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RESUMEN

OPTIMIZACION DEL RENDIMIENTO DEL ESTUDIO GENETICO EN PACIENTES
CON SOSPECHA DE SINDROMES POLIPOSICOS HEREDITARIOS

El cancer colorrectal (CCR) es el segundo cancer con mayor mortalidad a nivel
mundial y el primero en incidencia en nuestro pais. Aunque la mayoria de casos son
de cardcter esporadico, influenciados por factores ambientales, existe un 5% que se
asocia a factores genéticos. Entre ellos, los sindromes de poliposis hereditaria (SPH)
son la segunda causa mas frecuente después del sindrome de Lynch. Estos
sindromes varian segun del tipo y nimero de pdlipos, siendo lo mas comunes
aquellos que involucran la aparicion de adenomas, entre los que se encuentran
principalmente: Poliposis Adenomatosa Familiar (desarrollo de méas de 100
adenomas), Poliposis Adenomatosa Familiar Atenuada y Poliposis Asociada a
MUTYH (menos de 100 adenomas). Los genes APC y MUTYH son los mas
frecuentes en estas entidades, aunque también se han identificado otros genes de
menor incidencia como POLE, POLD1, AXIN2 y NTHL1. En cuanto a poliposis no
adenomatosas, se encuentran los SPH con desarrollo de pdlipos hamartomatosos
relacionados con genes como STK11, SAMD4 y PTEN.

A pesar de que el diagnostico de SPH requiere estudios genéticos, la mayoria de
casos de poliposis no tienen origen genético sino que estan influenciados por
factores ambientales, como la edad. Por esta razon, no resulta viable realizar estos
estudios en todos los pacientes con poliposis. Para seleccionar a aquellos con mayor
probabilidad de tener un componente genético, las diferentes guias recomiendan

criterios de seleccién basados fundamentalmente en el tipo y nimero de polipos.

El objetivo principal de este estudio fue evaluar el rendimiento de las pruebas
genéticas en SPH utilizando los criterios de seleccion de la Comunidad de Madrid
(CAM) por los que se rige nuestro centro, y desarrollar un modelo que lo optimizara

para mejorar la atencién en el sistema publico de salud.

Los resultados mostraron que los pacientes que presentaban mas de 100 adenomas
0 polipos poco frecuentes como los hamartomatosos, tenian una alta tasa de

positividad en las pruebas genéticas, gracias a los claros fenotipos y a los

IX



antecedentes familiares, dada su herencia dominante. Los casos que presentaban
fenotipico caracteristico, pero no tenian antecedentes familiares, el analisis en trio
demostré ser particularmente Util para detectar mutaciones de novo, ya que permitio
realizar el estudio simultaneamente en el paciente y sus padres, ahorrando tiempo y

recursos.

Por su parte, para las poliposis con menos de 100 adenomas, el rendimiento fue
mucho menor debido al solapamiento de fenotipico entre pacientes con poliposis
hereditaria y esporadica, lo que resulté en una baja tasa de resultados positivos. Esto
evidencid la necesidad de desarrollar nuevas herramientas para una mejor selecciéon
de estos pacientes. Para ello, se compararon las caracteristicas entre los casos de
poliposis hereditaria y esporadica. En la cohorte de comparacion, 13 (9,4%)
pacientes tuvieron un resultado genético positivo, siendo mas jovenes (odds ratio
[OR]: 0,91; intervalo de confianza del 95% [IC del 95%]: 0,86-0,96) y con mas
adenomas (OR: 1,08; IC del 95%: 1,04-1,13) que los casos negativos. Con estos
datos, se generd una calculadora de probabilidad combinando el recuento de
adenomas Yy la edad con el fin de seleccionar pacientes para estudio genético. El
modelo fue validado tanto interna como externamente con buenos resultados. El
modelo de regresién logistica mostré un AUC de 0,92, con una sensibilidad del 100%
y una especificidad del 58% al utilizar un punto de corte de probabilidad superior al
3,5%. Para la validacion externa se utilizaron datos de pacientes anonimizados de
dos hospitales de la region. Para esta cohorte externa, el modelo predijo
correctamente 14 de los 16 casos positivos (88%). De los dos casos predichos como
negativos, uno presentd una mutacion en el gen AXIN2 en heterocigosis, y el otro
una mutacion en homocigosis en el gen NTHL1. La evaluacién del rendimiento del

modelo en ambos hospitales arrojé valores de AUC de 0,81.

En resumen, distinguir entre poliposis adenomatosas atenuadas hereditarias y
esporadicas basandose solo en el numero de adenomas es complejo. En personas
mayores, especialmente aquellas con pocos polipos, la probabilidad de sindromes
hereditarios es menor. Incorporar la edad como criterio para la derivacion a pruebas
genéticas tiene el potencial de refinar la seleccion de pacientes y mejorar la relacion
coste-efectividad. Para mutaciones de novo, el analisis en trio es la opcion

preferente.
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ABSTRACT

OPTIMIZATION OF GENETIC TESTING PERFORMANCE IN PATIENTS WITH
SUSPECTED HEREDITARY POLYPOSIS SYNDROMES

Colorectal cancer (CRC) is the second deadliest cancer worldwide and the most
common in our country. While most cases are sporadic, influenced by environmental
factors, approximately 5% are linked to genetic factors. Among these, hereditary
polyposis syndromes (HPS) are the second most common cause after Lynch
syndrome. These syndromes vary depending on the type and number of polyps, with
the most common being those involving the development of adenomas, among which
are primarily: Familial Adenomatous Polyposis (development of more than 100
adenomas), Attenuated Familial Adenomatous Polyposis and MUTYH-Associated
Polyposis (less than 100 adenomas). APC and MUTYH genes are most frequently
involved with these conditions, although other genes with lower incidence, such as
POLE, POLD1, AXIN2, and NTHL1, have also been identified. Regarding non-
adenomatous polyposis, there are the HPS characterized by the development of

hamartomatous polyps related to genes like STK11, SMAD4 and PTEN.

Although the diagnosis of hereditary polyposis requires genetic studies, the formation
of polyps does not always have a genetic origin. In most cases, it is influenced by
environmental factors, such as age. For this reason, it is not feasible to perform these
studies on all patients with polyposis. To select those with a higher likelihood of
having a genetic component, different guidelines recommend selection criteria

primarily based on the type and number of polyps.

The main objective of this study was to assess the performance of genetic testing in
HPS using the selection criteria of the Community of Madrid, which our centre follows,
and to develop a model to optimize this yield to improve medical care in the public

healthcare system.

The results showed that patients with more than 100 adenomas or rare polyps, such
as hamartomatous polyps, had a high positivity rate in genetic testing, due to their
specific phenotype and family history given the dominant inheritance of these type of
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syndromes. In cases with a characteristic phenotype but no family history, trio
analysis proved useful for detecting de novo mutations, as it allowed simultaneous

testing of the patient and their biological parents, saving time and resources.

However, for adenomatous polyposis with less than 100 adenomas, the performance
was much lower due to overlapping phenotype between patients with hereditary and
sporadic polyposis, leading to a low rate of positive results. This highlighted the need
to develop new tools for better patient selection. To address this, characteristics of
both types of polyposis were compared between patients with hereditary and sporadic
polyposis. In the comparison cohort, 13 (9.4%) patients had a positive genetic result.
These patients were younger (odds ratio [OR]: 0.91; 95% confidence interval [95%
Cl]: 0.86-0.96) and had more adenomas (OR: 1.08; 95% CI: 1.04-1.13) than those
with negative results. Based on this data, a probability calculator was created by
combining adenoma count and age to select patients for genetic testing. The model
was validated both internally and externally with good results. The logistic regression
model showed an AUC of 0.92, with 100% sensitivity and 58% specificity when using
a probability threshold above 3.5%. For external validation, anonymized patient data
from two regional hospitals were used. In this external cohort, the model correctly
predicted 14 out of 16 positive cases (88%). One of the cases predicted as negative
exhibited a mutation in the AXIN2 gene in heterozygosity, while the other showed a
mutation in the NTHL1 gene in homozygosity. Currently, both genes lack a clear
clinical significance. The model’s performance in both hospitals yielded AUC values
of 0.81.

In summary, distinguishing between hereditary and sporadic attenuated
adenomatous polyposis based solely on the number of adenomas is challenging.
Older individuals, particularly those with few polyps, may have diminished chances
of detecting hereditary syndromes. Incorporating age as a criterion for genetic testing
referrals has the potential to refine patient selection and improve cost-effectiveness.

For de novo mutations, trio analysis is the preferred option.
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Introduccién

1. Epidemiologia

El cancer colorrectal (CCR) es el tercer cancer con mas incidencia en el mundo, por
detras del cancer de mamay pulmén (Figura 1), y el segundo en mortalidad?®. A nivel
nacional, es el cancer mas diagnosticado en la poblacion general con una estimacion
de en torno a 40.000 casos nuevos al afio. En cuanto a la prevalencia a los 5 afios,
a nivel mundial se encuentra en segunda posicion tras el cAncer de mama, mientras

que en Espafia se encuentra en tercera posicion, tras el de mama y prostata?.

Colorrecto
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22967 (11,8%)
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Total: 278 729
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Vejiga 30041 (10,84%)
21418 (7.7%)

Figura 1. Incidencia de tumores a nivel nacional en el afio 2022. Adaptado de Globocan?®

Si desglosamos los datos de incidencia por sexo, a nivel nacional el CCR ocupa el
segundo puesto en ambos sexos después del cancer de mama en mujeres y de

prostata en varones (Figura 2) “.
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Figura 2. Estimacién de la incidencia de cancer en Espafia desglosada por sexo.
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Respecto a la mortalidad, tanto a nivel global como nacional, el CCR representa la
segunda causa de muerte tras el cancer de pulmén!. Dentro de nuestro pais, en
varones se sitla por detras del cancer de pulmoén, y en mujeres el tercero después
del cancer de mama y pulmén, siendo responsable de méas de 11.000 muertes en el
afio 202225,

Si miramos hacia el futuro, segun los datos del proyecto GLOBOCAN (Global Cancer
Observatory) se estima que, en los proximos 25 afios, la incidencia de cancer
aumente un 77%, que de continuar con la misma distribucion actual, supondria un
aumento de hasta un 4% de casos CCR por afio®. Por todo ello, nos encontramos
ante un grave problema de salud publica donde es prioritario el desarrollo y mejora
de estrategias de deteccion y prevencion. Por otro lado, del conjunto de todos los
tipos de tumores, el CCR cuenta con la ventaja de poder ser detectado precozmente
lo cual permite un diagndstico y tratamiento temprano que se traduce en un aumento

de la supervivencia®.

2. Fisiologia

El intestino grueso es la porcion final del tracto gastrointestinal comenzando en la
vélvula ileocecal, punto de unién con el intestino delgado, y finalizando en el ano. No
tiene funcién de digestion, si no que se encarga de absorber agua, vitaminas, sal y
acidos grasos de cadena corta, eliminar productos de desecho y accion bacteriana

sobre el quimo®.

Fisiologicamente se caracteriza por una longitud de 1,5 metros y puede dividirse en
ciego, colon ascendente, colon transverso, colon descendente, colon sigmoide o
sigma y recto. La pared intestinal esté constituida por 4 capas, de mas externa a mas

interna: mucosa, submucosa, muscular, subserosa y serosa (Figura 3) ’.
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Figura 3. Fisiologia del intestino grueso. (A) Secciones del colon, creado con BioRender®; (B) Capas del
colon, adaptado de American Cancer Society®.

El intestino grueso no tiene vellosidades, pero si invaginaciones en la capa mucosa
de la superficie epitelial formando glandulas mucosas tubulares denominadas criptas
colonicas, criptas de Lieberkihn o glandulas de Lieberkihn ricas en células
caliciformes®. Su funcion principal es la secrecién de moco, que protege y lubrica las
paredes del intestino grueso. Este proceso implica un recambio celular continuo, que
se inicia en la base de las criptas, donde se encuentran las células madre. Estas
células madre maduran hasta convertirse en células diferenciadas, que luego se

desplazan hacia el lumen del intestino grueso?®.

3. Carcinogénesis y etiologia del cancer colorrectal

El proceso de carcinogénesis del CCR sigue los mismos mecanismos que cualquier
otro tipo de cancer: las células normales sufren cambios que las llevan a una
proliferacion descontrolada, lo que deriva en un proceso neoplasico. La aparicion del
cancer no es inmediata, sino que las células y tejidos van cambiando y
evolucionando hasta llegar a las formas mas avanzadas del cancer. En el caso de
los tumores soélidos, como el CCR, primero se produce una hiperplasia (aumento de
la tasa de crecimiento celular) pero manteniendo una apariencia celular normal.
Cuando las células pasan a ser anormales, entonces se habla de displasia. Estas
dos etapas iniciales son reversibles y se describen como pre-cancerosas, es decir,
preceden a la aparicion del cancer y no se consideran como tal. A medida que
aumenta el numero de estas células anormales, pierden su funcionalidad normal y

adquieren nuevas capacidades. En este punto, surge lo que se denomina carcinoma
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in situ, que se encuentra delimitado a la zona original del cambio sin afectar otras
areas. Cuando las células cancerosas invaden otros tejidos, ya sea por expansion
local o por diseminacion a través del torrente sanguineo o del sistema linfatico, se
produce la metastasis!!. Para el desarrollo de estas fases hasta el desarrollo del
cancer, se requiere la sinergia de varios mecanismos (conocidos por su término
inglés hallmarks) (Figura 4) cuyo fin, en suma, es promover la proliferacion de célula

tumoral y evitar su muerte!?13,
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Figura 4. Rasgos o hallmarks de cancer. Adaptado de Hanahan'?

La etiologia del cancer colorrectal es amplia y aiin no se conocen en profundidad
todas las causas, pero si estan descritos factores de riesgo como la edad avanzada,
la predisposicion genética, dieta rica en grasas y pobre en frutas y verduras, habitos
toxicos, obesidad o sedentarismo!4>. La mayoria de los casos se dan por encima
de los 45-50 afios, aumentando la incidencia especialmente en las décadas de los
60 y 70 afios de edad!®1°. Atendiendo al origen, se puede realizar una clasificacion
genérica del CCR en: esporadico, familiar y hereditario?°.

