2
Extension y ligacion C L

Unidn de index y adaptadores de
secuenciacion por PCR (P7y P5) | ¢ 7\ /

Amplicon final listo parala P7
secuenciacion

Figura 30. Esquema del proceso de elaboracion de librerias de NGS en el panel TruSight Tumor 26.
Para cada amplicon, se disefian 2 pares de oligonucledtidos; un par complementario a una hebray el otro a
la hebra opuesta. Cada uno de ellos se hibrida con el ADN. Posteriormente, se lleva a cabo el proceso de
extension y ligacion obteniendo los fragmentos de ADN con las regiones de interés flanqueadas por
secuencias de oligonucleotidos universales (300-330pb), que son amplificados con una Unica pareja de
oligonucleottidos. Los productos de esta amplificacion se agrupan junto con los productos de otras muestras
para su secuenciacion masiva.
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El procesamiento de los datos brutos y el alineamiento con el genoma de referencia
GRCh37 (hg19) se realizé siguiendo el pipeline disefiado por el fabricante, integrado en
la plataforma MiSeq, y la deteccion de alteraciones se llevo a cabo a traves del programa
Variant Studio (Illumina, Inc). La visualizacion de secuencias se realizd con el programa

IGV. Las variantes detectadas fueron sometidas a un filtrado, en funcion de:

1. Calidad de la secuenciacion: Se eliminaron variantes que no coincidian entre

pools y/o con un nimero de lecturas menor de 200.

2. Frecuencia poblacional de la variante: Se descartaron aquellas variantes que

aparecieron con una frecuencia mayor del 2% en nuestra poblacion de estudio. Se
descartaron aquellas variantes con frecuencias poblacionales descritas mayores
del 5% en las bases de datos publicas y variantes presentes también en el ADN
germinal (esto solo pudo llevarse a cabo en regiones concretas de los genes que
coincidian en ambos paneles: APC, MSH6, PTEN, SMAD4 y STK11).

5. BUSQUEDA DE MOSAICOS EN EL GEN APC
5.1.COHORTE DE ESTUDIO

Se seleccionaron pacientes procedentes de la cohorte de estudio PAAX que cumplieran

los siguientes criterios:

- Ausencia de historia familiar de poliposis/CCR.
- Disponibilidad de al menos dos tejidos adenomatosos/adenocarcinomatosos.

- Panel de NGS germinal de 22 genes no informativo.

5.2.PANEL APC

El cribado del gen APC se llevo a cabo mediante un panel personalizado dual Truseq
Custom Amplicon Low Input (Illumina) que incluia todas las regiones codificantes y las
uniones exon-intron de dicho gen. De manera similar al TST26, se trata de un protocolo
multiplex basado en PCR, en el que se realizan dos librerias en paralelo con dos juegos
de amplicones (CAT Ay B: Custom Amplicon Tubes A y B) que cubren especificamente

cada hebra de ADN en todas las regiones diana (Figura 30). El disefio de ambas librerias
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(CAT Ay B) se llevd a cabo mediante la herramienta online Illumina Design Studio. Cada
disefio consta de 96 amplicones, con un tamafio medio de los amplicones de 175 pb,
permitiendo una cobertura horizontal del 98% de las regiones diana.

Para la preparacion de las librerias se siguio el protocolo dual Tru Seq Custom Amplicon
Low Input Library Prep Kit (Illumina) recomendado por el fabricante, que es el mismo

Ilevado a cabo en la elaboracion del panel TST26 (apartado 4.5).

La secuenciacion se llevo a cabo en la plataforma MiSeq System (lllumina), utilizando el
cartucho MiSeq v3 standard (Illumina) y con una longitud de lectura de 2x150 pb (300
ciclos). Para el analisis del dato bruto y alineamiento con el genoma de referencia humano
GRCh37 (hg19) se utiliz6 la aplicacion Truseq Custom Amplicon (lllumina, Inc) y para
la identificacién y anotacién de variantes se emple6 el software Variant Studio (Illumina,

Inc). La visualizacion de secuencias se realizé con el programa IGV.

Se dieron por validas solo aquellas variantes coincidentes en las dos librerias de una
misma muestra (CAT Ay B). En el caso de aquellas muestras en las que una de las dos
librerias hubiese fallado, nos apoyamos en la visualizacion en el programa IGV.

Las variantes detectadas se sometieron a los siguientes filtrados:

1.- Seleccidn de variantes detectadas en mas de un adenoma de un mismo paciente.

2.- Seleccidn de variantes deletéreas: regiones consenso de splicing, frameshift o
nonsense.

3.- Seleccion de variantes con una FA mayor del 5% (el limite de deteccién de la
técnica esté en torno al 4%).

4.- Priorizacion de las variantes con una frecuencia menor del 5% en adenomas
colorrectales segun la base de datos de mutaciones soméaticas COSMIC (del inglés,

Catalogue of Somatic Mutations in Cancer).
5.3.VALIDACION DE MOSAICOS

Las variantes detectadas en varios adenomas se analizaron en mas muestras adicionales
de tejido adenomatoso, tumoral o normal de los distintos pacientes para intentar verificar
su condicion de mosaico. Para ello, se emplearon dos técnicas con limites de deteccion
muy diferentes: Secuenciacion Sanger (LD=15-20%) y PCRd (LD=0,01%).
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La secuenciacion Sanger se utilizé para validar variantes con FA mayores del 20%, ya
que su sensibilidad es muy limitada. El protocolo de secuenciacion Sanger se llevé a cabo
tal y como se explica en el apartado 3.2.

Para variantes con FA menores, y para la validacion de tejidos adicionales, se recurrio a
la PCRd, cuya sensibilidad permite la deteccion de variantes con FA de hasta el 0,01%
(Diaz & Bardelli, 2014). La técnica se basa en la particion de una muestra en muchas
reacciones de PCR individuales y en paralelo utilizando para ello un chip nanofluidico.
De esta manera se consigue amplificar una unica molecula de ADN por pocillo,
permitiendo la cuantificacion absoluta, y una sensibilidad y exactitud superiores a los
métodos moleculares tradicionales (Figura 31) (Diaz & Bardelli, 2014). Para el
genotipado de las variantes de interés se emplearon sondas Tagman disefiadas
especificamente para cada variante (ThermoFisher Scientific).

Preparacion Distribucion PCR Deteccion

QOO0
QOO
QOO0
OO00

ADN de tejido FFPE Particiéon de la muestra @ Reacciones positivas Cuantificacion
ADN de sangre en muchas reacciones @ Reacciones negativas  absoluta

i

Figura 31. Fundamento de la PCR digital. Todas las muestras y cada uno de los chips nanofluidicos se
analizaron por duplicado. Imagen adaptada de Thermo Fisher Scientific.

Para la validacion de mosaicos, se extrajo ADN de tejidos adenomatosos parafinados
localizados a lo largo del colon y recto de los distintos pacientes y se amplificaron por
PCRd siguiendo las recomendaciones proporcionadas por Thermo Fisher Scientific. Los
chips se cargaron mediante el equipo “QuantStudio 3D Digital PCR Chip Loader” y la
PCRd se llevo a cabo en el termociclador “GeneAmp PCR System 9700” (Applied
Biosystem), utilizando el programa recomendado por el fabricante, ajustando la

temperatura de hibridacion a 56°C.

Una vez terminada la PCR, se analizaron cada uno de los chips por duplicado en el equipo

“QuantStudio 3D Digital PCR System” (Thermo Fisher Scientific) y los resultados se
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visualizaron en el “QuantStudio 3D Analysis Suite Cloud Software” (Thermo Fisher
Scientific) (Figura 32).

A
FA=15%
FAM:967 VIC:9224 FAM+VIC:1925
?
Vlé
B
FA=1%

FAM:26 VIC:3536 FAM+VIC:3

FAM

VIC

Figura 32. Ejemplos de resultados de genotipado de muestras de tejido adenomatoso obtenidos por
PCRd. El alelo salvaje esta marcado con el fluoréforo VIC (en rojo) y el alelo mutado con el fluoréforo
FAM (en azul). A: Muestra con FA del 15%. B: Muestra con FA del 1%.
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1. ESTUDIO DESCRIPTIVO DEL DIAGNOSTICO
MOLECULAR DE LAS PAA EN EL HCSC

Teniendo en cuenta los resultados asistenciales de los pacientes que acudieron a la CCG
del HCSC entre los afios 2011 y 2022, el cribado de las 4 variantes recurrentes en MUTYH
y/o del gen APC completo se llevé a cabo en un total de 696 pacientes. De todos ellos,
479 pacientes presentaban un numero de adenomas comprendido entre 10 y 100, mientras
que 217 no cumplian criterios clinicos de poliposis presentando un nimero de adenomas
menor de 10. En ningln caso se detectaron portadores monoalélicos o bialélicos en el
grupo de pacientes con menos de 10 adenomas. Las caracteristicas clinicas del grupo de

pacientes con mas de 10 adenomas se resumen en la Tabla 7.

Caracteristicas clinico-patoldgicas FeblEetin WU

y/o APC

N 479

% hombres (n) 70,8 (339)

Edad de diagndstico de la poliposis; media (rango) 59 (29-88)

N adenomas, media (rango) 26,8 (10-100)

% deteccidn de polipos hiperplasicos (n) 19 (91)

% pacientes con CCR (n) 18,2 (87)

Edad de diagndéstico del CCR; media (rango) 60,8 (25-82)

Tabla 7. Caracteristicas clinico-patoldgicas de la poblacién con més de 10 adenomas.

Tras el cribado asistencial en este grupo de pacientes, se detectaron un total de 30 (6,3%)
portadores monoalélicos y 15 (3,1%) portadores bialélicos (homocigotos o doble
heterocigotos) en MUTYH. Teniendo en cuenta que el gen MUTYH muestra un patron de
herencia recesiva respecto a la PAA, solo el 3,1% de los pacientes recibié un resultado
informativo, y si tenemos en cuenta los casos en los que se detectd una variante
patogénica/probablemente patogéenica en el gen APC (N=3) este porcentaje de casos

explicados aumenta al 3,8%.

Si agrupamos a los pacientes en tres intervalos en funcién de la carga de adenomas (10-
20, 21-50 y 51-100) se observa que el porcentaje de casos resueltos por variantes
bialelicas en MUTYH o por variantes en APC aumenta considerablemente segin aumenta
la carga de adenomas, detectandose un 1,9% de pacientes con un resultado informativo

en el grupo de 10-20 adenomas y un 27% en el grupo de 51-100 adenomas (Figura 33).
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Figura 33. Resultados del cribado asistencial de las PAA agrupadas segun N de adenomas. Se
organizan en 3 grupos en funcién del nimero de adenomas detectados: 10-20 (N=259), 21-50 (N=195) y
51-100 (N=25).

2. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA COHORTE DE
ESTUDIO PAAX

La descripcion clinica de la cohorte de estudio PAAX se resume en la Tabla 8 y la

descripcion detallada de cada uno de los participantes se proporciona en el Anexo 8.

Caracteristicas clinico-patoldgicas Cohorte
N 159
% hombres (n) 73,6 (117)
Edad de diagnéstico; media (rango) 62,7 (33-80)
N adenomas; media (rango) 31,7 (10-100)
% Deteccion de polipos hiperplasicos (n) 44 (70)
% Patron de herencia dominante (n) 22,6 (36)
% Patron de herencia recesivo (n) 30,2 (48)
% Casos aislados (n) 47,2 (75)
Poliposis adenomatosa atenuada propiamente dicha (n) 83,6 (133)

Tabla 8. Descripcion de las caracteristicas clinico-patoldgicas de la cohorte de estudio PAAX. PAA
propiamente dicha: mas de 20 adenomas acumulados 0 10 adenomas sincronicos.
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3. CRIBADO GERMINAL DE GENES DE PREDISPOSICION A
LA PAA

3.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA SECUENCIACION

Los resultados generales de la cobertura vertical (nimero de lecturas obtenidas para cada
nucleotido de la regidn diana) obtenida tras la secuenciacion del panel germinal de 22
genes en la cohorte de estudio, se esquematizan en la Figura 34, donde se indica la media
de lecturas (895) y mediana (792 lecturas) del conjunto de las 159 muestras secuenciadas.

Numero de lecturas medio en las regiones diana

NUmero de lecturas
N
(62
o
o

T O O o © O O O d O OO O O O O
MO MO T IFTOWO O OMMNMNMNOOOODOODOOddANNMMSE S WLW
D B B B I B I B I I I |

Numero de paciente PAAX
—— N de lecturas medio en cada muestra — MEDIA MEDIANA

Figura 34. Representacién grafica del nimero de lecturas medio para cada muestra en las regiones
diana analizadas. En color azul se muestra el nimero de lecturas medio de cada muestra, en color rojo la

media de todas las muestras y en verde la mediana.

La cobertura horizontal media fue muy similar en la mayoria de las muestras, cubriéndose
con un minimo de 100 lecturas el 94,8% de todas las regiones diana en cada muestra. Solo
se detectaron tres regiones diana con una cobertura insuficiente (<50 lecturas): exén 15
de MUTYH (NM_0012222), 13 de APC (NM_000038) y 4 de MSH2 (NM_000251), por
lo que se volvieron a analizar mediante la técnica HRM tal y como se indica en el apartado

3.3. de metodologia.

3.2.VARIANTES DETECTADAS

El umbral para la deteccion de variantes germinales se fijo en una FA del 10%. Se
detectaron un total de 9860 cambios, que tras aplicar la estrategia de filtrado (apartado

3.1.3) se redujo a 87 variantes, distribuidas en 18 de los 22 genes testados (Tabla 9). No
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se detectaron variantes candidatas en los genes SCG5, STK11, SMAD4 y GREML1. De
forma global, se detectd6 un mayor nimero de variantes en los genes APC, MUTYH y
POLE, mientras que los genes con un menor nimero de variantes fueron MSH6 y PTEN.

Estas variantes se detectaron en un total de 65 pacientes (40.9% de la cohorte de estudio).

VARIANTES | VARIANTES PORTADORES
TOTALES UNICAS MONOALELICOS | BIALELICOS
POLE 14 7 13

APC 12
MUTYH
POLD1
MSH3
MSH4
NTHL1

GALNT12
BMP4
MLH1
MSH2

BMPR1A
PMS2
AXIN2
MLH3

ENG
PTEN
MSH6

TOTAL

GEN
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Tabla 9. Resultados obtenidos de la NGS después de aplicar aplicar la estrategia de filtrado. Se indica
el nimero total de variantes obtenidas para cada gen, ademas del nimero de variantes diferentes y el nimero
de pacientes portadores (monoalélicos o bialélicos) en cada gen.

Si organizamos las variantes segun su biotipo, la mayoria fueron variantes missense

seguidas de variantes localizadas en regiones de splicing (Figura 35).

% DE VARIANTES SEGUN BIOTIPO

69 57 4,6
17,2
65,5
= Missense (N=57) @ splicing (sindnimas o intrdnicas) (N=15)
EUTR (N=6) ®m Frameshift (N=5)

® Nonsense (N=4)

Figura 35. Porcentaje de variantes agrupadas segun su biotipo.
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De las 87 variantes obtenidas tras estos filtrados (Anexo 9), 78 se validaron mediante
secuenciacion Sanger y 9 no se lograron detectar por Sanger. 7 de las variantes no
validadas se localizaron en regiones con mala calidad de secuenciacion, y presentaron FA
del 10.3% al 23%, la mayoria de ellas fueron detectadas solo en una de las dos direcciones
de lectura (directa o reversa) y se localizaron en los extremos de las regiones amplificadas,
lo que indica que se tratan de artefactos de la secuenciacion. Las otras dos variantes no
validadas se localizaron en el exon 12 del gen PMS2, y mostraron unas FA de 16,2% y
21,9%. El exdn 12 de PMS2 es una region que comparte homologia con el pseudogen
PMS2CL, por lo que se llevo a cabo una LR-PCR previa a la amplificacion del exon 12
para amplificar selectivamente el gen PMS2, y no se detect6 ninguna de las dos variantes,
sugiriendo su localizacion en el pseudogen PMS2CL.

De las 78 variantes genéticas validadas se priorizaron, en base a las evidencias de

patogenicidad y los predictores in silico, un total de 58 en 17 genes distintos.

La mayoria de las variantes priorizadas (39/58) se detectaron en los genes de
predisposicion primaria a la PA en un total de 35 pacientes (22% de la cohorte de estudio)
pues se detectaron dos portadores bialélicos en MUTYH (PAAX-35 y PAAX-89) y dos
dobles heterocigotos en NTHL1 y POLE (PAAX-16 y PAAX-83). La clasificacion de
estas variantes se llevo a cabo mediante revision en la literatura y bases de datos. Gracias
a los estudios complementarios llevados a cabo en algunas variantes de significado
incierto, se pudo clasificar 1 variante como probablemente patogénica (clase 4) y 1 como
patogénica (clase 5). De manera opuesta, se pudieron reclasificar 2 variantes como
benignas (clase 1) y 1 como probablemente benigna (clase 2). Resumiendo, 12 de las 39
variantes se clasificaron como patogénicas/probablemente patogénicas, 6 variantes como
benignas/probablemente benignas y 21 se mantuvieron como variantes de significado
desconocido (Tabla 10).

En los genes que predisponen de manera secundaria al desarrollo de adenomas se
priorizaron 19 variantes, todas ellas en heterocigosis y en un total de 18 pacientes (11,3%
de la poblacion de estudio). Uno de los pacientes (PAAX-49) resulto ser doble portador
en dos genes distintos: BMPR1A y MSH6. Tras los estudios de caracterizaciéon y la
revision de la literatura, se reclasificaron 4 variantes como benignas o probablemente
benignas (Tabla 11).
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DOMINIO CRITERIOS
GEN | ID VARIANTE (HGVS) rsID  gnomAD| o h O |CIGOSIDAD| =) oot "7 | CLASE
3 ¢.266C>G p.(Serga*) Nd NA HETE PVSF%E,EMZ' 5
c.147_150del PVSL, PM2,
. p.(Lys49Asnfs*20) gl A2 23U PP1 g
34 | c.1966C>G p.(Leus56Val) |rs577466163] 0 ARM HETE PM2, PP3 3
APC | 133| c¢.7399C>A p.(Pro2467Thr) [rs372305287| 1:08-04 | ApC basic HETE PM2, PP3 3
136 | c.8501A>C p.(His2834Pro) Nd EB1 HETE PM2, PP3 3
139 | ¢.1240C>G p.(Arg4l4Cys) |rs137854567| Nd - HETE PM2, PP3 3
45 | ¢.3199C>T p.(GIn1067*) |rs137854571| Nd APC_u5 HETE PVSF%&,EMZ' 5
55 | c.2141G>A p.(Arg714GIn) |rs762872515| 9e-6 - HETE PMé’SzPS’ 3
AXIN2
79 | c.203G>A p.(Args8GIn)  |rs138056036| 2:08-04 | AXINL TNKS| HETE PM2, PP3 3
35 | .1187G>A p.(Gly396Asp) |rs36053993 | 48803 | NUDIX 4 HeTE | PRESPEL | s
PM2, PPL,
35 | ¢.739C>G p.(Arg247Gly) Nd ENDO3c HETE e | 2
37 | c.1187G>A p.(Gly396Asp) | rs36053993 | 4.8¢-03| NUDIX 4 HETE PF',V'S%’ FF’,'\S"j’ 5
38 | C.1187G>A p.(Gly396Asp) |rs36053993 | 4.8¢-03 | NUDIX 4 HETE | PM2PVL | 5
MUTYH 53, PS
61 | c.667ASG p.(lle223Val)  |rs200872702| 3-46-04 | ENDO3C HOMO PP3, PM2 3
89 | C.1187G>A p.(Gly396Asp) |rs36053993 | 4.8¢-03 | NUDIX 4 HeTE | PRESPEL | s
¢.1510_1517delinsCCAACAG PVSL, PM2,
89 | " CCA p.(Thr504Profs6s) Nd NA HETE PM3 >
99 | c.1187G>A p.(Gly396Asp) | rs36053993 | 4.8¢-03| NUDIX 4 HETE PF',V'SZ3’ ';'\S"j’ 5
16 |  ¢.527T>Cp.(le176Thr) | rs1805378 | 2-2¢-03|  ENDO3c HETE PM2, PP3 3
75 | c.856G>A p.(Gly286Ser)  |rs139309757| 32605 | ENDO3c HETE PM2, PP3 3
NTHL1
82 | c527T>Cp.(1lel76Thr) | rs1805378 | 2.2e-03| ENDO3c HETE PM2, PP3 3
83 €.268C>T p.(GIn90*)  |rs150766139| 2-06-03 NA HETE PVSSI’DEMZ' 5
116 ¢.2007-5C>T rs199506387| 2-5¢-04 NA HETE | PME3S2 1
118 | ¢.520C>T p.(Argl74Trp)  |rs749334182| 2:7€-05 | pOLBc-exo HETE PM2, PP3 3
152 | ¢.2052G>C p.(GIn684His) |rs144143245| 6-38-04 | po| Bc-pol HETE PM2, PP3 3
POLD1 |157| c.1465G>A p.(Val489Met) |rs753244422| 3-38-05 | poLBc-exo HETE PM2, PP3 3
9% C.-48G>A rs576035899| 4-4€-03 NA HETE PM2 3
102 C.-48G>A rs576035899| 4-4€6-03 NA HETE PM2 3
108 C.-48G>A rs576035899| 4-4€-03 NA HETE PM2 3
POLE | 16 | c.3857G>A p.(Arg1286His) [rs771823596| °-08-05 | jow complexity| HETE PM2, PP3 3
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GEN 1D VARIANTE (HGVS) rsID  jgnomAD PDR%I\'/II':E’\II::% CIGOSIDAD CRA‘E%?(;OS CLASE
21 | c.6716C>T p.(Ala2239Val) [rs190813054| 8-06-06 - HETE BS4, BP4 2
83 | ¢.141delG p.(Phe48Leufs*6) [rs761329565 NA HETE PVS1, PM2 4
147 ¢.198G>A p.(Met66lle)  |rs764962999 - HETE PM2, PP3 3
119 c-44C>A rs754662026| 2e-03 NA HETE PM2 3
155 c-44C>A rs754662026| 2e-03 NA HETE PM2 3
MLH3 | 135 61530 Nd - HETE PM2 3
17 €.907G>A p. (Asp303Asn) |rs145236923| 1.9e-03 |Glyco_transf_7C HETE BS2, BS4 1
107 | ¢.907G>A p. (Asp303Asn) |rs145236923| 1.9e-03 |Glyco_transf_7C HETE BS2, BS4 1
CALNTL2 146 | ¢.907G>A p. (Asp303Asn) |rs145236923| 1.9e-03 |Glyco_transf_7C HETE BS2, BS4 1
164 | ¢.907G>A p. (Asp303Asn) [rs145236923| 1.9e-03 [Glyco_transf_7C HETE BS2, BS4 1

Tabla 10. Variantes priorizadas en los genes de predisposicion primaria a la PAA. Se detalla la
nomenclatura completa de las variantes segin el HGVS, el rs (Reference SNP)”, la frecuencia en la base de
datos poblacional gnomad, a fecha de 30 de Marzo de 2022, el dominio proteico que podria verse afectado
segun la herramienta STRING database, la cigosidad (HETE=heterocigoto), y los criterios y la clasificacion
de las variantes segun las guias ACMG (Richards et al., 2015). ARM= repeticiones tipo armadillo, APC
basic=dominio basico, EB1=dominio de unién a EB1, AXIN1 TNKS=dominio de unién a AXIN1,
NUDIX 4=dominio C-terminal similar al pliegue NUDIX, ENDO3c=dominio endonucleasa, POLBc-
exo=dominio exonucleasa, POLBc-pol=dominio polimerasa, low complexity=zona de baja complejidad,
Glyco_transf_7C=dominio glicosil transferasa.
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VARIANTE DOMINIO |CIGOSIDAD | CRITERIOS
GEN | ID | bETECTADA (HGVS) rsID | gnomAD | pooTEICO ACMG |CLASE
27 | ¢.272C>G p.(Ser91Cys) | rs121912767 | 3.8e-04 [TGFb-propeptide HETE PP1, PM2, PP3| 3
BMP4 [110| c.676C>T p. (Arg226Tm) | rs140590144 | > "0 TGFb-propeptide ~ HETE PM2, PP3 3
111 | ¢.349G>T p. (Valll7Leu) | rs527591537 | 7.8e-06 [TGFh-propeptide HETE PM2, PP3 3
49 |c.1327C>T p. (Arga43Cys) | rs35619497 | 8.2e-04 | Pkinase_tyr HETE  |PM2,PP3,PP1| 3
BMPR1A| 163 | ¢.1327C>T p. (Arg443Cys) | rs35619497 | 8.2e-04 | Pkinase_tyr HETE  |PM2,PP3,PP1 3
136 | c.917A>G p. (Tyr306Cys) | rs955604329 8.8¢-06 Pkinase_tyr HETE PM2, PP3 3
ENG | 29 | c.1633G>A p.(Gly545Ser) | rs142896669 | >2¢0% | Zp domain HETE PM2, PP3 3
_ 5.3¢-05 HETE BP4, BS3,
70 | ¢.1050A>G p. (Pro350=) | rs137937003 - Bps Bs1 gp7| L
MLH1
_ 5.3¢-05 HETE BP4, BS3,
140 | ¢.1050A>G p. (Pro350=) | rs137937003 - BPS5, BS1, BP7 1
99 | c.138C>G p. (His46GIn) | rs33osee1 | +7¢04 MutS_| HETE  |BS3,BS1,PP3| 1
Nd HETE PM2_supp,
MSH2 | 11 | ¢.308A>G p. (Tyrl03Cys) | rs63751173 MutS_| PP3_mod, 2
BS3, BPS
79 | c.1790A>C p. (Asp597Ala) | rs548407418 | 0.000* MUTSd HETE PM2, BS3 3
104 | c.764A>C p. (Glu255Ala) | rs756348001 | 7.8e-06 Muts_II HETE PM2, PP3 3
MutSac HETE PM2, PP3
106 | ¢.1973C>T p. (Ser658Phe) Nd (MUES. V) 3
MSH4
MutSd HETE PM2, PP3
122 | ¢.990G>C p. (Arg330Ser) Nd (MutS_IlT) 3
MutSac HETE PM2, PP3
164 | ¢.2080G>C p. (Ala694Pro) Nd (MutS_V) 3
MSH6 | 49 |c.3788G>A p. (Arg1263His)| rs147852216 | 5.4e-05 | MUTSac HETE PP3, BP5 3
PMS2 |160| c.253C>G (Leud5Val) |rs1554304801|  Nd HATPase_c HETE Pgﬁ,g—?ﬁg* 3
PTEN | 95 | c.1003C>T p. (Arg335%) | rs121909231 |  Nd PTEN_C2 HETE PVE)}\,A;SZ, 5

Tabla 11. Variantes priorizadas en los genes de predisposicién secundaria a la PAA. Se detalla la
nomenclatura completa de las variantes segun el HGVS, el rs (Reference SNP), las frecuencias en la base
de datos poblacional gnomad (a fecha de 30 de Marzo de 2022), el dominio proteico que podria verse
afectado segun la herramienta STRING database y la clasificacion de la variante siguiendo los criterios de
ACMG (Richards et al., 2015). Nd= no detectada. *= No detectada en poblacién europea, pero si en
poblacién latina con una MAF de 0.00008674. TGFh-propeptide=dominio propéptido TGFb,
Pkinase_tyr=dominio tirosina quinasa, ZP domain= dominio de la zona pellcida. Glyco_transf_7C=
dominio glicosil transferasa, MUTSd= dominio de unién al ADN, MutSac= dominio ATPasa, HATPase_c=
dominio ATPasa parecido al de histidina quinasa, PTEN_C2=dominio C2 en el extremo carboxilo terminal.
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3.3. CASOS EXPLICADOS
3.3.1. VARIANTES EN APC

Se detectaron tres variantes truncantes en el gen APC en 3 pacientes con poliposis
moderada y patrones de herencia recesiva.

APC: ¢.266C>G p.(Ser89*)
Variante detectada en el caso PAAX-3, al cual se le detecto un nimero de adenomas
préximo a 100 a los 57 afios (Figura 36). La variante se localiza en el exon 3 del gen APC,
y es una alteracion nonsense que genera un codén de parada prematuro, conduciendo a
una pérdida de funcion por truncamiento prematuro de la proteina (criterio PVS1). La
variante no se detecta en poblacion general (criterio PM2-ACMG) vy el estudio de
segregacion familiar permitié detectar un nuevo portador en un miembro afecto (hermana
con PA), cumpliendo el criterio PP1 (Figura 36). La variante esta clasificada en Clinvar
como patogénica por dos laboratorios (VCV000230927.11). Con estos criterios la

variante se clasifica como patogénica (clase 5).

APC: c.147_150del p.(Lys49Asnfs*20)
Esta variante se detecto en el paciente PAAX-9 con 61 adenomas a los 62 afios (Figura
36). El cambio consiste en una delecion de 4 nucleétidos que conlleva a un cambio en la
pauta de lectura y la aparicion de un codon de parada prematuro, que impide la sintesis
de proteinas funcionales (PVS1). La variante no se detecta en poblacion general (PM2) y
el estudio de segregacion permitio detectar la variante en un miembro afecto en la familia
(hermano con PA), cumpliendo asi el criterio PP1 (Figura 36). Esta descrita en la
literatura en individuos con PA (Gomez-Fernandez et al., 2009; Riveraet al., 2011) (PP1)
y clasificada en Clinvar como patogénica por cinco laboratorios (VCV000141368.19).

En base a estas evidencias, la variante se clasifica como patogénica (clase 5).

APC: ¢.3199C>T p.(GIn1067%)
Variante detectada en el paciente PAAX-45, con mas de 80 adenomas acumulados a los
39 afios y CCR a una edad temprana (Figura 36). El cambio produce la aparicion de un
coddn de parada prematuro, que resulta en la sintesis de proteinas no funcionales (PVS1).
No se detecta en la poblacién general (PM2). Ha sido reportada en varios pacientes
afectos de PA (Lagarde et al., 2010) (PP1), y esta descrita como patogénica en Clinvar
por tres laboratorios distintos (VCV000000803.9). Con estas evidencias, la variante se

clasifica como variante patogénica (clase 5).
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Figura 36. Arboles genéticos de los pacientes portadores de variantes patogénicas en el gen APC. Con una flecha roja se indica el caso indice de cada familia. A= Adenomas,
+ = portador, - = no portador, {Poliposis diagnosticada después de detectar la variante familiar.
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3.3.2. VARIANTES EN MUTYH

La variante ¢.1187G>A p.(Arg396Asp), es una variante patogénica y recurrente en
poblacion occidental (Al-Tassan et al., 2002). Estd descrita en bases de datos
poblacionales con una frecuencia del 0,3% en poblacion total y se ha visto que tanto los
homocigotos como los heterocigotos compuestos segregan con la enfermedad (Aretz et
al., 2006) (PS4, PM1 y PP1). Existen estudios funcionales in vitro que demuestran una
fuerte disminucion de la actividad de la proteina (PS3) (Al-Tassan et al., 2002). La
variante se detectd en heterocigosis en 5 pacientes (PAAX-35, 37, 38, 89 y 99) con

patrones de herencia recesivos.

De los 5 pacientes portadores, 2 mostraron una segunda variante en trans. En concreto,
la variante missense ¢.739C>G p.(Arg247Gly) en el paciente PAAX-35 vy
€.1510 1517delinsCCAACAGCCA p.(Thr504Profs*68) en el paciente PAAX-89.

MUTYH: ¢.739C>G p.(Arg247Gly)

Variante detectada en trans (PM3) (Figura 37A) con la variante patogénica recurrente
c.1187G>A; p.(Gly396Asp) en el paciente PAAX-35, diagnosticado con més de 20
adenomas entre los 35y los 40 afios. Ambas variantes se detectaron en un hermano afecto,
con mas de 50 adenomas y CCR a los 43 afios (PP1) (Figura 37B).

Esta variante no est4 descrita en la poblacion general (PM2). Se localiza en el dominio
hMSH6 (dominio de unién a MSH6), y se ha demostrado que alteraciones missense
ubicadas en este dominio afectan a la unién de la adenina con la 8-oxoguanina y a la
actividad glicosilasa (PM1) (Bai et al., 2005).

Tras secuenciar el tejido adenomatoso del probando para detectar mutaciones somaticas,
se detectaron cambios G>T en APC, KRAS, TP53 y MAP2K1 (Figura 37C), demostrando
la deficiencia en el sistema de reparacion de 8-OHdG (PP4). En base a todas estas
evidencias, la variante ¢.739C>G; p. (Arg247Gly) se reclasifica como probablemente

patogénica (clase 4).
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A. Amplificacion alelo-especifica

MUTYH EVS13_REV
4

EVS10

¢.739C>G c.1187G>A
p-(R247G) p.(G396D)
PCR-1 PCR-2
Cebador directo: ¢.739C (WT) Cebador directo: ¢.739G (MUT)
Cebador reverso: EVS13 Cebador reverso: EVS13
MUT WT

m3s | A A VAN

CN \ \ .
AN AN NN
B. Arbol genético
E CCR D Poliposis

[

CCR
(85a)

T T

>50A >20A
CCR (35-40a)
(43a)

C. Mutaciones somaticas

APC GG>GG/AT 6-447?;(4(:31 ﬂ?;‘:gmsm
ADL AIDBG MAP2K1 G>G/T ¢.171G>T p.(Lys57Asn)
P53 G>GIT C.850G>T p.(Glu287%)
APC G>G/T C4230C>A p.(Cys1410%)
AD2 ATDBG APC C>C/T C.2626C>T p.(Arg876%)
KRAS G>G/T ¢.37G>T p.(Gly13Cys)

Figura 37. Caracterizacion de la variante MUTYH:c.739C>G p.(Arg247Gly) detectada en el paciente
PAAX-35. A: Amplificacidn alelo especifica para confirmar la configuracion trans de las variantes. PCR-
1=amplificacién especifica del alelo salvaje ¢.739C con el oligonucleétido directo especifico ¢.739C_DIR
y el reverso EVS13_REV. La secuenciacion del alelo ¢.739C muestra solo el alelo mutado ¢.1187A. PCR-
2=Amplificacion especifica del alelo mutado ¢.739G con el oligonucleétido directo especifico ¢.739G_DIR
y el reverso EVS13 REV. Tras la secuenciacion Sanger, se detect6 el alelo salvaje ¢.1187G. Por lo tanto,
€.739C> G y ¢.1187G> A se encuentran en diferentes alelos o fase (trans). DIR=Directo, REV=Reverso,
CN=Control negativo, WT=tipo salvaje, MUT=mutado. B: Arbol genético de las dos variantes con la
enfermedad. El caso indice se indica con una flecha gris. A=adenoma, a=afios, +/+=doble heterocigoto. C:
Mutaciones somaéticas detectadas en dos adenomas (AD1 y AD2) del paciente PAAX-35. ATDBG:
Adenoma tubular con displasia de bajo grado.
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MUTYH: ¢.1510_1517delinsCCAACAGCCA p.(Thr504Profs*68)

Variante detectada en trans (PM3) (Figura 38A) con la variante patogénica recurrente
€.1187G>A p.(Gly396Asp), en el paciente PAAX-89, con més de 40 adenomas a los 57

afios y sin antecedentes familiares de poliposis 0 CCR (Figura 38).