En la mayoria de los casos (70-75% de los pacientes) el origen del CCR es
esporadico. Estos casos se definen como neoplasias que aparecen de manera
espontanea debido a la influencia de factores ambientales de riesgo mencionados

anteriormente, sin contribucién conocida de causas genéticas hereditarias?’.
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El cancer familiar representa aproximadamente el 25% de los casos de CCR. Este
término hace referencia a familias cuyos miembros presentan factores hereditarios
gue predisponen a un mayor riesgo de cancer en comparacion con la poblacion
general, aunque menor en comparacion con los sindromes hereditarios. Sin
embargo, esta predisposicion no se explica por un unico componente hereditario
concreto, sino por la combinacién de variantes genéticas y la exposicion a factores

de riesgo comunes, fenédmeno que se conoce como agregacion familiar??23.

El 5-10% restante de los casos de CCR corresponde a cancer hereditario, donde los
pacientes tienen antecedentes familiares con un componente genético definido. Esto
significa que presentan una mutacion germinal especifica que aumenta su riesgo de
desarrollar cancer?*. A pesar de que se han descrito numerosas mutaciones
involucradas en este tipo de cancer, todavia existe una gran falta de conocimiento,
ya que las descritas hasta el momento sélo explican un porcentaje muy bajo de los
casos hereditarios?®. Dentro de este grupo de canceres hereditarios, se puede hacer
una subclasificacibn en dos grupos atendiendo a la presencia de polipos,
distinguiendo entre sindromes no polipésicos y sindromes polipésicos?®. En el primer
caso se encuentra el Cancer Hereditario No Polipésico (HNPCC de sus siglas en
inglés, Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer) mas conocido como sindrome de
Lynch, principal responsable de los CCR hereditarios?’. El segundo grupo se
compone de un conjunto variado de sindromes, dependiendo del tipo de polipo
desarrollado, siendo los mas comunes la Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF),
Poliposis Adenomatosa Familiar Atenuada (PAFA) y la Poliposis Asociada al gen
MUTYH (MAP) 2428 (Figura 5).

S. Hereditarios
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4% 1%
SLynch SPH
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70%
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Figura 5. Causas de desarrollo de CCR. SPH: sindrome polipésico hereditario. Imagen de elaboracién propia.
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3.1. Vias moleculares de carcinogénesis

Los mecanismos moleculares del desarrollo de cancer son mdultiples y resultan de
alteraciones en la expresion de genes implicados en los procesos de control,
proliferacion y diferenciacion celular. Estas alteraciones pueden ocurrir a nivel
genético, modificado directamente la configuracion normal del gen mediante
mutaciones puntuales, inserciones o deleciones de pares de bases o, incluso de
cromosomas. También pueden ocurrir a nivel epigenético, donde no se afecta la
secuencia gen directamente, sino que altera su expresion normal a través de

metilaciones del ADN, cambios en las histonas o micro-ARNS.

Cada tipo de cancer tiene su propio desarrollo molecular en base al tipo de células y
tejidos que lo componen. En el caso del CCR, ya en 1990 Fearon y Vogelstei
sugirieron un modelo de acumulacién de mutaciones que se desarrollan por etapas
convergiendo en la aparicién del carcinoma?®. En los Ultimos afios, gracias al
desarrollo de técnicas moleculares y al aumento de las investigaciones, se han
estudiado otras vias moleculares que explican el desarrollo de diferentes fenotipos
de cancer que no quedaban cubiertos por el primer modelo. Actualmente, se ha
demostrado la existencia de distintos grupos de CCR en base a vias moleculares, de

las cuales las mas comunes son30-3L:
- Inestabilidad cromosdmica o via supresora
- Fenotipo de hipermetilador o via serrada
- Inestabilidad de microsatélites o via mutadora

Las dos primeras vias estan implicadas en el desarrollo de sindromes polipdsicos
mientras que la Gltima, la mutadora, explica la génesis de aquellos CCR sin presencia
de pélipos, como el sindrome de Lynch. Desde un punto de vista de evolucion del
carcinoma, la via supresora comienza como pélipo adenomatoso para concluir en un
carcinoma, lo que se conoce también como via de la poliposis adenomatosa, mientas
gue la via serrada sigue un patrén de polipo serrado derivando en carcinoma (Figura
6)32.
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Figura 6. Via de carcinogénesis en el desarrollo del cancer colorrectal. Creado con BioRender®

Inestabilidad cromosdmica (IC) o via supresora

La inestabilidad cromosémica es la via mas comun, y se caracteriza por la
translocacion, pérdida o ganancia de cromosomas que desemboca en aneuploidia,
reordenamiento de cromosomas o pérdida de heterocigosidad (LOH, en inglés, loss

of heterozigosity) en loci de genes supresores de tumores®3.

Como describieron Fearon y Volgestein, esta alteracién da lugar a una cascada de
mutaciones en otros genes, tanto supresores de tumores como oncogenes, que
culmina en la aparicion del carcinoma?®. Segin este modelo, la primera alteracion
gue desencadena la secuencia ocurre en el gen supresor APC (Adenomatous
Poliposis Coli), la cual puede presentarse de manera tanto esporadica como
hereditaria. Tras esta primera alteracion, sigue evolucionando el proceso de
malignizacion donde se suceden mutaciones en el oncogén KRAS, en genes del
cromosoma 18q (DDC, SMAD2, SMAD4) y en el gen supresor de tumores TP53 que

derivan finalmente en la aparicion del cancer®34,

El gen APC realiza funciones importantes, entre las que se encuentran la adhesion
celular, mecanismos de reparacion por escision de bases (BER) y control del ciclo
celular, pero su papel mas destacado es como supresor de tumores. APC es un actor
principal en la ruta de sefalizacién Wnt/B-catenina relevante para la homeostasis de
los tejidos. Las cateninas son proteinas encargadas de procesos de adhesion celular
y presentan distintos subtipos, entre ellos, la B-catenina. Cuando no se requiere mas
de su accion, se procede a su degradacion que implica la coordinacion entre la

proteina Wnt y un complejo multiproteico. Este complejo esta constituido por la

9
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proteina APC unida a otras proteinas como GSK3( y AXIN2, que se encargan de

marcar a la B-catenina para que sea destruida por el proteasoma3®,

La proteina Wnt actla en este proceso como inhibidor: si la proteina Wnt se une a
su receptor situado en la membrana celular, secuestrara el complejoy no se realizara
el proceso de sefializacion y, por tanto, no habra degradacién de (-catenina. De
modo contrario, en ausencia de Wnt, el complejo queda libre e iniciara el proceso de
degradacion. Cuando ocurre una mutacién en APC, el complejo no puede formarse,
por lo que no se podra llevar a cabo la degradacion de la -catenina. Esto lleva a una
acumulacion de ésta que acabard por infiltrarse en el nucleo celular. Alli, formard un
complejo con otras moléculas que activara la expresion de genes relacionados con
la proliferacién y transformacion celular (Figura 7)36-38, A partir de aqui, se genera
una via de inestabilidad cromosémica que conlleva a la mutacion de otros genes

como KRAS, DDC y TP53 que finalmente desencadena el carcinoma.
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Figura 7. Ruta de sefializacion Wnt/B-catenina. Adaptado de Ota et al*®
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Fenotipo hipermetilador del islote CpG (FHIC) o via serrada

En los dltimos afios, varias investigaciones se han llevado a cabo para dilucidar la
evolucion desde la lesion serrada precursora hasta el desarrollo de CCR. No
obstante, los resultados son todavia demasiado dispares para concretar una
respuesta definitiva, y la relacion exacta entre las alteraciones moleculares y la

histologia aun esta en investigacion.

En el genoma existen regiones denominadas islotes o islas CpG constituidas por
repeticiones de parejas de citosinas y guaninas que pueden ocupar desde 200 pares
de bases (pb) a mas de 500pb°. Estas islas pueden encontrarse en las regiones
promotoras de genes y condicionaran su expresion o su silenciamiento, en funcién
de si estdn desmetalidas o metiladas, respectivamente. En el FHIC se produce una
hipermetilacion de estas islas CpG localizadas promotores de genes supresores de
tumores impidiendo su transcripcion?®. Las citosinas metiladas se convierten en 5-
metilcitosinas modificando la configuracién tridimensional del ADN, produciendo una
interaccion defectuosa entre los factores de transcripcion y el codén de inicio del

gen®.

En la evolucién de tejido sano a CCR mediante la via serrada, se ha observado la
coexistencia de mutaciones en BRAF o KRAS junto con FHIC. Estos dos oncogenes
forman parte de la via de la proteina quinasa activada por mitdgenos (conocida por
sus siglas en inglés MAPK, mitogen-activated protein kinases), encargada de
modular sefiales extracelulares para controlar diversas funciones celulares como el
crecimiento, la proliferacién, la diferenciacion, la migracion y la apoptosis. Cuando
los genes implicados en ella se hallan mutados, se produce una proliferacion celular

excesiva®.

Asi, ante la presencia de mutaciones en BRAF/KRAS, que aumentan la proliferaciéon
celular, por un lado, y del FHIC que provoca el silenciamiento de genes supresores
de tumores encargados de controlar esa proliferacion por otro, se da la aparicion de
polipos. Finalmente, se iran sumando alteraciones que provocaran el desarrollo
CCR39'41'42.

11
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Inestabilidad de microsatélites (IMS) o via mutadora

Entre un 10% y un 20% de los CCR derivan de una inestabilidad de microsatélites,
gue son secuencias de ADN repetidas en tandem a lo largo del genoma. En este
caso, el fallo radica en los mecanismos de reparacion del ADN post-replicacion. En
el proceso de replicacion, la ADN polimerasa tiene la capacidad de subsanar los
errores que van ocurriendo durante el proceso, pero si alguno de ellos escapa a esta
correccion, existe un sistema adicional de reparacion denominado en inglés
Mismatch Repair (MMR) que esta coordinado por distintos genes, entre los que
destacan MLH1, MSH2, MSH6 y PMS21043, | a tasa de errores de la replicacion es
mayor en las zonas de microsatélites por el hecho de ser secuencias repetitivas.
Cuando se produce una mutacion en estos genes se afecta su correcta expresion y
el sistema MMR pierde su actividad, dejando de corregir los errores que se generan.
Estos errores no corregidos se van acumulando en el genoma con cada ciclo celular,
lo que finalmente provoca el fendmeno de inestabilidad de microsatélites (IMS). Esta
inestabilidad es especialmente importante cuando ocurre en loci de genes

supresores de tumores cuya correcta actividad se vera afectada®*.

Alrededor del 85% de los casos de CCR por IMS son esporadicos, es decir, se
desarrollan por una mutacion somatica que inactiva los genes del sistema MMR. Los
mecanismos que conducen a esta inactivacion pueden ser pérdida de
heterocigosidad, mutaciones puntuales, reordenamientos cromosomicos e
hipermetilaciones. Por el contrario, cuando la inactivacion ocurre debido a una
mutacion germinal, hablamos de una enfermedad hereditaria, especificamente del

sindrome de Lynch®?,

En el sindrome de Lynch coexisten un alelo con mutacion germinal y un alelo wild
type (wt) funcional de alguno de los genes que conforman el sistema MMR. La
enfermedad se desarrolla cuando el alelo funcional, que hasta ese momento habia
sido capaz de reparar los errores producidos durante la replicacion, pierde su
funcionalidad debido a una alteracibn somatica, por los mecanismos descritos
anteriormente, sumandose asi a la inactividad del alelo previamente mutado. Cabe
afadir que existen dos casos en los cuales la herencia recibida que lleva a la
inactivacion del gen no es una mutacion, sino procesos epigenéticos que llevan de

manera indirecta al bloqueo de la expresiéon del gen. Por un lado, esta la metilacion

12
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constitutiva de la regién promotora gen MLH1, en fase embrionaria, que silencia la
expresion del gen. Por otro, alteraciones germinales en los ultimos exones en el gen
EPCAM también se han relacionado con el desarrollo de CCR#°. Aunque este gen
no esta relacionado funcionalmente con el sistema MMR, se encuentra
espacialmente muy proximo al gen MSH2, por lo que mutaciones situadas al final del
gen EPCAM provocan la metilacion del promotor de MSH2, lo que lleva al

silenciamiento epigenético de este, impidiendo su expresion2.

Estas tres vias son las mas conocidas y estudias del CCR, a partir de las cuales se
generan la mayoria de los casos. Sin embargo, existen también otras vias como la
via inflamatoria o la de microARN. A excepcién de las vias IC e IMS, que hasta la
fecha se consideran mutuamente excluyentes, se pueden dar casos que tengan
caracteristicas comunes a varias vias, como por ejemplo ocurre en casos de
sindrome de Lynch, el cual puede desarrollarse por la conjuncion de dos vias de
carcinogénesis: la via de FHIC y la IMS. En estos casos se produce una
hipermetilacion (via FHIC) en genes correspondientes al sistema MMR, que al
guedar inactivos y no poder cumplir su funcién, provoca IMS. Asi pues, en el estudio
molecular de CCR no se puede focalizar en una sola via, si no tener una mirada

amplia®234,

4. Diagnostico del cancer colorrectal

Ante la presencia de sintomas y signos compatibles con CCR, existen diversas
pruebas que ayudan a orientar al médico. En nuestro entorno, las mas utilizadas son
la prueba de sangre oculta en heces y las pruebas de imagen: la colonoscopia y la

sigmoidoscopia?®46.

La prueba de sangre oculta en heces es una técnica muy utilizada en el cribado, pero
no proporciona un diagndstico definitivo, ya que el CCR no es la Unica patologia que
puede presentar sangre en las heces. Por lo tanto, en caso de obtener un resultado

positivo, es necesario recurrir a las pruebas de imagen*7:48.