Esta variante no esta descrita en la poblacion general (PM2). La secuenciacion del ADNc
sintetizado a partir del ARN de sangre periférica del paciente demostr6 una extension de
22 aminodcidos posteriores al codon de parada, afectando al extremo 3’ de la secuencia
codificante y alterando con ello la secuencia de aminoacidos de todo el dominio de unién
al PCNA (antigeno nuclear de células en proliferacion), que es esencial para la actividad
de MUTYH durante la replicacion del ADN (PVS1) (van Loon & Hubscher, 2009).
Ademaés, se ha demostrado que mutaciones puntuales en el dominio de union al PCNA

disminuyen su actividad enzimatica (Brinkmeyer & David, 2015).

En esta familia no fue posible llevar a cabo estudios de segregacion de la variante con la
enfermedad (Figura 38C), pero el anélisis del ADN procedente de tejido adenomatoso
mostr6 cambios G>T en KRAS (PP4) (Figura 38B). En base a todas estas evidencias, se

pudo clasificar la variante como patogénica (clase 5).
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A. Amplificacion alelo-especifica

MUTYH EVS15_REV
c.1187G>A ¢.1510_1517delinsCCAACAGCCA
p-(G396D) P-(Thr504Profs*68)

PCR-1 PCR-2
Cebador directo: ¢.1187G (WT) Cebador directo: ¢,1187A(MUT)
Cebador reverso: EVS15 Cebador reverso: EVS15
x _1\]_[LT_| WT
ID-89 '
L o | ! A
CN

C. Arbol genético

C .
2 D Poliposis
mama

B. Mutaciones somaticas en KRAS

MUESTRA AD1 AD2
HISTOLOGIA ATDBG ATDBG " Cﬁa -
(69a) ( 71a)
CAMBIO G>G/T G>G/T
++
TRIPLETE GGT>TGT GGT>TGT \ ﬁ%
NOMENCLATURA ¢34G>T ¢.34G>T
(HGVS) p(Gly12Cis) | p.(Glyl2Cis) (tgA) 63
x/a

Figura 38. Caracterizacion de la variante MUTYH: ¢.1510 1517delinsCCAACAGCCA; p.
(Thr504Profs*68) detectada en el paciente PAAX-89. A: Esquema de la amplificacion alelo especifica
para confirmar la configuracion trans de las variantes: PCR-1=Amplificacion del alelo salvaje ¢.1187G con
el oligonucledtido directo especifico ¢.1187G_DIR y el reverso EVS15 REV que se encuentra posterior a
la posicion de la segunda variante ¢.1510_1517delinsCCAACAGCCA. Tras la secuenciacion Sanger, se
detectd el alelo mutado ¢.1510 1517delinsCCAACAGCCA. PCR-2=Amplificacion del alelo mutado
€.1187A con el oligonucledtido directo especifico ¢.1187A DIR y el reverso EVS15 REV. Tras la
secuenciacion Sanger, se detectdo el alelo salvaje en las posiciones c¢.1510 1517. Por lo tanto,
€.1510_1517delinsCCAACAGCCA y ¢.1187G> A se encuentran en diferentes alelos o fase (trans).
DIR=Directo, REV=Reverso, CN=Control negativo, WT=tipo salvaje, MUT=mutado. B. Mutaciones
somaticas en KRAS en dos adenomas (AD1 y AD2) del paciente. ATDBG: adenoma tubular con displasia
de bajo grado. C: Arbol genético de las dos variantes con la enfermedad. El caso indice se indica con una
flecha gris. IAM=Infarto agudo de miocardio, Ca mama=Céancer de mama, A=adenoma, a=afios, +/+=doble
heterocigoto.
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3.3.3. VARIANTE EN PTEN

Se detectdé la variante PTEN: ¢.1003C>T p.(Arg335*) en el paciente PAAX-95,
diagnosticado de CCR a los 52 afios, cancer de prostata a los 67 afios, PAA a los 74 afios,
y numerosos lipomas (Figura 39). La poliposis muestra un claro predominio adenomatoso
con presencia de algun polipo inflamatorio y ausencia de pdlipos hamartomatosos
(histologia revisada por dos patélogos de manera independiente). La variante conlleva la
aparicion de un codon de parada prematuro, truncando la proteina en el dominio C2
(PVSL), el cual posiciona la parte catalitica de la proteina en la membrana. Estudios in
vitro demuestran que esta variante reduce significativamente la expresion de la proteina,
aumentando significativamente la actividad del proteasoma (He et al., 2013) (PS3). La
variante no esta descrita en poblacién general (PM2), sin embargo, en clinvar existen 33
entradas de esta variante (VCV000007833.54), 29 de ellas como variante patogénica.
También se han descrito en la literatura casos de novo (Tok Celebi et al., 1999; Zhou et
al., 2000) (PS2).

Con todas estas evidencias y siguiendo las recomendaciones del panel de expertos de
ACMG-CIinGen publicadas en el 2018 para la clasificacion de variantes en este gen

(Mester et al., 2018), la variante se clasifica como patogénica (clase 5).
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Figura 39. Arbol genético del paciente portador de la variante patogénica en el gen PTEN.
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3.4.VARIANTES CO-OCURRENTES EN POLE Y NTHL1

Se detectaron 2 variantes truncantes en los genes NTHL1 y POLE, co-ocurrentes en la
paciente PAAX-83, diagnosticada de PAA a los 70 afios y sin historia familiar de
poliposis 0 CCR.

La variante NTHL1:¢.268C>T p.(GIn90*) es una variante que origina un codon de
parada prematuro, impidiendo la sintesis de proteinas funcionales (PVS1). Es una
variante patogénica y recurrente en poblacion holandesa. Se ha descrito por primera vez
en homocigosis en al menos 7 pacientes con mdltiples adenomas (con o sin CCR),
procedentes de 3 familias holandesas distintas, mostrando una falta de actividad
reparadora de la proteina (PS3) (Weren et al., 2015). Posteriormente se ha descrito tanto
en homocigosis como en co-ocurrencia con otras variantes patogénicas en NTHL1 en un
mayor numero de familias con poliposis, CCR y multiples tumores (PP1) (Rivera et al.,
2015; Belhadj et al., 2017; Chubb et al., 2016). Todas estas evidencias permiten

clasificarla como variante patogénica (clase 5).

La variante POLE:c.141delG p.(Phe48Leufs*6) consiste en la delecion de un
nucleodtido, que genera un codon de parada prematuro (anterior tanto al dominio
polimerasa como al dominio exonucleasa de la proteina) impidiendo la sintesis de
proteinas funcionales (Figura 40A). No esté descrita en la poblacion general y no existen
entradas en ClinVar. Esta variante no puede ser clasificada segtn las guias ACMG porque
su mecanismo de patogenicidad no consiste en la inactivacion de la proteina, sino en la
inactivacion selectiva del dominio exonucleasa, manteniendo intacta la actividad
polimerasa. Por lo tanto, la variante POLE: c.141delG p.(Phe48Leufs*6) no se asocia al
sindrome de PPAP.

Con el fin de investigar la implicacion de estas dos variantes en el desarrollo de adenomas
y CCR, se llevaron a cabo estudios complementarios. Se analizaron las variantes en sus
dos hijas, detectandose unicamente la variante POLE:c.141delG p.(Phe48Leufs*6) en
una, con un diagnéstico de adenoma tubular con displasia de bajo grado a los 46 afios
(Figura 40B). Por otro lado, se analizaron mutaciones somaticas en 4 tejidos
adenomatosos y un adenocarcinoma nivel 0 de Haggit de la paciente, detectandose 13
mutaciones: 2 indels, 4 cambios C>A 'y 7 cambios C>T (Anexo 10).
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Ademaés de estos andlisis, se llevaron a cabo estudios alelo especificos de expresion de
ARN tanto para el alelo salvaje de NTHL1 como de POLE. La cuantificacion de los alelos
salvaje se llevo a cabo en 3 adenomas (83AD1, 83AD3 y 83AD4), un adenocarcinoma
(83AC1) y un tejido normal de colon de la paciente (83COLON). La expresion del alelo
salvaje de POLE en el tejido colonico normal de la portadora (83COLON) no mostro
cambios significativos con respecto al control de tejidos colénicos sanos (FD= 0,94
+0,27; p = 0,82) (Figura 40C), mientras que en NTHL1 si se observaron diferencias
significativas, siendo mayor la expresion de NTHLL1 en tejidos col6nicos sanos no
portadores (FD = 0,30 + 0,08, p = 0,004) (Figura 40D).

Se observd una sobreexpresion de los alelos salvajes de POLE y de NTHLL1 en el grupo
control de CCR con respecto a los tejidos sanos, tanto de controles como del probando
(FD POLE=2,06%0,08, p=0,003; FD NTHL1=1,87+0,28, p=0.018). Todos los adenomas
y el adenocarcinoma del probando mostraron una disminucién en la expresion del alelo
salvaje de POLE (FD promedio = 0,46%0,20, p <0,001) en comparacion con el tejido
sano, mientras que en el alelo salvaje de NTHL1 se observd lo contrario, mostrando una
sobreexpresion significativa en un adenoma y adenocarcinoma del probando en
comparacion con su tejido sano (p=0,0156 y p <0,001, respectivamente) (Figura 40C y
D).

Resumiendo, los tejidos adenomatosos y adenocarcinomatoso de la paciente portadora
muestran un descenso significativo de los niveles de ARNm proveniente del alelo salvaje
de POLE, mientras que los niveles de alelo salvaje de NTHL1 se sobreexpresan en el

tejido adenomatoso y adenocarcinomatoso.
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Figura 40. Caracterizacién del doble heterocigoto en POLE y NTHL1. A: Dominios proteicos de POLE y NTHL1 y ubicacién de las variantes detectadas en el paciente
PAAX-83. B: Arbol genético; + = portador; — = no portador; A = adenoma. C: Expresion del alelo salvaje de POLE en muestras de ADNc de sangre y tejido. D: Expresion de
alelo salvaje de NTHL1. La muestra COLON (mezcla de ADN de diferentes tejidos colonicos sanos) se ha utilizado como muestra de referencia en los ensayos NTHL1y POLE.
Los valores significativos de p se indican con * (p <0,05) y ** (p <0,01). Cada muestra se analizé por triplicado. AC = adenocarcinoma; AD = adenoma; CCR = cancer

colorrectal.
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3.5. VARIANTE EN GALNT12

Se detecto la variante GALNT12:¢.907G>A p.(Asp303Asn) en los pacientes PAAX-17,
PAAX-107, PAAX-146 y PAAX-164, todos ellos diagnosticados de PAA tardia, y con
antecedentes familiares de adenomas y/o CCR (Tabla 12 y Figura 41).

, Criterio de Edad de Numero de Cancer
Paciente . ! g -
inclusion diagndstico adenomas Tipo Edad
17 20MA 71 >50 No -
107 10SA 80 12 No -
146 20MA 50 >30 No -
164 20MA 78 37 CCR/Renal 78/76

Tabla 12. Caracteristicas clinicas de los portadores de la variante GALNT12:c.907G>A
p.(Asp303Asn). MA=Adenomas metacrdnicos, SA=Adenomas sincronicos.

El cambio de nucledtido implica la sustitucion de un aminoacido en el dominio funcional
glicosiltransferasa de la proteina (Figura 42A y B). Presenta una frecuencia menor del
0,3% en poblacién general y ha sido descrita como posible alelo asociado a la PAA
(Clarke et al., 2012), de ahi el interés para su caracterizacion. Se llevaron a cabo estudios
de segregacion familiar, analisis de LOH, de expresion proteica mediante IHQ y un

estudio de casos y controles.

Los estudios de segregacion se pudieron llevar a cabo en tres de las cuatro familias (Figura
41); es de destacar que solo un familiar afecto, con diagndstico de poliposis
(PAAX1_II:8) resulto ser portador de la variante. Los estudios de LOH se llevaron a cabo
en 3 adenomas tubulares con displasia de bajo grado, 2 adenomas tubulares con displasia
de alto grado y un CCR de los pacientes PAAX-17, PAAX-107 y PAAX-164. No se
detectd LOH del alelo ¢.907G>A p.(Asp303Asn) en ninguna de las muestras. Para
analizar la posible disminucion en la actividad de GALNT12, y con ella la glicosilacion
aberrante de proteinas en adenomas portadores, se analizaron los patrones de glicosilacién
de MUCL (principal diana de GALNT12) en los mismos 5 adenomas evaluados para LOH
y sus tejidos normales colindantes de manera similar a (Guda et al., 2009). Cualquier
alteracion en la actividad de glicosilacion implicaria un aumento en los niveles de MUC1
no glicosilada pero no en los niveles de MUCL1 totales (Figura 42C). No se detectaron
diferencias en el patron de glicosilacion de MUC1 en ninguno de los pares de tejido

adenomatoso-normal (Figura 42D).
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Ademaés de estos experimentos, se realiz6 un estudio de casos y controles (Tabla 13), en
el que no se detectaron diferencias significativas en la frecuencia del alelo alterado

€.907A entre ambas cohortes (p-valor: 0,496 y OR: 1,59).

| RESULTADOS

COHORTE N ALT | REF | MAF p-valor OR
CASOS (PAA +VAL) | 451 4 898 0,004
0,496 1,59
CONTROLES 714 4 1424 | 0,003

Tabla 13. Estudio de casos y controles para la variante GALNT12:¢.907G>A p. (D303N). Se indica el
ntmero de individuos incluidos en el estudio, el nimero de alelos alterados y normales, la MAF de cada
grupo Yy los resultados del analisis estadistico. ALT: NUmero de alelos alterados, REF: NUmero de alelos

de referencia, MAF: Frecuencia del alelo minoritario, OR: Odds ratio.
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Figura 41. Arboles genéticos de la variante GALNT12:¢.907G>A p.(Asp303Asn). A: adenomas, a: afios, Ca: cancer, colono N: Colonoscopia normal.
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Figura 42. Caracterizacion de la variante GALNT12:¢.907G>A p. (Asp303Asn). Se muestra A) el dominio afectado, B) el electroferograma de la secuencia genética de uno
de los portadores, C) el esquema del proceso de O-glicosilacién de mucinas y D) las imagenes de la IHQ de mucl total y no glicosilada en el tejido adenomatoso y normal de
uno de los portadores.
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3.6. OTRAS VARIANTES RECLASIFICADAS COMO BENIGNAS O
PROBABLEMENTE BENIGNAS

En los genes de predisposicion primaria, ademas de la variante GALNT12: D303N, se
logré reclasificar la variante POLD1:c.2007-5C>T como benigna y la variante
POLE:c.6716C>T p.(Ala2239Val) como probablemente benigna.

La reclasificacion de la variante en POLD1: ¢.2007-5C>T, detectada en el paciente
PAAX-116, fue posible gracias al analisis de ADNc del paciente (Figura 27), en el que
no se detectd ninguna alteracion en dicho proceso (BS3).

La variante POLE: ¢.6716C>T p.(Ala2239Val) en el paciente PAAX-21 se reclasificé a
clase 2 debido al resultado del estudio de segregacion familiar, ya que se detecté en
homocigosis tanto en un miembro afecto de PAA (Figura 43, 11:3) como en uno sano
(Figura 43, 11:5) y estaba ausente en otro miembro afecto (Figura 43, 1:1) (BS4).

- Z }®/ W] cor [o] potoss

I:1 .2
CCR (52)

g3 O

II:3 I:4 1I:5 I1:6
CCRYy (51)

PAA (64)
e

1I:1 1I:2 1I:3 14
(33)

+ \
1I:1
PAA (61)

Figura 43. Arbol genético del paciente PAAX-21. +: portador, -: no portador.

En los genes de predisposicion secundaria al desarrollo de adenomas, se logro reclasificar
la variante MLH1: ¢.1050A>G p. (Pro350=). Esta variante sindénima, detectada en los
pacientes PAAX-70 y PAAX-140, se reclasifico gracias al estudio de ADNc de uno de
ellos (Figura 27), en el que no se detectdé ninguna alteracion en el proceso de splicing
(BS3). EIl estudio molecular del tejido en uno de los pacientes resultd ser estable a
microsatélites (BP5). Esas evidencias sumadas a la MAF de la variante en la poblacion
de gnomad (BS1), aplicando los umbrales de las guias ACMG-InSIGHT, y a la
conservacion del nucleotido (BP4 y BP7), permitio reclasificar la variante como benigna.
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4. CARACTERIZACION MOLECULAR DE ADENOMAS

Para el analisis somatico de la cohorte de estudio, se consiguieron reclutar 118 tejidos
procedentes de 85 pacientes PAAX. Las caracteristicas clinico-patologicas de esta

cohorte se detallan en la Tabla 14 y los resultados detallados de todos ellos se muestran

en el Anexo 10.

Caracteristicas clinico-patologicas Cohorte
N 85
% hombres (n) 68,2 (58)
Edad de diagndstico; media (rango) 61,3 (33-80)
N adenomas; media (rango) 31,6 (10-100)
% Deteccion de polipos hiperplasicos (n) 49,4 (42)

Tabla 14. Caracteristicas clinico-patologicas de la cohorte de pacientes en la que se llevé a cabo el

estudio molecular en adenomas.

4.1. CLASIFICACION MOLECULAR DE ADENOMAS

Los resultados de los estudios de MSI, BRAF:V600E y metilacion del promotor de MLH1

se esquematizan en la Figura 44.

86 tejidos
85 pacientes

3 MSI
3 pacientes

e

Figura 44. Esquema de los estudios moleculares en tejido adenomatoso de pacientes PAAX.
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De los 118 tejidos incluidos en la cohorte inicial, se consiguieron reclutar 86 tejidos
adenomatosos y/o tumorales (de 85 pacientes) para estudiar la inestabilidad de
microsatélites. De todos ellos, 3 resultaron inestables (3,5%) mientras que 83 fueron
estables (96,5%). De los 3 adenomas MSI-H, 2 presentaron tanto la mutacion

BRAF:V600E como metilacion en el promotor de MLHL1 (2,8% de los tejidos analizados).
4.2. CRIBADO DE MUTACIONES HOTSPOTS

Se realizo el cribado de mutaciones hotspots en 89 tejidos procedentes de 58 pacientes
(Tabla 15). En 30 pacientes se analiz6 un Unico tejido adenomatoso, mientras que en los

28 restantes se estudiaron al menos dos.

Caracteristicas clinico-patoldgicas Cohorte
N 58
% hombres (n) 70,7 (41)
Edad de diagnoéstico; media (rango) 60 (33-80)
N adenomas; media (rango) 31,5 (10-100)
% Deteccion de poélipos hiperplésicos (n) 48,3 (28)

Tabla 15. Caracteristicas clinico-patoldgicas de la cohorte de 58 pacientes en la que se llevé a cabo el
TruSight Tumor 26.

Teniendo en cuenta la arquitectura y el grado de displasia, la mayoria eran adenomas
tubulares (71,9%) y mostraban displasia de bajo grado (82%) (Figura 45A y B).

A B

ADENOMA SERRADO | 1,1 SIN DISPLASIA D 3,4

ADENOCARCINOMAS U 34

BAJO GRADO | 82

ADENOMAS TUBULO-
VELLOSOS j 20,2

- ALTOGRADO [] 34
ADENOMAS VELLOSOS || 3.4

ADENOMAS TUBULARES 71,9 MALIGNIZADOS/AC [TT] 11,2

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 0 20 40 60 80 100

Figura 45. Muestras analizadas mediante TruSight Tumor 26. A: Porcentaje de muetras agrupadas
segln su arquitectura. B: Porcentaje de muetras agrupadas segin su grado de displasia.
AC=Adenocarcinomas.
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4.2.1. VARIANTES DETECTADAS

Teniendo en cuenta el analisis conjunto de las muestras, tras llevar a cabo el primer
filtrado en funcién de la calidad de la secuenciacion se obtuvieron 966 variantes en 20 de
los 26 genes testados.

Al filtrar estas variantes segun la frecuencia poblacional se obtuvieron 192 variantes
distribuidas en las 89 muestras estudiadas, lo que corresponde a una media de

aproximadamente 2 variantes (rango de entre 1-8 variantes) por cada muestra analizada.

Las 192 variantes se detectaron en 16 genes, la mayoria de ellas localizadas en el gen
APC, KRAS, TP53y BRAF. En los genes AKT1, EGFR, ERBB2, FGFR2, FOXL2, GNAQ,
GNAS, MSH6, SRC y STK11 no se detectaron variantes (Tabla 16).

GEN N ADENOMAS (%) N PACIENTES (%)
APC 64 (71,9) 49 (84,5)
KRAS 25 (28) 18 (31)
TP53 15 (16,9) 15 (25,9)
BRAF 13 (14,6) 13 (22,4)
CTNNB1 10 (11,2) 9 (17,2)
PIK3CA 9 (10,1) 6 (10,3)
FBWX7 6(6,7) 6 (10,3)
SMAD4 4 (4,5) 3(5,2)
CDH1 4 (4,5) 4 (6,9)
NRAS 3(3,4) 3(5,2)
MET 2(2,2) 2 (3,4)
MAP2K1 2(2,2) 2 (3,4)
PTEN 2(2,2) 2 (3,4)
ALK 1(1,1) 1(1,7)
KIT 1(1,1) 1(1,7)
PDGFRA 1(1,1) 1(1,7)

Tabla 16. Porcentaje de muestras y pacientes portadores en los distintos genes incluidos en el TST26.

Si agrupamos las variantes en funcién del biotipo, el 76% (149 variantes) eran SNVs
(Figura 46A). De los 149 SNVs, los cambios de nucledtidos mas representados fueron
C>T (80), C>A (28), T>A (17) y T>C (16) (Figura 46B). En el Anexo 10 se detallan las
alteraciones encontradas por tejido y paciente.
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Figura 46. Variantes detectadas tras el cribado de TST26. A) Nimero de variantes agrupadas en funcién
de su biotipo. B) Numero de variantes agrupadas segun el tipo de cambio detectado. SNV: Variante de
nucleétido simple (del inglés, single nucleotide variant), MNP: Variante de nucle6tido maltiple (del inglés,
multiple nucleotide polymorphism).

Las principales vias de sefializacion alteradas en los tejidos analizados fueron la via Wnt
(83,1%) y la via RAS (38,2%), y en menor medida, la via TP53 (13,5%), PI3K (11,2%),
y la via de TGF-B (4,5%) (Figura 47).
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Figura 47. Porcentaje de muestras con mutacion en los distintos genes agrupados en funcidn de la via de sefializacién implicada. Se indica el tipo de mutacion detectada
asi como el porcentaje de adenomas mutados en cada uno de los genes, y agrupados en distintas vias: Wnt, RAS, PI3K y TGF-B. Imagen disefiada mediante “The cBio Cancer
Genomics Portal” (Cerami et al., 2012; Gao et al., 2013)
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4.2.2. CARATERIZACION DE VARIANTES GERMINALES

El cribado de hotspots también permitio la caracterizacion y clasificacion de variantes

detectadas en linea germinal:

Variantes en el gen MUTYH:

El déficit de MUTYH conlleva un aumento en la tasa de mutaciones G>T principalmente
en el gen KRAS, por lo que el analisis de mutaciones somaticas en estos casos puede

ayudar a la interpretacion de las variantes.

En los pacientes portadores de variantes de clase 4 o 5 bialélicas en MUTYH se observé
un enriquecimiento en cambios G>T (Tabla 17), confirmando con ello la deficiencia en
el sistema de reparacion de 8-OHdG, mientras que en los portadores monoalélicos de la
variante ¢.1187G>A p.(Gly396Asp) (PAAX-37, 38y 99) y en el portador homocigoto de
la variante de clase 3: ¢.667A>G p.(lle223Val) (PAAX-61) no se observé este perfil, lo

gue en este Gltimo caso sugiere descartar su patogenicidad.

N
TIPO VARIANTE GERMINAL | PACIENTE | N TEJIDOS 1 opy,
ANALIZADOS
TOTAL
BIALELICO c.1187G>A p. (Gly396Asp) + )
(CLASE 5/4) ¢.739C>G p. (Arg247Gly) PAAX-35 2 4/6
, €.1187G>A; p. (Gly396Asp) +
(BC'&E'E-';?S) ¢.1510_1517delinsCCAACAGC | PAAX-89 2 202
CA p.(Thr504Profs*68)
BIALELICO
CLASE 3) ¢.667A>G p.(I1e223Val) PAAX-61 1 0/3
PAAX-37 1 012
MONOALELICO
CLASE 5) ¢.1187G>A p. (Gly396Asp) PAAX-38 2 112
PAAX-99 1 013

Tabla 17. Cambios G>T detectados en los tejidos de pacientes portadores de variantes en MUTYH.
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Variantes en el gen NTHL1:

De la misma manera que MUTYH, el déficit de NTHL1 conlleva un aumento en la tasa
de mutaciones C>T a nivel somatico. En este caso, no se detectd ningun paciente portador

de mutaciones bialélicas en NTHLL1 en linea germinal, y los pacientes monoalélicos no se

observo ningun enriquecimiento en el nimero de cambios C>T (Tabla 18).

VARIANTE GERMINAL | PACIENTE All:ll,;\rLE;JZIicD)gS Nrgfl_jzl
¢.527T>C p.(1le176Thr) PAAX-16 1 0/2
c.856G>A p.(Gly286Ser) PAAX-75 2 0/2
¢.527T>C p.(1le176Thr) PAAX-82 2 3/5
¢.268C>T p.(GIn90*) PAAX-83 5 5/12

Tabla 18. Cambios C>T detectados en los tejidos de portadores de variantes monoalélicas en NTHL1.
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5. RESULTADOS DEL ANALISIS DE MOSAICOS EN APC

Para el estudio de mosaicos en el gen APC se seleccionaron 10 pacientes. EI 70% de los
mismos eran hombres, con una edad media de diagnostico de la poliposis de 54 afios

(rango de 33 a 72) y un numero medio de adenomas de 41,5 (rango de 20 a 100).

Se secuenciaron un total de 23 muestras de tejido detalladas en la Tabla 19.

Aproximadamente la mitad (56,5%) eran adenomas tubulares con displasia de bajo grado.

Paciente Muledstra Histologia Tamafo (mm) Localizacion
PAAX-47 47-1 AV-Haggit 0 45 Sigma
PAAX-47 47-4 ATDBG 5 Sigma
PAAX-11 11-1 ATDBG 5 Recto
PAAX-11 11-2 AC enteroide 10 Transverso
PAAX-12 12-1 ATVDBG 9 Ciego
PAAX-12 12-5 ATDBG 10 Descendente
PAAX-22 22-1 Colon normal 4 Sigma
PAAX-22 22-4 ATDAG 4 Recto
PAAX-48 48-1 ATDBG 10 Ascendente
PAAX-48 48-3 ATDBG 7 Recto
PAAX-67 67-1 ATDBG 4 Angulo hepético
PAAX-67 67-5 ATDBG 3 Angulo hepético
PAAX-39 39-1 ATDBG 4 Transverso
PAAX-39 39-3 ATDBG 15 Ascendente/Ciego
PAAX-50 50-1 ATVDBG 13 Transverso
PAAX-50 50-2 HP 6 Sigma
PAAX-50 50-3 ATDBG 4 Descendente
PAAX-50 50-4 ATVDBG 14 Angulo hepético
PAAX-66 66-1 AC-Haggit 0 30 Sigma
PAAX-66 66-5 ATDAG 16 Descendente
PAAX-66 66-6 ATDBG 7 Sigma/Descendente
PAAX-71 71-1 ATDBG 8 Sigma
PAAX-71 71-2 ATDBG 10 Recto

Tabla 19. Caracteristicas de las muestras de tejido analizadas para el estudio de mosaicos en APC.
ATDBG=Adenoma tubular con displasia de bajo grado, AV-Haggitt 0= adenoma velloso malignizado nivel
0 de Haggitt, AC enteroide= Adenocarcinoma enteroide, ATVDBG=Adenoma tlbulo-velloso con displasia
de bajo grado, HP= Pdlipo hiperplasico, ATDAG= Adenoma tubular con displasia de alto grado.
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Se llevo a cabo la secuenciacion de APC mediante NGS vy tras el analisis de variantes se
detectaron cuatro pacientes que presentaron la misma variante en al menos dos muestras
de adenomas independientes (Tabla 20). Tres de ellas se localizan en la region MCR a
excepcion de la variante de splicing NM_000038.5:¢.646-2A>T. Después del analisis de
las variantes candidatas en muestras adicionales, se confirmaron 2 mosaicos, descartando
el resto, lo que sugiere una tasa de mosaicismo del 20%. Los resultados del genotipado
de tejidos adicionales por PCRd se resumen en el Anexo 11.

VARIANTE FRECUENCIA
PACIENTE BIOTIPO MUESTRA | FA (%)
(HGVS) (COSMIC)
€.4127 _4128del AT ) 47-1 38,3
PAAX-47 Frameshift 11/2733 (0,4%)
p.(Tyr1376Cysfs*9) 47-4 8,0
o 67-5 28,3
PAAX-67 C.646-2A>T Splicing
67-1 26,4 0/2733 (0%)
C.4156A>T 50-4 22,8
PAAX-50 Nonsense 0/2733 (0%)
€.4348C>T; 66-5 28,7
PAAX-66 Nonsense 85/2733 (3,1%)
p.(Arg1450%) 666 579

Tabla 20. Variantes comunes identificadas en al menos dos tejidos adenomatosos de un mismo
paciente. Se indica la nomenclatura de la variante segun HGVS, su biotipo, la FA media detectada en
ambos pools de oligonucleétidos y la frecuencia de cada variante descrita en la base de datos COSMIC
(poblacién de adenomas colorrectales).

5.1.Variante c.4127_4128delAT

Detectada en el paciente PAAX-47, diagnosticado de poliposis a los 35 afios, llevandose
a cabo una reseccion segmentaria del colon izquierdo (un tercio del colon transverso,
col6n descendente y un tercio de sigma). Durante 30 afios no se realiz6 colonoscopias por
decision propia, hasta los 67 afios, cuando se le detecta un adenoma velloso malignizado
a 22cm del ano requiriendo una sigmoidectomia segmentaria. Desde entonces se han

detectado algunos adenomas al final del colon transverso-comienzo de colon ascendente.

No presenta historia familiar de poliposis o cancer, sus hijas no presentan polipos ni

cancer en la actualidad (con edades comprendidas entre 46 y 50 afios) (Figura 48).
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Tras el andlisis por NGS de dos adenomas situados a mas de 10 cm el uno del otro (Figura
49C), se detectd la variante patogénica NM_00038: c.4127_4128delAT,
p.(Tyrl376Cysfs*9) en ambos tejidos (Figura 49B). Dicha variante se localiza en la
region MCR y produce un truncamiento de la proteina, y con ello una pérdida de funcion.
La FA obtenida por la NGS fue del 38,3% en un adenoma (910 lecturas totales) y del 8%
(310 lecturas totales) en el otro, mientras que las FA obtenidas mediante PCRd de estos
tejidos fueron 41,51+0,02% y 24,23+0,69% respectivamente (Figura 49D).

Tras analizar otros 7 adenomas, un pélipo hiperplasico, una muestra de mucosa coldnica
normal y el ADN procedente de leucocitos mediante PCRd, se detectaron 4 nuevos
adenomas portadores de la variante con unas FA del 1,34+0,02%, 17,64+0,04%,
20,63+0,07% vy el 40,94+0,14%. Sin embargo, no se detectdé en dos adenomas, en un
polipo hiperplésico, en la mucosa col6nica normal ni en el ADN procedente de sangre
periférica (Figura 49C y D).

Ca estomago Poliposis

[ | [ l | |
g <

(A
IT: )éf
No cancer por rama materna

II1: Q\ ] (Jj ]

41-100A (36) N (64)

v O O O

N(49) N48) N(45) 36 34 31

Figura 48. Arbol genético de la familia del paciente PAAX-47. A=Adenoma, N= Colonoscopia
normal.
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Figura 49. Deteccién de la variante c¢.4127 4128delAT p.(Tyrl376Cysfs*9) en APC. A:
Electroferograma de la variante en una muestra de adenoma. B: Visualizacion en IGV de la variante en una
muestra de adenoma (PAAX47-1). C: Esquema de los distintos tejidos analizados mostrando su distribucion
anatémica y el resultado de dicho genotipado. D: Cuantificacion de la FA de los distintos tejidos analizados
mediante PCRd. AVM=Adenoma velloso malignizado, AT= Adenoma tubular, ATV= Adenoma tubulo-
velloso, HP= Pélipo hiperplésico, TN= Tejido normal, S= ADNg de sangre periférica, CN= Control
negativo.

147



| RESULTADOS

5.2.Variante c.646-2A>T

Detectada en el paciente PAAX-67, diagnosticado de unos 100 adenomas a los 54 afios.
Sin historia familiar de cancer ni de poliposis: Ningun hermano/a presenta poliposis, ni
sus hijos, aunque su madre murié a los 52 afios debido probablemente al desarrollo de un

tumor de origen desconocido (Figura 50A).

Tras hacer el estudio de mosaicos en el gen APC y analizar dos adenomas situados a mas
de 10 cm el uno del otro (PAAX67-3 y PAAX-67-5), se detectd la variante NM_00038:
€.646-2A>T en ambos (Figura 50B).

Dicha variante se localiza fuera de la region MCR. Es una variante de splicing que se
localiza en el dinucledtido consenso del aceptor de splicing del exdn 7. Las herramientas
in silico HSF/MaxEntScan predicen una pérdida de dicho aceptor y la generacion de uno
nuevo a 12 pb de la variante en direccion 3°. Esto supondria la pérdida de los 10 primeros
nucledtidos del exon 7, que desplazaria el marco de lectura e introduciria un codén de

parada prematuro, impidiendo la sintesis de proteinas funcionales.

La FA obtenida tras la NGS fue del 26,4% en un adenoma (en 320 lecturas) y del 28,3%
(en 400 lecturas) en el otro. Ambos tejidos adenomatosos portadores se reanalizaron
mediante PCRd y se obtuvieron unas FA de 20,6+3% y 38,8+ 0,3%, respectivamente.
Tras analizar 4 adenomas mas y 2 tejidos col6nicos normales mediante PCRd se detect6
Unicamente un adenoma portador de la variante con una FA del 0,93+0,01% mientras que

el resto de los tejidos resultaron negativos (Figura 50C y D).
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Figura 50. Deteccion de la variante c.646-2A>T en APC. A: Arbol genético de la familia. B:
Visualizacion de la variante en IGV y electroferograma de una muestra de tejido adenomatoso (PAAX67-
3). C: Cuantificacion de la FA de los distintos tejidos analizados mediante PCRd. AT= Adenoma tubular,
TN= Tejido normal, S= ADNg de sangre periférica, CN= Control negativo. D: Esquema de los distintos
tejidos analizados mostrando su distribucion anatémica y el resultado de dicho genotipado.
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5.3.Variante c.4156 A>T

Detectada en el paciente PAAX-50 con mas de 30 adenomas y una edad de diagnostico
de la poliposis de 63 afios. Ademas de poélipos adenomatosos presenta polipos
hiperplésicos y un patréon de herencia recesivo. El arbol genético de este paciente se

muestra en la Figura 51A.

Tras la secuenciacion masiva del gen APC en 3 adenomas (PAAX50-1, PAAX50-3 y
PAAX50-4) y un polipo hiperplasico (PAAX50-2) se detectd una variante nonsense
c.4156A>T p.(Argl386*) comun en el polipo hiperplasico y en un adenoma tabulo-
velloso con unas FA del 41,5% (487 lecturas totales) y 30,13% (395 lecturas totales)
respectivamente. La visualizacion de los resultados de la NGS mediante el programa IGV
se muestra en la Figura 51B para uno de los dos tejidos positivos. La variante se valido
mediante Secuenciacion Sanger en ambos tejidos (PAAX50-2 y PAAX50-4). El

electroferograma del tejido PAAX50-4 se muestra en la Figura 51C.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos tras la NGS y la localizacion de los tejidos
analizados (Figura 51D), se priorizé esta variante para el estudio de mosaicos mediante
PCRd.

Se reanalizaron por PCRd los tejidos secuenciados por NGS y se estudiaron 3 muestras
de tejido adicionales y la muestra de ADNg procedente de sangre periférica del paciente.
No se detectd en ningun tejido nuevo, ni en los analizados previamente, incluida la

muestra de sangre periférica (Figura 51D).
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Figura 51. Deteccion de la variante c.4156A>T p.(Arg1386*) en APC. A: Arbol genético de la familia.
B: Visualizacion mediante el programa IGV de las secuencias obtenidas por NGS y electroferograma de
una muestra de tejido portadora de la variante (PAAX50-4). C: Ttejidos analizados mostrando su
distribucion anatdmica, histologia y el resultado de dicho genotipado. D: Cuantificacion de la FA e
histologia de los distintos tejidos analizados mediante PCRd. ATV= Adenoma tubulo-velloso, ATVDBG=
Adenoma tabulo-velloso con displasia de bajo grado, ATVDAG= Adenoma tabulo-velloso con displasia
de alto grado, AT= Adenoma tubular, HP= Pdlipo hiperplasico, S= ADNg de sangre periférica.

151



| RESULTADOS

5.4.Variante c.4348C>T

Detectada en el paciente PAAX-66, con mas de 40 adenomas detectados a los 54 afios,
sin historia familiar de cancer y poliposis (Figura 52A), sometido a colectomia por CCR

a los 55 anos.

Tras la secuenciacion masiva del gen APC en un adenocarcinoma (PAAX66-1) y dos
adenomas (PAAX66-5 y PAAX66-6) se detectd una variante nonsense c.4348C>T
p.(Arg1450*) en las dos muestras de adenoma, con unas FA del 28,1% (707 lecturas
totales) y 35,9% (920 lecturas totales) respectivamente. El resultado de la NGS en uno de
los tejidos portadores se visualiza mediante el software IGV en la Figura 52B. Ambos
tejidos adenomatosos portadores se analizaron mediante PCRd y se obtuvieron unas FA

del 27,9% y 28,7%, respectivamente.

Tras analizar 3 adenomas adicionales distribuidos a lo largo del colon (Figura 52C)
mediante PCRd, todos resultaron positivos con FA comprendidas entre el 14,8%y 31,7%
(Figura 52D). Sin embargo, no se detectd la variante en el ADN procedente de sangre

periférica.
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Figura 52. Deteccion de la variante ¢.4348C>T p.(Arg1450*) en APC. A: Arbol genético de la familia.
B: Visualizacion del resultado de NGS de una muestra portadora en IGV. C: Esquema de los distintos
tejidos analizados mostrando su distribucion anatémica y el resultado de dicho genotipado. D:
Cuantificacion de la FA e histologia de los distintos tejidos analizados mediante PCRd. AT= Adenoma
tubular, AC= Adenonocarcinoma, HP= Polipo hiperplasico, TN= Tejido normal, S= ADNg de sangre
periférica
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1. JUSTIFICACION E INTERES DEL ESTUDIO DE FAMILIAS
PAAX

La PAA se esta convirtiendo en uno de los grupos mas numerosos en las CCG, y menos
resueltos. Por este hecho, es muy importante la basqueda de causas de susceptibilidad
genética, que permitan un asesoramiento y seguimiento adecuado tanto para pacientes

como para familiares.

La PAA es una enfermedad muy heterogénea en cuanto a sus manifestaciones clinicas:
que abarcan tanto formas moderadas (50-100 adenomas) como leves (10-50 adenomas),
y formas familiares o esporadicas, o la presencia o ausencia de manifestaciones
extracolodnicas (de Leon et al., 2017; Knudsen et al., 2003; Mongin et al., 2012). Ademas,
durante los Gltimos afios se ha puesto de manifiesto una alta heterogeneidad genética tras

el descubrimiento de distintos genes implicados en su desarrollo (Valle et al., 2019).

Actualmente, las sociedades ACMG, ACG y CUGC (apartado 4.2 de Introduccion,
Pagina 72) (Aretz et al., 2015; Hegde et al., 2014; Syngal et al., 2015) asi como la
Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO) y la Sociedad Americana de Oncologia
Clinica (ASCO) (Balmana et al., 2013; Stoffel et al., 2015), han publicado guias propias
que indican el estudio genético de APC y MUTYH en individuos con 10 o mas adenomas
acumulados. En el afio 2019 se publico un estudio en el que analizaban APC y MUTYH
en 2353 pacientes con mas de 10 adenomas, y solo el 2,3% de los casos se justificaba por
alteraciones patogénicas en APC y MUTYH (Stanich et al., 2019), mostrando asi el bajo
poder predictivo de estas recomendaciones, que desde el 2015 no han sufrido ninguna

modificacion.

El abordaje diagnostico seguido en nuestro hospital durante el desarrollo de esta tesis
(Figura 17, Pagina 75) permite explicar alrededor del 3,8% de los casos con mas de 10
adenomas por alteraciones en el gen MUTYH y APC. Este porcentaje aumenta
considerablemente con la carga de adenomas, y cuando se seleccionan Gnicamente los
casos de poliposis moderada (51 y 100 adenomas), se llega a explicar el 27% de los casos
(Figura 33, Pagina 114).

Con el fin de mejorar la sensibilidad diagnostica e investigar la contribucién de los nuevos
genes descritos en la PAA, asi como otros genes asociados al desarrollo de otras poliposis
0 CCR, hemos realizado un cribado genético en una cohorte de PAA no explicada (sin
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resultado geneético informativo en MUTYH y APC) utilizando un panel de NGS
personalizado que incluye las regiones codificantes y las regiones intrénicas colindantes

de 22 genes implicados en la predisposicion al CCR/poliposis (Anexo 2).

En un grupo reducido de esta cohorte se ha hecho un estudio piloto para estimar la
contribucion de fendmenos de mosaicismo en el gen APC en la PAA.

Nuestra cohorte de estudio comprende 159 sujetos de PAA no explicadas (Tabla 8, Pagina
114) y se trata de la cohorte de PAA més grande en la que se ha realizado hasta ahora un
cribado genético conjunto para todos los genes asociados a la predisposicion a la PA'y

descritos hasta la fecha de este estudio.
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2. CRIBADO GERMINAL DE GENES DE PREDISPOSICION A
PAA/CCR

2.1.Variantes en genes de predisposicion primaria a la PAA

Como es de esperar, la mayoria de las variantes accionables (patogénicas/probablemente
patogénicas) o de significado desconocido (33/48), se localizaron en 7 genes de
predisposicion primaria a la PAA (APC, MUTYH, POLE, POLD1, NTHL1, AXIN2,
MLH3), distribuyéndose en un total de 31 pacientes (18,9%) (Tabla 10, Pagina 118 y
119). La mayoria de estas variantes (21) resultaron ser variantes de significado clinico
desconocido identificadas en un total de 20 pacientes (12,5%). Teniendo en cuenta otros
estudios previos en maltiples cohortes de poliposis (Bellido et al., 2016; Esteban-Jurado
etal., 2017; Spier et al., 2015), la frecuencia de variantes accionables en los nuevos genes
de predisposicion a la PAA es muy baja en las poblaciones analizadas, pero no
insignificante (alrededor del 1 al 2%). En nuestra poblacion no hemos detectado variantes
accionables en estos genes, pero si un elevado nimero de VSD, al igual que en otros
trabajos publicados (Bellido et al., 2016; Esteban-Jurado et al., 2017; Spier et al., 2015),
y cuya probable patogenicidad podria comprobarse en los proximos afos. Por esta misma
razon, es importante la integracion de estos genes en el cribado genético de las PAA,
permitiendo asi la identificacion de estas variantes. Con los afios se iran sumando
evidencias de los distintos laboratorios de Diagndstico Molecular, que permitiran
clasificar un mayor nimero de VSDs y explicar con ello casos adicionales de sindromes
de PA hereditarias.

La mayoria de las variantes con accionabilidad clinica se localizaron en los genes APC
(3 casos, 1,9% de la cohorte) y MUTYH (2 casos, 1,3% de la cohorte), que, hasta el
momento, son los que mas contribuyen a la patologia de estudio, y de los que més

informacién se disponen.

Sin embargo, llama la atencion que casi todos los casos explicados tras el estudio sean
debidos a alteraciones en estos dos genes, ya que uno de los criterios fundamentales de
inclusion era tener un resultado no informativo en el estudio asistencial de PAA, basado
en el cribado de MUTYH y/o APC. La razén fundamental por la que estas alteraciones no
se detectaron durante el cribado asistencial, es el distinto abordaje de estudio que conlleva

el analisis genético dirigido y el analisis con paneles multigénicos de NGS. El abordaje
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en el estudio dirigido implica restringir mucho los criterios de estudio ya que supone un
tiempo, trabajo técnico y coste, elevados. Por lo tanto, si nos fijamos en el algortimo
diagndstico seguido en el HCSC en el momento de inicio de esta tesis doctoral (Figura
17, P4gina 75), la severidad de la poliposis y el tipo de herencia van a conducir al paciente
hacia el estudio del gen APC o MUTYH, mientras que el diagndstico a través de paneles
multigénicos, permite analizar ambos genes, e incluso mas, en un solo estudio, evitando

tener que seleccionar los casos.

En el gen APC se detectaron tres variantes truncantes en tres sujetos: PAAX-3, PAAX-9
y PAAX-45. Las variantes ¢.266C>G p.(Ser89*) y ¢.147_150del p.(Lys49Asnfs*20) se
detectaron en dos sujetos diagnosticados con PAA a una edad tardia (96 adenomas
acumulados a los 57 afios y 61 adenomas a los 62) y con historia familiar compatible con
una herencia recesiva (Figura 36, Pagina 122). Ambas variantes detectadas se localizan
en el extremo 5’ del gen, concretamente en los codones 89 y 49, lo que explica su fenotipo
atenuado ya que se situan antes del ATG iniciador alternativo en el codon 157
(Nieuwenhuis & Vasen, 2007). También, se detect6 la variante truncante ¢.3199C>T
p.(GIn1067%*) en un paciente con PAA (més de 80 adenomas acumulados a los 39 afios)
y CCR a una edad muy temprana (Figura 36, Pagina 122), y sin historia familiar, lo que
indica una posible alteracion de novo. La variante se localiza en una zona del gen asociada
a un fenotipo clasico de la enfermedad (posterior al codon 157 y anterior al 1250)
(Nieuwenhuis & Vasen, 2007). EI numero de adenomas detectados en el paciente es
menor de 100, pero a una edad muy temprana (37 afos), lo que sugiere que el paciente

alcance un fenotipo de poliposis cléasica en los proximos afios.

Dos pacientes de la cohorte resultaron ser portadores bialélicos de alteraciones en el gen
MUTYH. Se detectaron dos variantes no recurrentes en el gen MUTYH: ¢.739C>G
p.(Arg247Gly) y ¢.1510 1517delinsCCAACAGCCA p.(Thr504Profs*68) en dos
pacientes con PAA a los 37 y 56 afios (PAAX-35y PAAX-89), y ambas en TRANS con
la variante patogeénica recurrente ¢.1187G>A p.(Gly396Asp). El estudio molecular de los
adenomas de ambos portadores mostré un predominio de cambios G>T que confirma la
deficiencia en el sistema de reparacion de la 8-OHdG (Lipton et al., 2003). Este dato,
sumado a los estudios de segregacion, permitid la clasificacion de estas variantes como
probablemente patogénica y patogénica, respectivamente, justificando la PA en los
pacientes portadores (Figuras 37 y 38, Paginas 124 y 126).
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2.2.Variantes en genes de predisposicion secundaria a la PAA

En los genes de predisposicion a la PAA de manera secundaria, se detecté una variante
patogénica en el gen PTEN: ¢.1003C>T p.(Arg335*) en el paciente PAAX-95 (Figura 39,
Pagina 128). Alteraciones patogénicas en el gen PTEN dan lugar al conocido sindrome
de Cowden, carcterizado por una tendencia a desarrollar pélipos hartomatosos, asi como
lesiones cuténeas, lesiones estructurales de tiroides y malformaciones craneales, y un
riesgo incrementado de distintos tumores (Heald et al.,, 2010). El paciente fue
diagnosticado de PAA a los 74 afios, de los cuales la mayoria eran adenomatosos, a
excepcion de varios pseudopdlipos inflamatorios y un adenoma serrado sésil, pero
ninguno de ellos hamartomatoso (histologia revisada por dos pat6logos). Ademas de la
poliposis, el paciente tenia antecedentes de CCR a los 57 afios, cancer de préstata a los
69 afios, un nddulo en tiroides y varios lipomas, sintomas compatibles con el sindrome

de Cowden.

Peter P Stanich y col. publicaron una revisién de la literatura de portadores de variantes
patogénicas en PTEN. Los tipos de p6lipos mas frecuentes en una cohorte de 88 pacientes
fueron los pdlipos hiperplasicos (43,6%), seguidos de adenomas (40,4%), hamartomas
(38,3%) y polipos inflamatorios (24,5%) sugiriendo con ello que el sindrome de Cowden
deberia considerarse como un sindrome de poliposis mixta en lugar de un sindrome
hamartomatoso (Stanich et al., 2014). Otro estudio publicado por Kevin Sweet y col.
analizaron el gen PTEN en pacientes con poliposis mixtas (con adenomas y pélipos
hiperplasicos sin hamartomas) y detectaron variantes patogénicas en el 9% de una cohorte
de 23 pacientes (Sweet et al., 2005).

Lo mas llamativo del caso es la ausencia de pdlipos hamartomatosos, y el predominio de
adenomas en el colon, lo que conlleva la sospecha de la PAA antes que el sindrome de
Cowden, conduciendo el estudio genético dirigido hacia el diagndstico de sindromes de
PAA, y no de PTEN. Estos resultados, sumado a lo descrito en la literatura, muestran el
elevado grado de solapamiento fenotipico entre sindromes polipdsicos, problematica que
también se soluciona con la integracion de los paneles multigénicos en el diagndstico

asistencial de los sindromes hereditarios de PAA.
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2.3. Otros mecanismos de susceptibilidad propuestos

Un hallazgo de esta tesis es la deteccion de un doble heterocigoto para dos variantes
truncantes, localizadas en el exon 2 de NTHL1 ¢.268C>T p.(GIn90*) y el ex6n 2 de
POLE: c.141delG p.(Phe48Leufs*6). La portadora es una mujer a la que se detectaron 24
adenomas a los 70 afios, ademas de hiperplasia endometrial e hipotiroidismo a los 57 y

58 afios, respectivamente (Figura 40A y 40B, Pagina 131).

POLE, junto con POLD1, son las uUnicas polimerasas nucleares con una actividad
correctora intrinseca (actividad exonucleasa 3'—5'), capaz de corregir errores cometidos
durante la sintesis de ADN (Henninger & Pursell, 2014). Segun el sindrome descrito de
PPAP, solo variantes que inactiven el dominio exonucleasa, pero no polimerasa, en los
genes POLE y POLD1 serian responsables del sindrome (Palles et al., 2013), mientras
que variantes truncantes en estos genes no conferirian esta inestabilidad genética porque
conducirian a una inactivacion completa de la enzima sin ningun desequilibrio
polimerasa-exonucleasa. Sin embargo, no esta claro hasta qué punto la falta de un alelo

POLE puede conducir a la predisposicion al cancer mediante otro mecanismo distinto.

Por otro lado, y de forma similar a la poliposis asociada a MUTYH, variantes bialélicas
en linea germinal en el gen NTHL1 se han asociado recientemente con la predisposicion
a PAA (Weren et al., 2015), debida a una inestabilidad genética por falta de reparacién
de la 5-hidroxicitosina y el consiguiente aumento en la tasa de mutaciones somaticas C>T
(Figura 15, Pagina 65). En principio, un solo alelo de NTHL1 es suficiente para ejercer su

funcion correctamente, y no justificaria esta inestabilidad.

En tejidos con una alta tasa de division, como es el caso del epitelio coldnico, NTHL1 se
acopla a la sintesis de ADN y sigue la ruta BER larga, dependiente de PCNA y donde
POLE y POLD1 son las polimerasas responsables de rellenar el vacio después de la
accion de NTHL1 (Akbari et al., 2009). En este caso, se podria pensar que las variantes
truncantes co-ocurrentes en POLE y NTHL1 podrian tener un efecto sinérgico que

condujese a una predisposicion a la PAA.

Para comprobar esta hipotesis, se realizaron analisis de mutaciones somaticas y analisis

de expresion de ARN en distintos adenomas y CCR del portador.

El analisis de mutaciones somaticas mostro una tendencia a cambios C>T (5/12), (Tabla

18, Pagina 143) aunque estos resultados no fueron muy concluyentes ya que no se
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consiguio establecer una firma mutacional debido al bajo nimero de mutaciones
detectadas (Alexandrov et al., 2013; Grolleman, Diaz-Gay, et al., 2019).

El analisis cuantitativo del alelo salvaje POLE mostré una disminucion significativa de
la expresion de POLE en todos los adenomas y adenocarcinomas de portadores analizados
en comparacion con adenocarcinomas de individuos no portadores (Figura 40C, Pagina
131), lo que es consistente con un estrés replicativo debido a una haploinsuficiencia de
POLE.

A diferencia de POLE, la expresion del alelo salvaje de NTHL1 se vio significativamente
incrementada en dos de los tejidos adenomatosos y adenocarcinomas del portador con
respecto a los no portadores (Figura 40D, Pégina 131). Esta sobreexpresion
probablemente sea desencadenada por un mayor dafio oxidativo del ADN en tejidos con
una alta tasa de division, lo cual regula positivamente la expresion de glucosilasas de la
via BER (Fleming et al., 2017). Los niveles de ARNm del alelo salvaje de NTHL1 en los
tejidos afectados del portador llegan a mostrar una expresion similar a los niveles de
ARNmM en el grupo de tejidos de no portadores, o que no es consistente con una
haploinsuficiencia de NTHL1.

Por lo tanto, se descarta la implicacion de la variante monoalélicaen NTHL1: ¢.268C>T,
p.(GIn90*) en la predisposicion a la poliposis de esta paciente y consideramos la
posibilidad de que POLE: ¢.141delG p.(Phe48Leufs*6) pueda causar la predisposicién a
la PAA en este caso por si misma.

Sélo el 0,005% de las variantes codificantes en POLE que se han descrito en gnomAD
son truncantes (frameshift o nonsense); no se han descrito homocigotos y todas las
variantes truncantes muestran frecuencias alélicas inferiores a 1/10000. Por otro lado, hay
dos estudios en la literatura que describen variantes frameshift germinales en POLE; la
variante ¢.5621 5622delGT se detectd en un paciente con CCR esporéadico a una edad de
diagnostico de 26 afios (Smith et al., 2013), y ¢.1370_1371delAT p.(Tyrd57fs*9) se
detectd posteriormente en un paciente con PAA (Spier et al., 2015). En cuanto a
alteraciones somaticas, recientemente se han descrito mutaciones conductoras somaticas
en los dominios polimerasa de POLE y POLD1 (Campbell et al., 2017).

Se comprobd la presencia de ambas variantes en dos de las hijas del probando; siendo una

de ellas portadora de la variante en POLE, pero no la de NTHL1, y la otra no portadora
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de ninguna de las variantes (Figura 40B, Pagina 131). La hija portadora de la variante en
POLE tiene un diagndstico de adenoma tubular displésico a los 46 afios, pero ningun otro
familiar presenta diagndstico de cancer o poliposis. Todos estos datos son compatibles
con una mutacion de novo en POLE con un efecto dominante que aun no es posible

observar debido a la edad de la hija portadora de la variante.

Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo que propone la asociacion de una variante
germinal truncante en POLE con la predisposicion a la PAA mediante un mecanismo de
haploinsuficiencia en tejidos tumorales adenomatosos y colorrectales del portador. Este
resultado destaca no solo la heterogeneidad genética y la complejidad del sindrome, sino
también el potencial de los paneles de genes NGS para la deteccion y el diagnéstico de
nuevas formas hereditarias de enfermedades complejas. Sin embargo, son necesarios mas
estudios de variantes truncantes germinales en POLE en otras poblaciones de PAA, para
confirmar su asociacion, asi como su co-ocurrencia con variantes en otros genes

asociados.

Otra aportacion destacable del cribado germinal multigénico fue la identificacion de 4
pacientes dobles heterocigotos, portadores de dos VSD en distintos genes, algunos de
ellos implicados en la misma via (como ya se ha comentado en el caso de POLE y NTHL1)
lo que nos podria llevar a plantear la posibilidad de herencias digénicas como nuevas
formas de susceptibilidad a la PAA. Este hecho ya ha sido sugerido por otros grupos,
como el de Médnica Morak y col. donde detectaron un paciente con una variante en
MUTYH: c.667A>G p.(lle223Val) en co-ocurrencia con una variante en OGGL:
€.137G>A p.(Arg46GIn), ambos genes implicados en la via BER, en un paciente con
CCR sincronico avanzado a los 36 afios y multiples adenomas (Morak et al., 2011).
Recientemente se han descrito 3 pacientes de una misma familia con CCR antes de los 60
afios y portadores de las variantes MSH6 (NM_000179.2): ¢.3299C>T p.(Thr1100Met) y
MUTYH (NM_001128425.1): ¢.536A>G p.(Tyrl79Cys) sugiriendo que la herencia
digénica de las variantes monoalélicas de MSH6 y MUTYH predispone al CCR en esta
familia (Schubert et al., 2020).

En nuestra cohorte se detectaron 4 pacientes portadores de 2 VSD. Concretamente, el
paciente PAAX-16, portador de una variante en NTHL1 y otra en POLE, ambos
implicados en la via BER; y los pacientes PAAX-49, PAAX-79 y PAAX-136, portadores
de dos variantes en genes implicados en las vias BMP, MMR y WNT (Tablas 10 y 11,
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Paginas 118-120). Con la integracion de los paneles multigénicos en el diagndstico de las
PAA (o de otros sindromes hereditarios al cancer), aumentaran los casos portadores de
mas de una variante potencial en estos genes y se aportardn nuevas evidencias acerca de

posibles herencias digénicas implicadas en distintos sindromes de PAA hereditarias.

2.4. Papel de GALNT12 en la predisposicion a la PAA

En el estudio germinal de nuestra cohorte, detectamos 4 portadores de la variante
NM_024642.4(GALNT12): c.907G>A, p.(Asp303Asn) (D303N) en heterocigosis. Todos
los probandos de nuestra cohorte que albergaban la variante D303N presentaban PAA de
inicio tardio, y todos tenian antecedentes familiares de adenomay CCR (Tabla 12, Pagina
132).

La alteracion en la actividad de la proteina GALNT12, expresada en gran medida en el
tracto digestivo e implicada en los pasos iniciales del proceso de O-glicosilacion de
mucinas, conduce a una glicosilacion aberrante que se ha asociado con la carcinogénesis
colorrectal (J.-M. Guo et al., 2002). La variante D303N es un alelo raro, presente en
menos del 0,3% en las bases de datos de poblaciones consultadas (1000G, EVS, EXAC,
gnomAD) (Anexo 9). Se ha publicado un estudio funcional que muestra una actividad
parcial del 37% de la variante D303N en comparacion con la proteina de tipo salvaje,
mientras que en variantes completamente inactivantes la actitividad de la proteina se
reduce a un 7% o menos (Guda et al., 2009). Posteriormente, Clarke E y col. describieron
la co-segregacion de la variante D303N con CCR y poliposis en 2 familias que cumplian
criterios clinicos de Bethesda (Clarke et al., 2012) Por ello, nos planteamos caracterizar

la variante detectada y asi poder validar los resultados publicados.

En primer lugar, se amplio6 el cribado de GALNT12 en una nueva cohorte de validacion
de 24 pacientes con las mismas caracteristicas clinicas, pero no se detecto la variante de

estudio ni ninguna otra candidata en el gen GALNT12.

Posteriormente, se hizo un analisis de co-segregacion en los familiares de los individuos
portadores. Ninguna de las tres familias estudiadas mostr6 un patrén claro de segregacion.
Solo un familiar con diagnostico de poliposis (pedigri PAAX17_I1: 8) resulto ser portador
de la variante. En los pedigri PAAX17 y PAAX107, dos familiares con diagndstico de

adenomas no mostraron la variante (Figura 41, Pagina 134).
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Dado que todos los probandos mostraron PAA de inicio tardio y la mayoria de los
familiares sanos evaluados tenian alrededor de cuarenta afios, los portadores que no
habian desarrollado poliposis aun podian desarrollarla en edades posteriores. Sin
embargo, es de destacar que 2 familiares ya habian desarrollado algunos adenomas a
edades més tempranas (PAAX17_I1I: 1 y PAAX107_III: 3) y ninguno de ellos era
portador de la variante D303N. La frecuencia descrita de adenomas en poblaciones que
oscilan entre 40 y 50 afios es de alrededor del 4% (Imperiale et al., 2002; Pendergrass et
al., 2008), por lo que estos casos podrian explicarse como fendmenos de fenocopia, pero
en un contexto de sospecha de predisposicion genética a la poliposis no esperariamos
tener muchos casos de adenomas a edades tempranas que no se explican por la supuesta
causa de susceptibilidad a la poliposis. Clarke y col. también observaron resultados
similares en dos familias Bethesda portadoras de la variante (Clarke et al., 2012). En dicho
trabajo, observaron dos casos de poliposis y un CCR en los que no se detecto la variante.
Considerando ambos estudios, podemos decir que los resultados de la co-segregacion no

son concluyentes.

Ademas, se analizaron 5 adenomas y 1 CCR, y no se detecté LOH del alelo ¢.907G en
ninguna de las muestras. Sin embargo, no fue posible realizar un analisis de metilacién y
analisis de mutaciones somaticas en GALNT12, por lo que no podemos descartar otros

segundos eventos somaticos en GALNT12.

En esos mismos tejidos se analizaron los patrones de glicosilacion de MUCL, principal
diana de glicosilacion de GALNT12. Si hubiera una reduccién de la actividad de
GALNT12, se esperaria un aumento de la proteina MUC1 no glicosilada o patrones de
glicosilacion anormales en los adenomas portadores. Para ello, se analizé el patron de
glicosilacion en 5 adenomas y sus tejidos normales correspondientes, utilizando dos
anticuerpos que reconocian la forma total y no glicosilada de la proteina MUCL1.
Cualquier alteracién en la actividad de glicosilacion implicaria un aumento en los niveles
de MUC1 no glicosilada pero no en los niveles totales. Sin embargo, no se detectaron
diferencias en ninguno de los pares adenoma-tejido normal, descartando la causalidad de

este alelo en el desarrollo del adenoma (Figura 42, Pagina 135).

En conjunto, todos los resultados obtenidos sugieren que la variante D303N no es un alelo
de alta predisposicion para la PAA. No obstante, con el fin de validar los resultados

anteriores y comprobar la asociacion de la variante con la PAA, se realizé un estudio de
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casos y controles en una cohorte de validacion mas amplia con los mismos criterios de
inclusion (N=268) y una cohorte control libre de cancer (N=714). En este caso, el analisis
estadistico no detect6 diferencias significativas en la frecuencia del alelo ¢.907A entre
ambas cohortes (Tabla 13, Pagina 133). Tras estos resultados, se investigé mas a fondo
la informacidn clinica sobre los 4 controles portadores: Dos de ellos fallecieron en la
vejez sin antecedentes personales o familiares de adenomas, otro tenia dos familiares de
segundo grado con CCR de inicio tardio (> 70 afios), pero se sometieron a varias
colonoscopias sin que se detectaran adenomas, y el Ultimo tuvo un diagndstico de
melanoma a los 42 afios. Hay que tener en cuenta que el tamafio muestral utilizado en
este analisis nos permite detectar diferencias significativas con una potencia estadistica
minima del 80% cuando la OR es mayor que 4. Por lo tanto, el resultado del analisis de
casos y controles descarta la variante ¢.907G> A, p.(Asp303Asn) como un alelo de alta

penetrancia para la PAA, pero no como un alelo de baja penetrancia.

El cribado de genes candidatos mediante NGS es una herramienta atractiva a nivel de
investigacion, pero hay que tener mucha cautela en su traslacion a la clinica,
especialmente con aquellos genes que ain no han mostrado una asociacion definitiva o
cuyas estimaciones de riesgo no estan definidas. En este apartado se muestra cémo una
variante inicialmente candidata como variante de alto riesgo a la PA, finalmente se

descarta tras estudios complementarios.
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3. CARACTERIZACION MOLECULAR DE ADENOMAS

Para la caracterizacion molecular de las poliposis de estudio, se llevaron a cabo una serie
de anélisis genéticos en el ADN de 118 tejidos adenomatosos y/o tumorales de un total
de 85 pacientes (53,4% de la cohorte de estudio). Se hicieron estudios de MSI, BRAF,
metilacion del promotor de MLH1 (Figura 44, Pagina 137), y cribado genético de hotspots
en tumores solidos (TST26) en los tejidos disponibles en cada caso (Figura 45 y 46,
Paginas 138 y 140).

De los 85 pacientes incluidos en los estudios moleculares, 3 presentaron MSI y el resto
no mostré inestabilidad en ninguno de los microsatélites testados. Dos de los tejidos MSI,
un adenoma malignizado y un adenocarcinoma enteroide en los pacientes PAAX11 y
PAAXT5 respectivamente, mostraron metilacion en el promotor de MLH1 y la mutacién
en BRAF:V600E. Ambos pacientes presentaban poliposis mixtas con mas de 20
adenomas y un numero muy alto de pdlipos hiperplasicos y algunos serrados, y sin
mostrar historia familiar de poliposis/fCCR. EIl tercer caso MSI se trata de un
adenocarcinoma con falta de expresion en MLH1 y PMS2, que no presenta metilacion en
MLH1 ni mutacién en BRAF. Se trata de un paciente (PAAX15) que presenta mas de 20
adenomas con mas 20 pdlipos hiperplasicos o serrados), diagndstico de CCR a los 64
afios y sin historia familiar de poliposis/CCR. Segun la histologia y localizacion de los
polipos, los 3 casos cumplen con los criterios clinicos definidos para el diagnostico de
poliposis serrada (Carballal et al., 2012), y, por lo tanto, seguirian la via serrada de
carcinogénesis. Hay que tener en cuenta, que tanto la metilacion del promotor de MLH1,
como su consecuente inestabilidad a microsatélites, son eventos tardios en la
carcinogénesis colorrectal (Dabir et al., 2020) y nuestra cohorte esta enriquecida en
tejidos adenomatosos tempranos (displasias de bajo grado en lugar de adenomas
avanzados o adenocarcinomas), por lo tanto, no se puede descartar que pueda haber méas

casos entre la poblacién de estudio que sigan esta via.

El cribado genético de hotspots, se llevo a cabo en 89 adenomas de 58 pacientes. La
mayoria de las alteraciones detectadas fueron cambios de un solo nucleétido, con un
predominio importante del cambio C>T. Este tipo de cambios suelen ser los mas
frecuentes en tumores esporadicos o de FAP, los cuales siguen la via clasica de
carcinogénesis colorrectal con alteracion inicial en APC, ausencia de inestabilidad a

microsatélites e inestabilidad cromosdmica. La mayoria de las alteraciones detectadas se
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localizaron en los genes APC (71,9%) y KRAS (25%) (Tabla 16, Pagina 139), genes
frecuentemente mutados en las etapas iniciales de la via clasica de carcinogénesis
colorrectal. Estas frecuencias son muy parecidas a las detectadas en otros estudios que
analizan cohortes de tumores de pacientes con FAP (N=42) y detectan una frecuencia de
mutacion en APC del 66,6%, o en tumores de cohortes con MAP donde detectan una
frecuencia de mutaciones en APC del 77,8% (N=27) y del 33,3% en KRAS (Thomas et
al., 2017). La transicion de adenoma a carcinoma invasivo en esta via de carcinogénesis
suele estar asociada con la mutacién y/o pérdida del gen supresor de tumores TP53,
detectada en el 16,9% de nuestra cohorte de tejidos (en el 25,9% de los pacientes), muy
similar a la detectada en tumores FAP (16%) en una cohorte de 112 tejidos (Takane et al.,
2016).

En definitiva, los datos moleculares obtenidos en estos estudios sugieren que nuestra
poblacion de estudio no difiere de las poblaciones de CCR esporédico y poliposis
adenomatosas descritas en la bibliografia (Takane et al., 2016; Thomas et al., 2017).

169



| DISCUSION

4. CRIBADO DE MOSAICOS EN EL GEN APC DE PACIENTES
PAAX

El mosaicismo somaético en el gen APC ya ha sido descrito en casos de PAA sin
antecedentes familiares (Aretz et al., 2007; lwaizumi et al., 2015; Yamaguchi et al.,
2015). Sin embargo, la tasa de mosaicismo, hasta ahora, ha estado subestimada debido a
la sensibilidad limitada de las técnicas convencionales y la disponibilidad de muestras
somaticas para su correcto diagnéstico genético. La NGS ofrece una sensibilidad mayor
que las técnicas convencionales, como Sanger y HRM (Rohlin et al., 2009), pudiendo
detectar FA del 5%, representando la opcién mas adecuada para detectar casos de

mosaicismo somatico.