La sigmoidoscopia y colonoscopia son dos técnicas similares que permiten explorar
la fisiologia del recto y colon mediante la introduccion de una camara articulada
provista de luz a través del ano. Durante estas pruebas es posible también resecar

polipos (polipectomia) y tomar muestras para estudio histolégico (biopsia). La
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diferencia entre ambas radica en la porcion de colon visualizado. Como su propio
nombre indica, en la sigmoidoscopia se explora desde el recto y hasta el colon
sigmoide, mientras que en la colonoscopia es posible evaluar el colon en su totalidad.
Esto hace que la colonoscopia sea en general la técnica preferente a realizar, aunque
la sigmoidoscopia tiene la ventaja de requerir menos tiempo para su realizacion. Al
contrario que la sangre oculta en heces, la sigmoidoscopia y colonoscopia son
procedimientos mas complicados que requieren la intervencion de un especialista y
una preparacion previa del paciente mediante dieta restrictiva y sedacion. Ademas,
no quedan exentas de efectos secundarios y complicaciones como gases, diarrea,

malestar, dolor abdominal y sangrado rectal*®.

Para realizar el diagnostico definitivo de CCR se requiere del estudio histopatolégico
de una muestra tomada en la colonoscopia por biopsia. Consiste en realizar un
examen microscépico de tejidos tefiidos con hematoxilina y eosina, evaluando una
variedad de alteraciones morfolégicas en el tejido, como son la presencia y
profundidad de la invasion tisular, la arquitectura glandular, la polaridad celular y la

desaparicion de glandulas, para determinar la presencia de malignidad®°.

5. Cribado del cancer colorrectal

Para cualquier patologia, las pruebas de cribado son aquellas que se realizan en
personas asintomaticas pero que tienen un riesgo de desarrollar la enfermedad. Su
principal ventaja es la deteccion precoz de la patologia y la aplicacion consecuente
de medidas preventivas o terapéuticas que eliminan o reducen los efectos de la
enfermedad. En el caso del cancer, esto se traduce en el fendbmeno denominado
downstaging: la deteccién y tratamiento del cdncer en estadios menos avanzados de
lo que se haria en caso de esperar a la aparicion de sintomas, lo que conlleva a una
mayor tasa de supervivencia. EI CCR es uno de los pocos canceres que se
benefician de un cribado ya que las lesiones pueden detectarse mucho antes de que
desencadenen los sintomas. Se pueden describir dos tipos de poblacién en cuanto
a las medidas de cribado a seguir en funcién del tipo de riesgo a desarrollar CCR:

riesgo medio y riesgo alto®1:52,
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5.1. Riesgo medio

El cribado de riesgo medio es aquél que tiene como diana la poblacion asintomatica
sin antecedentes familiares o personales de enfermedades susceptibles de
evolucionar a CCR (otro tipo de cancer, enfermedad inflamatoria intestinal,
enfermedad de Crohn o poliposis) 3. Las opciones para realizarlo son tres: sangre
oculta en heces cada afo, sigmoidoscopia cada cinco afios, o colonoscopia cada

diez>*.

El inicio del cribado se establece entre los 45-50 afios, ya que, como se ha indicado,
el riesgo aumenta significativa y progresivamente a partir de esta edad. El limite para
realizar estas pruebas de cribado son los 75 afios, aunque se puede ver acortado o
alargado de forma individual en funcién de si el paciente tiene una esperanza de vida
menor o mayor de 10 afios, teniendo siempre presente que los beneficios sean
mayores que los riesgos®>°6, Desde 2017, la Comunidad de Madrid (CAM) lleva a
cabo la campafia Prevecolon, que consiste en un cribado masivo de la poblacion
diana a través del test de sangre oculta en heces. La poblacién diana son hombres
y mujeres entre 50 y 69 afios sin ningln antecedente de riesgo. Se entrega el
dispositivo para que sea el propio paciente el que recolecte la muestra en su
domicilio, entregandolo posteriormente en el laboratorio para su andlisis. El
rendimiento de la prueba presenta una sensibilidad y una especificidad entorno al
91% y al 88%, respectivamente, para la detecciéon de CCR en pacientes de riesgo

medio*6:57,

Recientemente, se ha propuesto también el uso de biopsia liquida para el cribado en
este tipo de poblacién. Se trata de un procedimiento no invasivo que analiza
fragmentos de ADN tumoral que circulan en la sangre. Proporciona informacion
sobre el estado del cancer a partir de una muestra de sangre convencional, sin
necesidad de procedimientos quirdrgicos invasivos. Los datos disponibles indican
una sensibilidad del 83% y una especificidad del 90% para la detecciéon de CCR%8.
Asimismo, también se incluye como prueba de cribado el analisis de ADN tumoral en
muestras de heces, que ha demostrado una sensibilidad del 93% con una
especificidad del 90% para CCR®°,
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5.2. Riesgo alto

Por otra parte, existen también guias de cribado a seguir en aquellos casos también
asintomaticos, pero que presenten alto riesgo de desarrollar CCR debido a que
tengan antecedentes familiares o personales de CCR, poliposis, enfermedades
relacionadas con CCR, o que hayan recibido radiacion en abdomen y/o zona pélvica
para el tratamiento de otros carcinomas®?. La técnica de cribado de eleccion sera la
colonoscopia, y los intervalos de realizacion variaran dependiendo de los hallazgos
y las caracteristicas del paciente. Se puede complementar con imagenes por

resonancia magneética y pruebas realizadas en heces.

Para los parientes de pacientes con CCR se establecen diferentes intervalos de
tiempo para las pruebas en funcion del numero de familiares afectados, la edad del
diagnéstico y el grado de parentesco (Figura 8)*65468061 En Jos casos con
antecedentes familiares de sindromes hereditarios se debe realizar el estudio

genético previo al estudio por técnicas invasivas (colonoscopia/ sigmoidoscopia)®32.

Parentesco con el 19 grado 29 grado 32 grado
familiar afectado

] " SOH: 2 afios
Pruebas Colonoscopia: 5 afios ) "
Colonoscopia: 10 afios
Edad de incio de 40 afios 0 10 afios antes del SOH: 50 afios?
pruebas diagnostico de CCR mas joven Colonoscopias: 45 afios?

Figura 8. Algoritmo de decisién para el cribado de pacientes de alto riesgo de CCR con parientes
afectados. Adaptado de la Asociacion Espafiola de Gastroenterologia (AEG) (46) y de The National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) (54). SOH: sangre oculta en heces

a Algoritmo de decision segin la AEG.

b Algoritmo de decision segln la NCCN.

6. Pdlipos

Los pdlipos son protrusiones tumorales en el lumen del colon. Estas tumoraciones
se han demostrado como lesiones pre-malignas para el CCR, con una probabilidad
de progresion a carcinoma proporcional a la edad, tamafio y componente velloso

(proyecciones digitiformes del epitelio colénico)®2-64,
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Las causas de aparicion de polipos son variadas, incluyendo tanto factores genéticos
como ambientales. La clasificacion de los polipos se realiza en base a su histologia
y se pueden dividir en polipos adenomatosos, serrados (que incluyen los
hiperplasicos), hamartomatosos e inflamatorios®®. En cuanto a frecuencia, los
adenomas son el tipo de pdlipo méas frecuente, mientras que los hamartomatosos
son los menos comunes. Por otro lado, los polipos adenomatosos y serrados son los

que presentan un mayor potencial para desarrollar CCR#2:6567,

6.1. Polipos adenomatosos

Los polipos adenomatosos (0 adenomas) son los mas comunmente encontrados en
la poblacién. Tienen la capacidad potencial de evolucionar a carcinoma, aungue solo
un pequefio porcentaje lo hace®. EIl riesgo de desarrollar este tipo de pélipos
aumenta con la edad, el indice de masa corporal, dietas altas en grasa y el consumo
de alcohol y tabaco®. Histol6gicamente, pueden dividirse en tres subcategorias

segun el porcentaje de componente velloso que presente, a saber®*7° (Figura 9):
e Adenomas tubulares: menos de un 25% de vellosidades
e Adenomas vellosos: mas de un 70% de vellosidades

e Adenomas tubulo-vellosos: subcategoria que engloba los adenomas con un

porcentaje de vellosidades intermedio entre las dos subcategorias anteriores.

Figura 9. Histologia de pélipos adenomatosos. A) adenoma tubular, B) adenoma tubulo-velloso, C)
adenoma velloso. Adaptado de Hu et al”®
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La mayoria de los adenomas son de tipo tubular; entre el 5y el 15% corresponden a
adenomas tubulo-vellosos, y entre el 5y el 15% son vellosos, siendo estos ultimos

los que tienen una mayor probabilidad de evolucionar a carcinoma®®:72,

6.2. Podlipos serrados

Los polipos serrados constituyen un grupo variado de protrusiones caracterizadas
por una arquitectura en dientes de sierra. Hasta hace una década, se consideraban
lesiones inocuas y se reportaban como pélipos hiperplésicos. Sin embargo, con el
tiempo se ha descubierto que algunos pélipos de este tipo presentan displasia y alto
potencial maligno. Asi, la OMS acufié una nueva clasificacion para estos tipos de
polipos dividiéndolos en hiperplasicos, adenomas serrados tradicionales y pélipos

serrados sésiles (con o sin displasia)*273.

Los pélipos hiperplasicos son los mas comunes, con un tamafio medio menor de
5mm, y su localizacion suele ser en el sigmoide-recto. En general, se considera que
los polipos pequefios y distales de este tipo no conllevan un aumento del riesgo de
desarrollo de CCR". Los pdlipos serrados sésiles se presentan en la zona proximal
del colon y suponen una mayor predisposicion al CCR considerandose precursores
de CCR por la via serrada, aunque son menos comunes que los poélipos
adenomatosos*?’®. Los adenomas serrados tradicionales (denominados asi para
evitar confusién con los poélipos adenomatosos), aunque también considerados de

riesgo para el CCR, son menos frecuentes’.

6.3. Podlipos hamartomatosos

Un hamartoma es un crecimiento benigno compuesto por una mezcla anormal de
células y tejidos que se encuentran en el colon’®. Estos polipos son relativamente
raros y suelen presentarse en el contexto de sindromes polipdsicos especificos. En
el contexto de un sindrome polipdsico hereditario (sindrome de Poliposis Juvenil,
sindrome Polipésico Peutz-Jeghers o sindromes de tumores hamartomatosos
asociados a PTEN) los hamartomas pueden contribuir al desarrollo de CCR, asi
como otros tipos de procesos cancerosos tanto gastrointestinales como
extraintestinales®”’7.78, Aunque los hamartomas son menos frecuentes que otros
tipos de pdlipos, como los adenomas, su presencia puede ser indicativa de una

predisposicién genética a desarrollar diversos tipos de cancer.
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6.4. Polipos inflamatorios

Son lesiones irregulares de la mucosa resultado de procesos de ulceracion y
regeneracion que se produce en respuesta a una inflamacion localizada o difusa
(como enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa). Fenotipicamente pueden presentar
forma pedunculada o sésil con un tamafio menor a 2 cm, y se pueden localizar en
cualquier tramo del colon donde se haya producido la inflamacion. Estan asociados
a la aparicion de displasia en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, pero
de manera general no se relacionan con el desarrollo de procesos neoplasicos,

considerandolos como pseudo-poélipos?®:€°,

7. Sindromes polipésicos hereditarios

En términos generales, el sindrome polipésico hereditario (SPH) se refiere a la
tendencia a desarrollar pdlipos a lo largo del tracto digestivo, con un componente
genético. Estan considerados como patologias de riesgo de desarrollo de CCR y son
la segunda causa de CCR hereditario después del sindrome de Lynch’’:1, Estos
sindromes presentan un amplio abanico de fenotipos, variando en el tipo y nimero
de pdlipos, la edad de inicio, las manifestaciones extracolénicas y los patrones de
herencia. Debido a esta diversidad, las investigaciones en este ambito estan

encaminadas a determinar los distintos tipos y mecanismos involucrados.

Aunque en muchos casos la causa exacta no estd completamente esclarecida, se
han identificado varios genes relacionados con el CCR. Los genes mas destacados
y estudiados son APC y MUTYH, que estan asociados con los sindromes de
poliposis mas comunes, como la PAF, la PAFA y la PAM. Ademas, aunque menos
frecuentes, existen otros sindromes de poliposis adenomatosa relacionados con
otros genes como POLE, POLD1, AXIN2,y NTHL1, asi como sindromes de poliposis

hamartomatosa, sindromes de poliposis serrada y sindromes de poliposis mixta®*.

7.1. Poliposis Adenomatosa Familiar

La PAF (OMIM#175100) es el SPH mas prevalente con una incidencia estimada de
1 entre 10.000 individuos?®. Se produce debido a mutaciones en el gen APC por la
via de la inestabilidad cromosdmica explicada anteriormente. El patron de herencia

de mutaciones en APC es autosomico dominante, aunque aproximadamente un 30%
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de los casos de PAF son resultado de mutaciones de novo sin antecedentes

familiares de poliposis®?:83.