Estudios recientes basados en NGS reflejan una mayor incidencia de mosaicos en el gen
APC de la que inicialmente se pensaba, situdndola en torno al 25-50% de los casos de
PAA no explicadas (Ciavarella et al., 2018; A. M. L. Jansen et al., 2017; Rofes et al.,
2021; Spier et al., 2016). El nimero de muestras incluidas y los criterios utilizados para
la definicidn de mosaicos difieren mucho entre estudios (Tabla 21), lo que podria explicar

la gran variacion en las tasas de deteccién:

ESTUDIO TIPO DE DEFINICION DE MOSAICOS/ TECNICA
PACIENTES MOSAICO TOTAL
. >2 adenomas portadores de
l. - . . N
Spier etal, PAA/PAC la misma variante alejados 5/20 GSen
2016 , adenomas
maés de 10cm
A. M. L. >2 adenomas portadores de NGS en
Jansen et al., PAA la misma variante alejados 9/18
. adenomas
2017 entre si
porore de 1 mism PCRd en
Ciavarella et PAAPAC variante 4/ adenomas, WES
al., 2018 . . en sangre
(independientemente de la el
N periférica
localizacion)
>2 adenomas portadores de
la misma variante NGS en
Rofes et al., PAC _(md_e'pendlente de 7111 adenomas, colon
2021 localizacion) o 1 muestra de normal y/o sangre
tejido colo6nico y/o sangre periférica
periférica

Tabla 21. Caracteristicas y resultados de los estudios descritos en la literatura sobre mosaicos en APC
basados en NGS y/o PCRd.
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En esta tesis se ha llevado a cabo un estudio preliminar de mosaicos en APC mediante
NGS en una cohorte espafiola de 10 pacientes con PAA no explicada (todos ellos con més
de 20 adenomas acumulados) y sin historia familiar de poliposis/CCR. La secuenciacion
del gen APC en al menos dos adenomas de 10 pacientes PAAX ha mostrado 4 casos con
sospecha de mosaicismo, y los estudios posteriores de validacién han confirmado el

mosaicismo en dos de ellos y descartado los otros dos.

Hay que resaltar que en ninguno de los 4 casos se detecto la variante en el ADN germinal.
Estos resultados estan de acuerdo con otras investigaciones que han evidenciado que los
andlisis de ADN germinal de sangre periférica no parecen ser el enfoque méas adecuado
para la deteccion del mosaicismo (Elsayed et al., 2022; Takao et al., 2021).

Para confirmar la veracidad de los mosaicos detectados, se analizaron mas muestras
adenomatosas colorrectales en los 4 casos sospechosos, y se consideraron verdaderos
mosaicos aquellos pacientes con al menos 3 adenomas metacronicos y en distintas
localizaciones, portadores de la misma variante. Con esta definicion, se descartaron las
variantes NM_00038: ¢.646-2A>T en el paciente PAAX-67 y NM_00038: c.4156A>T
p.(Arg1386*) en PAAX-50, al no detectarse la variante en la mayoria de los tejidos
testados (Figura 50 y 51, Pagina 149 y 151). Por otro lado, se confirmo el mosaicismo en
el paciente PAAX-47, que mostrd la variante NM _00038: c.4127 4128delAT
p.(Tyr1376Cysfs*9) en 6 de 8 adenomas, y en el paciente PAAX- 66 identificandose la
variante NM_00038: ¢.4348C>T p.(Arg1450*) en 6 de 6 adenomas testados (Figura 48,
49 y 52, Paginas 146, 147 y 153).

En el caso del paciente PAAX-47, la ausencia de la variante en dos p6lipos (uno de ellos
adenomatoso y el otro hiperplasico) es un patrén poco inusual, que puede ser explicado
por su localizacion alejada del resto (Figura 49, Pagina 147), ilustrando la posible
ocurrencia simultanea de poélipos esporadicos (que podrian estar asociados a la edad
avanzada del paciente) dentro de un entorno de mosaico. Este ejemplo destaca la
importancia del analisis de multiples adenomas para confirmar el diagnostico de

mosaicismo en estos pacientes.

Se reviso la secuencia del gen APC, en cada uno de los adenomas analizados por NGS,
en busca de un segundo hit somético y se detectd al menos una variante patogenica
adicional tanto en los adenomas avanzados como en los adenocarcinomas de ambos

pacientes, lo que apoya la causalidad de la variante en mosaico en estos dos pacientes.
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En ambos casos, las variantes en mosaico se detectaron solo en tejido colénico y no en
sangre periférica, lo que sugiere que se trata de eventos postcigoticos tardios que afectan
al endodermo, pero no al mesodermo (T. M. Tuohy & Burt, 2008).

Con todo ello, en este apartado podemos concluir que los paneles de NGS aportan una
mayor sensibilidad que el estudio genético convencional, y que el tejido adenomatoso, y
no la sangre periférica, seria la muestra indicada para la identificacion de fenémenos de
mosaicismo en casos de PAA no explicada y sin antecedentes familiares. Los datos de
esta tesis indican, ademas, que tanto el nimero de muestras analizadas como su
localizacion, son fundamentales para la correcta interpretacion de estos fendmenos

genéticos.

Por otro lado, es importante destacar que la PCRd es una técnica con un limite de
deteccion extremadamente bajo (0,1%) (Diaz & Bardelli, 2014), lo que la convierte en

una de las mejores opciones para la validacion de mosaicos en muestras adicionales.

Estos datos preliminares estdn de acuerdo con los estudios anteriores en cuanto al
incremento en la tasa de deteccion de mosaicismo, pero sin embargo ponen de manifiesto
la necesidad de llevar a cabo el cribado de mosaicos en tres 0 mas muestras de

adenomas/CCR, y tener en cuenta su localizacion, para asegurar la veracidad del mosaico.
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5. CRITERIOS CLINICOS PROPUESTOS Y ALGORITMO
DIAGNOSTICO

La PAA es un sindrome muy problematico en las CCG: es una enfermedad muy
heterogénea, no solo respecto a la clinica sino también a su etiologia. Los casos descritos
de PAA hereditarios, se deben tanto a sindromes genéticos con patrones de herencia
dominante como recesiva, los cuales no se ven acompafados de historia familiar. A la
hora de recomendar el estudio genético, no se puede seleccionar en base a la historia

familiar, y esto aumenta el nimero de pacientes en las CCG.

Los criterios de recomendacion para el estudio genético desarrollados por las distintas
sociedades meédicas (ACMG, ACG y CUGC) (apartado 5.2 de la Introduccién) son muy
poco estrictos, lo que no solo hace que aumenten las solicitudes de pruebas genéticas en
los laboratorios de diagndstico, sino que también disminuya la tasa de deteccién de
variantes patogénicas o probablemente patogénicas (valor predictivo), lo que conlleva
una dismunicion de la rentabilidad y eficiencia del estudio, asi como un aumento de la

ansiendad al transmitir resultados no informativos.

Los resultados de esta tesis (Tabla 22, Pagina 174) en concordancia con otros estudios
recientes (Herzig et al., 2017), cuestionan el enfoque actualmente recomendado para las
pruebas genéticas centradas en los genes de PA en pacientes con un nimero de adenomas
comprendido entre 10 y 19 pdlipos acumulados a edades avanzadas. Cuanto mas estrictos
sean los criterios de recomendacién del estudio genético, mayor sera el valor predictivo
y menores los resultados ambiguos. Por lo tanto, se puede proponer una redefinicion mas
estricta de los criterios clinicos, especialmente en aquellos individuos cuya Unica
sospecha sea la PAA, con independencia de si presentan o no historia familiar,
recomendando el estudio genético a los pacientes que presenten mas de 40 adenomas a
una edad de diagndstico inferior a 60 afios 6 mas de 20 adenomas antes de los 40 (Figura
53, Pagina 175).

El algoritmo diagnostico se basaria en un primer cribado germinal mediante un panel
NGS multigénico. En aquellos pacientes sin historia familiar con un resultado germinal
no informativo, se continuaria con un panel de NGS en adenomas en busca de una
variante en mosaico Yy, si fuera posible, se estudiaria su extension mediante el analisis de

tejidos pertenecientes a las distintas capas embrionarias, para conocer si estan afectadas
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las celulas germinales y con ello ser capaces de estimar la probabilidad de transmitir la

alteracion a su descendencia (Figura 53, Pagina 175).

N EDAD DE
PACIENTE GEN VARIANTE )
ADENOMAS DIAGNOSTICO
3 APC €.266C>G p.(Ser89*) 96 57
9 APC ¢.147_150del p.(Lys49Asnfs*20) 61 62
45 APC ¢.3199C>T p.(GIn1067*) >80 39
€.1187G>A p.(Gly396As
35 MUTYH p-(Gly P) 21 37
€.739C>G p.(Arg247Gly)
€.1187G>A p.(Gly396Asp)
89 MUTYH €.1510_1517delinsCCAACAGCCA 40 56
p.(Thr504Profs68)
83 POLE ¢.141delG p.(Phe48Leufs*6) 24 74
95 PTEN ¢.1003C>T p.(Arg335*) 20 74
APC €.4127_4128del AT
47 41-100 36
(MOSAICO) p.(Tyr1376Cysfs*9)
APC
66 €.4348C>T p.(Arg1450%) 41 55
(MOSAICO)

Tabla 22. Caracteristicas clinicas generales de los pacientes resueltos en este trabajo. A= adenomas.

SA=adenomas sincrénicos.
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. . , o > 40 adenomas, < 60 afos
Derivacion de un paciente sospechoso de un sindrome de PAA hereditaria ﬂ:> ’

> 20 adenomas, < 40afios

PANEL ADN No AF PANEL ADN
GERMINAL Considerar EE—— ADENOMAS
MOSaICismo Estudio de mosaicismo

| /

'd N
Deteccidon de variante patogénica/ : :
o No informativo |
probablemente patogénica
~ 4 . . ., Mosaico
[ Poliposis de etiologia
AesesmeEtE (3 adenomas con
e N misma variante)
Antecedentes I
Sindrome polipésico Familiares | |
hereditario (AF)
N / - -
Células Células
\ germinales germinales
Positivas Negativas

Seguimiento segin
clinica

NO Crbado de familiares

Seguimiento segun sindrome
NO cribado de familiares

Seguimiento segin sindrome

Cribado de familiares

Figura 53. Algoritmo propuesto para el diagnostico molecular en pacientes con sospecha de un sindrome de PAA hereditaria.
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1. Se han logrado explicar el 5,7% de los casos incluidos, los cuales ya se estan

beneficiando de un asesoramiento genético familiar adecuado e individualizado.

2. Los casos explicados en los genes de predisposicion primaria a la PA presentan
todos una PA moderada con deteccion de, al menos, 40 adenomas antes de los 60
afios 0 mas de 20 antes de los 40 afios. Confirmando que el grado de severidad de
la poliposis se correlaciona con la probabilidad de detectar una alteracion en un
gen de alta predisposicion, que confiera un carécter hereditario a la enfermedad y
justifique el seguimiento y profilaxis de familiares portadores.

3. La mayoria de las variantes patogénicas y de significado desconocido detectadas
se localizan en los genes de predisposicion primaria a la PA; APC, MUTYH,
POLE, POLD1, NTHL1, AXIN2. El resto de genes no han mostrado una

contribucion significativa a la etiologia de la enfermedad.

4. Se proponen las variantes truncantes en POLE como posibles mecanismos de
susceptibilidad a la PAA.

5. Lavariante GALNT12: c.907G>A, p.(Asp303Asn), propuesta previamente como
alelo de riesgo a la PAA/CCR, no se asocia a la poliposis y al riesgo al CCR en

nuestra poblacién de estudio.

6. La NGS ofrece un claro beneficio en el diagndstico de patologias que muestran
alta heterogeneidad genética, como las PAA, ya que consigue aumentar el valor
predictivo sin exigir una complejidad técnica mayor y permite la posibilidad de
detectar otras formas hereditarias que no serian identificadas mediante otros
enfoques individuales, dirigidos a genes especificos. Combinada con el cribado
genético somatico de los tejidos afectados, permiten una mejor caracterizacion de

las variantes detectadas aumentando la resolucion del estudio.

7. EIl analisis de mosaicismo en APC mediante NGS en tejidos adenomatosos
permite explicar un porcentaje importante de PAA (2 de 10 casos). Los datos
obtenidos indican que el nimero de muestras somaticas analizadas como su
localizacion son fundamentales para la correcta interpretacion de los mosaicos, y
avalan la conveniencia del estudio molecular en tres 0 mas muestras somaticas en
pacientes con PAA, sin antecedentes familiares de poliposis/CCR y con estudio

germinal previo no informativo.
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ANEXOS







Anexo 1. Criterios clinicos de seleccion de familias HNPCC.

Criterios de Amsterdam (1991)

1. Tres o mas familiares afectos de CCR, uno de los cuales debe ser familiar en

primer grado de los otros dos; debe excluirse la FAP.

2. Afectacion de, al menos, 2 generaciones.

3. Uno o mas de los casos de CCR debe ser diagnosticado antes de los 50 afios.

Criterios de Amsterdam 11 (1999)

1. Tres o mas familiares con tumores asociados a HNPCC (CCR, endometrio,
intestino delgado, uréter, o pelvis renal), uno de los cuales debe ser familiar de
primer grado de los otros dos; debe excluirse FAP.

2. Afectacion por CCR de, al menos, dos generaciones.

3. Uno o mas casos de cancer diagnosticados antes de los 50 afios.

Criterios de Bethesda (1997) y modificados (2004)

1. Individuos con cancer en familias que cumplen los criterios de Amsterdam

2. Individuos con 2 tumores relacionados con HNPCC, incluyendo CCR
sincronico o metacronico o tumores extracolonicos asociados (endometrio,
ovario, estdbmago, hepatobiliar, intestino delgado, carcinoma de células
transicionales de pelvis renal o uréter) independientemente de la edad de
diagndstico.

3. Individuos con CCR y un familiar en primer grado con CCR y/o tumor
extracolonico relacionado con HNPCC y/o adenoma colorrectal; uno de ellos
diagnosticado antes de los 45 afos*, y el adenoma diagnosticado antes de los
40 afos.

4. Individuos con CCR con histologia MSI-H** o0 endometrial diagnosticado

antes de los 45 afos*.

5. Individuos con adenomas diagnosticados antes de los 40 afios.

* Se conocen como Criterios de Bethesda modificados cuando la edad se cambia de 45 a 50 afios.

** De histologia poco diferenciada, con un exceso de moco, células en anillo de sello, infiltracion

linfocitaria y patrdn de crecimiento medular.
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Anexo 2. Lista de genes de predisposicion a la poliposis/CCR incluidos en el panel

personalizado de NGS.

REGIONES | REGIONES
DCI;,EI\I\IIA AYAPEICEIN S COB%;JURA COBCE:(R)"II\'IURA COBCE:(FZ'II\'IURA
>90% <90%
APC 18 99,8 17 1
AXIN2 11 99,7 11 0
POLE 49 99,68 49 0
POLDI1 27 100 27 0
MUTYH 17 100 17 0
NTHL1 6 100 6 0
MSH3 24 100 24 0
MLH3 13 99,06 13 0
GREM1 100 0
SCG5 99,87 0
BMP4 100 0
BMPRIA 13 98,82 12 0
SMAD4 13 100 13 0
ENG 15 100 15 0
STK11 100 0
PTEN 100 0
MLH1 19 100 19 0
MSH2 17 100 17 1
MSH6 11 99,98 11 0
PMS2 15 99,22 15 0
MSH4 20 100 20 0
GALNTI2 10 100 10 0
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Anexo 3. Bases de datos y programas de prediccion utilizados para la anotacion de

variantes.
Tlgg SETB&SE BASE DE DATOS URL
1000genomes ggﬁg#]/(\;vs\_/\évrvc;?eecr;ome.gov/27528684/1000-
Poblacional Exome Variant Server | http://evs.gs.washington.edu/EVS/
EXAC http://exac.broadinstitute.org/
gnomAD http://gnomad.broadinstitute.org
Clinvar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
Mutacional LOVD http://www.lovd.nl/3.0/home
INSIGHT https://www.insight-group.org/
COsMIC http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
Dominio funcional | STRING https://string-db.org/
PRI;[I)TCCZ)T%ERES PREDICTOR URL
PolyPhen http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
Missense SIFT https://sift.bii.a-star.edu.sg/
Mutation Taster http://www.mutationtaster.org/
Human Splicing Finder | http://www.umd.be/HSF/
Splicing http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxents

MaxEntScan

can_scoreseg.html
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Anexo 4. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion en los distintos experimentos.

GEN Iﬁ;(gg{\l T2HIB (°C) | CICLOS OLIGONUCI(_SE’?;I'; E;o DIRECTO OLIGONUCIZ;E,O_:; E))o REVERSO ESTUDIO
APC E3 58 30 AAGGTGCGTGCTTTGAGAGT AAGCTGTACTTGGATCTACACACC VALIDACION
APC E4 58 30 TTACCCTGACCCAAGTGGAC CTGGAGTACACAAGGCAATGTT VALIDACION
APC E10 55 30 GCAGCACTCCACAACATCAT CACATTTGCTTTGAAACATGC VALIDACION
APC E12 58 30 TGGTACCAGTTTGTTTTATTTTAGATG | TGAAAGTAAATTAACTCATACCTGAGC VALIDACION
APC E16 (c.1966) 56 30 TGTTACTGCATACACATTGTGACC CCATGTCCCATAATGCTTCC VALIDACION
APC E16 (c.3199) 56 30 GGAAGGCAAAGTCCTTCACA CCCGTGACCTGTATGGAGAA VALIDACION
APC E16 (c.3949) 58 30 GGATGTAATCAGACGACACAGG ACATGAGTGGGGTCTCCTGA VALIDACION
APC E16 (c.4414) 56 30 TAAGCCCCAGTGATCTTCCA TTTCCTGAACTGGAGGCATT VALIDACION
APC E16 (c.7399) 60 30 GAGTCTGCCTCCAAAGGACT GGGACCTAGTGGGAGAAGC VALIDACION
APC E16 (c.8501) 55 30 AGAATCCAGTGGAACCCAAA TGGCTTCCAGAACAAAAACC VALIDACION
AXIN2 E2 58 30 AGCAGCAGCTTCCGTGAG CTTGATCGCCCAATAAGGAG VALIDACION
AXIN2 E3 58 30 GACTGAACCACTTTTGTACTTTGC TAAGTGCTCAGGTGGCATCC VALIDACION
AXIN2 ES 58 30 CCCAGTTTCTTTCCTTCTGTTTT GCCTCAACCTAGGACCCTTC VALIDACION
AXIN2 E10 56 30 TGCTAAACTTGTTCCATTCCA TGAGCAAACAAACTGAGAGCA VALIDACION
BMP4 E3 58/56 5/25 TAACCTTCCACTCCCCTCCC GAACTCTTCTTCCCCAGGGC VALIDACION
BMP4 E4 58 30 CTGGTCCACCACAATGTGAC CGCTGTGAGTGATGCTTAGG VALIDACION
BMPR1A E10 56 30 TGAGCATTACTTCTCCCTAGCC AAAACAGTGGGGCAAAGAAC VALIDACION
BMPR1A E1l 56 30 TTTTAAACTCATCAACTGGACAGG ATGCAGCAACTCCCATTTTT VALIDACION
ENG E12 58 30 CCGAGTTCCTGCTCCAGTTA CCCACTCACCTGGTCTTGAG VALIDACION
ENG E4 58 30 ATGGGATAGAGAGGGCACAG GGAGCTCAGATTCCTCCTGA VALIDACION
GALNT12 E3 58 30 GTGACCCCTGTTGCTTTGTT CCAGGAAGGTCAGAACATCG VALIDACION
GALNT12 E4 58 30 GCATAGGAGAGACGGATGGA GGAGCTCAGATTCCTCCTGA VALIDACION
MLH1 E12 55 30 AATTATACCTCATACTAGC GTTTTATTACAGAATAAAGGAGG VALIDACION
MLH3 5'UTR 55 30 CCATGCCAAAAGGGAATAAG CAAATTCTCCGACACCAACC VALIDACION
MLH3 E2 56 30 AAGCCCTGAAAGCTTGTGAA CGGGAACATACGTCTTTGGT VALIDACION
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EXON/

OLIGONUCLEOTIDO DIRECTO

OLIGONUCLEOTIDO REVERSO

GEN INTRON | T*HIB(C) | CICLOS & >3 >3 ESTUDIO
MLH3 E2A 58 30 GAGGAACTTGCCCTCAACAG GTCCTGTACCGAGTGGCATT VALIDACION
MLH3 E2B 56 30 GCCCTTTTCAGACACCATGT TGTTGTTGCAAAAGGCAGAG VALIDACION
MSH2 El 55 30 TCGCGCATTTTCTTCAACC GTCCCTCCCCAGCACGC VALIDACION
MSH2 E12 56 30 ATTCAGTATTCCTGTGTAC CGTTACCCCCACAAAGC VALIDACION
MSH2 E2 55 30 GAAGTCCAGCTAATACAGTGC CTTCACATTTTTATTTTTCTACTC VALIDACION
MSH3 E3 56 30 TGAGGACCAGGAATGTTTCA GAAACTGCATTCTTTGCGTGT VALIDACION
MSH4 E15 56 30 TTAGCAATCAAACAGGGATGG CCAATCTGGGCCATAATCTG VALIDACION
MSH4 E2 58 30 GCGACAAGAGCAAGACTCTG CAGAAGATGAGCTTGCACCA VALIDACION
MSH4 E7 58 30 TGACATTTCTTGTGTTTTGAAAGG TGATTTACCTGATTGAAGTCCAAA VALIDACION
MSH6 E8 56 30 CCTTTTTTGTTTTAATTCCT CAAGAGAAGTGCCCTCTCAA VALIDACION

MUTYH i11 (E9-E13) 65/60 10/25 CAGCCCAGGCTAACTCTTTG CTTGCGCTGAAGCTGCTCT VALIDACION
MUTYH E13 65/60 10/25 GGCAGTGGCATGAGTAACAAG CTTGCGCTGAAGCTGCTCT VALIDACION
MUTYH E15 58 30 GGACATGAAGTTAAGGGCAGA AGTGAAGCCTGGAGTGGAGA VALIDACION
MUTYH E6 58 30 TTGGGGTGGGTGTAGAGAAG TCACCCGTCAGTCCCTCTAT VALIDACION
MUTYH E8 58 30 GGGTAGGAACCCAGGAGTCT AGAGGGGCCAAAGAGTTAGC VALIDACION
MUTYH E9 56 30 CAGCCCAGGCTAACTCTTTG AGAGCTCCTTTGCAGACACC VALIDACION
NTHL1 E2 60/58 10/25 ACCCCTACCCTACCTTCACC GGACCTTGCTAAGATGGGGG VALIDACION
NTHL1 E3 60/58 10/25 GGTCCCTGTCACTGCACAA TTGACCCTCACTTCCTGCAC VALIDACION
NTHL1 E4 60/58 10/25 TGAACCCACCCCTGTCTTTC GAATCCCAAGAGCAGCCAGT VALIDACION
NTHL1 E6 55 30 GAGTGGCTGCCTAGGTATGA TCCTGAAGCGTAAAGCCACTT VALIDACION

PMS2 LR1 65 35 ACGTCGAAAGCAGCCAATGGGAGTT | CTTCCACCTGTGCATACCACAGGCT VALIDACION
PMS2 LR3 65 35 GCGTTGATATCAATGTTACTCCAGA | CCTTCCATCTCCAAAACCAGCAAGA VALIDACION
PMS2 E4 PCRanidada | 30 CTGGGCTAGTAAATAGCCAGAAAG | TATGACTTAGATTGGCAGCGAGACA VALIDACION
PMS2 E12 PCRanidada | 30 TTACAGTGTTCTATAACATAATCAG | AGTAGATACAAGGTCTTGCTGTGTT VALIDACION
POLD1 5'UTR 55 30 GGCGGAGTTAAGGGGAATTTT CCTCTACTCACCCGCTTCAA VALIDACION
POLD1 E10 58 30 AACATTCTGGAAGTAGGGGAATC CTGAGAGAAGCCTCCCACCT VALIDACION
POLD1 E12 60 30 GTGTGTCCCTGTCCTTGGAA GTTGGGGTGAGAGGTCAGG VALIDACION
POLD1 E17,i16 58 30 AGTGTGCTTTCCCCGTGTT GAGTGCCCACCTGTGAGAT VALIDACION
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EXON/

OLIGONUCLEOTIDO DIRECTO

OLIGONUCLEOTIDO REVERSO

GEN INTRON | T*HIB(C) | CICLOS & >3 >3 ESTUDIO
POLD1 E4 58 30 CCGCTGTCTTACCCTGTGAC AGGGATGATCAGAGGTGCAG VALIDACION
POLD1 E5 56 30 TCTGATCATCCCTCCCACAC AAGCTGGGACCAGCCAAT VALIDACION
POLE 5'UTR 55 30 CTCTTGATGGACGGCGGC GACATGGAGCCGTTGGCTA VALIDACION
POLE E31 58 30 GCATTCCCATCTCACCACTT CTCCCCTTGGATCAAGGTCT VALIDACION
POLE E48 56 30 AGCCTGTGAAGAAGCAGCAG CACTCAGAGAGGAGGCCAAG VALIDACION
POLE E2 56 30 AAAAAGAAGCAGCAGCAGGT CATATTCCTGGGTGGGAGAA VALIDACION
POLE E8 56 30 GTCGCTGCTCACATGAATTT GGATGAAGGTAACACAAGCAAA VALIDACION
PTEN E8 56 30 TGATAGTTTATTTTGTTGACTTTTTGC CAACCCCCACAAAATGTTTAAT VALIDACION
NTHL1 E1 60 30 GGAGCTTGCTGGGAGTTGTA CAGCCTGCAGCCCCTATC VALIDACION
NTHL1 E5 60 30 GGCTAGGCTGGTGGAGTGT GGGGTGAGCTCTTCTCCCTA VALIDACION
MSH4 E5 56 30 AGAAAGCAGTTTTGGGCAAG TGATATTGGTAGCTGTGGGCTA VALIDACION
APC E13 55 30 CAAGTTGTCTTTTTAATGATCCTCT CCCTGCCTCAAAGAAAAAGA HRM
MUTYH E15 58 30 GGACATGAAGTTAAGGGCAGA AGTGAAGCCTGGAGTGGAGA HRM
MSH2 E4 55 30 TTCATTTTTGCTTTTCTTATTCC ATATGACAGAAATATCCTTC HRM
POLD1 E15-E20 58 30 TGTGTTACACCACGCTCCTT AGTGAGGCAGTGACCAGGTT SPLICING
AXIN2 E7-E11 58 30 CATAGTGCCCAAAGCACAAA CATCCTCCCAGATCTCCTCA SPLICING
MUTYH E11-E16 65/60 30 GTCCTGACGTGGAGGAGTGT AATGGGGGCTTTCAGAGGTG SPLICING
MLH1 E10-E16 60 30 TGTATGCAGCCTATTTGCCCA CCTCTGTCCAGCCACTCTCTG SPLICING
NTHL1WT E2 58 30 TGCCAGTCTGGGAGCCCC TGGTACCTGCGTACCTTTGG EXPRESION
NTHL1 MUT E2 58 30 TGCCAGTCTGGGAGCCCT TGGTACCTGCGTACCTTTGG EXPRESION
POLE WT E2 56 30 CGGATAAGATGGATTTGCGGT AATCTCGGTAGGATGCATGTT EXPRESION
POLE MUT E2 56 30 CGGATAAGATGGATTTGCGT AATCTCGGTAGGATGCATGTT EXPRESION
PSMB4 E4-E5 58 30 GCATACTTGGCTCAGCCTCT CGCATGCAGCGTTCTACTAA EXPRESION
PALB2 E2-E3 58 30 AAATTAGCATTCTTGAAAAGGGAAT GTGTTTTAGCTGCGGTGAGA EXPRESION
MUTYH EX9 ASA WT E9-E13 65/60 35 GTGCTGTGCCGTGTCC CTTGCGCTGAAGCTGCTCT AMPLIFICACION ALELO-ESPECIFICA
MUTYH EX9 ASA MUT E9-E13 65/60 35 GTGCTGTGCCGTGTCG CTTGCGCTGAAGCTGCTCT AMPLIFICACION ALELO-ESPECIFICA
MUTYH ASA EX13 WT E13-E15 65/60 35 CTGCCCTCCCTCTCAGG AGTGAAGCCTGGAGTGGAGA AMPLIFICACION ALELO-ESPECIFICA
MUTYH EX13 ASAMUT | E13-E15 65/60 35 CTGCCCTCCCTCTCAGA AGTGAAGCCTGGAGTGGAGA AMPLIFICACION ALELO-ESPECIFICA
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Anexo 5. Criterios propuestos por la ACMG-AMP para la clasificacion de variantes
en el sistema de 5 niveles. Se organizan segun el tipo de evidencia (patogénica o benigna)
y el grado. Cada criterio patogénico se pondera como muy fuerte (PVS1), fuerte (PS1-
4); moderado (PM1-6) o de apoyo (PP1-5), y cada criterio benigno se pondera como

independiente (BAL), fuerte (BS1-4) o de apoyo (BP1-6).

TIPO DE

EVIDENCIA EVIDENCIA

DESCRIPCION

PVS1

Variante nonsense, frameshift, localizada en sitio canoénico de
splicing (£ 1 o 2), codon de iniciacién, eliminacién de uno o
varios exones en un gen en el que la pérdida de funcion es un
mecanismo conocido de enfermedad

PS1

Mismo cambio de aminoéacido que una variante patogénica
previamente establecida, independientemente del cambio de
nucleétido

PS2

De novo (tanto maternidad como paternidad confirmada) en un
paciente con la enfermedad y sin antecedentes familiares en un
gen asociado con el fenotipo

PS3

Estudios funcionales in vitro o in vivo bien establecidos que
respaldan un efecto dafiino en el gen o en el producto del gen

PS4

La prevalencia de la variante en los individuos afectos aumenta
significativamente en comparacién con la prevalencia en los
controles

PM1

Ubicada en un punto critico mutacional (hot spot) y/o en un
dominio funcional critico y bien establecido (por ejemplo, sitio
activo de una enzima) sin variantes benignas

PM2

Ausencia de la variante en poblaciones control (o con una
frecuencia extremadamente baja si es recesivo) en Exome
Sequencing Project, 1000 Genomes Project o Exome
Aggregation Consortium

PATOGENICA PM3

Para trastornos recesivos, detectada en trans con una variante
patogénica

PM4

Deleciones/inserciones inframe en el marco de una regién sin
repeticién o variantes stop-loss

PM5

Nuevo cambio missense en un residuo de aminoacido donde se
ha visto antes un cambio missense diferente determinado como
patogénico

PM6

Variante asumida de novo, pero sin confirmacion de paternidad
y maternidad

PP1

Co-segregacion con la enfermedad en multiples miembros de la
familia afectos en un gen del que se sabe definitivamente que esta
asociado a la enfermedad

PP2

Variante missense en un gen que tiene una tasa baja de variantes
missense benignas y en el que las variantes missense son un
mecanismo comun de enfermedad

PP3

Mudltiples lineas de evidencia computacional respaldan un efecto
nocivo sobre el gen o el producto del gen (conservacion del
nucleétido, efecto en el splicing, etc.)

PP4

El fenotipo o los antecedentes familiares del paciente son muy
especificos de una enfermedad con una Unica etiologia genética

PP5

Una fuente fiable informa recientemente que la variante es
patogénica, pero la evidencia no esti disponible para que el
laboratorio realice una evaluacion independiente
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TIPO DE

EVIDENCIA EVIDENCIA DESCRIPCION
La frecuencia alélica en poblaciéon control es >5 % en Exome
BA1 Sequencing Project, 1000 Genomes Project o Exome Aggregation
Consortium
BS1 La frecuencia alélica es mayor de lo esperada para el trastorno
Observada en un individuo adulto sano para un trastorno recesivo
BS? (homocigoto), dominante (heterocigoto) o ligado al cromosoma X
(hemicigoto), con penetrancia completa esperada a una edad
temprana
Los estudios funcionales in vitro o in vivo bien establecidos no
BS3 muestran ningun efecto dafiino sobre la funcion de la proteina o el
Splicing
BS4 Falta de segregacion en los miembros afectos de una familia
BP1 Variante missense en un gen para el cual se sabe que principalmente
las variantes truncantes causan enfermedad
BENIGNA Detectada en trans con una variante patogénica para un
BP2 gen/trastorno dominante totalmente penetrante u observado en cis
con una variante patogénica en cualquier patrén de herencia
BP3 Deleciones/inserciones inframe en una region repetitiva sin una
funcién conocida
Multiples lineas de evidencia computacional sugieren que no hay
BP4 impacto en el gen o el producto del gen (conservacién, evolutivo,
efecto en el splicing, etc.)
BP5 Variante encontrada en un caso con una base molecular alternativa
para la enfermedad
Una fuente confiable informa recientemente que la variante es
BP6 benigna, pero el laboratorio no dispone de pruebas para realizar una
evaluacidn independiente
Una variante sindnima para la cual los algoritmos de prediccién de
BP7 splicing no predicen ningln impacto en la secuencia de consenso de

empalme ni la creacion de un nuevo sitio de empalme y el
nucleétido no es es altamente conservado
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Anexo 6. Combinacidon de los criterios propuestos por la ACMG-AMP para la
clasificacion de variantes.

VARIANTE PATOGENICA

1 PVS1 en combinacién con:

>1 PS

>2 PM

1PMy1PP

>2 PP
>2 PS
1 PS en combinacio6n con:

>3 PM

2PMy>2PP

1PMy >4 PP

VARIANTE PROBABLEMENTE PATOGENICA
1PVS1ly1PM
1PS1y1-2PM
1PSy>2 PP
>3 PM
2 PMy >2 PP
1PM1y >4 PP

VARIANTE BENIGNA

1BAl
>BS

VARIANTE PROBABLEMENTE BENIGNA
1BSy1BP
>2 BP

VARIANTE DE SIGNIFICADO DESCONOCIDO

No se cumplen ninguna de las combinaciones de criterios mostradas
anteriormente

Los criterios benignos y patogénicos son contradictorios
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Anexo 7. Regiones cubiertas por el panel TruSight® Tumor 26 (1llumina).

. " POSICION | POSICION
GEN Transcrito_ID EXON CROMOSOMA INICIAL FINAL
AKT1 NM_005163 2 14 105246425 | 105246558
ALK NM_004304 23 2 29443642 29443706
APC NM_000038 15_hotspotl 5 112173743 | 112173988
APC NM_000038 15_hotspot2 5 112174526 | 112174778
APC NM_000038 15_hotspot3 5 112174975 | 112175370
APC NM_000038 15_hotspot4 5 112175469 | 112176130
BRAF NM_004333 11 7 140481371 | 140481498
BRAF NM_004333 15 7 140453072 | 140453195
CDH1 NM_004360 8 16 68846033 68846171
CDH1 NM_004360 9 16 68847213 68847403
CDH1 NM_004360 12 16 68855899 68856128
CTNNB1 NM_001904 2 3 41266012 41266161
EGFR NM_005228 18 7 55241609 55241741
EGFR NM_005228 19 7 55242412 55242518
EGFR NM_005228 20 7 55248981 55249176
EGFR NM_005228 21 7 55259407 55259572
ERBB2 NM_004448 20 17 37880974 37881169
FBXW7 NM_033632 7 4 153250819 | 153250942
FBXW7 NM_033632 8 4 153249355 | 153249546
FBXW7 NM_033632 9 4 153247153 | 153247388
FBXW7 NM_033632 10 4 153245331 | 153245551
FBXW7 NM_033632 11 4 153244028 | 153244303
FGFR2 NM_000141 6 10 123279488 | 123279688
FOXL2 NM_023067 1 3 138665109 | 138665221
GNAQ NM_002072 4 9 80412431 80412569
GNAQ NM_002072 5 9 80409374 80409513
GNAQ NM_002072 6 9 80343425 80343588
GNAS NM_000516 6 20 57480433 57480540
GNAS NM_000516 8 20 57484403 57484483
KIT NM_000222 9 4 55592018 55592221
KIT NM_000222 11 4 55593577 55593713
KIT NM_000222 13 4 55594175 55594292
KIT NM_000222 17 4 55599231 55599363
KIT NM_000222 18 4 55602662 55602780
KRAS NM_004985 1 12 25398203 25398323
KRAS NM_004985 2 12 25380163 25380351
KRAS NM_004985 3 12 25378543 25378712
KRAS NM_004985 4 12 25362724 25362850
MAP2K1 NM_002755 2 15 66727437 66727561
MET NM_000245 1 7 116339543 | 116340298
MET NM_000245 4 7 116380901 | 116381084
MET NM_000245 13 7 116411898 | 116412048
MET NM_000245 15 7 116417441 | 116417528
MET NM_000245 16 7 116418825 | 116419016
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. - POSICION | POSICION
GEN Transcrito_ID EXON CROMOSOMA INICIAL EINAL
MET NM_000245 17 7 116422037 | 116422156
MET NM_000245 18 7 116423353 | 116423526
MET NM_000245 20 7 116435936 | 116436183
MSH6 NM_000179 5 2 48030554 48030829
NRAS NM_002524 1 1 115258677 | 115258786
NRAS NM_002524 2 1 115256416 | 115256604
NRAS NM_002524 3 1 115252185 | 115252354
NRAS NM_002524 4 1 115251151 | 115251280
PDGFRA NM_006206 11 4 55141003 55141145
PDGFRA NM_006206 13 4 55144058 55144178
PDGFRA NM_006206 17 4 55152003 55152135
PIK3CA NM_006218 1 3 178916609 | 178916970
PIK3CA NM_006218 2 3 178917473 | 178917692
PIK3CA NM_006218 7 3 178927969 | 178928131
PIK3CA NM_006218 9 3 178936039 | 178936127
PIK3CA NM_006218 20 3 178951877 | 178952157
PTEN NM_000314 1 10 89624222 89624310
PTEN NM_000314 2 10 89653777 89653871
PTEN NM_000314 3 10 89685266 89685319
PTEN NM_000314 4 10 89690798 89690851
PTEN NM_000314 5 10 89692765 89693013
PTEN NM_000314 6 10 89711870 89712021
PTEN NM_000314 7 10 89717605 89717781
PTEN NM_000314 9 10 89725041 89725152
SMAD4 NM_005359 8 18 48591788 48591981
SMAD4 NM_005359 11 18 48604621 48604842
SRC NM_005417 14 20 36031584 36031787
STK11 NM_000455 1 19 1206908 1207149
STK11 NM_000455 4 19 1220367 1220400
STK11 NM_000455 6 19 1221221 1221344
STK11 NM_000455 8 19 1222979 1223176
TP53 NM_000546 2 17 7579834 7579917
TP53 NM_000546 3 17 7579695 7579726
TP53 NM_000546 4 17 7579307 7579586
TP53 NM_000546 5 17 7578366 7578559
TP53 NM_000546 6 17 7578172 7578294
TP53 NM_000546 7 17 7577498 7577613
TP53 NM_000546 8 17 7577014 7577160
TP53 NM_000546 9 17 7576848 7576931
TP53 NM_000546 10 17 7573922 7574036
TP53 NM_000546 11 17 7572922 7573013
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Anexo 8. Caracteristicas clinicas de todos los participantes incluidos en el estudio. (M: mujer,
V: varén, >10A: mas de 10 adenomas, >20MA: mas de 20 adenomas metacronicos, >10SA: mas
de 10 adenomas sincroénicos, A: poliposis adenomatosa, MX: poliposis mixta, Al: caso aislado,
D: dominante, R: recesiva).

ID | Género | Criterio diigﬁgs(tjiio d,(\el L:)r;)]l?;gs cg:grr:)esz(;;;jii\s [;Ic-)ilri)go(:?s Colectomia | CCR | Herencia
1] v >20A 72 42 8 A NO NO | Al
2| M | >20A 71 20 8 A NO NO R
3| M | >20A 57 9 14 A NO NO R
41 v | >10A 57 19 6 A NO sl D
5 Vv |>10sA 58 14 7 A Si si D
6| VvV | >20A 72 41 7 A si si Al
71 v >20A 64 20 5 M NO NO | A
8| Vv | >20A 54 51 9 M NO NO R
9| M | >20A 62 61 7 A no | NO D
10| Vv >20A 64 21 4 M si NO R
11| v | >20A 42 21 15 M NO si R
12| v | >20A 62 28 4 M Nno | NO Al
13| Vv | >2A 43 26 4 A si s R
14| M | >10SA 57 20 6 M Si si Al
15| Vv | >20A 63 52 8 M Si si Al
16| Vv >20A 67 29 9 A NO NO R
17| M | >20A 71 51 3 M NO NO R
18| Vv | >20A 68 34 5 A NO NO R
19| v | >2A 69 31 4 M Si NO | Al
20| v | >20A 75 31 4 A Si si Al
21| v | >20A 61 26 10 A NO NO D
2| v | >20A 64 60 9 A NO NO R
23| M | >20A 72 26 9 M NO NO | Al
24| Vv | >20A 52 41 11 M Si NO R
25| Vv >20A 74 30 4 A NO NO | Al
6| Vv | >20A 60 36 9 A NO NO | Al
271 v | >20A 49 35 10 M Si NO R
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ID | Género | Criterio diigﬁgsctjs: o d:“;g}?;gs C(’)\:g;':)eszgrﬂzs FEI?SOC;?S Colectomia | CCR | Herencia
28| M | >20A 68 21 5 NO NO | Al
20| v | >20a 74 49 10 M si s Al
31| M | >10A 56 18 3 A NO NO R
2| M | >10sA 57 26 7 M NO s R
34| Vv | >20A 74 24 3 M NO NO | Al
35| VvV | >20A 37 21 7 A NO NO R
36| Vv | >20A 55 30 13 M Si s R
37| v | >20A 65 33 10 A si s R
38| M >20A 47 34 10 M NO NO R
9| v | >20A 72 45 4 A NO si R
0| M | >20a 57 25 4 M Nno | NO Al
41| v >20A 66 21 8 A NO NO R
2] v | >20A 77 31 2 A NO NO | Al
43| v |>108A 61 20 5 M no | NO R
44| v >10A 67 17 7 M NO NO | A
45| Vv | >20A 39 >80 11 A NO si Al
471 v | >20a 36 41 10 A Si si Al
48| M >20A 66 43 11 A Si NO R
49| v | >10A 68 15 4 A NO NO | Al
50| M | >20A 63 32 4 M no | NO R
51| Vv >10A 61 14 6 M NO NO | Al
52| M | >10SA 55 15 1 A Si NO D
53| Vv | >10sA 60 17 6 A no | NO R
54| Vv >20A 62 23 6 M NO NO | Al
55| M | >10A 72 14 10 M NO si D
56 | V | >10SA 74 18 3 A Nno | NO| Al
57| Vv >20A 72 24 5 A Si NO | Al
58| Vv | >20A 75 20 9 M NO si Al
59| Vv | >20A 73 26 6 A si si D
60| V | >10SA 66 19 4 A NO NO | Al
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ID | Género | Criterio diigﬁgsctjs: o d:“;g}?;gs C(’)\:g;':)eszgrﬂzs FEI?SOC;?S Colectomia | CCR | Herencia
61| Vv | >10A 54 15 7 NO s Al
62| Vv | >20A 67 21 9 M NO NO | Al
63| Vv | >10A 64 13 4 M NO NO | Al
64| Vv | >20A 64 37 8 M NO NO | Al
65| Vv | >10A 70 16 9 M NO s R
66| M | >20A 55 41 2 A si si Al
67| Vv | >20A 51 100 4 A Si NO | Al
68| V | >10A 60 17 3 M NO NO | Al
69| M | >20A 70 23 3 M NO NO | A
70| v | >10sA 66 16 4 A NO NO | Al
71| v | >20a 33 21 3 A si NO R
72| Vv | >10sA 63 14 2 M si s Al
3| v | >10A 56 14 6 M NO NO | Al
740 M | >10A 70 11 4 A Nno | NO Al
75| Vv >20A 64 31 1 M NO s Al
6| Vv | >10A 68 15 8 A NO NO D
771 v | >10A 62 18 4 A no | NO D
78| Vv | >10SA 47 44 10 M NO NO | Al
790 v | >10A 67 15 4 A NO NO R
80| Vv |>10sA 61 18 2 M Nno [ NO| Al
81| M | >20A 55 32 7 A NO NO | Al
82| v |>10sA 80 18 4 A NO NO | Al
83| M | >20A 74 24 5 A Nno [ NO| Al
84| Vv >10A 68 12 3 M NO NO | Al
85| Vv | >20A 62 21 4 M NO NO R
87| v | >20Aa 67 29 6 A no | NO D
88| Vv >20A 70 22 6 M NO NO R
80| Vv | >20A 56 40 2 A NO NO | Al
0| Vv | >20a 76 22 3 M si NO | Al
91| Vv >10A 57 12 5 A NO NO D
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ID | Género | Criterio diigﬁgsctjs: o d:“;g}?;gs C(’)\:g;':)eszgrﬂzs FEI?SOC;?S Colectomia | CCR | Herencia
92| v |>10sA 72 19 4 NO NO | Al
9| v |>10sA 73 21 5 M NO NO | Al
95| Vv |>10sA 74 20 4 A NO si Al
% | M | >20A 70 39 6 M Si s R
97| M | >20A 71 24 10 M NO NO | Al
98| Vv | >10A 64 10 7 A NO NO R
9| v |>10sA 79 18 3 M NO NO | Al
100 Vv | >10A 77 10 9 A NO NO R
101 Vv >10A 55 16 7 M NO NO | A
102| M | >10sA 68 10 2 A Si si R
103 Vv | >10sA 65 24 5 M no | NO D
104 M | >10sA 63 21 5 M NO s Al
05| M | >20A 67 20 3 A NO NO D
06| VvV | >20A 51 100 10 M si si R
107 Vv | >10sA 80 12 5 A NO NO D
108 M | >10SA 64 22 6 M NO NO | Al
09| Vv | >20A 47 20 6 A no | NO D
110 M | >20A 63 30 5 A NO NO | Al
11| M | >10SA 56 19 5 M NO NO R
12| ™M | >10A 61 15 8 A Si NO R
13| v | >10A 60 10 3 A NO NO D
14| M | >20A 55 35 10 M NO NO | Al
15| v | >10A 55 16 3 M no | NO R
16| M | >10SA 47 24 5 M Si s D
17| v | >10sA 62 21 3 M ; NO R
18| M | >10A 57 12 3 A ; NO R
19| Vv >10A 64 13 5 M - NO R
121 v | >20A 58 65 8 M ; NO R
122 M | >10A 50 17 7 M ; NO R
123 Vv | >10sA 80 11 2 A - NO | Al
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ID | Género | Criterio diigﬁgsctjs: o d:“;g}?;gs C(’)\:g;':)eszgrﬂzs FEI?SOC;?S Colectomia | CCR | Herencia
125| Vv | >20A 47 45 - A - NO | Al
126 M | >20A 40 55 - A - s D
127 v | >20A 65 45 - A - NO | Al
128 Vv | >20A 64 51 16 A si s Al
129] Vv | >20A 61 51 8 A si NO D
130 Vv | >20A 72 41 - A - NO | Al
131 VvV | >20A 79 51 6 A NO NO | Al
132| v | >10sA 68 42 10 M NO NO | Al
133 M >20A 54 43 6 M NO NO D
134 VvV | >20A 78 51 11 A NO NO D
135| v | >20A 58 51 13 M Nno | NO Al
136] V| >20A 66 48 - A - NO | A
137 Vv | >20A 76 51 1 A Si si Al
138 Vv | >20A 68 38 - M - NO | Al
139| Vv >20A 72 81 4 A si s D
40| Vv | >20A 76 31 8 A NO NO | Al
41| v | >20A 61 41 , A , NO D
42| M >20A 64 32 - A - NO R
143 v | >20A 60 61 - M ; NO D
44| v | >20A 69 81 , A , si Al
145 M >20A 52 50 - A - NO | Al
46| vV | >20A 50 31 5 A Si NO D
147 M | >20A 51 36 5 A , NO D
148 M | >10SA 73 17 3 M - NO D
149 v | >20A 77 25 4 M ; NO D
150 Vv | >20A 50 20 5 A ; NO R
151 Vv >20A 48 31 - A Si NO D
152| v | >20A 68 40 ; A ; NO D
153 v | >20A 70 51 2 A si si R
154 Vv >20A 69 76 - A - s D
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ID | Género | Criterio diigﬁgsctjs: o d:“;g}?;gs C(’)\:g;':)eszgrﬂzs FEI?SOC;?S Colectomia | CCR | Herencia
155| Vv | >20A 67 34 - A - NO R
156| V| >20A 69 30 - A - s Al
157| Vv | >20A 68 51 12 A NO NO D
158 Vv | >20A 54 42 - A , s R
159 M | >20A 53 31 7 A NO NO | Al
160| V| >20A 64 31 - A si NO | Al
161 M | >20A 54 31 5 A Si NO | Al
162| V| >20A 52 31 7 M NO NO D
163 M >20A 54 51 8 M NO NO R
164 V| >20A 79 37 6 M Si si D
165 VvV | >20A 54 38 13 M Nno | NO Al
167| Vv >20A 60 49 11 M si NO D
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Anexo 9. Variantes obtenidas tras los andlisis de filtrado. En gris se se resaltan las variantes no priorizadas y en rojo los falsos positivos, no validados por secuenciacion Sanger.
FRECUENCIA ALELICA: nd=no descrita. °(EVIDENCIAS DE PATOGENICIDAD: P=Patogénica, PP=Probablemente patogénica, VSD=Variante de significado desconocido,
PB=Probablemente benigna, B=Benigna, nd=no descrita. ‘ESTUDIOS IN SILICO: NA=No aplica, N=Neutral, D=Deletérea, BA=Broken aceptor, BD=Broken donor, NO=no se
predice alteracion en el splicing, NO*=Baja la fuerza del donador de splicing, pero no se predice una alteracion significativa y aun asi se decide estudiar el splicing mediante estudios

in vitro.
D AAX. NOMENCLATURA FREQUENCIA Pi\'I/'IODGEENI\(I:IICAI?DREDb ESTUDIOS IN SILICO®
D Gen _ . ALELICA? _ Poly Mutation HSE- BIOTIPO
HGVS (Coding) HGVS (Protein) (gnomAD) UMD | LOVD | ClinVar | SIFT Ph;n- Taster | MaxEnt
3 APC €.266C>G p.Ser89Ter nd nd - P NA NA NA Nonsense
8 POLE €.2865-1 delITGAAA nd - nd nd NA NA NA BA Splicing
9 APC €.147_150del p.Lys49Asnfs*20 nd nd - nd NA NA NA Frameshift
10 POLE €.2865-1delI TGAAA nd - nd nd NA NA NA BA Splicing
11 MSH2 €.308A>G p.Tyr103Cys nd nd - VSD D D D Missense
13 APC c.1441G>A p.Val481Met 3.1e-05 nd - VSD N N D Missense
15 MSH3 €.398C>T p.Ser133Phe nd - nd nd D D D Missense
16 POLE €.3857G>A p.Arg1286His 5.0e-05 - nd nd D D D Missense
16 NTHL1 c.527T>C p.11e176Thr 2.2e-03 - - VPSBD D D D Missense
17 GALNT12 c.907G>A p.Asp303Asn 1.9e-03 - - VSD N D D Missense
21 POLE €.2865-2_2865-6del TGAAA nd - nd nd NA NA NA NO Splicing
21 POLE c.6716C>T p.Ala2239Val 8.0e-06 - nd nd D D D Missense
25 MUTYH €.998-9C>T 5.6e-04 PB - PB NA NA NA NO Splicing
26 MUTYH €.998-9C>T 5.6e-04 PB - PB NA NA NA NO Splicing
27 BMP4 €.272C>G p.Ser91Cys 3.8e-04 - nd P D D D Missense
28 POLE €.2865-1 delITGAAA nd - nd nd NA NA NA BA Splicing
29 ENG ¢.1633G>A p.Gly545Ser 5.2e-04 - nd PB D D D Missense
31 MSH3 €.2732T>G p.Leu911Trp 3e-03 - nd nd D D D Missense
34 APC €.1966C>G p.Leu656Val 0 nd nd nd D D D Missense
34 POLE €.2865-2_2865-6del TGAAA nd - nd nd NA NA NA NO Splicing
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NOMENCLATURA

EVIDENCIAS DE

ESTUDIOS IN SILICO®

PAAX- FREQUENCIA PATOGENICIDAD®
D = HGVS (Coding) HGVS (Protein) ?gﬁbfg)a uMD | LOVD | clinvar | SIET | phen. | Mutation | HsE- | BIGTEC
5 Taster | MaxEnt
35 MLH1 c.376T>A p.Tyr126Asn 7.7e-05 VSD = VSD D D D Missense
35 MUTYH c.1187G>A p.Gly396Asp 4.8e-03 P - P D D D Missense
35 MUTYH €.739C>G p.Arg247Gly nd nd - nd D D D Missense
37 MUTYH c.1187G>A p.Gly396Asp 4.8e-03 - P D D D Missense
38 MUTYH c.1187G>A p.Gly396Asp 4.8e-03 P - P D D D Missense
38 POLE €.2865-1delI TGAAA nd - nd nd NA NA NA BA Splicing
45 APC ¢.3199C>T p.GIn1067* nd P P NA NA NA Nonsense
49 BMPR1A c.1327C>T p.Arg443Cys 8.2e-04 - nd VSD D D D Missense
49 MSH6 c.3788G>A p.Arg1263His 5.4e-05 nd - VSD D D D Missense
54 MUTYH c.481G>C p.Aspl61His 5.5e-05 VSD - VSD N N D Missense
55 AXIN2 c.2141G>A p.Arg714GIn 0 - nd nd D D D NO* Missense
56 APC c.1274A>G p.Glu425Gly nd nd - nd D D D Missense
61 MUTYH C.667A>G p.lle223Val 3.4e-04 VSD - VSD D D D Missense
70 MLH1 ¢.1050A>G p.Pro350= 5.3e-05 nd - PB NA NA NA BA Splicing
75 APC C.4414G>A p.Vall472lle 8.8e-06 nd nd VSD N N D Missense
75 NTHL1 c.856G>A p.Gly286Ser 3.2e-05 - nd nd D D D Missense
7 MSH4 €.2226+5C>A nd - nd nd NA NA NA NO Splicing
79 AXIN2 €.203G>A p.Arg68Gin 2.0e-04 - PP VSD D D D Missense
79 MSH2 c.1790A>C p.Asp597Ala 0.000* VSD - VSD N D D Missense
80 POLE €.2865-2_2865-6del TGAAA nd - nd nd NA NA NA NO Splicing
82 NTHL1 c.527T>C p.11e176Thr 2.2e-03 - - VSBD D D D Missense
83 MSH3 €.2732T>G p.Leu911Trp 3e-03 - nd nd D D D Missense
83 NTHL1 €.268C>T p.GIn90Ter 2.0e-03 - P P NA NA NA Nonsense
83 POLE c.141delG p.Phe48LeufsTer6 0 - nd nd NA NA NA Frameshift
85 MLH3 574G>A p.Asp192Asn nd - - nd D D D Missense
85 MSH3 €.2732T>G p.Leu911Trp 3e-03 - nd nd D D D Missense
85 POLE €.2865-2_2865-6del TGAAA nd - nd nd NA NA NA NO Splicing
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NOMENCLATURA

EVIDENCIAS DE

ESTUDIOS IN SILICO®

PAAX- FREQUENCIA PATOGENICIDAD®
D = HGVS (Coding) HGVS (Protein) '?gﬁl&lgg)a uMD | LOVD | clinvar | SIET | phen. | Mutation | HsE- | BIGTEC
5 Taster | MaxEnt

89 AXIN2 ¢.112_120delCCACCCCTG p-Pro38_Val40del 8.9e-06 - nd nd NA NA NA Frameshift
89 MSH3 €.2732T>G p.Leu911Trp 3e-03 - nd nd D D D Missense
89 MUTYH c.1187G>A p.Gly396Asp 4.8e-03 P - P D D D Missense
89 MUTYH €.1510_1517delins p.Thr504fs nd nd - nd NA NA NA BD Frameshift
92 APC C.641C>A p.Ala214Glu nd nd nd nd D N D Missense
95 PTEN ¢.1003C>T p.Arg335Ter nd - P P NA NA NA Nonsense
96 POLD1 c.-48G>A 4.4e-03 - nd nd NA NA NA UTR
98 PMS2 €.2108C>T p.Thr703Met 8.8e-06 - - VSD D D D Missense
99 MSH2 €.138C>G p.His46GIn 4.7e-04 VSD - VSD D D D Missense
99 MUTYH c.1187G>A p.Gly396Asp 4.8e-03 - P D D D Missense
101 APC €.3949G>C p.Glu1317GIn 6.3e-03 B B VSD N N D Missense
102 POLD1 c.-48G>A a +6nt del primer nt del transcrito 4.4e-03 - nd nd NA NA NA UTR
104 MSH4 C.764A>C p.Glu255Ala 7.8e-06 - - - D D D Missense
106 MSH4 €.1973C>T p.Ser658Phe nd - - VSD D D Missense
107 GALNT12 c.907G>A p.Asp303Asn 1.9e-03 - - VSD N D D Missense
108 POLD1 c.-48G>A a +6nt del primer nt del transcrito 4.4e-03 - nd nd NA NA NA UTR
110 BMP4 c.676C>T p.Arg226Trp 5.7e-04 - - nd D D D Missense
110 MSH3 €.2732T>G p.Leu911Trp 3.4e-03 - nd nd N N N Missense
111 BMP4 €.349G>T p.Valll7Leu 7.8e-06 - - nd D D D Missense
116 POLD1 €.2007-5C>T 2.5e-04 - nd PB NA NA NA NO Splicing
118 POLD1 €.520C>T p.Argl74Trp 2.7e-05 - nd VSD D D D Missense
119 POLE c.-44C>A primer nt transcrito 2e-03 - - nd NA NA NA UTR
122 MSH4 €.990G>C p.Arg330Ser nd - - nd N D D BA Missense
133 APC €.7399C>A p.Pro2467Thr 1.0e-04 VSD - VSD D N D Missense
135 MLH3 ¢.-153-6 a -6nt del primer nt del transcrito nd - - - NA NA NA UTR
136 APC ¢.8501A>C p.His2834Pro nd nd - nd D D D Missense
136 BMPR1A c.917A>G p.Tyr306Cys 8.8e-06 - nd nd D D D Missense
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NOMENCLATURA

EVIDENCIAS DE

ESTUDIOS IN SILICO®

PAAX- FREQUENCIA PATOGENICIDAD®
D = HGVS (Coding) HGVS (Protein) '?gﬁl&lgg)a UMD | LoVD | clinvar | IFT | phen. | Mutation | HsF. | SIGTEO
5 Taster | MaxEnt

139 APC ¢.1240C>G p.Arg414Gly nd VSD - VSD D D D Missense
139 ENG c.1851G>A p.Thr617= 4.1e-05 - nd nd NA NA NA NO Splicing
140 MLH1 ¢.1050A>G Pro350= 5.3e-05 nd - PB NA NA NA BA Splicing
146 GALNT12 c.907G>A p.Asp303Asn 1.9¢-03 - - VSD N D D Missense
147 POLE €.198G>A p-Met66lle 0 - - nd D N D Missense
152 POLD1 ¢.2052G>C p.GIn684His 6.3e-04 - nd VSD D D D Missense
153 PMS2 €.2186_2187delTC p.Leu729GInfs*6 nd - - VSD NA NA NA Frameshift
155 POLE c.-44C>A primer nt transcrito 2e-03 - - nd NA NA NA UTR
157 POLD1 c.1465G>A p.Val489Met 3.3e-05 - nd nd D D D Missense
160 PMS2 €.253C>G p.Leud5Val nd - - nd D D D Missense
163 BMPR1A c.1327C>T p.Arg443Cys 8.2e-04 - nd VSD D D D Missense
164 GALNT12 c.907G>A p.Asp303Asn 1.9e-03 - - VSD N D D Missense
164 MSH4 €.2080G>C p.Ala694Pro nd - - - D D D Missense

Secuencias de referencia: APC= NM_000038.4, NP_000029.2; AXIN2= NM_004655.3, NP_004646.3; BMP4= NM_001202.3, NP_001193.2; BMPR1A= NM_004329.2,
NM_000118.3, NP_000109.1; GALNT12=
NP_001035197.1; MSH2= NM_000251.2, NP_000242.1; MSH3= NM_002439.4, NP_002430.3; MSH4= NM_002440.3, NP_002431.2; MSH6= NM_000179.2, NP_000170.1;
MUTYH= NM_012222, NP_036354; NTHL1= NM_002528.5, NP_002519.1; PMS2= NM_000535.5, NP_000526.1; POLD1= NM_001256849.1, NP_001243778.1; POLE=

NP_004320.2; ENG=

NM_006231.3, NP_006222.2; PTEN= NM_000314.6, NP_000305.3.

NM_024642.4, NP_078918.3; MLH1=

NM_000249.3, NP_000240.1; MLH3=

NM_001040108.1,
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Anexo 10. Estudios moleculares en muestras de tejido de pacientes PAAX. RES Germinal=Resultado en panel germinal; Muestra: AD= adenoma, AC=
adenocarcinoma, HIST= Histologia: ATDBG=Adenoma tubular con displasia de bajo grado, ATVDBG= Adenoma tubulo-velloso con displasia de bajo grado,
ATDMG = Adenoma tubular con displasia de moderado grado, AS= Adenoma serrado, ACEIP= Adenocarcinoma enteroide infiltrante de patrén polipoide,
ACSA=Adenocarcinoma sobre adenoma; MSI=Resultado de inestabilidad de microsatélites; IHQ MMR=Inmunohistoquimica de las proteinas reparadoras
MMR: MMR+=expresion conservada de las 4 proteinas MMR, MLH1/PMS2-=falta de expresion de MLH1 y PMS2; BRAF=Resultado del Genotipado de

BRAF V600E; MET MLH1=Resultado de la metilacién en MLH1: MET=Metilado, NO=No metilado; FA (%)= fraccién alélica; RD= Profundidad de lectura.

~ RES TST26
. Tamafio | RES IHQ MET
RES Germinal | PACIENTE MUESTRA HIST (mm) MSI | MMR BRAF MLH1 GEN HGVSC HGVSp (EA)A) RD
WT 1 AD1 AT 5 MSS MMR+ | WT NO - - - - -
WT 2 AD1 AT 5 MSS MMR+ | - - - - - - -
APC €.3340C>T p.Argl114* 8,7 2106
APC (Clase 5) 3 AD1 ATDBG 2 MSS MMR+ | WT NO APC €.4348C>T p.Arg1450* 8,5 8944
APC €.4660_4661insA p.Thr1556Asnfs*3 55 13164
CTNNB1 |c.134C>T p.Ser45Phe 31 1705
WT 6 AD1 ATDBG 2 MSS MMR+ WT NO KRAS €.34G>A p.Gly12Ser 13,5 | 4644
APC €.4660_4661insA p.Thr1556 Asnfs*3 18,4 | 13158
WT 8 AD1 AT 5 MSS MMR+ | WT NO - - - - -
APC (Clase 5) 9 AD1 ATVDBG 10-11 - - - - APC €.3856G>T p.Glu1286* 19,9 | 11413
AD2 ATDBG <5 MSS MMR+ | WT NO APC €.4385_4386delAG p.Ser1465Trpfs*3 18,3 | 6578
CDH1 €.1896C>T p.His632= 50,8 |8454
?Acslrsi 2) 11 AD1 ATDBG 15 MSI 'F\,AI\I/]SHZU MUT | MET BRAF c.1799T>A p.Val600Glu 7,2 10299
TP53 €.642_643delTA p.His214GInfs*7 7,2 7529
WT 12 AD1 ATVDBG 5 - - - - APC c.4241delT p.Val1414Glufs*5 25,8 | 13076
AD2 ATDBG 15 MSS MMR+ | WT NO APC c.4189G>T p.Glu1397* 30,1 | 6513
APC c.4606G>T p.Glu1536* 29,2 | 5093
AC1 Q'CIE{/DB G 20 MSS MMR+ | MUT | NO APC c.4661delA p.Thr1556Leufs*9 29,8 |9143
WT 13 BRAF c.1799T>A p.Val600Glu 27,8 | 6547
BRAF c.1799T>A p.Val600Glu 20,9 |8357
AC2 ACSA 4 MSS | MMR+ IMUT | NO PTEN .453C>T p.Alal51= 31 | 5643
WT 14 AD1 AT 5 MSS - - - - - - - -
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RES TST26

. Tamarfio | RES IHQ MET
RES Germinal | PACIENTE | MUESTRA HIST (mm) Vel | e | ERAT | — . HGVSp (I;A)A) -
MLH1/
WT 15 AD1 AT 5 MSI |\ iso. |WT NO - - - - -
APC €.3925G>T p.Glu1309* 50,5 |8367
Fzgl':d'sze‘;’\gH"l 16 AC ATVM-HO | 10 i i i i TP53 ¢.1096T>G p.Ser366Ala 46,2 | 792
AD1 ATDBG 5 MSS | MMR+ | WT NO - - - - -
%ALN“Z (Clase 1,4 AD1 AT 5 MSS |MMR+ |[WT |NO - - - - -
WT 18 AD1 AVDBG 15 MSS | MMR+ |WT NO APC C.4654G>T p.Glu1552* 53 |12241
WT 19 AD1 AT 5 MSS | MMR+ |WT NO - - - - -
AD1 ATDBG 5 - - - - APC €.4348C>T p.Arg1450% 265 |7922
WT 20 BRAF c.1780G>A p.Asp594Asn 17,6 |9795
AD2 ATDBG 8 MSS | MMR+ | MUT | NO NRAS .35G>T p.Gly12Val 243 | 4695
Fc%sEZ) 21 AD1 ATDBG 5 MSS | MMR+ |WT NO CTNNB1 |c.121A>G p.Thr41Ala 60,3 | 1354
WT 22 AD1 AT 5 MSS | MMR+ |WT NO - - - - -
WT 23 AD1 AT 5 MSS | MMR+ |- - - - - - -
WT o AD1 ATDBG 2 - - - - APC ¢.4831C>G p.GIn1611Glu 425 |3687
AD2 ATDBG 2 MSS |MMR+ [MUT [NO BRAF .1799T>A p.Val600Glu 11,0 |9681
APC €.3899_3900delAT p.Thr1301Profs*13 20,6 |7754
wWT 26 AD1 ATDBG >10 MSS | MMR+ |WT NO PDGFRA | c.2478delG p.Ala827Hisfs*6 56 |3177
SMAD4 ¢.1578A>G p.=Glu526= 56 |1618
(Bé\fai‘;g) 27 AD1 ATDBG <10 MSS | MMR+ |WT NO APC ¢.3908delA p.lle1304* 63,0 |14737
AD1 ATDBG 3-10 - - - - PIK3CA  |c.319A>T p.Asn107Tyr 44 |5012
ENG (Clase 3) |29 CTNNBL |c.134C>T p.Ser45Phe 155 |1122
AD2 ATDBG 6 MSS | MMR+ | WT NO KRAS ¢.335T>C p.Vall12Ala 36 |773
WT 32 AD1 AT 5 MSS | MMR+ |- - - - - - -
- - - - . > . *
APC Clase3) |34 AD1 ATDBG 8 APC .4189G>T p.Glu1397 26,1 |5338
AD2 ATDBG 6 MSS | MMR+ | WT NO CTNNBL |c.134C>T p.Ser45Phe 32,0 |1467
TP53 ¢.859G>T p.Glu287* 19,1 [1904
MUTYH - AD1 ATDBG 5 MSS | MMR+ |WT NO MAP2K1 |c.171G>T p.Lys57Asn 16,8 | 4329
Bialélico APC €.4479_4480delGGinsAT | p.Glu1494* 18,3 |9853
AD2 ATDBG 8 - - - - KRAS c.37G>T p.Gly13Cys 6,7 |2775
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RES TST26

. Tamarfio | RES IHQ MET

RES Germinal | PACIENTE | MUESTRA HIST (mm) Vel | e | ERAT | — . HGVSp (I;]A) -

APC €.2626C>T p.Arg876* 6,8 | 7904

APC ¢.4230C>A p.Cys1410* 76 |9566

ADL Al ] ] ] ] ] APC c.3388delT p.Cys1130Valfs*35 255 |855

WT 36 KRAS ¢.35G>A p.Gly12Asp 28,0 | 4062
AC1 ATVM-H1 |5-20 MSS | MMR+ |WT NO KRAS c.35G>A p.Gly12Asp 413 |46

MUTYH APC ¢.3955delC p.Pro1319Leufs*2 15,7 |10802

Monoalélico 37 AD1 ATVDAG 10 MSS MMR+ | WT NO TP53 €.524G>A p.Argl75His 115 |4362

MUTYH 38 AD1 AVDBG 14-15 MSS | MMR+ |WT NO MAP2K1 |c.171G>T p.Lys57Asn 46 |2895

Monoalélico AD2 ATDBG <8 - - - - APC c.4233delT p.Ser1411Argfs*4 37,1 |16994
WT 39 AD1 AT 5 MSS | MMR+ |WT NO - - - - -
WT 40 AD1 AT 5 MSS | MMR+ |- - - - - - -
WT 42 AD1 AT 5 MSS | MMR+ |WT NO - - - - -

APC ¢.4307delG p.Ser14361lefs*37 7,7 |12863

AD1 ATVDBG |5 - - - - APC ¢.4660_4661insA p.Thr1556Asnfs*3 17,6 |10759

KRAS €.34G>T p.Gly12Cys 8,3 4480

APC (Clase 5) |45 FBXW7 ¢.1394G>A p.Arg465His 9.8 |7939

FBXW7 ¢.1973G>A p.Arg658GIn 135 |1308

AD2 ATVDBG 110 MSS | MMR+ | WT NO KRAS ¢.35G>T p.Gly12Val 75 |2537

TP53 ¢.1121dupG p.GIn375Serfs*7 30 [4324

PIK3CA |c.3170G>A p.Trpl057* 34 3531

KRAS C.436G>A p.Alal46Thr 24,0 |12165

KRAS ¢.35G>A p.Gly12Asp 26,6 |1927

PIK3CA  |c.1633G>A p.Glu545Lys 73 |5675

ADL ATDBG 10 MSS | MMR+ | WT NO SMAD4 ¢.1067C>T p.Pro356Leu 139 [1979

PIK3CA | c.3140A>G p.His1047Arg 10,7 |5073

. MET ¢.1668G>A p.Trp556* 42 1244

APC (Mosaico) | 47 TP53 C.586C>T p.Arg196* 11,0 |1192

KRAS ¢.35G>A p.Gly12Asp 379 |2145

PIK3CA  |c.1636C>A p.GIn546Lys 37 |3502

PIK3CA |c.1633G>A p.Glu545Lys 16,9 |3526

ACl AVM-HO 25 i i i i PTEN .113C>T p.Pro38Leu 31 |3485

SMAD4 c.1067C>T p.Pro356Leu 10,4 | 1948

SMAD4 ¢.1057T>C p.Tyr353His 33 3001
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RES TST26