La PAF se define por la presencia de un gran numero de adenomas, que a menudo
ascienden a cientos. Por otro lado, las mutaciones en el gen APC también pueden
manifestarse como un fenotipo mas leve, conocido como Poliposis Adenomatosa
Familiar Atenuada (OMIM #175100), caracterizado por el desarrollo de menos de
100 adenomas. Ademas del numero de pdlipos, la PAF y la PAFA presentan
diferencias en otras caracteristicas clinicas. La edad promedio de diagndstico de la
PAF es generalmente alrededor de los 30 afios, mientras que el diagndstico de la
PAFA tiende a ocurrir una o dos décadas mas tarde® 8. Tanto la PAF como la PAFA
conllevan un alto riesgo de CCR, pero la PAF generalmente muestra una mayor
penetrancia. Sin intervencion, los individuos con PAF enfrentan un riesgo del 100%
de desarrollar CCR antes de los 50 afios, mientras que aquellos con PAFA tienen
aproximadamente un 70% de riesgo de desarrollarlo antes de los 80 afios?6.77:86,

Ademas, los individuos con PAF o PAFA tienen una mayor probabilidad de
desarrollar pélipos en el intestino delgado en comparacion con la poblacion general,
con una prevalencia mas alta en PAF que en PAFA®. Los poélipos duodenales, que
pueden extenderse desde el duodeno hasta el estbmago, representan un riesgo
significativo de carcinoma duodenal, una de las principales causas de mortalidad tras
el CCR®8,  Ademas, pueden estar presentes polipos gastricos, principalmente
polipos de la glandula fundica, aunque con un menor riesgo de transformacion
maligna®.Pueden encontrarse también otras manifestaciones extraintestinales,
aunque de baja incidencia, como el cancer papilar de tiroides (<2%), el
meduloblastoma (<1%), el cancer de pancreas (<1%) y el hepatoblastoma
(<29%)26:82.8586 QOtras manifestaciones, como los tumores desmoides, los osteomas,
los quistes cutaneos, la hipertrofia congénita del epitelio pigmentario de la retina

(CHRPE) y los tumores cerebrales también se han asociado con la PAF°91,

Mencion aparte merece la mutacion ¢.3920T>A p.(lle1307Lys) en el gen APC
(NM_000038). Ha sido identificada como una mutacion fundadora en la poblacion
judia askenazi, presente en aproximadamente el 10% de esta poblacién®?. Aunque
se considera un factor de riesgo para el cancer colorrectal y se recomienda que los

portadores de esta variante sigan las recomendaciones de vigilancia, es importante
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destacar que esta mutacion no se considera una causa de PAF. Por lo tanto, no se

clasifica como una variante patogénica?%-%,

7.2. Poliposis Asociada a MUTYH

A principios de siglo se estudiaron varios integrantes de una misma familia que
padecian CCR cuyas caracteristicas hacian pensar en una PAFA, por el bajo nimero
de adenomas desarrollado. Sin embargo, al estudiar a los pacientes se observo que
no existian mutaciones en el gen APC, pero si un nimero elevado de transversiones
de G:C a T:A. Finalmente, un estudio mas extenso mostré cambios mutacionales en
el gen MUTYH?®%, A partir de este descubrimiento se definié a los casos de CCR con
mutaciones en MUTYH como Poliposis Asociada a MUTYH (OMIM#608456).

El gen MUTYH codifica para una glucosidasa encargada de eliminar 8-oxoguaninas.
Estas son bases aberrantes debido a la accion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) sobre la guanina. Los cambios que se producen son la introduccion de un
oxigeno en la posicidn 8 y un hidrégeno en la posicion del nitrégeno 7. Estos cambios
conllevan a que la conformacion de la guanina (G) se parezca mas a la de la timina
(T) que a la guanina original, por lo que la 8-oxoguanina es capaz de emparejarse
de manera errénea con la adenina (A), en vez de con la citosina (C)°. Si este error
no es corregido, en la siguiente replicacion la A mal colocada se emparejara con una

T produciéndose una transversion de G:C a T:A (Figura 10).
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Figura 10. Emparejamientos erréneos de pares de bases. A) La 8-oxoguanina adquiere una estructura similar
a la timina que le permite crear puentes de hidrégeno con la adenina, situacion que no se puede dar con la
composicién normal de la guanina. A: adenina, T: timina, G: guanina, C: citosina, OG: 8-oxoguanina. Adaptado
de David et al%; B) Cuando la guanina sufre cambio a 8-oxoguanina adopta la capacidad de emparejarse con la
adenina lo cual, en los sucesivos ciclos de replicacion, acabara produciendo un cambio en la secuencia original
de G:C por T:A. Creado con BioRender®
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Para evitar esta transversion entra en juego la denominada via GO (del inglés,
Guanine Oxidation). Esta via se encarga de detectar, eliminar y corregir la alteracion
8-oxoguanina. Para ello cuenta con tres genes que participan de manera
cooperativa: OGG1, NUDT1 y MUTYH. Los dos primeros codifican proteinas que se
encargan de detectar, cortar y eliminar la 8-oxoguanina, mientras que el papel de la
glucosidasa, codificada a partir de MUTYH, es eliminar la adenina emparejada
errbneamente y permitir que se pueda retirar la 8-oxoguanina del ADN®7%8_ Ademas
de reparar el dafio en el ADN, MUTYH esta implicado en la eliminacion de la célula
cuando el dafio es irreparable, mediante la generacion de sitios apurinicos o
apirimidinicos (AP) que activaran el proceso de apoptosis®.Por lo tanto, queda claro
gue cualquier fallo en este sistema puede llevar a la aparicibn de mutaciones que

finalmente desencadenen una enfermedad.

Como cualquier otro gen, MUTYH es susceptible de sufrir mutaciones y se han
encontrado mas de 300 variaciones de este gen'®. No todas tienen la misma
importancia ya que, aungque algunas significan la pérdida total de actividad, otras no
producen ningun cambio fenotipico en comparacién con el gen wildtype. Dentro de
las mutaciones mas relevantes estdn c.536A>G p.(Tyrl79Cys) y c.1187G>A
p.(Gly396Asp) (NM_001128425), histéricamente referidas como Y165C y G382D, y
recientemente renombradas como Y179C y G396D, respectivamente. Son las
mutaciones mas prevalentes dentro de la poblacidn y se consideran como
mutaciones fundadoras de poblaciones europeas?®82101.102  Ambas mutaciones
codifican para una enzima glicosilasa con actividad catalitica reducida o nula, no
pudiendo llevar a cabo correctamente su funcion correctora. Con la introduccién de
secuenciacion masiva, otras regiones del planeta estan siendo estudiadas,
revelando nuevas variantes en diferentes etnias como la india (c.1438G>T
p.(Glu480Ter))1%, la pakistani (c.312C>A p.(Tyrl04Ter))'%4y la asiatica (c.1118C>T
p.(Ala373Val), c.74G>A p.(Gly25Asp) y ¢.53C>T p.(Prol8Leu))82105,

La herencia de PAM sigue un patron autosomico recesivo, con mutaciones que
ocurren en homocigosis o en heterocigosis compuesta, y una prevalencia estimada
de 1 en 20.000%. En contraste con estas raras mutaciones bialélicas, la
heterocigosidad simple es relativamente mas comun, con una prevalencia estimada

del 1-5% de portadores heterocigotos en la poblacién general®?85. Como se trata de
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un sindrome autosémico recesivo, las mutaciones en heterocigosis no se consideran

gue aumenten significativamente el riesgo de desarrollar CCR06-108,

Fenotipicamente, se asemeja mas a la PAFA que a la PAF, con un nimero promedio
de pdlipos generalmente inferior a 100 adenomas, aunque se ha reportado algun
caso con un nimero mayor de poélipos®®119 Ademas, la edad de diagndéstico de la
poliposis suele ser entorno a los 40-50 afios, similar a PAFA82.105110 | os pacientes
con PAM han demostrado tener un riesgo elevado de cancer colorrectal, aunque
menor que el de la PAF, con un riesgo estimado que varia del 40% al 60% antes de
los 60 afios y aproximadamente del 70% al 90% a lo largo de la vida si no se recibe
tratamiento (dependiendo de la edad y carga polipésica) 77:82.:86.101,

7.3. Otros sindromes adenomatosos

Los avances en las tecnologias de secuenciacion masiva han llevado al
descubrimiento de un nimero creciente de genes asociados con la formacion de
pélipos y, con ellos, el riesgo de desarrollar CCR!!!, La reevaluacién de casos de
poliposis mediante secuenciacion gendmica completa o paneles de genes
ampliados, revelan nuevas alteraciones genéticas que podrian explicar la aparicion

de estas lesiones dando lugar a la definicién de nuevos SPH2.113,

7.3.1. Poliposis asociada a la correccion de errores de la polimerasa

Conocida por sus siglas PPAP (del inglés, Polymerase Proofreading—Associated
Polyposis), este sindrome se produce por mutaciones patogénicas en el gen POLE
(OMIM#615083), que codifica para la polimerasa épsilon, y el gen POLD1
(OMIM#612591), que codifica para la polimerasa deltal!4. Estas mutaciones ocurren
dentro del dominio de exonucleasa, afectando a su funcion de correccion de errores,
esencial para reconocer y corregir bases mal incorporadas durante la replicacion del
ADN?5,

La PPAP tiene herencia autosémica dominante y comparte caracteristicas clinicas
con PAM y PAFA. La edad media del diagndstico de poliposis varia entre los 30 y 40
afios, con una carga de pélipos generalmente menor a 100 adenomas?!!?114.116_E|
riesgo de CCR estimado a lo largo de la vida oscila entre el 50% y 90%82486:112_ Sin
embargo, la PPAP tiene una prevalencia mucho menor que PAM y PAFA, ocurriendo

solo en 0,1-0,7% de los casos de poliposis y CCR'7118,
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Mas alla de la poliposis colbénicay el CCR, la PPAP también confiere un mayor riesgo
de desarrollar otros tumores, incluyendo tumores duodenales, cancer de endometrio,
ovario, mama, cerebro, pancreas y pulmén, en comparacion con la poblacion
general86:112-114116,119-121 = A |3 luz de que estas diversas manifestaciones se
presentan al mismo nivel que las coldnicas, en lugar de ser un sindrome polipdsico
al que se asocian manifestaciones extracolénicas como sucede en PAF/PAFA y
PAM, se ha propuesto cambiar su designacion a ‘sindrome de tumores asociados a

POLE/POLD1’ para reflejar mejor este fenotipo tan heterogéneo?*122,

7.3.2. Poliposis asociada a NTHL1

NTHL1 es un gen involucrado en la via de reparacién por escision de bases (BER).
En los ultimos afios se han descrito casos de mutaciones bialélicas (tanto
homocigotas como heterocigotas compuestas) en el gen NTHL1 vinculadas a la
poliposis adenomatosa y un riesgo elevado de desarrollar CCR?112113123,124
Fenotipicamente, la poliposis asociada a NTHL1 (OMIM#616415) comparte
similitudes con PAFA/PAM: la carga de pdlipos generalmente no excede los 100
adenomas, y la edad de diagndstico varia entre los 40 y 60 afos. Sin embargo, su
prevalencia es mucho mas rara, ocurriendo aproximadamente en una quinta parte
de los casos de PAM??5,

7.3.3. Poliposis asociada a AXIN2

AXIN2 codifica la proteina asociada a axina, que desempefia un papel en la via
Wnt/B-catenina junto con la proteina APC (37). La coexistencia de pdélipos y
mutaciones en AXIN2 define el sindrome de poliposis asociado a AXIN2
(OMIM#114500), cuya herencia sigue un patron autosémico dominante. Mutaciones
en AXIN2 se han asociado a cargas polipdsicas por debajo de los 100 adenomas,
con un riesgo de CCR superior al de la poblacion media, aunque el alcance exacto

todavia es incierto ya que la prevalencia no excede 1 en 1.000.000 casos?6:1%7,

7.4. Sindromes polipdsicos hamartomatosos

Los sindromes de poliposis hamartomatosa son un grupo de patologias raras, de
herencia autosémica dominante y muy heterogéneas'?®, caracterizadas por la
presencia de poélipos hamartomatosos gastrointestinales y neoplasias

extraintestinales (Figura 11).
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7.4.1. Sindrome de Peutz-Jeghers (SPJ)

El SPJ (OMIM#175200) es causado por variantes patogénicas en el gen STK11
(quinasa serina/treonina), que codifica la proteina LKB1 (quinasa B1 del higado)®86:128-
130, STK11 funciona como un gen supresor de tumores, regula el crecimiento celular
a través de la quinasa activada por monofosfato de adenosina y regula

negativamente la sefializacion de mTOR?'28,

Se caracteriza por la presencia de pecas mucocutaneas caracteristicas alrededor de
la boca y pdlipos hamartomatosos tipo Peutz-Jeghers, localizados en el estbmago,
intestino delgado y colon'?812%, | os portadores de mutaciones en STK11 tienen un
riesgo de CCR del 33% a lo largo de su vida. También se ha asociado a un mayor
riesgo de cancer de mama, pancreas, gastrico, ovario y pulmoént?®, Su prevalencia

varia de 1 a 9 por cada 1.000.000 personas?®3,

7.4.2. Sindrome de poliposis juvenil

El sindrome de poliposis juvenil (SPJ) (OMIM#174900) esta asociado con variantes
patogénicas en los genes BMPR1A o SMAD4, con una prevalencia de 1 caso cada
100.000'%2, Aunque se trata de un sindrome polipésico hereditario,
aproximadamente el 25% de los casos representan variantes patogénicas de

Fenotipicamente, se caracteriza por la presencia de pdlipos hamartomatosos
juveniles localizados mayoritariamente en colon y recto, aunque también pueden
encontrarse en estbmago, ileon, yeyuno y duodeno®?®13, Estos pacientes tienen un
riesgo elevado de desarrollar CCR, asi como cancer gastrico (mayor en los

portadores de mutaciones en SMAD4), y duodenal?8130,

Hay una variante de SPJ asociada con el sindrome de telangiectasia hemorragica
hereditaria (HHT), que ocurre en aproximadamente el 15-81% de los pacientes con
mutaciones patogénicas germinales en SMAD4128130 E| HHT se caracteriza por la
presencia de multiples malformaciones arteriovenosas por lo que estos pacientes
deben estar atentos a la aparicion de lesiones vasculares'3*135 También se han
reportado casos de mutaciones patogénicas en SMAD4 relacionadas con
aortopatias®. Por lo tanto, se recomienda la ecocardiografia transtoracica periddica

en estos casos!?’.
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7.4.3. Sindromes tumorales hamartomatosos asociados a PTEN (STHP)

Dentro de este grupo se incluyen varios sindromes con fenotipos variables, siendo
el mas comudn el sindrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba (OMIM#153480),
diagnosticado en la edad pediétrica, y el sindrome de Cowden (OMIM#158350), que
se manifiesta en la edad adulta'?8138139,

Estos sindromes estédn asociados con variantes patogénicas germinales en el gen
de la fosfatasa y tensina homéloga (PTEN). Este gen codifica para una fosfatasa que
antagoniza la via de sefializacion PI3K y regula negativamente la via MAPK?86:128 | as
caracteristicas clinicas incluyen hamartomas en el tracto gastrointestinal, lesiones
mucocutaneas, macrocefalia y riesgo elevado de CCR, mama, tiroides, endometrio,

renal y melanoma?28:130.138.139,

APC (PAF)/ MUTYH (PAM)

STK11 (SPJ)
. o

Tipo de pélipo:
adenomatoso

Herencia:
APC: autosémica dominante
MUTYH: autosimica recesiva

Prevalencia:
APC: 1:10.000
MUTYH: 1:20.000

Tipo de pélipo:
Hamartomatoso
tipo juvenil

Herencia:
Autosémica dominante

Prevalencia:
1: 100.000

Hamartomatoso
tipo Peutz-Jeghers

Herencia:
Autosémica dominante

Prevalencia:
1-9:1.000.000

Tipo de pélipo:
Hamartomatoso

Herencia:
Autosémica dominante

Prevalencia:
1: 200.000

Figura 11. Caracteristicas de los principales sindromes de poliposis hereditarios. Simbolo de estrella:
localizacién de alto riesgo para el desarrollo de neoplasia. PAF: Poliposis adenomatosa familiar; MAP: Poliposis
asociada a MUTYH; SPJ: Sindrome de poliposis juvenil; STHP: Sindromes tumorales hamartomatosos asociados
a PTEN. Creado con BioRender®

7.5. Sindrome de poliposis serrada

Este sindrome se caracteriza por la presencia de multiples pdlipos serrados en colon
y recto, lo que le confiere un mayor riesgo de desarrollo de CCR°, El diagnéstico

se basa en criterios clinicos definidos por la OMS, segun la carga acumulativa de
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polipos serrados a lo largo de la vida'#?. A pesar de que la mayoria de los casos se
producen de manera esporadica por la via serrada, una muy pequefia proporcion
puede deberse a un sindrome genético hereditario asociado a mutaciones del gen
RNF43 que codifica para una ubiquitina E3 ligasa tipo RING que regula

negativamente la via de sefializacion Wnt86.141,

7.6. Sindrome de poliposis mixta hereditaria

El sindrome de poliposis mixta hereditaria (OMIM#601228) se caracteriza por la
presencia de multiples polipos sincrénicos o metacrénicos de mas de un tipo
histologico (adenomas, hiperplasicos/serrados y hamartomas) y/o polipos
individuales con caracteristicas histolégicas superpuestas, asociado a un mayor
riesgo de CCR'2, En la mayoria de los casos la causa genética es desconocida,
pero en algunos se han identificado variantes germinales en GREM1 que codifica
una proteina relacionada con la regulacion de la organogénesis y la diferenciacion

de tejidos86:113.143,144,

7.7. Diagnostico

Ante el hallazgo de pdlipos en la colonoscopia es importante aclarar si son de origen
esporadico o hereditario. El diagndstico de un SPH adecua el seguimiento y
tratamiento del paciente, asi como de sus familiares. Ademas, es importante para
plantear estrategias de planificacion familiar32.

No obstante, como ya se ha mencionado, la prevalencia de estos sindromes
hereditarios representa un porcentaje muy bajo, y no todos los pacientes a los que
se les hayan encontrado polipos seran candidatos para realizar estudio genético. Por

ello, se intenta establecer criterios de sospecha para dirigir mejor el diagnostico.

En términos generales, las recomendaciones sobre la adecuacién del test genético
para sindromes poliposicos son similares entre las distintas guias, estableciendo
como criterio principal Unicamente el nimero e histologia de pélipos. En el caso
concreto de la poliposis adenomatosa atenuada no existe un consenso en el punto
de corte (10 o 20) y es aqui donde radica una de las mayores complejidades de la
adecuacion del test genético3246:84,90,145-148 | os adenomas son el tipo de polipo mas

comunmente encontrado y no son exclusivos de los sindromes adenomatosos. Por
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ejemplo, aungue el sindrome de Lynch es un sindrome no polipdsico, también puede
presentar adenomas en bajo numero. Asimismo, la poliposis hereditaria mixta y la
serrada pueden presentar también pdélipos adenomatosos, lo que suelen conducir a
diagnosticos preliminares erréneos®2. Ademas, a esto se suma el hecho de que la
apariciéon de adenomas aumenta con la edad. Como se ha sefialado, la edad es un
factor de riesgo en si mismo. A mayor edad, la probabilidad de desarrollar pdlipos
aumenta considerablemente, especialmente los de tipo adenomatoso, y se observa
un incremento en el porcentaje de individuos con pdlipos a medida que envejecen

(Flg ura 12)67,101,149-151_
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45-49 50-54 55-59 60-64 65-69 70-75
Categoriasde edad

Figura 12. Proporcion de pélipos adenomatosos en funcion de la edad, separado por sexo y etnia.
Adaptado de Sninsky et al'4°

Asi, a pesar de seleccionar a los pacientes, basarse Unicamente en el numero de
polipos sin considerar otros factores, como la edad, lleva a una alta demanda de
pruebas genéticas en los laboratorios. En nuestro centro, la derivacion de pruebas
genéticas ha supuesto un incremento del 75% en los ultimos 5 afios. A este aumento
de pruebas hay que afadirle que la tasa de deteccién de mutaciones patoldgicas es
baja, lo que resulta en un rendimiento limitado de las pruebas genéticas,

especialmente en pacientes de edad avanzada’”150:152.153,

Las pruebas genéticas tienen un alto coste debido a la complejidad de los analisis
involucrados, en los que se incluyen la secuenciaciéon completa de genes y el analisis
de variantes. Aunque estas pruebas son importantes para identificar a individuos con

poliposis adenomatosa hereditaria, su alto coste impide usarse de manera
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generalizada, sobre todo cuando no siempre se consideran necesarias Unicamente
por la presencia de adenomas. Ademas de los costes directos de las pruebas
genéticas en si, deben incluirse los gastos adicionales que abarcan desde el
personal administrativo hasta la consulta médica, pasando por intervenciones
potencialmente innecesarias en el caso de resultados inconclusos. Todo ello implica
no solo una dedicacién de recursos sino también de tiempo. El tiempo invertido en el
seguimiento de pacientes y familiares, tanto en consulta como en el procesamiento
de sus muestras, que no obtienen un claro beneficio, deja de destinarse a otros casos

que si podrian aprovecharlo.

Entre todas las areas de laboratorio, el diagndstico genético es la que ha
experimentado mayor crecimiento en las Ultimas décadas. La expansion de la
disponibilidad de estas pruebas, asi como del aumento en el conocimiento, ha
implicado una mayor complejidad a la hora de solicitarlas con precision sobre todo
por profesionales no genetistas que tienen menos experiencia en el diagndéstico de
trastornos genéticos. De esta manera, el alto coste de las pruebas genéticas junto
con el aumento del nimero de peticiones ha supuesto para los laboratorios una
inversion significativa en este ambito. En numerosas ocasiones se han reportado
incidencias de peticion de pruebas genéticas inadecuadas, que tras la revision por
parte de especialistas genéticos disminuy6 los gastos en atencion médical®*15,
Asimismo, estudios demuestran el beneficio de la gestion de utilizacion para mejorar
la eficiencia en el proceso de solicitud de pruebas'>*157-160 por |o tanto, se constata
gue optimizar las estrategias adecuadas es una manera eficaz de mejorar la
utilizacion de las pruebas genéticas, favoreciendo un uso mas eficiente de los

recursos del Sistema de Salud Publica.

Es importante resaltar que el abordaje de mejora en la seleccion de pacientes para
pruebas genéticas no se basa Unicamente en el &mbito de los recursos. Los paneles
disponibles para el estudio genético de sindromes polipdsicos son variados y pueden
abarcar un amplio nimero de genes. A pesar de ello, es importante tener en cuenta
gue incluir un mayor nimero de genes no garantiza mejores resultados. Actualmente,
existe una gran carencia de informacion sobre las variantes de muchos genes, que
a menudo se reportan como de significado incierto, lo cual puede incluso empeorar

la calidad del diagnéstico. Por un lado, esto genera ansiedad en el paciente, ya que
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no recibe un resultado definitivo ni con clara significacion clinical®-162, Por otro lado,
las estimaciones del riesgo de cancer asociadas con variantes patogénicas en genes
especificos generalmente provienen de pacientes con un fenotipo caracteristico de
cancer personal o familiar63-165, Por lo tanto, aplicar estas valoraciones en individuos
que carecen de esos antecedentes puede llevar a una sobreestimacion del riesgo.
Todos estos hallazgos de validez clinica incierta pueden ser mal interpretados, lo
gue podria derivar en una vigilancia y en medidas de profilacticas, incluidas cirugias,

no necesarias166.167,

En suma, se evidencia la importancia de seleccionar cuidadosamente a los pacientes
gue con mayor probabilidad se beneficien de las pruebas genéticas, en lugar de

realizar pruebas de manera generalizada.

7.8. Seguimiento

En situaciones en las que el paciente es diagnosticado con un sindrome hereditario
y/o los parientes de este se han confirmado como portadores de mutacion, el plan
de seguimiento es el mismo para ambos casos y varia en funcién del tipo de
sindrome que se trate. En conjunto, se puede resumir en iniciar de manera temprana
los estudios por colonoscopia a intervalos estrechos. Las recomendaciones para la
vigilancia de pacientes con hallazgos de pdlipos deben seguirse siempre que se
garantice que la colonoscopia se ha realizado bajo condiciones de maxima calidad,

con una exploraciéon completa y una limpieza adecuada®®-6.

7.8.1. Poliposis Adenomatosa Familiar

El seguimiento en pacientes de PAF/PAFA y portadores asintomaticos de mutacion
en APC incluye varios tejidos y érganos, aparte del colon, por la mayor probabilidad
gue tienen estos individuos de sufrir manifestaciones extracoldnicas. El punto de
partida es realizar colonoscopias a partir de los 10 afios con periodicidad bianual.
Debido al mayor tiempo de intervencion y complejidad, es posible realizar en su lugar
sigmoidoscopias, pero sélo hasta la deteccion de pdlipos; una vez ocurra, se debera
llevar a cabo siempre colonoscopia*®. Cuando los adenomas son abundantes se opta
por la realizacion de una cirugia profilactica. Las dos opciones mas comunmente
empleadas son la proctocolectomia total con anastomosis ileoanal y la colectomia

total con anastomosis ileorrectal®®. La eleccion de una u otra técnica depende del
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fenotipo del paciente y de la historia familiar, prefiriéndose la colectomia total cuando
la FAP se presenta en forma leve y no hay, o hay pocos, pdlipos rectales. Aunque la
cirugia profilactica reduce el riesgo de CCR, no disminuye el riesgo de desarrollar
otros tumores extracolonicos ni estd exenta de complicaciones'®®. La
proctocolectomia total se asocia con una mayor morbilidad (malnutricién, sepsis,
estenosis, sindrome del intestino corto, incontinencia) mientras la colectomia total no
elimina completamente el riesgo de cancer rectal'®®, En el caso de PAFA, la cirugia
profilactica se relega sélo a los casos en los que no sea posible un adecuado

seguimiento endoscépico?®.

Para las afectaciones extracol6nicas se recomienda seguimiento del duodeno
mediante gastroduodenoscopia cada 1-5 afios a partir de los 35 afios dependiendo
de los hallazgos, ecografia tiroidea anual desde el inicio y resonancia magnética o
tomografia computarizada de abdomen en caso de tener antecedentes familiares de

tumores desmoides32:84.90,

7.8.2. Poliposis asociada a MUTYH

En cuanto a PAM, los portadores de mutaciones bialélicas u homocigotos deberan
realizarse colonoscopias a partir de los 20 afios cada 1 o 2 afios. Al igual que en el
caso de PAF, se recomienda también gastroduodenoscopia a partir de los 30-35
afios a intervalos mas amplios (cada 3-5 afios en funcién de la severidad de los
adenomas hallados)3?148, El seguimiento tras estudio genético de los individuos
portadores de mutaciones en MUTYH se dirigen a aquellos portadores de
mutaciones bialélicas que son los casos que estd demostrado que aumentan el
riesgo de desarrollar CCR al ser un sindrome de herencia recesiva. Esto deja fuera
a los portadores heterocigotos ya que, hasta la fecha, no hay evidencia de su
implicacién en el aumento del riesgo de desarrollo de pélipos ni de CCR06:170.171 por
ello, para los portadores sanos heterocigotos en MUTYH no hay establecido un plan
de seguimiento especifico a seguir, pero se puede recomendar un inicio de

colonoscopias cada 5 afios a partir de los 40 afios®?.