. Tamarfio | RES IHQ MET
RES Germinal | PACIENTE | MUESTRA HIST (mm) Vel | e | ERAT | — . HGVSp (I;A)A) -
FBXW7 €.1275G>A p.Trp425* 42 6189
KIT €.1934G>A p.Ser645Asn 12,1 | 6189
WT 18 AD1 ATDBG 5 - - i - PIK3CA | c.506C>T p.Pro169Leu 56 |6248
MET €.723C>T p.Phe241= 51 |17679
MET ¢.3477C>T p.Tyr1159= 42 3044
AD2 ATDBG 10 MSS | MMR+ | WT NO APC C.4262_4263delGT p.Ser1421Argfs*5 79 |9849
BMPR1A APC C.2623A>T p.Lys875* 149 |8932
+ APC €.3922A>T p.Lys1308* 12,0 [11842
MSH6 49 ADL ATVDBG 14 MSS | MMR+ \WT | NO APC C.4668_4669delTA o 1le1557 165 | 8635
(Clases 3) KRAS ¢.35G>T p.Gly12Val 27,4 | 1575
APC c.4189G>T p.Glu1397* 115 |6092
wWT 50 ADL ATVDBG  12-5 i i i ] CDH1 ¢.1896C>T p.His632= 82 |5455
AD2 ATDBG 2-4 MSS | MMR+ |WT NO KRAS ¢.38G>A p.Gly13Asp 26,8 | 1567
APC ¢.3386T>C p.Leu1129Ser 445 | 2368
WT 54 AD1 ATDBG 10 MSS | MMR+ |WT NO APC c.4280_4283delCTGG p.Pro1427Hisfs*45 12,4 |9680
TP53 c.733G>A p.Gly245Ser 35 |12530
APC €.2626C>T p.Arg876* 48 |7339
ALK ¢.3559C>T p.Leu1187= 33 |738
AXIN2 - AD1 ATDBG > MSS | MMR+ | WT NO APC €.4348C>T p.Arg1450% 47 |7318
(Clase 3) TP53 C.651G>A p.Val217= 41 | 1600
APC c.4189G>T p.Glu1397* 44 | 7067
AD2 ATDBG 8 i i i i APC C.4660_4661insA p.Thr1556Asnfs*3 6,2 |11427
WT 57 AD1 AT 5 MSS | MMR+ | WT NO - - - - -
WT 59 AD1 AT 5 MSS | MMR+ |WT NO - - - - -
MUTYH CDH1 €.1885 1886insA p.Leu630Thrfs*33 7,2 7637
Homocigoto 61 AD1 ATDBG 3 MSS | MMR+ |WT NO NRAS ¢.360G>A p.Leu120= 50,6 |5662
(clase 3) CTNNB1 |c.121A>G p.Thr41Ala 12,1 |2033
WT 63 AD1 AT 5 MSS | MMR+ | WT NO
APC c.4317delT p.Pro1440Hisfs*33 3,8 16715
WT 6 ADL ATVDBG |8 MSS | MMR+ | WT NO CTNNBL | c.121A>G p.ThralAla 58 |1889
AD? ATDAG 20 ] ] ] ] APC ¢.3902delC p.Leu1302Cysfs*3 259 [11594
APC c.4738delA p.lle1580Phefs*70 6,2 3946
WT 66 AD1 ATDBG 7 - - - - APC ¢.3786T>C p.Tyr1262= 583 |9717
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RES TST26

. Tamarfio | RES IHQ MET
RES Germinal | PACIENTE | MUESTRA HIST mm) | mst | MuR | BRAF | MLH1 GEN HGVSe HGVSp (I;A)A) RD
APC ¢.3815C>G p.Ser1272* 265 | 12263
APC €.4348C>T p.Arg1450* 28,7 |13971
KRAS .35G>T p.Gly12Val 14,6 |302
AD2 ATDBG 4 MSS | MMR+ |WT NO APC c.3786T>C p.Tyr1262= 496 |7436
APC €.4348C>T p.Arg1450* 27,9 |14357
WT 67 AD1 ATDBG 3 MSS | MMR+ | WT NO APC ¢.4831C>G p.GIn1611Glu 158 | 4789
('\é':'l'a':g N 70 AD1 ATVDBG |25 MSS | MMR+ |WT NO APC €.3964G>T p.Glu1322* 258 |11652
APC ¢.4270delC p.Pro1424GInfs*49 32 |6978
WT 71 ADL ATVDAG |8 MSS | MMR+ | WT NO FBXW7  |c.1393C>T p.Arg465Cys 51 |[5582
AD2 ATDBG <10 - - - - APC c.4321delC p.Pro1441Hisfs*32 19,6 |18209
APC €.2626C>T p.Arg876* 73 |6211
wT 2 ADL ATDBG 10 MSS | MMR+ |\ WT NO APC .3922A>T p.Lys1308* 77 |10094
WT 73 AD1 AT 5 MSS |- - -
NTHLL AD1 ATDBG 10 msi-L | MUHY gt [ MET | BRAF C.1799T>A p.\Val600Glu 130 |2456
monoalélico 75 PMS2-
(Clase 3) AD2 ATDBG 3-7 - - - - BRAF .1799T>A p.Val600Glu 11,2 [3920
WT 77 AD1 ATDBG 4 MSS | MMR+ |WT NO APC c.4561_4562delGAInsTG | p.Glu1521* 20,5 | 6030
APC ¢.4233delT p.Ser1411Argfs*4 82 10238
wT 8 ADL ATDBG S MSS | MMR+ | MUT | NO BRAF .1799T>A p.Val600Glu 52 |1816
(Aéng:;\)ﬂsm 79 AD1 ATI 14 MSS | MMR+ |WT NO APC c.4348C>T p.Arg1450* 24,7 | 16402
APC €.3964G>T p.Glu1322* 95 |12734
AC1 ATVM-H2 |15 MSS | MMR+ |WT NO APC c.4216C>T p.GIn1406* 8,7 |11823
wWT 80 APC ¢.3963_3964insT p.Glu1322* 95 [12596
TP53 c.816_821delGCGTGT p.Arg273_Val274del 31 [2889
AD2 ATDBG <5 i i i i APC ¢.3845C>G p.Ser1282* 61,7 |8886
APC €.2546_2547delAT p.Asp849Glufs*62 155 |4752
wT 81 ADL ATDBG 4 MSS | MMR+ | WT NO KRAS .35G>T p.Gly12Val 77 | 4553
NTHLL TP53 €.725G>T p.Cys242Phe 18,2 |11102
- APC €.3925G>T p.Glu1309* 26,1 |8791
Er&c;gg:ga)llco 82 AD1 ATDBG 3 MSS MMR+ | WT NO KRAS C38GA 0.Gly13Asp 46 1404
KRAS ¢.35G>A p.Gly12Asp 74 |1405
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RES TST26

. Tamarfio | RES IHQ MET
RES Germinal | PACIENTE | MUESTRA HIST i NEL | v ERAE -— - HGVSp (I;A)A) -
AD2 ATDBG <9 - - - - APC .4348C>T p.Arg1450* 23,0 |[7206
CTNNB1 | c.134C>T p.Ser45Phe 129 (788
AD5 ATDBG <9 - - - - APC .4348C>T p.Arg1450* 57 |7581
APC .4381G>T p.Glu1461* 6,6 |3785
APC ¢.3916G>T p.Glu1306* 24,6 |10442
ACl ATVM-HO 10 MSS MMR+ | WT NO NRAS c.38G>A p.Gly13Asp 3,3 4323
POLE+NTHLL | oo APC €.2626C>T p.Arg876* 7,1 |7034
(Clases 5) AD1 ATDBG 2 . - - . APC €.3926del A p.Lys1310Argfs*11 16,3 | 9601
APC ¢.3924_3925delAG p.Glu1309L ysfs*5 82 |9199
AD3 ATDBG 2 - - - - APC ¢.3916G>T p.Glu1306* 347 |15728
APC €.2626C>T p.Arg876* 33 |7105
AD4 ATDBG 2 - - - - APC c.3926delA p.Lys1310Argfs*11 9,8 |18460
APC ¢.3924_3925delAG p.Glu1309Lysfs*5 36 |17868
BRAF .1397G>T p.Gly466Val 18,6 | 3865
WT 88 AD1 ATDBG 10 MSS |MMR+ | MUT |NO APC €.3386T>C p.Leu1129Ser 40,0 |3162
APC €.4385_4386delAG p.Ser1465Trpfs*3 22,3 | 6424
MUTYH AD1 AT 5 MSS | MMR+ | WT NO KRAS .34G>T p.Gly12Cys 45 |12995
Bialélico 89
(Clase 5) AD2 AT 2 - - - - KRAS c.34G>T p.Gly12Cys 35 |3769
WT 95 AD1 AT 5 MSS | MMR+ |WT NO - - - - -
KRAS .35G>A p.Gly12Asp 34 |1937
, ATVM-H4 PIK3CA  |c.1637A>G p.GIn546Arg 3,1 |4654
POLDIUTRS" | 96 ACL ATVM-H4 |10 MSS | MMR+ \WT | NO P53 C.725G>T p.Cys242Phe 45 | 12995
TP53 c.818G>A p.Arg273His 35 |3769
WT 97 AD1 AT 5 MSS | MMR+ |- - - - - - -
MUTYH KRAS c.34G>A p.Gly12Ser 45,6 | 3688
%Oglggellw) 99 AD1 ATDBG 11 Mss | MMR+ lwT  |NO APC c.4348C>T p.Arg1450* 35,7 |14453
(Clase 2) FBXW7 €.1436G>A p.Arg479GIn 35,5 | 7083
WT 100 AD1 AT 5 MSS | MMR+ |- -
WT 101 AD1 ﬁ;l’l_'}’l'j 20 MSS | MMR+ |WT NO APC ¢.3957_3958del TG p.Val1320Glufs*11 49 |8076
KRAS c.35G>A p.Gly12Asp 13,0 | 2050
MSH4 (Clase 3) | 104 AD1 ATDBG 9 MSS | MMR+ |WT NO KRAS C1125CST 502 | 5889
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RES TST26

. Tamarfio | RES IHQ MET
RES Germinal | PACIENTE | MUESTRA HIST mm | Ml | MMR | BRAF | Mo | cen HGVSe - (I;A]A) =0
WT 105 AC1 AC 10 MSS | MMR+ | - ; ; - - ; ;
MSH4 106 AC1 AC 10 MSS | MMR+ | - - - ; - - -
(Clase 3)
GALNTL2 (G TP53 C.638G>A p.Arg213GIn 345 | 8156
D (Clase | 17 AD1 ATDBG 10 MSS |MMR+ |WT  [NO TP53 C.838A>G p.Arg280Gly 165 | 1728
APC C.3922AST p.Lys1308* 56,7 | 14351
POLD1 UTR5' | 108 AD1 ATDBG <9 MSS |MMR+ |WT | NO APC C.3922A>T p.Lys1308* 225 | 11100
WT 109 AD1 AT 5 MSS | MMR+ |WT | NO - - - - -
KRAS C.38G>A p.Gly13Asp 96 | 2774
AD1 ATDBG 3 - - - - APC c4348C>T p.Arg1450* 1655 | 8847
Bc'\fp4 5 110 PIK3CA | c.363C>T p.llel21= 354 | 3674
(Clase 3) APC ¢.3707_3708delCA p.GIn1237Glufs*2 34 |8736
AD2 ATDBG 10 MSS |MMR+ [WT  |NO PIK3CA | c.363C>T p.lle121= 340 |3575
APC C.4348C>T p.ArgL450* 80 |9903
BMP4 111 AD1 AT 5 MSS |MMR+ |[WT  |NO - - - - -
(Clase 3)
WT 112 AD1 AT 5 MSS | MMR+ | - ; ; - ; ; ;
APC C.4285C>T p.GIN1429* 347 | 14551
AD1 ATDBG 3 - - - - KRAS C.35G>A p.Gly12Asp 329 | 1544
POLD1 116 SMAD4 | c.1610A>G p.Asp537Gly 16,6 | 7689
KRAS C.35G>T p.Gly12Val 92 | 259
AD2 ATDBG S MSS | MMR+ | MUT | NO BRAF C.1799T>A p.Val600Glu 40 |8501
APC c.4318delC p.Prol440Hisfs*33 88 |9363
58;5211) 118 ADL ATDBG 2 - - - - CTNNBL | c.14-4A>G - 176 | 5060
AD2 ATDBG 8 MSS |MMR+ |WT | NO CTNNBL | c.14-4A>G ; 47,0 | 4088
POLE UTRS' | 119 AD2 ATVDMG | 30 MSS |MMR+ |WT | NO APC C4216C>T p.GIN1406* 36,0 | 10036
APC C.4348C>T p.Argl450* 75 | 10592
WT 121 ADL ATDBG 4 MSS | MMR+ | WT [ NO APC C.4385_43860elAG p.Ser1465Trpfs*3 87 |5356
AD2 ATDBG 7 - - - - APC C.4345delA p.Lys1449Serfs*24 7.8 | 11487
APC ¢.4304delG p.Argl435Lysfs*38 11,9 | 6693
MSH4 (Clase 3) | 122 AD1 ATDMG 10 - - - - FBXW7 | c.1920C>T D.Ser640= 34 7123
PIK3CA c.322C>T p.Arg108Cys 8,8 2049
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- RES TST26
. Tamafio | RES IHQ MET
RES Germinal | PACIENTE | MUESTRA HIST sl vl S IERE B Vs HOVSP (IEA]A) D
KRAS c.38G>A p.Gly13Asp 5,3 3759
+
AD2 AS > MSS | MMR+ | MUT | NO BRAF C1411G>T p.Val471Phe 58 | 4565
FBXW7 | c.1832G>A p.Gly611Glu 120 | 25044
+
wT 150 AD1 ATDMG |3 MSS |MMR+WT | NO P53 ¢.209C>T p.Ala70Val 38 | 789
APC C.4617 4618delAG p.Glu1540Alafs*3 26,6 | 5430
WT 162 AD1 ATVDBG |20 MSS | MMR+ |MUT |NO BRAF C.1799T>A p.Val600GIu 296 | 7209
CDHL | c.1774GoA p.Ala592Thr 453 | 4019
BMPRLA (Clase APC C.4326T>A p.Prol442= 37 | 11724
3) 163 AD1 ATDBG | >10 MSS | MMR+ |MUT | NO BRAF C.1799T>A p.Val600GIu 210 | 7613
GALNT12 (Clase ] ] ] APC C4216C>T p.GIn1406* 403 | 13924
1)+MSH4 (Clase | 164 ACl ACEIP-H4 117 KRAS C.38G5A p.GlyL3Asp 38 | 1716
3) AD1 ATDBG | <10 MSS | MMR+ |WT | NO CTNNBL | c.134C>T p.Ser45Phe 359 | 1231
WT 165 AD1 AT 5 MSS | MMR+ |- } ; - i - |-

Secuencias de referencia: APC: NM_000038.5,NP_000029.2; BRAF: NM_004333.4,NP_004324.2; CDH1: NM_004360.3,NP_004351.1; CTNNBLI:
NM_001098210.1,NP_001091680.1; FBXW7: NM_033632.3,NP_361014.1; KIT: NM_000222.2,NP_000213.1; KRAS: NM_033360.2,NP_203524.1,
NM_001127500.1,NP_001120972.1,;
NM_006206.4,NP_006197.1; PIK3CA: NM_006218.2,NP_006209.2; PTEN: NM_000314.4,NP_000305.3; TP53: NM_000546.5,NP_000537.3; SMADA4:
NM_005359.5,NP_005350.1.

MAP2K1:

NM_002755.3,NP_002746.1;

MET:

NRAS:

NM_002524.4,NP_002515.1;

PDGFRA:
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Anexo 11. Resumen de las muestras analizadas para la confirmacién de mosaicos en el gen
APC. AVM=Adenoma velloso malignizado, AT=Adenoma tubular, ATV=Adenoma tubulo-

velloso, HP=Pdlipo hiperplasico, TN=Tejido normal, S=Sangre periférica.

PACIENTE V?S(';Q/'\é)TE BIOTIPO | MUESTRA | HISTOLOGIA ('22) LIS
471 AVM 41,5
47-3 AT nd
47-4 AT 24,2
475 AT 17,6
47-6 ATV 40,9
PAAX-47 ;:#;&%%83:@;) Frameshift | 47-7 HP nd S|
47-8 AT 20,8
47-9 ™ nd
47-10 AT 13
47-11 AT nd
47-S S nd
67-1 AT 0,9
67-2 AT nd
67-3 AT 38,8
67-4 AT nd
PAAX-67 C.646-2A>T Splicing 67-5 AT 20,6 NO
67-6 AT nd
67-7 N nd
67-8 N nd
67-S S nd
50-1 ATV nd
50-2 HP 52
50-3 AT nd
. > 50-4 ATV 22,8
PAAX-50 p‘_’(ilrgig%z) Nonsense f0s T - NO
50-6 AT nd
50-7 AT nd
50-S s nd
66-1 AC 26,3
66-2 AT 31,7
66-4 TN nd
66-5 AT 27,9
PAAX-66 p?(i?éffgot) Nonsense 66-6 AT 28,7 sI
66-7 AT 24,6
66-8 AT 14,8
66-9 N nd
66-S S nd
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Abstract

The involvement of GALNT12in colorectal carcinogenesis has been demonstrated but it is
not clear to what extent it is implicated in familial CRC susceptibility. Partially inactivating
variant, NM_024642.4:¢.907G>A, p.(D303N), has been previously detected in familial CRC
and proposed as the causative risk allele. Since phenotypes of the described carrier families
showed not only CRC but also a polyp history, we hypothesized that GALNT12 could be
involved in adenoma predisposition and consequently, in hereditary polyposis CRC syn-
dromes. For that purpose, we have screened the GALNT 12 gene in germline DNA from 183
unrelated attenuated polyposis patients. c.907G>A, p.(D303N) was detected in 4 cases
(MAF = 1.1%) and no other candidate variants were found. After segregation studies, LOH
analyses, glycosylation pattern tests and case-control studies, our results did not support
the role of c.907G>A, p.(D303N) as a high-penetrance risk allele for polyposis CRC.

Introduction

Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 12 (GALNT12) is part of a large family of hexo-
syltransferases involved in the initial steps of mucin-type O-glycosylation process [1]. Alter-
ations in the activity of these enzymes lead to aberrant glycosylation, which has been
associated with alterations in cell growth, differentiation, transformation, adhesion, metastasis
and immune surveillance in cancers [2]. Particularly, GALNT12 is highly expressed in the
digestive tract [1] and it is frequently downregulated in colorectal cancer (CRC) [3].

Evidence on the association between GALNT12 (MIM#610290) and colorectal carcinogene-
sis had been reported when 6 fully and 1 partially inactivating variants were detected in hetero-
zygosis in the germline DNA of CRC patients, while no inactivating variants were detected in
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a cohort of cancer-free controls older than 70 [4]. Tumors from the 6 fully inactivating muta-
tion carriers showed aberrant glycosylation patterns of MUCI1, main target of GALNT12 in
the digestive tract, providing evidence of their involvement in CRC carcinogenesis. However,
the variant NM_024642.4:c.907G>A, p.(D303N), which showed a partial activity of 37% com-
pared to the wild type protein was not tested, leaving its role in the genesis of CRC unclear.
Later on, c.907G>A, p.(D303N) was detected in three families fulfilling the Bethesda clinical
criteria for the identification of individuals at risk for Hereditary nonpolyposis colorectal can-
cer (HNPCC) along with a high polyp burden [5]. Authors proposed inactivating GALNTI12
alleles, in particular, c.907G>A, p.(D303N), as high-predisposition risk alleles which could
explain part of the missing heritability of familial CRC. Recently, no functionally relevant
mutations at the GALNT12 locus were detected in a cohort of CRC type X (families fulfilling
the strict Amsterdam clinical criteria for the identification of HNPCC and displaying mis-
match-proficient tumors), what discarded this gene as a major predisposition gene for
HNPCC [6].

Adenomatous polyposis (AP) is characterized by the development of adenomas along the
large intestine and rectum, conferring a high risk of CRC. Therefore, it is a CRC-predisposi-
tion syndrome whose risk of cancer depends on the severity of the polyposis. The attenuated
forms of adenomatous polyposis (AAP) constitute a large and heterogeneous group in terms
of polyposis severity, family history, and genetic predisposition. Around 20% of AAP can be
explained by germline mutations in well-known high-penetrance predisposition genes, such as
APCand MUTYH [7] or the newly described POLE [8], POLDI 8], NTHLI [9] and MSH3
[10]. Nevertheless, the vast majority is still not explained, pointing to the involvement of other
unknown high-predisposition genes, polygenic inheritance consisting in the additive effect of
low-predisposition alleles or environmental factors.

Given that inactivating GALNT12 variants were detected in Bethesda families with a high
polyp burden [5], we hypothesized that GALNTI2 could account for part of the unexplained
AAP susceptibility. Therefore, our aim is to contribute to the clarification of the role of
GALNTI2in the predisposition to familial polyposis CRC through the screening and charac-
terization of GALNT12 mutations in an unexplained AAP cohort.

Material and methods
Study cohort

Inclusion criteria were more than 20 accumulated or 10 synchronic adenomas regardless of
age or more than 10 adenomas before the age of 70. Previous detection of candidate variants in
any known CRC predisposition gene was established as exclusion criteria.

Germline DNAs from a total of 183 unrelated polyposis cases were included in the study;
127 subjects from Hospital Clinico San Carlos (Madrid), 37 from Hospital 12 de Octubre
(Madrid) and 19 from Grupo de Medicina Xenomica-USC (Galicia). Ethical approval was
obtained from Hospital Clinico San Carlos’ Ethical Research Committee (approval number: C:
P:-14/241-E_BS). A written informed consent was obtained from each participant.

GALNT 12 mutational screening

The first 164 samples (Madrid) were screened through an NGS Haloplex custom panel (Agilent
Technologies, U.S.) of 22 CRC-related predisposition genes sequenced in a MiSeq System (Illu-
mina, U.S.) (Table 1). Data analysis and variant calling were performed with the SureCall soft-
ware (Agilent Technologies, U.S.). Exome data provided by Grupo de Medicina Xenomica-USC
(Galicia) was used to screen for GALNTI2 variants in the remaining 19 samples. The exome
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Table 1. List of CRC predisposition genes included in the NGS custom panel.

GENE TARGET GENE TARGET
COVERAGE COVERAGE

APC 99.8% MSH4 100%
AXIN2 99.7% MSH6 99.98%
BMP4 100% MUTYH 100%
BMPR1A 98.82% NTHL1 100%
ENG 100% PMS2 99.22%
GALNT12 100% POLD1 100%
GREM1 100% POLE 99.68%
MLH1 100% PTEN 100%
MLH3 99.06% SCG5 99.87%
MSH2 100% SMAD4 100%
MSH3 100% STK11 100%

All coding regions, intron-exon boundaries and UTR regions of the listed genes were included in the custom panel

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187312.t001

enrichment system used was SureSelect Human All Exon v6 (Agilent Technologies) and sequenc-
ing was carried out in an Ion Proton System (Thermo Fisher Scientific, U.S.).

The filtering strategy is described in Fig 1. All rare (novel or MAF<0.01), deleterious or
possibly deleterious variants (according to protein and/or splicing alteration prediction tools)
were selected for validation by direct sequencing. MaxEnt and HSF [11] were used to predict
splicing alterations and SIFT [12], Polyphen2 [13] and MutationTaster [14] to predict protein
damage. GALNTI2 candidate variants have been submitted to ClinVar, NCBI (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).

Segregation and LOH

Both loss of heterozygosity (LOH) in adenoma/tumor DNA and segregation analyses in the
germline DNA of family members were achieved by direct sequencing.

FFPE-immunohistochemistry

Immunohistochemistry of total and unglycosylated MUCI1 was performed on 5 formalin-
fixed, paraffin-embedded (FFPE) matched normal and adenoma tissue sections. MUC1
(VU4HS5) mouse monoclonal antibody (Cell Signaling Technology, U.S.), which binds to the
extracellular domain only if the threonine residue of the tandem repeat is not glycosylated, was
used to specifically detect non-glycosylated MUC1. MUCI1 (EMA, E29) mouse monoclonal
antibody (DAKO, Thermo Fisher Scientific, U.S.), which reacts with the MUCI cytoplasmic
domain, was used to detect total MUCI. Detection was done with the Dako Omnis Staining
System (DAKO) and slides were counterstained with hematoxylin. Two expert pathologists
reviewed all the staining. Levels of staining were classified into 0, +, ++, +++ according to the
antibody intensity.

Case-control study

Germline DNAs from 451 unrelated polyposis cases and 714 cancer-free controls were tested
for ¢.907G>A, p.(D303N) by TagMan genotyping assays (Thermo Fisher Scientific, U.S.).
Data from the 1000 Genomes Project [15], Exome Variant Server [16] and Exome Aggregation
Consortium [17] was also used to check the association of ¢.907G> A, p.(D303N) with the
AAP cohort. Fisher’s exact test was used to assess differences in the allelic distribution between
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Fig 1. Filtering strategy for the detection of candidate variants.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187312.9001

cohorts and CaTS$ [18] to estimate the statistical power. A p value of 0.05 was considered statis-

tically significant.

Results and discussion

Summary of the clinicopathological characteristics of the study and validation cohorts are

shown in Table 2.

Germline DNAs from 183 AAP patients (Table 2) were screened for mutations in the
GALNT1I2 gene. Identified variants are shown in S1 Table. After applying our filtering strategy
(Fig 1) only 4 cases were found to harbor the GALNT12 variant ¢.907G>A, p.(D303N) and no
other candidate GALNT12 variants were detected (S1 Table). c.907G>A, p.(D303N) carriers
were all screened by the 22-gene NGS panel, therefore carrier data from the remaining genes

Table 2. Clinicopathological characteristics of study cohorts.

AAP
COHORT

N 183
Dx Age; average(range) 61 (32-79)
N adenoma; average (range) 30 (10-100)
Hyperplastic polyps 87 (47.5%)
Full-blown AAP? 140 (76,5%)
CRC 49 (26.7%)

VALIDATION COHORT

268
64.3 (30-85)
20 (10-150)
60 (22.5%)
164 (61.2%)
78 (29.1%)

@Full-blown polyposis = subjects with more than 20 adenomas or 10 synchronic adenomas. The remaining

subjects presented between 10-20 adenomas.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187312.t1002
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Table 3. Clinical characteristics of c.907G>A, p.(D303N) carriers.

Family Id Inclusion criteria Dx age® No. of adenomas Cancer
type age
PAX1 I:1 20AP 71 >50 no
PAX2 11 10SA° 80 12 no
PAX3 111 20A° 50 >30 no
PAX4 I:1 20AP 78 37 CRC/renal 78/76

3Dx age: age at diagnosis of polyposis.
P20A = more than 20 adenomas
°10SA = 10 synchronic adenomas.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187312.t003

was reviewed and filtered according to the same strategy, and no other candidate variants were
found in any other CRC susceptibility gene (S2 Table). All probands harboring ¢.907G>A (p.
D303N) presented full-blown late-onset AAP, and all of them had both adenoma and CRC
family history (Table 3).

Looking at public genome databases, c.907G>A, p.(D303N) is a rare allele present in less
than 0.3% of all tested populations, which makes a statistical difference with respect to the pol-
yposis study cohort (Table 4). Moreover, as it has been mentioned above, c.907G>A, p.
(D303N) had been previously described in CRC patients, functional characterization of the
encoded protein showed a partial activity of 37% when compared with the wild type protein
[4] and co-segregation with CRC and polyps was also described in families fulfilling the
Bethesda clinical criteria [5]. Together, all this data suggest that the c.907G>A, p.(D303N) var-
iant could be a quite good high-predisposition candidate allele for unexplained AAP. There-
fore, subsequent tests were performed in order to shed light on the polyposis causality of the
c.907G>A, p.(D303N) variant. For this purpose, segregation and LOH analyses, glycosylation
pattern tests and case-control studies were achieved.

Table 4. ¢.907G>A, p.(D303N) allelic population frequencies and association analysis.

POPULATION N ALT? REF" MAF p-value OR
AAP? 183 4 362 0,011
1000GP 503 3 1003 0.003 0.087 3.69
EVS® 4300 1 8589 0.001 0.003 8.63
ExACH 31072 122 62022 0.002 0.007 5.62
Hcsce 714 4 1424 0.003 0.059 3.93
VALf 268 (] 536 0
HCSC 714 4 1424 0.003 0.41 0.2950
AAP+VAL 451 4 898 0,004
HCSC 714 4 1424 0.003 0.496 1.59

2AAP = attenuated adenomatous polyposis study cohort.

®1000G = European population from the 1000 Genomes database.

°EVS = European-American population from the Exome Variant Server.

9EXAC = Non-Finnish European population from the Exome Aggregation Consortium database.
®HCSC = cancer-free control population recruited at Hospital Clinico San Carlos (Madrid).

VAL = validation cohort.

9ALT = altered allele count

"REF = reference allele count.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187312.t004

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187312 November 2, 2017 5/10


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187312.t003
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187312.t004
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187312

@' PLOS | ONE

GALNT12 and risk to adenomatous polyposis

PAX1

WT

1439y

prostata C. 83

=3\0* gastric C.
"

[

testis tumorlSy

& 4} \IeT
g C O O ® I

16A/CRC65y
Ply
JZF O 111
childhood 43y accident

GALNTI12

PAX2

\
o

I 1
LZF I old old
psis

-~

15y

NM _024642.4:c.907G=A (p.D303N) ||PAX4

02y

-0 Lh

II 98y
12A  “CRC lufigcancar] Ictus leukemia
80y 82y 62y 80y 85y
smoker III
—I@Q) |£ L] g) |£ &] &] é) I
53y 42y 2A S8y
49y
WT WT MUT
IV

47y 1HP 52y

Fig 2. Pedigrees of families harboring c.907G>A (p.D303N) and segregation analysis. Probands are marked with arrows. MUT = individual carrying
the c.907G>A (p.D303N) allele. WT = individual not carrying the c.907G>A, p.(D303N) allele. CRC = colorectal cancer. y = age at diagnosis or age at the

time of DNA extraction (in healthy subjects).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187312.9002

First, the variant was tested in the germline DNA of those relatives who had agreed to par-
ticipate in the study. None of the three families tested for segregation showed a clear high-pen-
etrance allele segregation pattern (Fig 2). There was only one relative with polyposis diagnosis
(pedigree PAX1_II:8) and she harbored the variant. In pedigrees PAX1 and PAX2, there were
two relatives with a diagnosis of adenomas and they didn’t harbor the variant. Conversely, two
relatives in pedigrees PAX2 and PAX4 harbored the variant and they didn’t show any ade-
noma at the ages of 58 and 47.

Since all probands showed late-onset AAP and most of the healthy relatives tested were in
their forties, carriers who had not developed polyposis could still develop it at later ages.
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Table 5. Adenomas tested for LOH and MUC1 IHC.

Family Patient Adenoma Histology LOH IHC-N? IHC-T®

PAX1 I:1 12B3204 Low-grade tubulovillous adenoma NO ++/+++ ++/+++
13B12094 Low-grade tubular adenoma NO ++/+++ ++/+++

PAX2 1:1 9B66481 High-grade tubular adenoma NO ++/+++ ++/+++
9B66483 Low-grade tubular adenoma NO ++/+++ ++/+++

PAX3 I:1 16B23342 High-grade tubular adenoma NO +4+/+++ ++/+++
15B10052 Adenocarcinoma Haggitt 4 NO

8HC-N = IHC evaluation for matched-normal tissues (ratio between non-glycosylated MUC1 and total MUC1 levels)
PJHC-T = Immunochemistry evaluation for matched-adenomatous tissue (ratio between non-glycosylated MUC1 and total MUC1 levels).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187312.t005

However, it is noteworthy that 2 relatives had already developed some adenomas at younger
ages (Fig 2: PAX1_III:1 and PAX2_III:3) and none of them harbored the c.907G>A (p.
D303N) variant. Described frequencies of adenomas in populations ranging from 40 to 50
years is around 4% [19, 20] so these cases could be explained as phenocopy phenomena, but
within a context of suspected polyposis genetic predisposition we would not expect to have
many cases of adenomas at early ages that are not explained by the putative polyposis suscepti-
bility cause. Clarke et al. also observed similar results in two Bethesda families harboring the
variant [5]. They observed two polyp cases and one CRC in which the variant was not detected.
Therefore, considering both studies, co-segregation results are inconclusive.

Guda et al. [4] suggest that CRC associated GALNT12 complete inactivation alleles are most
likely to act as simple null allele rather than dominant effect or oncogenic alleles. Conse-
quently, LOH events were investigated in 3 low-grade dysplastic adenomas, 2 high-grade dys-
plastic adenomas and 1 CRC (Table 5). No LOH of the c.907G>A, p.(D303N) allele was
detected in any of the samples. It was not possible, though, to achieve full GALNT12 somatic
mutational screening and methylation analysis, so we cannot discard other somatic second
hits at GALNT12 or haplosinsuffiency mechanisms leading to the adenoma development. In
any case, we would expect a decrease in GALNT12’s activity and therefore to an increase in
improperly glycosylated or unglycosylated proteins in carrier adenomas. In order to test
this, two antibodies against both, total and unglycosylated forms of GALNT12’s target pro-
tein MUCI, were tested to detect any change in the glycosylation pattern of the same 5 ade-
nomas tested for LOH and their matched normal tissues similarly to Guda et al. [4]. Any
alteration in the glycosylation activity would imply an increase in the amounts of unglycosy-
lated but not total MUCI1 levels. However, no differences were detected in any of the ade-
noma-normal tissue pairs (Table 5 and S1 Fig), ruling out the causality of this allele in the
adenoma development.

Taken together, these results make us distrust c.907G>A, p.(D303N) as a high-predisposi-
tion allele for AAP. Nevertheless, due to the high association of the variant with the study
cohort and in order to validate the previous results, a case-control study was conducted in a
larger validation cohort with the same inclusion criteria (Table 2) and a home cancer-free con-
trol cohort. In this case, the statistical analysis did not detect significant differences on the
c.907G>A, p.(D303N) allele frequency between cohorts (Table 4). The clinical information
about the 4 controls harboring the ¢.907G>A, p.(D303N) allele was further investigated. Two
of them died at old age without any personal or familial history of adenomas. One other con-
trol had two second-degree relatives with late onset CRC (>70), but underwent several colo-
noscopies with no adenomas detected. And the last one had a melanoma diagnosis at the age
of 42.
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It should be noted, though, that due to the low frequency of the variant in control popula-
tions, the sample size used in this analysis allow us to detect statistical significance with a mini-
mum statistical power of 80% when the OR is greater than 4. Therefore, the case-control
analysis discards the ¢.907G>A, p.(D303N) variant as a high-penetrance risk allele for AAP, but
not as a low-penetrance allele. Our results discard the causality of ¢.907G>A, p.(D303N) in
hereditary polyposis CRC syndromes but not the role of the variant as a modifier allele or its
involvement in other forms of sporadic polyposis, which points to the necessity of larger sample
sizes to be able to further confirm or discard the role of this variant as a low-penetrance allele.