7.8.3. Otros sindromes adenomatosos

Para el caso de los sindromes asociados a otros genes menos prevalentes, las

recomendaciones son similares entre ellos. En general, se recomienda realizar
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colonoscopias en un intervalo entre uno y tres afios, dependiendo de los hallazgos
encontrados, en pacientes portadores de variantes patogénicas monoalélicas en los
genes POLE, POLD1, AXIN2, y bialélicas en los genes MLH3, MSH3, MBD4 y
NTHL1. En el sindrome asociado a este Ultimo gen se afiade la recomendaciéon de
realizar endoscopia digestiva alta para el cribado de cancer duodenal. La edad de
inicio de estas pruebas se establece sobre los 25 — 30 afios. Actualmente, no existen
recomendaciones para el cribado de otras patologias extraintestinales en estos

sindromes83:84.90,

7.8.4. Sindrome de Peutz-Jeghers (SPJ)

Los portadores de mutaciones patogénicas en STK11l deben realizarse una
colonoscopia, endoscopia alta y endoscopia con capsula de video de manera bianual
a partir de los 18 afos. En los nifios, las pruebas deben comenzar a los 8 afios de
edad o antes, aumentando la frecuencia si hay obstruccion gastrointestinal o pérdida
de sangre. Para la deteccién del cancer de mama, se deben realizar mamografias y
resonancias magnéticas anuales a partir de los 30 afios. La vigilancia del cancer
ginecoldgico incluye examenes pélvicos anuales y pruebas de Papanicolaou a partir
de los 18 afios, con la posibilidad de realizar ecografias pélvicas anuales. La
deteccion del cancer de pancreas con ultrasonido endoscoépico y/o resonancia
magnética debe iniciarse anualmente a los 30 afios o 10 afios antes del diagnéstico
mas temprano en la familia. Se recomienda que los nifios de 8 a 10 afios se sometan
a un examen fisico anual para monitorear signos de pubertad precoz, junto con un
examen testicular anual. También se recomienda educacién sobre los sintomas del

cancer de pulmén y el abandono del tabaquismo®+,

7.8.5. Sindrome de Poliposis Juvenil (SPJ)

Se recomienda realizar colonoscopia y endoscopia alta a partir de los 12 a 15 afios,
con un seguimiento de 2 a 3 afios. Si se detectan pdlipos, los intervalos deben
acortarse segun el tamafo, nimero y patologia de los mismos. En portadores de
mutacion en BMPR1A cursan con un fenotipo gastrico mas leve, por lo que los
intervalos pueden alargarse en ausencia de podlipos. Se debe considerar la
gastrectomia y/o colectomia si la anemia no puede controlarse mediante

endoscopia*®,
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7.8.6. Sindromes de tumores hamartomatosos asociados a PTEN (PHTS)

El manejo de estos pacientes incluye examenes clinicos de mama a partir de los 25
afios o entre 5 y 10 afios antes del diagnostico mas temprano en la familia. Se
aconsejan de igual manera mamografias y resonancias magnéticas anuales a partir
de los 30 afios. Para el cancer de endometrio, debido a su alta sensibilidad y
especificidad, se puede considerar una biopsia cada 1 o 2 afios a partir de los 35
afos. Se debe realizar ecografia de tiroides anuales desde edades tempranas. La
colonoscopia estad recomendada a partir de los 35 afios, con seguimientos cada 5
aflos o con mayor frecuencia segun los hallazgos. Si un familiar ha sido
diagnosticado de CCR antes de los 40 afios, el cribado debe comenzar entre 5y 10
afos antes de la edad del diagnéstico mas temprano. Ademas, recomienda realizar
ecografias renales cada 2 afios a partir de los 40 afios. También se aconsejan

examenes dermatoldgicos anuales para la deteccién temprana de melanoma8+°0,

7.8.7. Sindrome poliposis mixta y serrada

Dada la bajisima incidencia de los casos asociados a componente genético en las
poliposis serradas y mixtas, la fuerza de las recomendaciones de test genético en
estos sindromes es débil. Las indicaciones de seguimiento son muy similares a las

descritas que para aquellos sin componente genético pero con el mismo fenotipo+90,

En el caso de la poliposis serrada, se debe realizar una colonoscopia en presencia
de sintomas y eliminar todos los poélipos de 25 mm. Después de una polipectomia
completa, el seguimiento debe programarse de 1 a 3 afios, dependiendo del nimero
y tamafio de los pélipos. Si la carga de polipos se vuelve inmanejable, se debe
considerar la derivacién a cirugia. Para la poliposis mixta, las recomendaciones son
iguales que para los SPH adenomatosos de menor incidencia: colonoscopia cada 3
afios, con la posibilidad de reducir los intervalos a anuales o bienales en el caso de

gue se detecten polipos, comenzando entre los 25 y 30 afios de edad®*°,
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Hipo6tesis y Objetivos

Hipotesis

El incremento en las solicitudes de estudios genéticos ha generado la necesidad de
optimizar los recursos materiales y humanos. La implementacion de un modelo de
probabilidad para predecir la necesidad de estos estudios en pacientes con sospecha

de SPH permitird ofrecer un servicio eficiente y de calidad, reduciendo tiempos de

espera y minimizando el impacto en los pacientes.

Objetivos
Para probar la hipétesis planteada se proponen los siguientes objetivos a alcanzar:

- Evaluar la prevalencia de pacientes con test positivo para SPH en nuestro
entorno, con el fin de determinar la eficiencia de los test genéticos.

- Mejorar la eficacia diagndstica de las poliposis adenomatosas atenuadas
mediante el desarrollo de una calculadora de probabilidad, optimizando la
identificacion de los pacientes en riesgo y facilitando la toma de decisiones
clinicas.

- Optimizar el diagnéstico de enfermedades de novo a través del analisis en
trio, permitiendo un enfoque mas preciso y personalizado en la deteccién de

mutaciones de novo, mejorando asi el manejo clinico de estas patologias.
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Material y Métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo de tipo observacional retrospectivo para comprobar
el rendimiento de los estudios genéticos de nuestro centro. Se calculd la tasa de
resultados positivos desglosado por tipo de SPH sospechado: adenomatoso,

adenomatoso atenuado y hamartomatoso.

1. Pacientes

Los pacientes seleccionados fueron aquellos derivados al Laboratorio de Oncologia
Médica para estudio genético por sospecha de poliposis hereditaria. La identificacion
se realizo a partir de la base de datos del Laboratorio de Oncologia Médica del
Instituto de Investigacién Sanitaria Puerta de Hierro — Segovia Arana (IDIPHISA) que
recoge los pacientes a los cuales se les hizo estudio genético por sospecha de SPH,
en el periodo comprendido entre 2015 y 2023 (N=152). Los criterios de derivacion a
estudio genético se basaron de acuerdo con las directrices de la CAM seguidas por

nuestro centro4é,

Todos los datos clinicos y demogréficos se obtuvieron a partir de informes médicos
recogidos en la aplicacion de historia clinica electrénica del hospital. Los datos
generados se trabajaron y guardaron exclusivamente en carpetas de acceso
restringido, accesibles Unicamente desde el hospital. Se realiz6 asesoramiento
genético pre-test y se obtuvo el consentimiento clinico para las pruebas genéticas.
Ademas, se obtuvo el consentimiento informado por escrito tanto para la realizacion
del estudio genético como para la publicacién de los datos de los pacientes. El
estudio recibi6 la aprobacion del comité de ética del Hospital Puerta de Hierro (codigo
interno: P1_48/24) y fue llevado a cabo segun lo establecido en la Declaracion de
Helsinki (Anexo 1).

2. Colonoscopias

La mayoria de las colonoscopias, asi como su estudio anatomopatolégico, se
realizaron en nuestro centro. Algunos pacientes acudieron derivados de centros,
cuyos datos se recopilaron a través de la informacion reflejada en la historia clinica

electronica, y a través del visor HORUS.

En las colonoscopias realizadas en nuestro hospital, el procedimiento rutinario

consistié en llegar hasta ciego y estudiar minuciosamente todo el tracto colénico en
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recorrido inverso hasta ano. Los hallazgos de la colonoscopia se reflejaron en un
sistema de documentacion, ENDOBSE® (Olympus Corporation, Tokyo, Japon),
anexo a la plataforma electrénica de historia clinica. En este sistema se recopilaron
todos los datos de la exploracién colonica: calidad de la preparacién, tipo de
sedacion, numero de pdélipos, localizacion y tipologia aparente, a la vez que datos
del paciente relevantes para la exploracion como razén del estudio endoscopico y

medicacion.

En caso de presentar una preparacion suboptima, el paciente era vuelto a citar en
un periodo de un mes para repetir la colonoscopia en mejores condiciones. Si
presentaba lesiones que imposibilitaban la introduccién del colonoscopio hasta
ciego, se volvia a realizar colonoscopia una vez eliminado el tumor, contando los

polipos encontrados como parte de los hallazgos de la primera colonoscopia.

Las polipectomias se realizaron durante las colonoscopias siguiendo las
recomendaciones de la Sociedad Europea de Endoscopias Gastrointestinales!’?. En
caso de mala tolerancia o procedimiento demasiado largo, se citaba al paciente de
nuevo en 6 meses para retirar los polipos restantes. A efectos de la recogida de
datos, los pélipos resecados por estas circunstancias se contaron en conjunto como

hallazgos de la primera colonoscopia realizada donde se evidenciaron.

3. Estudio histolégico

Los polipos resecados fueron enviados al servicio de Anatomia Patolégica para su
clasificacion histolégica. Las muestras fueron procesadas mediante parafinado y

luego tefiidas con hematoxilina y eosina para su posterior estudio microscopico.

La clasificacién de los polipos se realizé de acuerdo con su histologia, siguiendo los
criterios establecidos por la OMS3. Los pdlipos se clasificaron en los siguientes
grupos: adenoma tubular (AT), adenoma velloso (AV), adenoma tubulo-velloso
(ATV), pélipo hiperplasico (PH), pdélipo serrado (PS) y pdélipo hamartomatoso (PHa).
Los resultados histolégicos se reflejaron en informes disponibles a través de la

plataforma de historia clinica.

Todos los datos relativos a los pdlipos se recogieron desde el inicio del estudio

digestivo hasta la fecha de realizacion del test genético.
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4. Estudio genético

4.1. Adquisicion de muestras

En el Hospital Puerta de Hierro las muestras con las que se trabaj6 fueron de tipo
sangre total y se obtuvieron mediante venopuncién extraidas en tubo con
anticoagulante de acido etilenodiaminatetraacético dipotasico (EDTA 2 BD
Vacutainer®, Becton, Dickinson and Co., Franklin Lakes, NJ, EE. UU.).

Las muestras se extrajeron en la consulta de Consejo Genético transportadas en

condiciones 6ptimas de tiempo y temperatura al Laboratorio de Oncologia Médica.

4.2. Extraccion y cuantificacion del ADN

Una vez recepcionadas, se procedio a la extraccion del ADN mediante el kit Maxwell
RSC whole blood (Promega Corporation, Madison, WI, EE. UU.). Este equipo utiliza
particulas paramagnéticas que actian como fase sélida movil que permite la captura,
lavado y elucién del material genético a través de los distintos pocillos de reaccién.
Este método evita la transferencia residual de reactivos permitiendo una purificacion

optimal’3,

Para la cuantificaciéon de la concentracion del ADN obtenido, se utilizd Qubit 4
Fluorometer (Thermo Fisher, Waltham, MA, EE.UU.). El método utiliza la técnica de
fluorometria que se basa en la capacidad de unidn de compuestos fluorescentes a
moléculas de ADN, de tal manera que se puede determinar el nimero de moléculas

gue hay en una muestra a través de la cantidad de fluorescencia detectadal’“.

Antes de realizar la cuantificacion de las muestras se llevé a cabo una calibracion
del aparato mediante dos estandares, preparados con 10uL de estandar y 190uL de
Qubit Working Solution para cada estandar. Una vez obtenida la curva de
calibracion de calidad, se procedié a la cuantificacion de las muestras afiadiendo
198uL de Qubit Working Solution a 2uL de muestra. Para todas las muestras se

utilizé el ensayo 1x dsDNA High Sensitivity.

4.3. Analisis genético

El estudio genético se realiz6 mediante secuenciacién masiva con el secuenciador

MiSeq v2 System de lllumina (lllumina Inc., San Diego, CA, EE. UU.). Este
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analizador se caracteriza por una longitud de lectura de 250pb, con un rendimiento
entorno a los 8,5Gb con lo que proporciona hasta 30 millones de lecturas, con un Q-
score de 30 (Q30) para mas del 75% de las bases!’®. La escala de calidad Phred o
Q-score se utiliza para evaluar la calidad de la secuenciacion indicando la
probabilidad de que una base haya sido erroneamente incorporada a la secuencia.
El Q-score se correlaciona con la probabilidad logaritmicamente, de tal manera que
un Q30 indica que habra una base incorrecta por cada 1000 secuenciadas (Tabla
1).

Q Probabilidad de base Exactitud de base
-score incorrecta incorporada
10 len 10 90%
20 1len 100 99%
30 1en 1000 99.9%
40 1en 10000 99.99%
50 1 en 100000 99.999%

Tabla 1. Relacion de Q-score con la exactitud de secuenciacion

El proceso de secuenciacién se puede dividir en: preparaciéon de librerias,

secuenciacion y analisis bioinformatico.

Preparacion de librerias

La preparacion de librerias es el paso inicial para acondicionar las muestras de
ADN al secuenciador. En el inicio de la fase de librerias se realizaron diluciones
con IDTE (10mM Tris, 0.1mM EDTA) de las muestras para unificar la concentracion
final de 200ng en 30pL.

Primero se requirié una etapa de fragmentacion enzimética donde se fracciona el
ADN para conseguir secuencias mas manejables. Ademas, se afiaden reacciones
de reparacion de extremos (end-repair) y adicion de colas de adenina (A-tailing)
para garantizar una ligacién eficiente de los adaptadores antes de la
secuenciacion'’®. Estos adaptadores estan compuestos por tres secciones (Figura
13):

- cebadores
- indices

- regiones P5y P7
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Los cebadores son oligonucleétidos que flanquean la region diana a amplificar y
gue funcionan como anclaje para iniciar la secuenciacion posterior. Les siguen los
indices a modo de cddigo de barras que etiqguetan de manera inequivoca la muestra
de cada paciente para poder ser identificadas en el andlisis final, lo que permite
secuenciar varios pacientes al mismo tiempo. Finalmente, en los extremos se
afiaden dos secuencias denominadas P5 y P7 que son complementarias a los
oligonucledtidos localizados en la célula de flujo del secuenciador con la funcién de

actuar como anclaje al soporte.

Cebadores

P5 Secuencia diana p7

| E—— I
| E—— [ I
PS5 ‘ ' J P7

indices

Figura 13. Estructura final de fragmento de libreria. La secuencia diana esta directamente flanqueada por los
cebadores necesarios para la reaccion de PCR posterior, seguidos de las secuencias indice necesarias para la
identificacion final y las denominadas P5 y P7 complementarias al soporte. Adaptado de Illumina®?”.

Estos fragmentos pasaron por varias etapas de lavado y seleccion de tamafios para
luego proceder a la amplificacion de la libreria. Tras purificar las librerias, se realiz6
una cuantificacion y control de calidad. La cuantificacion se realizé con el Qubit 4
Fluorometer (Thermo Fisher) anteriormente explicado. Para verificar la calidad de
los fragmentos de ADN obtenidos (6ptima entre 300 y 700pb) se utilizaron chips
del kit High Sensitivity DNA y el analizador Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Inc, Santa Clara, CA, EE.UU.) que utiliza un sistema de
electroforesis en microfluido para la medicion de los tamafios de los fragmentos.
Todas las muestras presentaron un tamafio dentro del rango aceptable con una
media de 448pb (Figura 14). Una vez hecha la comprobacion se realizo el pool
cogiendo el volumen correspondiente a 150ng de cada libreria individual. Por cada

carrera de secuenciacion se prepararon dos pools de 12 muestras cada uno.
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Figura 14. Ejemplo de una electroforesis de una muestra. Se observa en la distribucion de los fragmentos
ADN que la mayoria tienen un tamafio alrededor de los 450 pb.

El siguiente paso antes de la secuenciacion es la hibridacion. Aqui se eligieron las
secuencias de interés mediante la hibridacién con sondas especificas. En este
caso, se utilizé el kit Hereditary Cancer Solution (HCS) (Sophia Genetics,
Lausanne, Suiza) siguiendo las instrucciones del fabricante!’®. Este kit contiene un
panel con 27 genes implicados en los principales canceres hereditarios, entre los
gue se encuentra los asociados a SPH, sefalados en negrita:. ABRAXAS1
(NM_139076), ATM (NM_000051), APC (NM_000038), BARD1 (NM_000465),
BRCA1 (NM_007294), BRCA2 (NM_000059), BRIP1 (NM_032043), CDH1
(NM_004360), CHEK2 (NM_007194), EPCAM (NM_002354), MLH1 (NM_000249),
MRE11 (NM_005591), MSH2 (NM_000251), MSH6 (NM_000179), MUTYH
(NM_001128425), NBN (NM_002485), PALB2 (NM_024675), PIK3CA
(NM_006218), PMS2 (NM_000535), PMS2CL, PTEN (NM_000314), RAD50
(NM_005732), RAD51C (NM_058216), RAD51D (NM_002878), STK11
(NM_000455), TP53 (NM_000546), XRCC2 (NM_005431).

Una vez terminada la reaccion, se purificaron las muestras mediante el uso de
granulos magnéticos de estreptavidina. Las sondas utilizadas para la seleccién de
secuencias de interés estdn marcadas con biotina que se unen a las particulas
magnéticas a través de la estreptavidina, permitiendo la seleccion de los

fragmentos hibridados y la eliminacién del resto de moléculas no deseadas.

Finalmente, se realiz6 una amplificacion para enriquecer los fragmentos a
secuenciar y posterior purificacion. Con este producto, se procedié a la

secuenciacion de las muestras.
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Secuenciacion

La metodologia del secuenciador por sintesis de MiSeq v2 System de lllumina
(llumina Inc) se basa en la utilizacion de pares de bases marcadas con cuatro
fluoréforos distintos para cada base (A, T, G, C) que emiten a una longitud de onda
especifica. La secuenciacion se lleva a cabo mediante la repeticion del mismo ciclo

de tres pasos (Figura 15):

a) Incorporacion de las bases marcadas. El proceso comienza con la extension
de los cebadores a partir de los cuales se ira incorporando la base
correspondiente complementaria a la secuencia. Estas bases contienen un
grupo terminador que impide la incorporacion de una segunda, por lo que la
sintesis se realizara base a base por cada ciclo. Las bases no utilizadas se
eluyen por lavado.

b) Obtencion del espectro de emision. Mediante la excitacion del compuesto
fluoréforo por una fuente de luz adecuada, se emite una longitud de onda
concreta que permite conocer la base afiadida en cada ciclo.

c) Escision del fluoréforo y del grupo terminador. Permite la incorporacion de

una nueva base iniciando el ciclo nuevamente.

6 i o i a2

foo / i :

i: $ !§ -
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excitacion

Repeticiondel ciclo

Figura 15. Proceso de secuenciacién por sintesis. Adaptado de llluminal’”

La longitud de las lecturas dependera del nimero de ciclos. Ademas, se trata de una
secuenciacion de extremos emparejados (paired-end reads), la cual consiste en leer
un fragmento de ADN desde un extremo, y luego reiniciar el proceso en la direccién
opuesta. Esta metodologia no solo produce el doble de lecturas, sino que también
permite una alineacibn mas precisa y facilita la deteccion de reordenamientos

estructurales.
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Al finalizar la secuenciacion, el analizador devuelve los datos de calidad de cada
carrera, incluyendo la densidad de cluster (cantidad de amplificacion de los distintos
fragmentos de ADN), el porcentaje de clUsteres que pasan el filtro de calidad, el Q30
y la cantidad de informacién recabada (Tabla 2). El criterio principal para la
aceptacion de la secuenciacion, conforme a las especificaciones del fabricante'’?, se

basa en la densidad, con valores 6ptimos estimados entre 1000 y 1200 K/mm2

Carrera Densidad (K/mmz) % Cluster PF 2 Q30 (%pb) Rendimiento (Gb)

1 1068 92,4 91,5 9,0
2 948 94,2 92,9 8,3
3 1205 88,9 90,7 9,6
4 1101 92,9 92,2 9,4
5 1001 93,5 92,2 8,6
6 1095 90,4 91,9 9,0
7 980 91,3 92,2 8,2
8 986 92,4 92 8,4
9 944 92,6 92,1 8,0
10 1257 86,9 90,9 9,7

Tabla 2. Especificaciones de calidad de diez carreras incluidas en el estudio. PF: passing filter, pb: pares
de bases, Gb: gigabites.

Analisis bioinformatico

La gran cantidad de datos generados por la secuenciacién es imposible de analizar
en su forma bruta, por lo que se requiere un analisis bioinformatico. En este caso,
dicho analisis se realiz6 utilizando la plataforma Sophia DDM-V4 (Sophia

Genetics).

Los datos brutos con la secuencia de nucleétidos obtenidos directamente del
secuenciador se almacenan en archivos .FASTQ. Por cada paciente se generan
dos archivos: uno con las secuencias de todas las lecturas forward (sentido 5' ->
3') y otro con todas las lecturas reverse (sentido 3' -> 5'). Estos archivos deben
subirse de manera emparejada para su procesamiento en el analisis bioinformatico
posterior. A partir de estos archivos .FASTQ, se realiza un preprocesamiento inicial
para eliminar las lecturas que no cumplen con un umbral minimo de calidad, con el
fin de evitar errores en el andlisis final que podrian haberse introducido durante la

secuenciacion. Ademas, se aplican analisis mas avanzados a las lecturas con
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calidad heterogénea que superan el primer filtro, pero que alun podrian contener

errores.

A continuacion, las lecturas se alinean con una secuencia de referencia, que en
este caso fue el genoma humano version GRCh37/hg19. Las secuencias se ubican

y ordenan de acuerdo con el genoma de referencia, generando un archivo .BAM.

A partir de este archivo, se lleva a cabo un proceso llamado variant calling, que
compara la secuencia de la muestra con la de referencia, identificando las
diferencias entre ambas. De esta manera, se identifican y se nombran los diferentes
cambios. Cada cambio o variante sigue un proceso especifico para realizar el
variant calling, dependiendo de si se trata de un polimorfismo de nucledtido Unico
(SNP, single nucleotide polymorphism), inserciones o deleciones (InDels) y de
variaciones del numero de copias (CNV, copy number variation). Esto da lugar a
un archivo .VCF, en el que se reportan todas las alteraciones identificadas.
Ademas, el archivo incluye informacién adicional, como la fraccion alélica de las
variantes, y otros pardmetros de calidad que son fundamentales para su
interpretacion. Entre estos parametros destacan la longitud de las lecturas (es
decir, el nUmero de pares de bases de cada secuencia), la cobertura o profundidad
(nimero de veces gue se ha leido una secuencia) y la separacion de muestras
mediante indices. Estos factores son cruciales para estudiar las variantes y
determinar si se trata de variantes genuinas o de errores de secuenciacion181,

Después de aplicar estos filtros, la plataforma muestra las variantes encontradas.
Para su clasificacion, se siguio la guia del American College of Medical Genetics
(ACMG)*®?, En base a criterios que emplean los habituales tipos de evidencia de
variantes (datos poblacionales, datos computacionales, datos funcionales, datos
de segregacion, ocurrencia de novo), esta guia describe un proceso de

combinacion de criterios para clasificar las variantes en cinco categorias:

- Benigna (clase 1): alta evidencia que respalda que la variante no esta
relacionada con la enfermedad.

- Probablemente benigna (clase 2): alta evidencia que sugiere que la variante
no causa enfermedad.

- Significado incierto (clase 3): evidencia insuficiente para determinar si la

variante esta asociada con una enfermedad o si es benigna. Esto suele ser
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el resultado de datos clinicos limitados, estudios conflictivos o falta de
estudios funcionales.

- Probablemente patogénica (clase 4): evidencias de alta probabilidad de
patogenicidad, pero existen algunas incertidumbres. Se cumplen los criterios
de patogenicidad, pero no en la misma medida que una variante clasificada
completamente como patogénica.

- Patogénica (clase 5): alta evidencia que respalda una relacion causal entre

la variante y una enfermedad.

En el caso de hallazgos de variantes en genes implicados en los SPH, en el informe
final se reportaron Unicamente aquellas variantes patogénicas (P) y probablemente
patogénicas (PP). En el caso de las variantes de significado incierto (VSI) se
incluyeron en el informe sélo las que se encontraban en genes que tenian relacion

con el sindrome estudiado.

Para los hallazgos incidentales, es decir, aquellos que resultan del analisis genético
y que, aunque no estan relacionados con el motivo principal de la prueba, pueden
ser clinicamente relevantes para la salud paciente, se tomaron como guia las
recomendaciones del ACMG para su informe'83, El objetivo principal es mejorar la
atencién al paciente evitando dafios o0 estrés innecesarios centrandose en
identificar condiciones accionables y proporcionando pautas claras sobre cuando y
cémo informar. Asi, se informaron sélo las variantes P y PP de una lista especifica
de genes relacionados con condiciones para las cuales un diagnostico e
intervencion temprana podrian tener un impacto significativo en la atencién al
paciente. En el caso de VSI, no se informaron para evitar ansiedad o confusion

innecesarias.

Los resultados reportables de SNP e InDels se confirmaron por secuenciacion de
Sanger. Para ello, primero se disefi6 los cebadores requeridos para cada mutacion.
Este disefio se llevd a cabo mediante la plataforma online Primer-BLAST (web de
acceso: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), confirmando ausencia de

SNPs en los cebadores mediante la plataforma SNPCheck.

La reaccion de PCR (Figura 16A) y la reaccion de secuenciacion (Figura 16B) se

llevaron a cabo en termociclador con las siguientes especificaciones:
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A)
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
94°C 94°C
10min 30s 72°C 72°C
58°C .
30s 7min
30s
4°C
x 40 ciclos oo
B)
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
94°C 94°C
10min 10s 60°C
50°C
2min
10s
4°C
X 25 ciclos Fe)

Figura 16. Esquemas de condiciones de reaccion de: A) PCR y B) secuenciacidn, utilizados en el
estudio.

La secuenciacion se llevé a cabo en un analizador SeqStudio Genetic Analyzers
(Thermo Fisher, Waltham, MA, EE.UU.) Los cromatrogramas se leyeron con el
programa Sequencing Analysis Software v7.0 (Applied Biosystems, Thermo

Fisher). La Figura 17 muestra un ejemplo de lectura.

Figura 17. Ejemplo de lectura de secuenciacion Sanger por cromatograma. Paciente heterocigoto para la
mutacion ¢.1187G>A p.(Gly396Asp) en el gen MUTYH.
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Para la nomenclatura de las variantes se utilizaron las secuencias de referencia:
NM_000038 para APC, NM_001128425 para MUTYH, NM_ 001304717 para PTEN
y NM 000455 para STK11.

4.4. Evaluacion de los resultados genéticos

Se consider6 resultado positivo aquellos que portaban variantes patogénicas (P) y
probablemente patogénicas (PP) en los genes relacionados con SPH presentes en
el panel de secuenciacion (APC y MUTYH para sindromes adenomatosos y PTEN y
STK11 para hamartomatosos). Dado que MUTYH es un gen recesivo, las variantes
en este gen se clasificaron como casos positivos solo si se encontraban en
homocigosis o heterocigosis compuesta. Por su lado, el grupo de casos negativos
englobd a todos los pacientes con variantes no detectadas, variantes benignas y
probablemente benignas, VSI o variantes monoalélicas en el gen MUTYH.

En los casos de pacientes con resultados de dos mutaciones P/PP en MUTYH en
heterocigosis, se realiz6 el estudio a los padres y/o hermanos bioldgicos para
confirmar que las mutaciones se encontraban en diferentes alelos, con el fin de
verificar que eran bialélicas. En el caso de no poder realizar estudio genético a
familiares, se opt6 por revisar mediante el visor Integrative Genomic Viewer (IGV) las
localizaciones alélicas en los casos en los que la cercania de las mutaciones lo hacia

posible (Figura 18).
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Figura 18. Visualizacion por IGV. Mutaciones en heterocigosis en distinto alelo (arriba) y en el mismo alelo
(abajo). Cada linea gris representa una lectura de fragmento. Si las mutaciones estan en diferentes alelos
(bialélicas) nunca se hallaran en la misma lectura. Imagen de elaboracion propia.

45. Andlisis trio

Uno de los pacientes present6 un claro fenotipo de poliposis hamartomatosa con
desarrollo de carcinoma gastrico, pero obtuvo un resultado negativo en el panel

genético. A pesar de la ausencia de antecedentes familiares, la clinica del paciente
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daba lugar a una alta sospecha de SPH, por lo que se le realiz6 un estudio genético

ampliado mediante el analisis del exoma clinico en trio.

El propésito del exoma clinico es analizar todos los exones codificantes de
proteinas relevantes desde un punto de vista clinico ampliando el abanico de genes
estudiados. El analisis en trio permite testar de manera simultanea al caso indice

(C) y los padres biologicos.