These results, together with the absence of other functionally relevant GALNTI2 mutations
in our cohort, discard GALNT12 as a major high-predisposition gene for adenomatous polypo-
sis. Considering that its major role as a high-predisposition allele for HNPCC had been previ-
ously discarded [6], its major role in hereditary CRC syndromes can be ruled out.

With the development of next-generation sequencing technologies and their integration in
diagnosis laboratories, the screening of candidate high-predisposition genes that have been
proposed, but not validated, is an attractive but very dangerous tool for the understanding of
those unexplained familial cancer cases. Hence, the elucidation of cancer-risk candidate genes
and variants becomes essential to avoid clinical misinterpretation of cancer risk estimations in
carrier families. Here we show how an initially good high-risk candidate variant for polyposis
predisposition is finally dismissed after complementary assays. Finally, the role of GALNTI12 as
a major high-predisposition gene for inherited CRC is not confirmed, and the inclusion of
GALNT1I2in the screening of high-penetrance alleles in unexplained familial CRC is
discouraged.
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S1 Table. GALNT12 variants detected in the AAP population.
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§2 Table. Rare variants in other CRC susceptibility genes detected in GALNT12_¢.907G>
A, p.(D303N) carriers.
(PDF)

S1 Fig. Unglycosylated and total MUCI detection in the GALNT12_c.907G>A, p.(D303N)
carrier adenomatous and normal matched tissues.
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Attenuated adenomatous polyposis (AAP) is a heterogeneous syndrome in terms of clinical
manifestations, heritability and etiology of the disease. Genetic heterogeneity and low penetrance
alleles are probably the best explanation for this variability. Certainly, it is known that APC and MUTYH
are high penetrance predisposition genes for adenomatous polyposis, but they only account for 5-10%
of AAP. Other new predisposition genes, such as POLE, POLD1, NTHL1, AXIN2 or MSH3, have been
recently described and have been associated with AAP, but their relative contribution is still not well
defined. In order to evaluate the genetic predisposition to AAP in a hospital based population, germline
DNAs from 158 AAP subjects were screened for genetic variants in the coding regions and intron-exon
boundaries of seven associated genes through a next-generation sequencing (NGS) custom gene panel.
Splicing, segregation studies, somatic mutational screening and RNA quantitative expression assays
were conducted for selected variants. In four of the probands the adenoma susceptibility could be
explained by actionable mutations in APC or MUTYH, and one other patient was a double carrier of two
truncating variants in both POLE and NTHL1. Furthermore, 16 additional patients harbored uncertain
significance variants in the remaining tested genes. This report gives information about the contribution
of the newly described adenomatous polyposis predisposition genes in a Spanish attenuated polyposis
cohort. Our results highly support the convenience of NGS multigene panels for attenuvated polyposis
genetic screening and reveals POLE frameshift variants as a plausible susceptibility mechanism for AAP.

Attenuated adenomatous polyposis (AAP) is usually defined by the presence of more than 10 and less than 100
adenomas along the large intestine and/or rectum. It is a highly heterogeneous syndrome in terms of polyposis
severity, family history, and lifetime risk of colorectal cancer (CRC)!*. Adenoma burden can be low or mild, it
may be accompanied by hyperplastic or serrated polyps, the polyposis diagnosis age is variable and later than clas-
sical forms, and CRC risk can range from 40% to 80% depending on the adenoma burden. A positive family his-
tory is frequently absent, but horizontal or vertical inheritance patterns are also observed. The diffusion of early
detection CRC screening programs, together with the improvement of colonoscopy techniques, has given rise to
an increase in the detection of patients with multiple colorectal adenomas. These patients are referred to the onco-
genetic counseling units for genetic testing in order to find an explanation to their adenoma susceptibility that
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AAP COHORT
N 158
% males (n) 73.4 (116)
Dx Age; average (range) 62.9 (33-80)
N adenoma; average (range) 31.2 (10-100)
% hyperplastic polyp detection (n) 44.3 (70)
% dominant inheritance pattern (n) 22.2(35)
% recessive inheritance pattern (n) 30.4 (48)
% isolated case (n) 47.5(75)
9% full-blown AAP' (n) 83.5(132)

Table 1. Clinicopathological characteristics of the study cohort. "Full-blown AAP = subjects with more than 20
adenomas or 10 synchronous adenomas.

helps in the understanding of the disease and makes possible a satisfactory genetic counseling. Nowadays, APC
(MIM *611731) and MUTYH (MIM *604933) are the two main clinical actionable predisposition genes for ade-
nomatous polyposis®. That means prevalence and cancer risk estimations are well-defined, allowing an accurate
genetic counseling and effective high risk monitoring programs for carriers. They both together explain the vast
majority of classical adenomatous polyposis (>100 adenomas), but they are only able to explain a small fraction
of AAP? In fact, in our hospital settings, we are not able to explain more than 5-10% of the patients referred to
our laboratory after the routine genetic tests. Therefore, the identification of the underlying susceptibility causes
of those unexplained AAP cases is a priority in our laboratory.

Recently, other adenomatous polyposis predisposition genes, such as POLE*, POLD1*, NTHL1?, MSH3® and
AXIN2” (MIM *174762, ¥174761, *602656, *600887 and *604025, respectively), have been described. However,
they are still not well characterized and only a few reports have attempted to estimate the extent to which some
of these genes, individually, are involved in different CRC populations®™'*. Therefore, they are still poorly imple-
mented in the daily clinical practice.

Under this scenario of high genetic heterogeneity, the use of next-generation sequencing (NGS) gene pan-
els for the diagnosis of hereditary AAP seems to be the best choice. Aiming to delve into the genetic study of
unexplained AAP, we have screened the whole coding sequences and intron-exon boundaries of APC, MUTYH,
POLE, POLD1, NTHL1, MSH3 and AXIN2 in a cohort of AAP collected at our oncogenetic counseling unit. The
main objective of this work is to determine the contribution of the AAP associated genes in an unexplained AAP
cohort.

Results

Clinical features of the study cohort. A clinical description of the study cohort is summarized in Table 1.
The study cohort consisted of 158 AAP patients, coming from the Oncogenetic Counseling Units of Hospital
Clinico San Carlos and Hospital 12 de Octubre, in Madrid. The average polyposis diagnosis age was 62.9 (ranged
from 33 to 80) and the average polyp burden 31.2 (from 10 to 100). Detailed clinical description of participants
is given in Suppl. Table 1.

Germline DNA screening. After genetic panel screening, the average read depth per sample was 895
reads, with a minimum count of 326 and a maximum of 4616. However, two regions showed reiterative low
coverage, so they were reanalyzed by high resolution melt (HRM) analysis, NM_000038.4: exon 13 (APC) and
NM_00128425.1: exon 15 (MUTYH). Once the screening was completed, 28 variants located in six genes were
validated in 24 patients (Table 2).

Eight patients harbored pathogenic variants (class-5): Two patients harbored class-5 variants in APC, one
patient was a biallelic carrier of two class-5 variants, another was MUTYH biallelic carrier of a class-5 and a
class-3 variants, and three patients were monoallelic MUTYH class-5 carriers. Finally, one patient was a dou-
ble carrier of two deleterious variants, in POLE and NTHLI. The remaining sixteen patients harbored class-3
(Table 2).

Reclassification of variants.  After the splicing, segregation and somatic analyses, it was possible to confirm
two MUTYH variants (c.739C > G; p.(Arg247Gly) and ¢.1510_1517delinsCCAACAGCCA; p.Thr504Profs*68)
as likely pathogenic (class-4) and pathogenic (class-5), respectively, and to reclassify the variant POLDI:
€.2007-5C > T as benign (class-1) and POLE: c.6716C > T p.(Ala2239Val) as likely benign (class-2) (Table 2,
Suppl. Table 3A,B). In the end, 11 out of 28 variants were classified as class-5 or -4, two variants were classified
as class-1 or -2, discarding their involvement in the AAP predisposition, and 15 variants remained as uncertain
significance (class-3) variants.

MUTYH:c.739C >G p.(Arg247Gly). MUTYH variant ¢.739C > G; p.(Arg247Gly) was detected in trans (Suppl.
Fig. 1a) with c¢.1187G > A; p.(Gly396Asp) in a male with more than 20 adenomas at the age of 37. One of his broth-
ers was also a carrier of both variants and presented more than 50 adenomas and CRC at the age of 41(Fig. 1a).
The variant is located in the hMSH6 binding domain, and missense mutations located in this domain have been
shown to affect the A/8-0x0oG binding and glycosylase activities'*. Adenomatous tissue from the proband was
screened for somatic mutations and G > T changes were found in APC, KRAS, TP53 and MAP2K (Table 3, ID
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GENE 1D CHANGE (HGVS) rs ID gnomAD' PD* CL$
3 ¢.266C > G p.(Ser89*) nd NA 5
9 ¢.147_150del p.(Lys49Asnfs*20) nd NA 5
APC 34 ¢.1966C > G p.(Leu656Val) 1s577466163 0 ARM 3
133 ¢.7399C > A p.(Pro2467Thr) 15372305287 le-04 APC basic 3
136 ¢.8501A >C p.(His2834Pro) nd EB1_hDLG 3
139 ¢.1240C > G p.(Arg414Cys) 15137854567 nd — 3
AXINZ 55 ¢.2141G > A p.(Arg714Gln) 15762872515 0 - 3
79 ¢.203G > A p.(Arg68Gln) rs138056036 2e-04 AXIN1_TNKS 3
35 ¢.1187G > A p.(Gly396Asp) 1536053993 4.8e-03 NUDIX 4 5
35 ¢.739C > G p.(Arg247Gly) nd ENDO3c 4
37 ¢.1187G > A p.(Gly396Asp) 1536053993 4.8e-03 NUDIX 4 5
MUTYH 38 ¢.1187G > A p.(Gly396Asp) rs36053993 4.8e-03 NUDIX 4 5
61 c.667A > G p.(Ile223Val) 15200872702 3.4e-04 ENDO3c 3
89 ¢.1187G > A p.(Gly396Asp) rs36053993 4.8e-03 NUDIX 4 5
89 ¢.1510_1517delinsCCAACAGCCA p.Thr504Profs*68 nd NA 5
99 ¢.1187G > A p.(Gly396Asp) 1rs36053993 4.8e-03 NUDIX 4 5
16 ¢.527T > C p.(Ile176Thr) 151805378 2.2e-03 ENDO3c 3
NTHLI 75 ¢.856G > A p.(Gly286Ser) 15139309757 3.2e-05 ENDO3c 3
82 ¢.527T > C p.(Ile176Thr) rs1805378 2.2e-03 ENDO3c 3
83 ¢.268C > T p.(GIn90*) 15150766139 2.0e-03 NA 5
116 ¢.2007-5C>T rs199506387 2.5e-04 NA 1
POLDI 118 | c.520C>T p.(Argl74Trp) rs749334182 2.7e-05 POLBc-exo 3
152 ¢.2052G > C p.(GIn684His) rs144143245 6.3e-04 POLBc-pol 3
157 ¢.1465G > A p.(Val489Met) 15753244422 3.3e-05 POLBc-exo 3
16 ¢.3857G > A p.(Arg1286His) 15771823596 5e-05 low complex 3
POLE 21 ¢.6716C > T p.(Ala2239Val) 1s190813054 8e-06 — 2
83 c.141delG p.(Phe48Leufs*6) 18761329565 0 NA 4
147 ¢.198G > A p.(Met66lle) 1$764962999 0 — 3

Table 2. Validated variants and classification according to ACMG-SHERLOC criteria*’. All variants were
heterozygous. 'GnomAD (08/06/2018): European (Non-Finish) population frequencies (Exome + Genome).
*PD = Protein domain from SMART protein database: NA = not applicable. SCL: variant classification:

1 =benign; 2 =likely benign; 3 = uncertain significance; 4 = likely pathogenic; 5= pathogenic. Reference
sequences: APC: NM_000038, NP_000029; AXIN2: NM_004655, NP_004646; MUTYH: NM_001128425,
NP_036354; NTHL1: NM_002528, NP_002519; POLDI: NM_001256849, NP_001121897; POLE: NM_006231,
NP_006222.

35). As it is well known, adenomas and tumors coming from MUTYH biallelic carriers show a deficiency in the
8-oxo-hidroxyguanine repair system, leading to an increase in the G > T mutation rate, frequently in APC and
KRAS". Thus, ¢.739C > G; p.(Arg247Gly) was reclassified as class-4 (Suppl. Table 3).

MUTYH:c.1510_1517delinsCCAACAGCCA p.Thr504Profs*68. MUTYH variant c¢.1510_1517delinsCCAA-
CAGCCA p.(Thr504Profs) was detected in trans (Suppl. Fig. 1b) with ¢.1187G > A; p.(Gly396Asp) in a male
with more than 40 adenomas at the age of 56. In this instance, the subject did not present a family history of
polyposis or CRC (Fig. 1a). Blood derived cDNA sequencing revealed an extension corresponding to 22 amino
acids after the stop codon (p.Thr504Profs*68). The novel frameshift variation was located at the 3’-end of the
coding sequence, altering the amino acid sequence of the whole proliferating cell nuclear antigen (PCNA) bind-
ing domain, which is essential for MUTYH’s activity during DNA replication'®. Indeed, point mutations at the
PCNA-binding domain have been proven to decrease the activity of the enzyme'”. Somatic analysis of DNA from
affected adenomas showed G > T changes at KRAS locus (Table 3, ID 89). Therefore, ¢.1510_1517delinsCCAA-
CAGCCA p.Thr504Profs*68 was reclassified as class-5 (Suppl. Table 3).

POLDI:c.2007-5C >T. After cDNA analysis, no splicing alteration was detected in the ¢.2007-5 carrier. So it
was reclassified as class-1.

POLE:c.6716C >T p.(Ala2239Val). POLE variant c¢.6716C > T p.(Ala2239Val) was detected in homozygosis in
both an affected and a healthy member, and it was absent in another affected member. Therefore, it was reclassi-
fied as class-2 variants.

Co-occurrence of truncating variants at POLE and NTHL1 loci. Two heterozygous truncating var-
iants, POLE:c.141delG; p.Phe48Leufs*6 and NTHLI:c.268C > T; p.GIln90%, were detected in the same germline
DNA (Fig. 2a). The patient was a woman with full-blown late AAP diagnosed at the age of 70 and without a
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Figure 1. Pedigrees of the explained polyposis cases. (a) MUTYH biallelic mutations carrier families. (b) APC
mutations carrier families. 'polyposis diagnosis after family mutation identification. Black square = cancer;
black circle = >10 adenomas; *=variant carrier; “non carrier; */*biallelic carrier; GC = gastric cancer;

CRC = colorectal cancer; BC =breast cancer; y = years; A =adenomas.

previous family history of polyposis or CRC. Segregation analyses could only be achieved in two of her daughters,
detecting POLE:c.141delG; p.Phe48Leufs*6 in one of them, who had been diagnosed of a low grade dysplastic
tubular adenoma at the age of 46 (Fig. 2b).

In order to investigate the involvement of these variants in the adenoma and CRC formation, four adenomas
(83AD1, 83AD3, 83AD4, 83AD5) and one adenocarcinoma (Haggit-0) (83AC1) from the proband were analyzed
for somatic mutations (Table 3, ID 83). A total of 13 driver mutations was detected, two of which were indels, four
C > A changes and seven were C > T changes. Eleven somatic mutations were located in genes involved in the
early adenoma formation (APC, RNF43 and CTNNBI), whereas two mutations were detected in genes involved
in later stages (ARID1A, NRAS).

In addition, NTHLI and POLE specific wild type allele expression was checked at tissue level. Quantification
analyses were performed in three adenomas (83AD1, 83AD3, 83AD4), one adenocarcinoma (83AC1) and
healthy colon tissue from the proband (83COLON). POLE wild type allele expression in the carrier’s colon
tissue (83COLON) did not show a significant change compared to the colon control pool (fold difference
(FD)=0.94+£0.27, p=0.82), whereas NTHL1 wild type allele expression in 83 COLON did (FD =0.30£0.08,
p=0.004).

Both POLE and NTHLI transcripts were over-expressed in the CRC control pool (FDpg; = 2.06 4 0.08,
p=0.003; FDyy; = 1.87 +0.28, p=0.018). However, all adenomas and the adenocarcinoma tested from the car-
rier showed a decrease in the expression of POLE wild type allele (FD average =0.46 4 0.20, p < 0.001), whereas
NTHLI wild type allele showed significant over-expression in one adenoma and one adenocarcinoma from the
proband when compared to its healthy tissue (p =0.0156 and p < 0.001, respectively) (Fig. 2¢,d).

Discussion

AAP is becoming one of the largest groups of patients attending our Genetic Counselling Unit. Genetic screen-
ing of MUTYH and APC is recommended in those cases with more than 10 adenomas'®. The diagnostic
approach in our hospital consists in the screening of the four most prevalent MUTYH mutations in Spanish
population', ¢.536A > G; p.(Tyr179Cys), c.1187G > A; p.(Gly396Asp), c¢.1227_1228dup; p.(Glu410Glyfs*43) and
.1437_1439del GGA; p.(Glu480del), and the subsequent screening of point mutations and copy number varia-
tions (CNVs) in the whole coding sequence of the APC gene in those cases with a higher polyp burden and high
suspicion of inheritance pattern. However, by this approach we are only able to explain around 5% of the cases
with more than 10 adenomas, or 7% when restricting the criteria to full-blown polyposis (more than 20 adenomas
or 10 synchronous adenomas). In order to improve the diagnostic sensitivity and investigate the contribution of
currently known high-penetrance adenomatous polyposis genes in our AAP population, we have conducted a
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IDP' | IDS* | HIST®* | GENE CHANGE TRIPLET CHANGE (HGVS) ?:LT’ MET'"
APC C>C/T GCG>GTG | c.4348C>T p.(Argl450%) 5.7 TST
AD5 | LDTA APC C>C/A TCA >TAA c.4381G > T p.(Glu1461%*) 6.6 TST
CTNNBI |C>C/T TCT>TTT ¢.134C > T p.(Ser45Phe) 129 TST
ARIDIA C>C/T ACA>ATA | c514C> T p.(Glnl72%) 26 MIP
APC C>C/T GCG>GTG | c.2626C>T p.(Arg876%) 8 MIP/TST
AD4 | LDTA
APC AAG>AAG/A €.3924_3925delAG p.(Glu1309Lysfs*5) | 8.8 MIP/TST
83 APC GA>GA/G ¢.3926delA p.(Lys1310Argfs*11) 21 MIP/TST
APC C>C/A TCT>TAT | c.3916G > T p.(Glu1306%) 32 MIP/TST
AC1 | ACHO RNF43 C>C/T CCA>CTA ¢.745C > T p.(GIn249%) 12 MIP
NRAS C>C/T ACC>ATC | c.38G> A p.(Glyl3Asp) 4.5 TST
APC C>C/T GCG>GTG | c.1660C>T p.(Arg554*) 15 MIP
AD1 | LDTA
APC C>C/A TCA>TAA | c.4189G>T p.(Glul397%) 13 MIP
AD3 | LDTA APC C>C/A TCT>TAT | ¢.3916G > T p.(Glu1306%) 34.8 TST
LDTA APC CC>CC/TA €.4479_4480delGGinsAT p.(Glu1494*) | 18.3 TST
AD1 | LDTA MAP2K1 | C>C/A GCT > GAT ¢.171G >T p.(Lys57Asn) 16.8 TST
35 LDTA TP53 C>C/A TCT>TAT | c.859G>T p.(Glu287%) 19.1 TST
LDTA APC C>C/A GCA>GAA | c.4230C > A p.(Cys1410*) 7.6 TST
AD2 | LDTA APC C>C/T GCG>GTG | c.2626C>T p.(Arg876*) 6.8 TST
LDTA KRAS C>C/A CCA>CAA | c.37G>T p.(Gly13Cys) 6.7 TST
3 AD1 LDTA APC C>C/— ¢.3955delC p.(Pro1319Leufs*2) 15.7 TST
LDTA TP53 C>C/T GCG>GTG | ¢.524G > A p.(Argl75His) 11.5 TST
TA
38 AD1 igTA MAP2K1 | C>C/A GCT>GAT | c.171G>T p.(Lys57Asn) 4.6 TST
AD2 | HDTVA | APC T>T/— c.4233delT p.(Ser1411Argfs*4) 37.1 TST
LDTA CDHI —>—/A ¢.1885_1886insA p.(Leu630Thrfs*33) 7.2 TST
61 AD1 | LDTA CTINNBI | T>T/C GTA>GCA | c.121A>Gp.(Thr41Ala) 121 TST
LDTA NRAS C>C/T GCA>GTA | c.360G>Ap.(Leul20=) 50.6 TST
LDTA APC C>C/T GCG>GGG | c.4348C>T p.(Argl450%) 357 TST
99 AD1 | LDTA FBXW7 C>C/T TCG>TTG ¢.1436G > A p.(Arg479GIn) 35.5 TST
LDTA KRAS C>C/T CCA>CTA | c.34G> A p.(Glyl2Ser) 45.6 TST
AD1 | LDTA KRAS C>C/A CCA>ACA | c.34C> A p.(Glyl2Cis) >1.5 TH-K
# AD2 | LDTA KRAS C>C/A CCA>ACA | c.34C> A p.(Gly12Cis) >15 |TH-K

Table 3. Somatic mutations. Somatic mutations detected in adenomas analyzed. TIDP = Pacient ID;

fIDS = Sample ID: AD =adenoma AC = adenocarcinoma; *HIST = Histology: LDTA = Low grade dysplastic
tubular adenoma, ACHO = Adenocarcinoma arising from adenoma Haggitt 0, HDT VA = High grade dysplastic
tubulovillous adenoma; 9% ALT = percentage of altered allele; ""MET = Method: TST = TruSight Tumor 26
panel (Illumina); MIP = single molecule Molecular Inversion Probe; TH-K = Therascreen®KRAS. Reference
sequences: APC: NM_000038, NP_000029; CTNNB1: NM_001098210, NP_001091680; ARIDIA: NM_006015,
NP_006006; RNF43: NM_017763, NP_060233; NRAS: NM_002524, NP_002515; MAP2K1: NM_002755,
NP_002746; TP53: NM_000546, NP_000537; KRAS: NM_033360, NP_203524; CDHI1: NM_004360,
NP_004351; FBXW7: NM_033632, NP_361014.

genetic screening in an unexplained AAP cohort through a custom gene panel, including APC, MUTYH, POLE,
POLDI, NTHL1, AXIN2 and MSH3 coding regions.

Our study cohort was made up of 158 subjects, 132 (83.5%) of which fulfilled the clinical criteria for full-blown
polyposis (Table 1). There is only a very recent cross-sectional study analyzing the prevalence of pathogenic var-
iants in genes associated with colorectal polyposis and/or CRC in a cohort of 3789 polyposis patients, of which
2979 presented between 10 and 100 adenomas. All patients underwent panel testing of at least 14 CRC predisposi-
tion genes, including APC and MUTYH. However, only POLD1 and POLE were tested on a subset of the adenoma
cohort, and the remaining adenomatous polyposis predisposition genes (NTHLI, AXIN2 and MSH3) were not
tested®. Therefore, this is the largest multiple polyposis cohort in which joint genetic screening for the full coding
sequences of all AAP predisposition genes has been done so far.

Two APC truncating mutations were detected in two subjects diagnosed with late-onset full-blown polyposis
and a family history initially suspicious of recessive inheritance (Fig. 1b). Both had been previously tested for
MUTYH but not for APC, probably due to the lack of family information at the time of diagnosis, the late poly-
posis onset of the probands, and also the stricter clinical criteria for the recommendation of full APC mutational
screening for AAP in our hospital.

In addition, the screening of the whole coding sequence of MUTYH, allowed the detection of two MUTYH
non-recurrent mutations, ¢.739C > G p.(Arg247Gly) and ¢.1510_1517delinsCCAACAGCCA p.Thr504Profs*68,
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Figure 2. Identification of POLE and NTHLI double heterozygote. (a) POLE and NTHLI1 protein domains

and location of truncating variants detected in patient 83. (b) Pedigree chart; POLE+ = POLE variant carrier;
POLE— = POLE wild type genotype; NTHL1+ = NTHLIvariant carrier; NTHLI— = NTHLIwild type
genotype; LC =lung cancer; A =adenoma. (c) POLE wild type expression in blood and tissue cDNA samples.
(d) NTHL1 wild type allele expression in blood and tissue cDNA samples. COLON pool sample has been used
as a reference sample in both NTHL1I and POLE assays. Significant p-values are indicated with *(p < 0.05) and
**(p < 0.01). Each sample was analyzed in triplicates. AC =adenocarcinoma; AD =adenoma; CRC = colorectal
cancer.

both in co-occurrence with the recurrent mutation ¢.1187G > A; p.(Gly396Asp), being able to explain the poly-
posis susceptibility in two more subjects (Fig. 1a).

APC/MUTYH mutational rates are low in AAP population®. Conventional genetic screening technologies
imply the sequential analysis of each gene amplicon by amplicon, which makes these protocols costly in both time
and money. Therefore, those laboratories without high sample volumes are forced to restrict their clinical criteria
for AAP diagnosis in order to make the analysis cost-effective. NGS multigene panels reduce the time and cost
of these genetic studies, increasing the cost-effectiveness and making the complete screening of samples feasible
for small laboratories. The identification of pathogenic mutations in APC and MUTYH with an NGS panel in our
study cohort is a clear example of underdiagnoses, supporting the necessity of parallel sequencing for APC and
MUTYH routine genetic screening in AAP patients.

None of the patients showed actionable mutations (class-4 and -5) in any of the genes associated with new
polyposis syndromes (MSH3, NTHLI, POLD1, POLE or AXIN2). However, 10 uncertain significance (class-3)
variants were detected in AXIN2, NTHLI1, POLDI1 and POLE (Table 2). Three of these variants were located out-
side the proofreading domain of POLE/POLDI. Although there is no evidence of association between missense
variants outside these regions and cancer susceptibility, there is a recent report that describes somatic driver
mutations located outside the exonuclease domains, and suggesting that other domains may be responsible for
proofreading®!. Therefore, we decided to include these variants as class-3 variants for AAP predisposition.

Considering other previous studies that included multiple polyposis cohorts, the frequency of actionable
mutations in all of these genes seems to be very low in tested populations, but not insignificant (around 1-2%).
Just like it is not irrelevant the number of variants of uncertain significance that have been described in this and
other works*!®12 (1-2% per gene), and whose probable pathogenicity might be proven during the coming years.
For this reason it is important to include all these genes in the routine analysis of AAP through NGS panels.

A remarkable finding of this work is the detection of a double heterozygous for two truncating variants, at
exon two of NTHLI and exon two of POLE (Fig. 2a). The carrier was a woman with late full-blown polyposis, who
was also diagnosed with endometrial hyperplasia and hypothyroidism (Fig. 2b).

POLE encodes the catalytic subunit of DNA polymerase epsilon, which is responsible for the replication of
the leading DNA strand during the S phase; it is an essential protein and biallelic truncating mutations are not
viable. POLE, together with POLD], is the only nuclear polymerase with an intrinsic 3'-5'exonuclease proofread-
ing activity capable of correcting mistakes made during DNA synthesis??. A few years ago, germline mutations
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located in the proofreading domain of POLE and POLD1 were associated with adenomatous polyposis predispo-
sition?, showing tumors with a very high mutational burden due to the lack of exonuclease but not polymerase
activity. According to this, truncating variants at POLE would not be supposed to confer this genetic instability
because they would lead to a complete inactivation of the enzyme without any polymerase-exonuclease imbal-
ance. However, it is not clear to what extent the lack of one POLE allele can lead to cancer predisposition in some
other way.

On the other hand, NTHLI encodes the DNA glycosylase NTHL1, which is involved in removing oxidative
pyrimidine lesions through the base excision repair (BER) pathway. Resembling to MUTYH-associated polyposis,
germline biallelic mutations at NTHLI have been recently associated with adenomatous polyposis predisposi-
tion®, leading to a deficiency in the repair of 5-hydroxycytosine and a consequent increase in the C > T somatic
mutation rate. Like other glycosylases involved in the BER pathway, NTHL1’s repair activity can be completed by
a short or long BER patch, mainly depending on the proliferative activity of the cell?®. Thus, in high division rate
tissues NTHLI is coupled to the DNA synthesis and follows the long-patch BER pathway, dependent of PCNA
and where POLE and POLD1 are the polymerases responsible for filling the gap after NTHLIs action and strand
cleavage®.

Therefore, it is plausible that POLE and NTHLI co-occurring truncating variants may have a synergistic effect
leading to a polyposis predisposition in high division tissues such as the colon epithelium. To check this hypoth-
esis, somatic mutation screening and RNA expression analyses were performed in adenomas and CRC from the
carrier. The analysis of somatic mutations showed a tendency to C > T changes (Table 3), although no clear defi-
nition of the mutational signature could be done due to the low number of mutations. Furthermore, a quantitative
analysis of POLE wild type allele showed a significant decrease of POLE expression in all tested carrier’s adeno-
mas and adenocarcinoma (Fig. 2¢), which is consistent with a replicative stress due to POLE haploinsufficiency.
However and unlike POLE, NTHLI expression was increased in two of the carrier’s adenomas and adenocarci-
noma tissues (Fig. 2d). This over-expression was probably triggered by a greater oxidative DNA damage in tissues
with a high division rate, which has been shown to up-regulate BER glycosylases?*. Wild type NTHLI transcript
levels in the carrier’s affected tissues reached similar levels than non-carrier’s affected pool, which is not consistent
with an NTHLI haploinsufficiency. Therefore, we discarded the involvement of the NTHLI monoallelic muta-
tion ¢.268C > T p.(GIn90*) in the polyposis predisposition of this patient and we considered the possibility that
POLE:c.141delG p.Phe48Leufs*6 could confer the adenoma predisposition by itself. Only 0.005% of POLE coding
variants described in gnomAD are truncating (frameshift or nonsense); non homozygous have been described
and all truncating variants show allelic frequencies lower than 1/10000. Moreover, there are two studies in the
literature describing germline frameshift variants at POLE; ¢.5621_5622delGT was detected in a sporadic CRC
patient with a diagnosis age of 26%°, and ¢.1370_1371delAT p.Tyr457fs*9 was later detected in an AAP patient'’.
In addition, as it has been mentioned above, somatic driver mutations have been recently described in POLE and
POLDI polymerase domains?'.

Furthermore, the presence of both variants was checked in two of the proband’s daughters; one harbored the
POLE variant, but not the NTHLI one, and the other did not harbor any of the variants (Fig. 2b). The POLE car-
rier showed a dysplastic tubular adenoma at the age of 46. Despite the large size of the family, no other relatives
had been diagnosed of cancer or polyposis, which would support the hypothesis of a digenic or oligogenic inher-
itance with other undetected variants or, a de novo POLE mutation in the proband with a dominant effect that is
not yet possible to observe due to the young age of the daughter harboring the variant (Fig. 2b).

To our knowledge, this is the first report describing the probable association of a truncating germline POLE
variant with the predisposition of AAP by a haploinsufficiency mechanism in adenomatous and colorectal tumor
tissues of the carrier. This result highlights not only the genetic heterogeneity and complexity of the syndrome,
but also the potential of NGS gene panels for the detection and diagnosis of new inheritance forms of complex
diseases. Further efforts should be done for the study and characterization of germline POLE truncating variants
in other AAP populations, as well as their co-occurrence with variants in other associated genes.

In accordance with other AAP studies, our results showed a major number of subjects without detection of
variants in any of the genes tested. It can be thought the involvement of other unknown predisposition genes
in the susceptibility of AAP and the convenience of wider genetic analysis, such as exome sequencing, for the
elucidation of new AAP predisposition genes in this unexplained group. However, despite most of the new AAP
associated genes have been discovered by exome sequencing approaches, there are other works without such suc-
cessful results®?’. The failure of detecting new predisposition genes in AAP is probably due to the high clinical
and genetic heterogeneity of the condition, as well as the low prevalence of pathogenic mutations in the already
associated genes. Probably, polygenic inheritance models in which the susceptibility is explained by the accumu-
lation of multiple low penetrance alleles?®, and lifestyle risk factors such as smoking, alcohol, body mass index,
diet and physical activity? play a major role in the unexplained AAP.

In our cohort, all patients with pathogenic mutation detection presented full blown AAP (more than 20 ade-
nomas) and an average diagnosis age lower than the general study cohort (57.2). Other works analyzing AAP
cohorts, such as Grover®® who analyzed MUTYH and APC in 4223 patients with 10 to 100 adenomas, or Stanich?
who also analyze POLDI and POLE and other CRC genes in 2979 patients with 10 to 100 adenomas, showed
similar clinical results. These results suggest that the low mutation detection rate in AAP is partially because of
the lack of strict clinical criteria for the selection of patients with high probability to detect pathogenic mutation
in any known predisposition gene. Therefore, redefinition of stronger clinical criteria and the use of panel gene
testing are necessary for the improvement of genetic testing in AAP.

This work is a translational study aiming to analyze the contribution of known and new described adenoma-
tous polyposis predisposition genes and the suitability of their genetic testing in a hospital based cohort that have
been referred to the genetic counseling unit. The results shown above lead to the following conclusions:

SCIENTIFIC REPORTS | (2019) 9:9814 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-46403-5 7


https://doi.org/10.1038/s41598-019-46403-5

www.nature.com/scientificreports/

1. The contribution of new predisposition genes is much smaller than that of the known genes APC and MU-
TYH. Related pathogenic mutations have not been detected in any gene. However, uncertain significance
variants have been detected in all genes but MSH3. Since they are recently described genes, the identifica-
tion of potential pathogenic variants and further clarification of their pathogenicity is important for the
definition of the syndrome.

2. Somatic genetic screening of affected tissues allows the detection of certain mutational signatures associat-
ed with DNA repair deficiency, helping the classification of the variants.

3. The expected low mutation detection rate in AAP study cohort point to the necessity of stronger clinical
criteria for the improvement of the diagnostic sensitivity in AAP genetic testing.

4. Although the number of POLE/POLDI truncating mutations detected in AAP cases is very limited, due to
the genetic heterogeneity of the disease, the relevance of these genes and the decreased levels of carrier’s
tumor and adenoma samples shown in this work, special attention should be paid to those POLE/POLD1
truncating variants in order to determine their pathogenicity.

5. Summarizing, this work highlights the need of multigene panel testing in highly genetic heterogeneous
syndromes such as AAP, not only to increase the cost-effectiveness and the diagnostic sensitivity of the
analysis, but also to better detect other potentially pathogenic variants or other inherited forms of the
disease that would not be detected by other gene directed approaches.

Patients and Methods
Patients. The inclusion criterion was the detection of between 10 and 100 adenomas in the colon and/or
rectum. All the samples had been screened, at least, for the most frequent MUTYH (NM_0012222.2) muta-
tions in the Spanish population: ¢.536A > G; p.(Tyr179Cys), c.1187G > A; p.(Gly396Asp), ¢.1227_1228dup;
p.(Glu410Glyfs*43) and c.1437_1439delGGA; p.(Glu480del), by HRM and/or Sanger sequencing. The presence
of biallelic MUTYH mutations was considered as an exclusion criterion, but not the presence of monoallelic
MUTYH mutations. APC screening was not an inclusion criterion, but the previous detection of a pathogenic
APC mutation was considered as an exclusion criterion.

A total of 158 unrelated AAP cases was included in the study (Suppl. Table 1), comprising 123 subjects from
Hospital Clinico San Carlos (Madrid) and 35 from Hospital 12 de Octubre (Madrid).

Ethical approval was obtained from Hospital Clinico San Carlos’ Ethical Research Committee (approval num-
ber: C.I1.-14/241-E_BS). A written informed consent was obtained from each participant. Methods were compli-
ant with the relevant guidelines and regulations.

Sample extraction. Peripheral-blood DNA/RNA extraction was performed with the MagNA Pure
Compact extractor (Roche), according to the manufacturer’s protocol. Tissue DNA/RNA (from normal epithe-
lium, adenoma or tumor sections) was obtained from formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissues with a
purity greater than 80% as determined by an experienced pathologist. DNA extractions were performed with
the QIAamp DNA FFPE Tissue kit (Qiagen N.V.) and RNA extractions with the RNAeasy FFPE kit (Qiagen
N.V.). SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Thermo Fisher Scientific) was used to synthesize
cDNA, either from blood or tissue RNA, using random hexamers and oligo-dT, according to the manufacturer’s
instructions.

Germline DNA screening. Germline DNAs were screened for APC, MUTYH, POLE, POLDI1, NTHLI,
MSH3 and AXIN2 variants in the coding regions and intron-exon boundaries through an NGS Haloplex custom
panel (Agilent Technologies). Enriched libraries were obtained according to the manufacturer’s protocol, and
subsequently sequenced on a MiSeq System (Illumina, Inc.). Data analysis and variant calling were achieved
with the SureCall software (Agilent Technologies) following the recommended pipeline for Haloplex libraries.
Low covered regions (read depth <50) were analyzed by HRM. CNVs analyses at APC and MUTYH loci were
performed by multiplex ligation and probe amplification (MLPA) (SALSA® MLPA®probemix P043 and P378,
MRC-Holland).

All rare (novel or minor allele frequency (MAF) <0.01 according to the gnomAD?! and 1000 genomes pro-
ject® databases), deleterious or possible deleterious variants (according to protein and/or splicing alteration pre-
diction tools) were selected for validation by Sanger sequencing. MaxEnt, and human splicing finder (HSF)* were
used to predict splicing alterations, while SIFT?*%, Polyphen2*> and MutationTaster*® predicted protein damage.

Classification of variants. Variants were classified in five different pathogenicity classes (class-5 or patho-
genic, class-4 of likely pathogenic, class-3 or uncertain significance, class-2 or likely benign and class-1 or benign)
according to the public mutational databases (InSight’” LOVD?*, UMD, ClinVar*’) and supporting pathogenic
and/or benign evidences, in accordance to the ACMG-SHERLOC criteria*"*2

Characterization of variants.  Segregation analyses. Whenever possible, segregation analyses of candidate
variants were performed on DNA from available family members by Sanger sequencing (oligonucleotides shown
in Suppl. Table 2).

Splicing analyses. Blood derived cDNAs from patients harboring variants either with a positive splicing altera-
tion prediction or located between five nucleotides from the intron-exon boundaries, were subjected to transcript
analyses by Sanger sequencing (oligonucleotides shown in Suppl. Table 2).

Adenoma/tumor DNA screening. Adenoma and tumor DNAs were screened for somatic mutations using the
commercial amplicon-based TruSight Tumor 26 panel (TST26) (Illumina, Inc.), which includes 174 relevant
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regions located in 26 genes involved in solid tumors. Sequencing was performed on a MiSeq System (Illumina,
Inc.). Data analysis and variant calling were performed through the plug-in specific Amplicon DS workflow for
the MiSeq Reporter Software tool (Illumina, Inc.). PASS filter variants, according to the default settings, were first
selected. Variants that failed to pass default filters, but that were detected in both pools (i.e. showing a low cover-
age depth or strand bias) were manually inspected using the Integrative Genome Viewer (IGV) browser*. Known
germline polymorphisms, variants detected in the majority of samples tested, variants previously detected in the
patient’s germline DNA or present in all tested samples from the same subject were discarded.

By single-molecule molecular inversion probe (smMIP) sequencing, two adenomas (83AD1 and 83AD4) and
one adenocarcinoma (83AC1) were also investigated for the occurrence of somatic mutations in the open reading
frames and hotspot regions of 57 genes involved in CRC development, as described previously*.

In order to characterize the variant MUTYH:c.1510_1517delinsCCAACAGCCA p.(Thr504Profs*68), three
adenomas of patient 89 were analyzed for KRAS somatic mutations at codons 12 and 13 by the Therascreen KRAS
RGQ PCR Kit (Qiagen N.V.), according to the manufacturer’s protocol.

cDNA expression analyses. NTHLI and POLE wild type allele expression levels were evaluated in three adeno-
mas (83AD1, 83AD3 and 83AD4), one adenocarcinoma (83AC1) and one healthy colon tissue (83COLON) from
patient 83 and compared to healthy colon and colorectal cancer control pools (COLON and CRC). The healthy
colon pool was made up of eight FFPE colon tissue-derived RNA samples from unrelated healthy subjects, while
the colon cancer pool was made up of eight FFPE CRC tissue-derived RNA samples from unrelated patients. All
samples were previously treated with RNase-free recombinant DNase I (Roche) and the lack of germline DNA
traces was checked by specific germline and cDNA amplification (Suppl. Fig. 2, primer sequences on Suppl.
Table 2).

For each of the genes to be tested, primer pairs were designed for the specific detection of the wild type allele,
and PSMB4 was used as an endogenous gene (Suppl. Table 2). For each sample, 5ng/pL of RNA was amplified
in triplicates with the KAPA SYBR® FAST Universal Kit (Roche) in a Light Cycler® 96 (Roche), according to the
manufacturer’s instructions.

Reclassification of variants. Reclassification of variants was achieved according to the supporting patho-

genic and/or benign evidences, in accordance to the ACMG-SHERLOC criteria*!*

Data Availability
The datasets generated during and/or analyzed during the current study are available from the corresponding
author on reasonable request.
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Abstract

Adenomatous polyposis (AP) is classified according to cumulative adenoma
number in classical AP (CAP) and attenuated AP (AAP). Genetic susceptibility is
the major risk factor in CAP due to mutations in the known high predisposition
genes APC and MUTYH. However, the contribution of genetic susceptibility to
AAP is lower and less understood. New predisposition genes have been recently
proposed, and some of them have been validated, but their scarcity hinders
accurate risk estimations and prevalence calculations. AAP is a heterogeneous
condition in terms of severity, clinical features and heritability. Therefore,
clinicians do not have strong discriminating criteria for the recommendation of
the genetic study of known predisposition genes, and the detection rate is low.
Elucidation and knowledge of new AAP high predisposition genes are of great
importance to offer accurate genetic counseling to the patient and family
members. This review aims to update the genetic knowledge of AAP, and to
expound the difficulties involved in the genetic analysis of a highly
heterogeneous condition such as AAP.

Key words: Attenuated adenomatous polyposis; Genetic susceptibility; High
predisposition gene; Genetic heterogeneity; Colorectal cancer
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Core tip: Attenuated adenomatous polyposis (AAP) is a highly genetically and clinically
heterogeneous condition in terms of severity, clinical features, heritability, and genetics.
The major high predisposition genes APC and MUTYH explain a small fraction of AAP
(10%-20%). Several predisposition genes have been recently proposed, and some of
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them have been validated, but studies addressing their global contribution to AAP
genetic predisposition is scarce. Clinicians do not have strong discriminating criteria for
the recommendation of genetic testing, and the detection rate is low. Therefore,
multigene panel testing and a redefinition of strong clinical criteria could improve the
outcome of AAP genetic testing.
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INTRODUCTION

Adenomatous polyposis (AP) can be defined as the tendency to develop adenomatous
polyps (adenomas) along the large intestine and/or rectum. Although adenomas are
benign growths, they are considered the precursor lesions of colorectal carcinoma
(CRC)!; thus, AP is classified as a cancer risk syndrome with cumulative risks
ranging from 40% to 100% depending on the severity of the polyposis (adenoma
burden).

AP is usually classified according to the adenoma burden in two major groups:
classical AP (CAP) and attenuated AP (AAP). Classical forms are characterized by the
detection of hundreds or thousands of adenomas, and have a very low prevalence in
the population (1/100001”), whereas attenuated forms are defined by the detection of
between 10-100 adenomas, and are more prevalent in the adult population. CAP
shows aggressive phenotypes, usually triggered during the second decade of life, and
with a cumulative absolute cancer risk if adenomas are not removed. Extracolonic
manifestations are frequent, and most of the cases show a dominant inheritance
patternP’l. By contrast, AAP is a much more heterogeneous group in terms of
polyposis severity and family historytl. Clinical features are distinctive from classical
forms; adenoma detection is low or mild, ranging from ten synchronic or 20
cumulative to 100 adenomas, and the polyposis diagnosis age is significantly later
than CAP. Cancer risk is also lower and later, ranging from 40% to 80% depending on
the adenoma burden. Extracolonic manifestations are uncommon, and a family
history of polyposis is frequently absent. AAP is sometimes accompanied by other
types of polyps, such as hyperplastic or serrated polyps!™.

There are currently two clearly clinically-actionable genes that can lead to AP: APC
(MIM#611731) and MUTYH (MIM#604933). Thus, prevalence and cancer risk
estimations are well-defined, allowing accurate genetic counseling and effective high-
risk monitoring programs for carriers. Heterozygous germline truncating mutations
in the tumor suppressor gene APC mainly give rise to CAP, and sometimes to AAP,
with dominant inheritance patterns. In contrast, germline biallelic mutations in the
DNA repair gene MUTYH mainly lead to AAP and less frequently to CAP, with
recessive inheritance patterns. In these cases, identification of APC or MUTYH carriers
is important, not only to define the risks and follow-up strategies for the patient, but
also to discriminate between high- and low-risk individuals among the family
members who could benefit from high-risk follow-up or, on the contrary, avoid
unnecessary and invasive monitoring. Ambiguously, even though both genes explain
the vast majority of CAP, together they are only able to explain between 10%-20% of
AAP.

AAP incidence is significantly increasing in hospital settings, mainly due to the
improvement of imaging techniques and the implementation of CRC population
screening programs. This increase translates into a problem in the Genetic Counseling
Units due to the high heterogeneity of the disease. On the one hand, it is difficult to
discriminate not only between sporadic multiple polyposis and real AP in patients
with low adenoma burden, but also between attenuated and classical forms in
patients with adenoma counts close to 100. On the other hand, family history is not a
discriminant criterion for genetic studies due to the high rate of de novo mutations
described in APC (10%-25%)%"! and the recessive inheritance pattern of MUTYH!.
Furthermore, only a minority of AAP cases (< 20%) is explained by germline
mutations in APC or MUTYH!"'"], leaving a substantial fraction of AAP cases
unexplained. This means that undiscriminating and invasive follow-up programs will
be recommended to all first-degree relatives of these patients.
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Under this scenario, the elucidation of genetic susceptibility, which could explain
the etiology of the disease and improve the accuracy of genetic counseling, has
become a priority for scientists and clinicians. Thanks to the advance of sequencing
technologies, new genes have been recently associated with primary predisposition to
the development of adenomas by genome/exome sequencing studies in unexplained
AP cohorts!'*'°l. In the same way, other genetic alterations not detected by
conventional coding germline DNA sequencing screening strategies have also been
described in the APC gene, such as mutations in the promoter!’”! or introns!'], large
inversions!"”! or mosaicism phenomes. In addition, the use of wide gene panels for
the genetic diagnosis of AP has incidentally revealed an overlap between different
polyposis syndromes*l. However, all these studies together are only able to explain
the etiology of a very small fraction of AAP cases, and the unexplained cases are still a
major group that needs to be clarified. Most likely, polygenic inheritance models in
which the accumulation of multiple low penetrance alleles?” and lifestyle risk factors
such as smoking, alcohol, body mass index, diet and physical activity®! play a major
role in unexplained AAP cases.

Despite the low frequency of high predisposition genes in AAP, their knowledge is
important for the detection of carriers, allowing the discrimination of high- and
normal-risk individuals among family members, and leading to accurate and cost-
effective monitoring programs.

The aim of this review is to describe the current knowledge of the genetic
susceptibility of AAP, with emphasis on genes with a primary predisposition to AP
that have been described so far, which are either already implemented in clinical
practice, in process, or have recently been proposed.

AP PRIMARY PREDISPOSITION ASSOCIATED GENES

Until recently, APC and MUTYH were the only known AP syndrome predisposition
genes. With the advent of next-generation sequencing (NGS) technologies, new AP
predisposition genes have emerged. There are currently three new validated genes
[POLE (MIM#174762), POLD1 (MIM#174761), NTHL1 (MIM#602656)], and two more
genes that have been described but not validated [MSH3 (MIM#600887), MLH3
(MIM#604395)]. The discovery of new AP predisposition genes has allowed for
considerable advancement in the biology of AP development and, therefore, in
colorectal carcinogenesis. However, the newly described genes are still poorly
implemented in clinical practice, mainly because of their low frequency and the lack
of accurate risk estimations. Thus, time is needed to increase the number of described
cases that allow better prevalence and risk estimations to be obtained.

APC
APC is a tumor suppressor gene closely involved in colorectal carcinogenesis; APC
somatic mutations are the first event in the canonical CRC carcinogenesis model,
which is followed by more than 80% of all CRCs*). The APC gene encodes a
multifunctional protein that is mainly involved in signal transduction, cell adhesion
and migration, microtubule assembly and chromosome segregation!*!. Its tumor-
suppressing ability relies on its capacity to negatively regulate intracellular 3-catenin
levels, the main effector of the Wnt pathway. Therefore, inactivation of APC leads to
increased B-catenin levels and overexpression of its different target genes involved in
cell proliferation, differentiation, migration and apoptosis””, which histologically
correlates with adenoma formation.

APC is located on the long arm of chromosome 5 (5q21), has 15 exons, and encodes
a 2,843 amino acid protein”’l. Most of the somatic mutations lie in the mutation cluster
region (MCR), which is located between amino acids 1286 and 1513 and overlaps with
the B-catenin binding region”l. Heterozygous APC germline mutations have been
associated with AP predisposition in a gene location-dependent manner””!. Most of
the germline APC mutations are truncating variants lying between codons 178 and
1580, and give rise to stable mutant peptides that exert a dominant-negative effect on
the wild-type protein"*!l. These mutations lead to classical forms of the disease called
familial AP (FAP), whereas germline mutations located at both the 5" and 3" ends of
the transcript, as well as splicing mutations that lead to exon 9 skipping, give rise to
attenuated forms of the disease called attenuated familial AP (AFAP) (Figure 1A).
Germline mutations at the 3" end give rise to stable proteins with a certain capability
to regulate -catenin levels™, and 5 end mutations upstream of codon 177 produce
functional proteins by initiation of translation at codon 184"'"?. This internal initiation
of translation is relatively inefficient, leading to a haploinsufficient phenotype rather
than a dominant-negative phenotype. Mutations at the splice donor site in intron 9

Baishidengs WJGO | https:/ /www.wijgnet.com 1103 December 15,2019 | Volume 11 | Issue12 |



Lorca V et al. Genetics of attenuated adenomatous polyposis

lead to inefficient exon skipping with some expression of normal transcript, and
therefore with an attenuated form of the diseasel™.

Both FAP and AFAP show autosomal dominant inheritance patterns. However,
there are some exceptions without any family history. De novo mutations have been
described in 10%-25% of APC carriers®”, and recent studies report APC mosaicism
rates of 20%-50% in unexplained AP cases”"*l. Whereas de novo mutations have been
observed in both FAP and AFAP, it is noteworthy that mosaicism carriers present an
attenuated form of the diseasel”, likely due to the nonubiquitous distribution of the
mutant allele.

MUTYH

MUTYH is a DNA repair gene involved in the base excision repair (BER) pathway.
It encodes a monofunctional DNA glycosylase responsible for the recognition and
excision of the deoxyadenosine misincorporated with 8-hydroxy-2' -deoxyguanosine
(8-OHAG) in the DNA molecule. 8-OHdG arises as a consequence of the oxidation of
deoxyguanosine, which is a mutagenic base because it has the ability to pair
indiscriminately with deoxycytosine or deoxyadenosine, leading to an increase in
somatic G>T transversions!®. Therefore, inactivation of MUTYH leads to an increase
in the G>T mutation rate, which especially affects known cancer driver genes such as
KRAS or APCP, both of which are involved in adenoma formation.

MUTYH is located on the short arm of chromosome 1 (1p34.1) and is formed by 6
exons, encoding two major transcripts, which leads to 546 and 535 amino acid
isoforms!™). Biallelic MUTYH germline mutations have been associated with AP
predisposition, leading to an autosomal recessive syndrome!'’l. Because it is a
recessive condition, there is no vertical transmission of the disease, and family history
is often absent or is presented horizontally (siblings)". MUTYH-associated polyposis
(MAP) is characterized by the presence of 10-100 adenomatous polyps in the colon
rectum resembling AFAP, but in some cases it may be accompanied by hyperplastic
or serrated polyps”™. A minor fraction of MAP presents classical forms of the disease
with the detection of more than 100 adenomas. In contrast to APC, no relationship has
been observed between the location of the mutation and the phenotype of the disease.
Mutations located throughout the entire MUTYH have been described in MAP, but
only two missense mutations, NM_001128425: c.1187G>A p.(Gly396Asp) and
c.536 A>G p.(Tyrl79Cys), are the most prevalent in Caucasians. Other recurrent
mutations have been described in more specific populations! (Figure 1B).

POLE and POLD1

POLE and POLD1 encode the catalytic subunits of the polymerase enzyme complexes
e (Pole) and 6 (Pold), respectively, which are the principal leading- and lagging-strand
DNA polymerases during S phase!*l. In addition, they also catalyze DNA synthesis in
several DNA repair pathways, such as nucleotide excision repair (NER) or mismatch
repair (MMR). Both POLE and POLD1 encompass not only a binding DNA region
and polymerase domain, but also an exonuclease domain, which confers proofreading
capability by the recognition and removal of misincorporated nucleotides during
DNA replication!*’l. Polymerase proofreading activity, together with high base
selectivity and the MMR pathway, are the main cellular mechanisms responsible for
minimizing errors during DNA replication™’. Inactivating point mutations within the
exonuclease domains lead to proteins with an active polymerase domain that lack
proofreading activity, which causes high genetic instability during DNA replication.
Indeed, somatic mutations within the exonuclease domains have been described in
human cancer, leading to a high increase in mutational rates. Tumor mutations in
the POLE exonuclease domain have been identified in 1%-2% of sporadic CRC and in
7%-12% of endometrial cancers, as well as in tumors of the brain, pancreas, ovary,
breast and stomach, showing ultramutated and microsatellite-stable tumors*l.

POLE is located on the long arm of chromosome 12 (12q24.33), consists of 49 exons,
and encodes a 2,286 amino acid protein. Its exonuclease domain lies between codons
268 and 4711 POLD1 is located on the long arm of chromosome 19 (19q13.33) and
consists of 27 exons, encoding an 1,133 amino acid protein. Its exonuclease domain is
located between codons 304 and 517"1. Heterozygous germline mutations within the
exonuclease (proofreading) domains of both POLE and POLD1 were recently
associated with AAP!"], leading to an autosomal dominant inheritance condition that
is characterized by high-penetrance predisposition to multiple colorectal adenomas,
large adenomas, early-onset CRC, or multiple CRCs, as well as other extracolonic
tumors such as endometrial tumors.

Since the first association of POLE and POLD1 with AAP, several studies have
validated the results and found new germline mutations in the exonuclease
domains™**! (Figures 1C and 1D). However, due to the small number of families
described so far, accurate risk estimations and the contribution of polymerases to AP
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Figure 1 Distribution of germline mutations in attenuated adenomatous polyposis predisposition genes across protein domains. A: APC likely pathogenic
and pathogenic variants described in the LOVD database!'*l. Most of the mutations are truncating variants. Mutations associated with AAP are located at both the 3'-
end and 5-end of the gene (indicated with arrows); B: MUTYH likely pathogenic and pathogenic mutations described in the LOVD database!"*"!. The two most
prevalent mutations in Caucasians are shown; C-G: POLE, POLD1, NTHL1, MSH3 and MLH3 likely pathogenic and pathogenic mutations described in the literature
and associated with AAP. Unclassified variants in the polymerase proofreading POLE and POLD1 domains are in gray. All lolliplots were designed with The cBio
Cancer Genomics Portall*'!"7], Mutation types are coded as follows: black dots for nonsense variants; pink dots for frameshift and splicing variants; green dots for
missense mutations; brown dots for in-frame indels. Reference sequences: APC: NM_000038, NP_000029; MUTYH: NM_001128425, NP_036354; POLE:
NM_006231, NP_006222; POLD1: NM_001256849, NP_001121897; NTHL1: NM_002528, NP_002519; MSH3: NM_002439, NP_002430; MLH3: NM_001040108,
NP_001035197.
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are still not well-defined.

NTHL1

Similar to MUTYH, NTHLI is a DNA repair gene involved in the BER pathway. It
encodes a bifunctional N-glycosylase protein that recognizes and removes oxidized
pyrimidines, such as 2'-deoxy-5-hydroxycytldine (5-OHdC) and ring-opened
purinest™. 5-OHdC arises as a consequence of the oxidation of deoxycytosine, and it
has the ability to pair both deoxyguanosine and deoxyadenine, leading to an
accumulation of somatic C>T transitions, which can affect important CRC driver
genes such as APC, TP53 or KRAS, among others.

NTHLI is located on the short arm of chromosome 16 (16p13.3), consists of 6 exons,
and encodes a 312 amino acid protein®. NTHL1 homozygous or compound
heterozygous germline mutations have been recently detected in AAP, delineating an
autosomal recessive polyposis syndrome called NTHLI-associated polyposis (NAP)!".
All NTHL1 biallelic carriers described so far showed AAP, and also frequently
showed other extracolonic tumors such as endometrial or breast. One nonsense
mutation at codon 90 seems to be involved in nearly all the biallelic carriers described;
however, novel pathogenic mutations are arising as new studies emergel™ ! (Figure
1E).

Theoretical estimations of NAP suggest a prevalence of at least five times lower
than that of MAP!". Due to the limited number of NAP families described until now,
the phenotypic spectrum and cancer risk estimates have not been properly
established.

MSH3

MSHS3 is one of the six MMR genes identified to date in eukaryotic cells!*l It is
involved in the detection of replication errors in microsatellite sequences together
with MSH2 and MSH6. MSH3 encodes an alternative binding partner for MSH2,
which is required for the specific detection of insertion or deletion loops of two or
more nucleotides!), as well as for double strand break repair®l. MSH2 requires the
binding of MSH6 or MSH3 to exercise its function. The MSH2-MSH6 dimer
recognizes single substitutions and small indel mispairs, whereas MSH2-MSH3
recognizes errors in di- and larger nucleotide repeats*!. Inactivation of MSH3 leads to
a high microsatellite instability of di- and tetranucleotides (EMAST), which has been
associated with a characteristic somatic APC mutation spectrum in colorectal
adenoma from AAP patients!.

The MSH3 gene is located in the long arm of chromosome 5 (5q14.1) and consists of
24 exons, encoding an 1,137 amino acid protein!®l. Biallelic truncating variants in
MSH3 have been recently reported in two patients with AAP, suggesting an
additional recessive subtype of colorectal AP (Figure 1F).

Until now, no more studies have validated these results, so its association with
AAP and phenotype estimations remain to be defined.

MLH3

MLH3 is a member of the MutL homolog family of MMR proteins!®l. MLH3 dimerizes
with MLH1, resulting in the MutLy complex, which is primarily involved in meiotic
recombination rather than in mitotic genetic stability™*.

The MLH3 gene is located in the long arm of chromosome 14 (14q24.3), consists of
13 exons, and encodes a 1,453 amino acid protein. The homozygous truncating
germline variant S1188* was first detected in an unexplained Swedish AAP case”!,
and more recently in one more AAP and two CAP subjects from Finland, suggesting a
founder effect!! (Figure 1G). Authors hypothesize the involvement of a defective
DNA damage response and/or recombination-related processes in the pathogenesis
of these cases!"’.

Once again, research on additional cohorts is needed to reinforce the significance of
MLH3 as an AP predisposition gene.

OTHER CANDIDATE GENES SUGGESTED FOR AP
PREDISPOSITION

Other candidate genes, including AXIN2 (MIM#604025), FOCAD (MIM#614606),
GALNT12 (MIM#610290) and BUB1 (MIM#602452) /BUB3 (MIM#603719), are

involved in the AP predisposition. However, evidence for these genes is not as
thorough as those previously discussed.

AXIN2
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AXIN2 encodes the Wnt pathway component conductin; it is the scaffold protein of
the B-catenin destruction complex and main negative regulator of the pathway!*’.
Mutations in this gene have been described in CRC, and similar to APC, they increase
[-catenin levels and activate B-catenin/T-cell factor signaling, thus promoting CRC
developmentl™. AXIN? is located on the long arm of chromosome 17 (17q24.1),
consists of 11 exons, and encodes two major transcripts, which leads to 843 and 778
amino acid isoforms!*l. Deleterious germline mutations have been reported in four
families, showing a strong association with oligodontia as well as gastrointestinal
neoplasiast’ . More recently, a novel missense variant has been described in an AAP
family without signs of oligodontia or ectodermal dysplasia, suggesting the
possibility of different phenotypes depending on the protein domain affected™. Two
other works have screened mutations for AXIN2 in different CRC populations, both in
polyposis and nonpolyposis, without any success!>’*l. Therefore, although there is a
clear association between AXIN2 and oligodontia, further studies are needed to clarify
its role in CRC syndromes, particularly with AAP.

FOCAD

FOCAD encodes a focal adhesion protein with a potential tumor suppressor function
in glyomas!”. The FOCAD gene is located on the short arm of chromosome 9 (9p21.3)
and is formed by 46 exons encoding an 1,801 amino acid protein’l. Two studies
identified large deletions and truncating point mutations in a total of five CRC cases:
2/221 cases of unexplained AP and 3/1232 early-onset and familial CRC cases!"’l.
Altogether, four cases had a diagnosis of AAP. Since FOCAD shows high expression
levels in colonic epithelial cells and has been involved in cell survival and
proliferation, the authors suggest a potential role of this gene in polyposis/CRC

susceptibilityl’’l. Regardless, this association and its contribution to AAP
predisposition requires further clarification.
GALNT12

GALNT12 encodes a hexosyltransferase involved in the initial steps of the mucin-type
O-glycosylation processi“’l. Alterations in this process lead to aberrant glycosylation,
which has been associated with alterations in cell growth, differentiation,
transformation, adhesion, metastasis and immune surveillance in cancers!®l. GALNT12
is highly expressed in the digestive tract, and is frequently downregulated in CRC*.
The GALNT12 gene is located on the long arm of chromosome 9 (9q22.33), has 10
exons, and encodes a 581 amino acid protein®’. Evidence for the association between
GALNTI12 and CRC has been reported®], but its association with familial CRC,
particularly AP, remains a controversial issue. Partially inactivating variants have
been detected in familial CRC along with a mild polyp burden, suggesting the
involvement of this gene in CRC predisposition™l. However, later studies do not
support its involvement in nonpolyposis and polyposis CRC predisposition®*1.

BUB1 and BUB3 (mitotic checkpoint serine/threonine kinases)

BUB1 and BUB3 encode components of the spindle assembly checkpoint complex,
which controls chromosome biorientation on the mitotic spindle, delaying the
anaphase transition until all kinetochores are properly attached("”l. Alterations in the
activity of this complex lead to alterations in chromosome copy number, i.e.
aneuploidies!™. The BUB1 gene is located on the long arm of chromosome 2 (2q13),
consists of 25 exons, and encodes a 1,085 amino acid protein, whereas BUB3 is located
on the long arm of chromosome 10 (10q26.13), has 8 exons, and encodes a 328 amino
acid protein®!. Deleterious germline mutations in both genes have been associated not
only with increased levels of constitutive aneuploidy, but also with gastrointestinal
neoplasms, including adenocarcinomas and adenomas!™”'l. Furthermore, aneuploidy
caused by Bubl insufficiency has been proven to drive colorectal adenoma formation
in mice through APC loss of heterozygosity (LOH)!"?. Screening of the BUBI and
BUB3 genes in familial and AP CRC cohorts has shown functionally relevant germline
mutations in a low fraction of patients with CRC who also presented increased levels
of constitutive aneuploidy?*“!l. However, the causality of these mutations in
CRC/adenoma susceptibility remains unproven.

AAP INCIDENTAL TO OTHER CANCER RISK SYNDROMES

Although phenotypes for related CRC risk syndromes are generally well-defined,
there are some overlapping features that can lead to confusion in the clinical suspicion
and subsequent misdirection of the genetic testing approach. The cancer risk
syndromes prone to phenotypically overlap with AAP are described below.

Lynch syndrome is the main hereditary nonpolyposis colorectal cancer syndrome
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caused by heterozygous deleterious mutations in MMR genes (MSH2, MLH1, MSH6
and PMS2) that can be accompanied by early-onset adenomas!®!. Usually, the
adenoma burden does not exceed 10, but it can sometimes mimic AAP.

Constitutional MMR deficiency is due to loss-of-function biallelic germline
mutations in the main MMR genes. It is an aggressive recessive cancer predisposition
syndrome with a wide tumor spectrum, very early age of onset and poor outcomel™..
In addition, nearly 36% of affected subjects develop colorectal AP ranging from a few
up to 100 adenomas!”.

Hereditary mixed polyposis syndrome is characterized by multiple colon polyps of
mixed pathologic subtypes and an increased risk for CRCI. It is caused by large
duplications in the 5' regulatory region of GREM1 (MIM 603054), leading to an excess
of coding protein expression””.. GREM1 is an antagonist of bone morphogenic protein
(BMP), so its overexpression can lead to inactivation of the BMP pathway and
subsequent hyperproliferation of colonic epithelium!('*!.

The pathogenesis of polyps in hereditary mixed polyposis syndrome likely
overlaps with that of juvenile polyposis syndrome (JPS), which is caused by
inactivating mutations in other genes of the BMP pathway, including BMPRIA (MIM
601299), SMAD4 (MIM 600993), ENG (MIM 131195) and BMP4 (MIM 112262)!'71%1, TPS
is a hamartomatous polyposis syndrome with an increased risk of CRC as well as
other digestive cancers. Cancer risk arises from adenomatous components present in
the juvenile polyps, which can sometimes lead to misinterpretations!'™.

Germline alterations in genes involved in the PTEN/PI3K/AKT pathway are also
associated with hamartomatous polyposis syndromes. Cowden syndrome is caused
by heterozygous PTEN (MIM 601728) germline mutations, and is characterized by the
development of hamartomatous and neoplastic lesions of the skin, mucous
membranes, thyroid, breast, endometrium, and brain!*l. Although hamartomatous
polyps are the most characteristic gastrointestinal lesions in Cowden syndrome,
adenomatous polyps in the colon have been detected in 30% of affected
individuals”.

In contrast, germline heterozygous mutations in STK11 (MIM 602216) lead to
Peutz-Jeghers syndrome (PJS), which is characterized by mucocutaneous
pigmentation and diffuse gastrointestinal hamartomas!'’®l. Similar to other
hamartomatous syndromes, polyps with large adenomatous transformation areas and
adenomatous polyps have been described in PJS!'L.

Currently, thanks to NGS technology and the widespread use of multigene panels
for hereditary cancer testing, the detection of overlapping phenotypes between
different CRC syndromes is greatly increasing, improving the diagnosis and follow-
up of these patients!'>*"%],

CONCLUSION

AAP is a highly heterogeneous disease, covering both moderate and mild forms of
AP, as well as hereditary and sporadic forms, recessive and dominant conditions, and
the presence or absence of other gastrointestinal or extracolonic manifestations. Thus,
the genetic heterogeneity of the syndrome, where several high predisposition genes
are involved in the polyposis predisposition of a minor subset of AAP, is not
surprising. Two previous studies have investigated the prevalence of pathogenic
mutations in large cohorts of AP, detecting approximately 6%-15% of pathogenic
mutations in either the APC or MUTYH genes when analyzing patients with an
adenoma burden between 10 and 99!""l. These detection rates were decreased (2%-
9%, respectively) when only patients between 10 and 19 adenomas were considered,
showing that adenoma burden and the likelihood of detecting pathogenic mutations
in APC and MUTYH are directly proportional in AAP. Regarding the prevalence of
the new AP predisposition genes, Stanich and collaborators included the analysis of
POLE and POLD1 in their cohorts, but the contribution of these genes was scarce (one
detection in 2,979 AAP cases), and it did not alter the overall mutation detection
ratel’”. The NTHLI contribution to AAP has been recently estimated to be five times
less prevalent than that of MUTYH!"!. Therefore, it seems that the heritability of AAP
lies in different predisposition genes, each of which explains a small fraction of the
total. Recently, other newly associated genes have been described, but the
contribution of genetics to the etiology of the disease, as well as its heritability, are
difficult to estimate. The high clinical and genetic heterogeneity, as well as the low
prevalence of pathogenic mutations in the described genes, reflects the necessity of
multigene panel testing for the effective genetic diagnosis of AAP.

To increase diagnostic sensitivity in such a heterogeneous syndrome, clinical
guidelines have been developed with broad criteria, recommending genetic testing in
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patients with more than 10 adenomas, even in those patients with oligopolyposis (<
10 adenomas) or early CRC!''"'"’l. These criteria increase the genetic testing requests in
diagnostic laboratories, thus decreasing the mutation detection rate, which makes
genetic studies not cost-effective, even if they are performed by multigene panel
testing. Furthermore, most of the genetic testing results are not informative, and the
probability of unclassified variant detection with multigene panel testing is high,
which leads to a major group of patients with anxiety and confusion. Therefore, more
stringent clinical criteria, especially in the cumulative number of adenomas, should be
redefined to ascertain those patients who are most likely to harbor a hereditary
polyposis syndrome. The stricter the recommendation criteria for the genetic study is,
the greater the mutation detection rate and lower the ambiguous results. We are in
agreement with the last guideline of the American Society of Colon and Rectal
Surgeons (ASCRS) that a cutoff of 20 cumulative adenomas should be used to prompt
genetic counseling and testing!''l.

In conclusion, the contribution of genetics to the etiology of the disease and its
heritability are difficult to estimate. The high clinical and genetic heterogeneity, as
well as the low prevalence of each AP predisposing gene, reflects the necessity of
multigene panel testing for an effective diagnosis of AAP. Nevertheless, the decline in
diagnosis rates that comes with the decrease in adenoma burden shows the necessity
of stricter clinical criteria when genetic testing is recommended for AAP
predisposition genes.
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