El analisis trio ofrece un rendimiento del diagndstico genético de un 10-15%
superior al del estudio en solitario del Cl dada su mayor precision en la identificacion
de mutaciones relevantes y reduccion de falsos positivos al contrastar datos entre
los tres miembros del trio. También ahorra tiempo al evitar la necesidad de estudios
de segregacion parental mediante secuenciacion Sanger, lo que permite una mayor
rapidez en la identificacion de variantes patogénicas, particularmente en
enfermedades de novo. Ademas, el coste por diagndstico del analisis genético en
trio ha demostrado ser casi cinco veces menor que el del genético individual, ya

que facilita un diagndéstico mas agil y evita analisis adicionales!84185,

Sin embargo, hay que tener en cuenta que el coste de las distintas estrategias de
secuenciacion depende del contexto por lo que no siempre resulta mas rentable
iniciar el estudio genético en trio. En casos donde la probabilidad de una
enfermedad genética es alta, basdndose en una fenotipificacion precisa del
paciente, lo mas eficiente es comenzar con un estudio mas dirigido, como un panel
genético, y proceder a ampliar el estudio por exoma en trio solo si el resultado es

negativo, como se hizo en este caso'®®,

El kit utilizado fue el Clinical Exome Solution v.3 (Sophia Genetics). Este kit utiliza
sondas para secuenciar 4728 genes con un margen de 5 pb para las regiones
intronicas, ademas del genoma mitocondrial entero y alrededor de 200 variantes
patogénicas ubicadas en regiones no codificantes'®. Como espécimen, se recurrio
a la misma muestra tomada para hacer el panel genético inicial. La muestra de los
padres fue sangre total, a la cual se le realizaron los mismos pasos de extraccién,

purificacion de ADN que los indicados anteriormente.
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En cuanto a la secuenciacion, se utilizé el analizador NextSeq 550Dx (lllumina)
gue cuenta con un rendimiento de mas de 90Gb, una longitud de lectura de 150pb

y un Q30 para mas del 75% de las bases*®’.

Los resultados se analizaron con el software Sophia DDM. En este caso, se
incorporé al estudio un apartado de andlisis de trios donde se comparan las
variantes encontradas en el paciente y las halladas en los progenitores. De esta

manera, se agiliza la interpretacion al acotar las posibles variantes candidatas.

De manera paralela, al paciente se le practicé una gastrectomia. De ella se tomaron
muestras de dos zonas diferentes: una procedente del adenocarcinomay otra de un
polipo hiperplasico. Se realiz6 un estudio genético de ambas zonas, utilizando
muestras de tejido montadas en soporte de parafina preparadas durante el estudio
anatomopatologico. EI ADN de estas muestras se extrajo mediante Maxwell RSC
usando el kit Tissue DNA (Promega). El estudio genético fue dirigido mediante

secuenciacion Sanger.

5. Calculadora

Dado que los pacientes con PAA fueron los que presentaron una tasa de resultados
negativos mas alta, se eligié esta cohorte de pacientes para desarrollar un modelo
de probabilidad para optimizar su seleccion y mejorar el rendimiento del estudio

genético.

Para ello, se eligieron todos los casos de PAA confirmada por colonoscopia, con o
sin cancer colorrectal, y que reunieron la totalidad de los siguientes requisitos de

inclusion y ninguno de exclusion (N=138).

Parametros de inclusion:
- Presencia de mas de 10 y menos de 100 pdlipos adenomatosos detectados
por colonoscopia
- Tener resultados de estudio genético
- Tener una historia completa de colonoscopias
- Contar con estudio histopatoldgico de los pélipos resecados

- Consentimiento informado firmado en vigencia con la normativa actual
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Parametros de exclusion:
- Historia clinica incompleta
- Presentar 2 o mas pélipos hamartomatosos
- Informes de colonoscopias incompletos

- Consentimiento no firmado

Una vez reunidos los pacientes, se cred una base de datos donde se recogieron los
siguientes pardmetros para cada uno:

- Numero de historia clinica

- Sexo

- Fecha de nacimiento

- Edad al estudio genético

- Histologia y nimero de pdlipos al estudio genético
- Resultado del estudio genético

- Historia personal de CCR

- Antecedentes familiares de polipos y/o CCR

- Consumo de tabaco

5.1. Estudio comparativos

A continuacion, se realizaron estudios de comparacion de estos parametros entre los
pacientes con resultado positivo y negativo para evidenciar aquellos que

caracterizaran mejor el primer grupo.

Los datos de edad se refieren a la edad en afios en el momento de la prueba
genética. EI nimero de pélipos se refiere al total acumulativo de adenomas hasta la

realizacion del estudio genético.

En el estudio de comparacién se incluyeron ademas, otras caracteristicas fenotipicas
como el sexo, el desarrollo o0 no de CCR, antecedentes familiares de CCR, el habito
tabaquico y la histologia de los pdélipos encontrados. Para el estudio de comparacion
de histologia se utilizaron todos los tipos de pdlipos, incluyendo los pélipos
hiperplasicos y serrados. Hubo algunos informes que describian los polipos
resecados simplemente como "adenomatosos” sin subclasificacion, por lo que se

nombraron como poélipos adenomatosos "no clasificados" y s6lo se consideraron en
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la comparacion entre pdlipos adenomatosos y no adenomatosos, pero no en la

comparacion de subtipos.

Utilizando la edad y el numero de adenomas, se realiz6 un modelo logistico para

relacionarlas a la presencia o ausencia de alteraciones genéticas.

Una vez establecido el modelo, se calculé el gasto que habria generado su aplicacion
retrospectiva en la cohorte de estudio. El coste por muestra se calculé teniendo en
cuenta todos los materiales utilizados desde la recepcién de la muestra en el
laboratorio: el precio de la extraccion de ADN, el kit para la libreria, el cartucho de
secuenciacion, los materiales fungibles (puntas, tubos) y el gasto de personal. Este
altimo se estimdé en una hora de trabajo del técnico de laboratorio para el
procesamiento de una muestra y otra hora para el facultativo en la elaboracién del
informe correspondiente a cada paciente.

5.2. Cohorte de validaciéon externa

Para validar el modelo, se utilizaron dos cohortes de datos independientes
procedentes de hospitales de nuestra misma region (N=259). Los conjuntos de datos
se obtuvieron del Hospital Universitario 12 de Octubre (n=162) y del Hospital
Universitario Infanta Leonor (n=97). Los datos recibidos de estos centros incluyeron

s6lo sexo, nimero de adenomas y edad al test genético y el resultado de este.

Los datos utilizados para la validacion externa del modelo provinieron de pacientes
seguidos en los hospitales 12 de Octubre e Infanta Leonor. La extraccion,
secuenciacion y analisis de resultados fueron realizados en cada centro en base a

sus equipos y protocolos normalizados de trabajo, que se describen a continuacion.

En el Hospital Universitario 12 de Octubre, la extraccion de ADN de sangre completa
se realiz6 utilizando el kit Maxwell RSC Whole Blood (Promega). Para el test
genético se empleo el kit de sondas Custom Hereditary Cancer Solution (CHCS)
(Sophia Genetics). Los genes incluidos en el kit de secuenciacion fueron APC,
MUTYH, POLE, POLD1, AXN2 y NTHL1. La secuenciacion de llevé a cabo con
MiSeq (lllumina) y el analisis de software con Sophia DDM-V4 (Sophia Genetics).

Las variantes patogénicas o probablemente patogénicas identificadas mediante
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secuenciacion masiva fueron validadas posteriormente mediante secuenciacion

Sanger.

El Hospital Infanta Leonor utilizo el kit QlIAamp Blood DNA (QIlAcube, Qiagen N.V.,
Hilden, Alemania) para la extraccion y purificacion del ADN a partir de sangre
periférica. El estudio genético se realiz6 mediante secuenciacibn masiva con
tecnologia MiSeq (lllumina), utilizando el kit SureSelect QXT Target Enrichment
(Agilent Technologies, Inc, Santa Clara, CA, EE.UU.) para la region codificante y
zonas adyacentes de los genes analizados (APC, MUTYH, POLE, POLD1, NTHL1,
MSH3). El andlisis bioinformatico se realizd utilizando pipelines de andlisis
personalizados, asistidos por el software SureCall y Alissa Interpreter (Agilent). La

secuenciacion Sanger se empled para confirmar los SNPs relevantes.

6. Estadistica

En los estudios de comparacion, se utilizé primeramente la prueba de Shapiro-Wilk
para verificar la normalidad. Para comparaciones no paramétricas, se emplearon la
prueba de Chi-cuadrado y la prueba de Mann-Whitney para variables nominales y

ordinales, respectivamente.

Se utiliz6 una regresion logistica multivariable (logit) para establecer la asociacion
entre obtener un resultado positivo en la prueba genética (variable dependiente) y la
edad y el numero de pdlipos adenomatosos (variables independientes). EI modelo
fue validado internamente a través del comando bsvalidation en Stata, que realiza
una validacion interna mediante calibracion y discriminacion'®®. Se utilizaron técnicas
de remuestreo mediante bootstrapping, con 500 repeticiones. Para evaluar la
calibracion, se confrontaron graficamente los quintiles de los riesgos observados y
esperados de tener el evento. Si la calibracion es perfecta, la linea entre los dos
riesgos se ubica en la diagonal principal del grafico. La razén esperado/observado
(E/O) debia ser igual a 1, la calibracion en general (CITL) debia ser 0 y la pendiente
debia ser igual a 1. zxLa discriminacion se midi0 mediante el area bajo la curva
(AUC, del inglés area under the curve) de la curva ROC, con valores que van desde

0,5 para ninguna discriminacion hasta 1,0 para discriminacion perfecta.

El modelo también fue validado externamente con dos poblaciones diferentes de

hospitales terciarios en nuestra region. La calibracion se evalué mediante el test de
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Hosmer-Lemeshow cuyo valor p superior a 0,05 rechaza diferencias significativas
entre los valores observados y los predichos por el modelo. La discriminacién se
evalué mediante AUC junto con el Brier Score, con un rango entre 0 y 1, siendo el

valor mas bajo una predicciébn mas precisa.

A partir de la probabilidad predicha por el modelo, se buscé un punto de corte 6ptimo
con la méaxima sensibilidad y se desarroll6 una calculadora disponible online en

https://investigacionpuertadehierro.com/laboratorio-biopsia-liquida/.

Para acreditar la autoria de la calculadora y obtener derechos exclusivos sobre su
exhibicién, modificacion y proteccion frente al uso por terceros, se registré un
copyright bajo derechos de propiedad intelectual. Este proceso se llevd a cabo a
través de la plataforma Safe Creative (https://www.safecreative.org/es), donde se
inscribio la férmula de la calculadora, su propdsito, el alcance de su uso y los autores

involucrados.
Se consideré estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.

El andlisis estadistico se realizé utilizando el programa MedCalc Statistical Software
version 11.4.2.0 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium; http://www.medcalc.org;
2018) y Stata v18 (StataCorp. 2023. Stata Statistical Software: Release 18. College
Station, TX: StataCorp LLC.).
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Resultados

1. Estudio descriptivo

El total de pacientes derivados por sospecha de SPH fue de 152. De ellos, 5 casos
desarrollaron 100 o mas adenomas, 145 presentaron entre 10 y 99 adenomas, 2

casos presentaron poliposis hamartomatosa.

1.1. Poliposis adenomatosas

De los pacientes con mas de 100 adenomas (n=5), todos presentaron mutaciones
en APC. Todas se clasificaron como variantes P/PP a excepcion de un caso, cuya

variante no tenia informacion suficiente y se clasific6 como VSI.
Caso 1

La paciente fue remitida a colonoscopia tras resultado positivo en la prueba de
cribado de CCR mediante sangre oculta en heces. Se identificaron mas de 100

polipos, varios de los cuales fueron resecados, todos con histologia de AT.

En la historia familiar, destacé un hermano diagnosticado de poliposis a los 50 afios,
y en la linea materna, un tio con CCR a los 65 afios y una tia con poliposis, cuyo hijo
fue diagnosticado de CCR a los 40 afios. La madre fallecié de un cancer abdominal

a edad avanzada pero no se pudo obtener la etiologia exacta del mismo (Anexo 2).

El estudio genético de la paciente reveld la mutacion probablemente patogénica
€.1743+1G>T en el gen APC en heterocigosis. El hermano se realiz6 un panel
genético con resultado negativo.

Caso 2

El paciente fue remitido a consulta del Servicio de Digestivo por hemorragia digestiva
alta donde la gastroscopia y el posterior estudio de anatomia patoldgica evidenciaron
un adenocarcinoma gastrico. Ademas, el paciente contaba con antecedentes

personales de PAF, tratada con colectomia total hacia 30 afios.

En cuanto a antecedentes familiares, la rama materna fue particularmente
informativa: la madre presentaba poliposis, una tia (hermana de la madre)
diagnosticada de cancer gastrico a los 50 afios, con tres hijos afectos de poliposis,
otro tio diagnosticado de CCR a los 49 afios con una hija afectada de poliposis, y un
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tercer tio con CCR a los 51 afios con dos hijos afectos de poliposis. El paciente

también informdé de tias abuelas maternas con CCR y cancer gastrico (Anexo 2).

El estudio genético confirmd que el paciente era portador de la mutacion patogénica
€.802G>T p.(Glu268Ter) en el gen APC en heterocigosis.

Caso 3

La paciente estaba en seguimiento por el Servicio de Digestivo por antecedentes

personales de poliposis adenomatosa, intervenida con colectomia total a los 20 afios.

Su padre también habia sido colectomizado por presencia de multiples po6lipos a los
27 afos, al igual que 6 de sus hermanos (tios de la paciente) y dos primos, hijos de
estos tios. Todos presentaron multiples polipos y fueron tratados mediante reseccion

colonica (Anexo 2).

El estudio hall6 un reordenamiento genético en heterocigosis que implicaba la

pérdida del exén 1 del gen APC.
Caso 4

La paciente acudid por molestia abdominal de varios meses de evolucion, sin otras
alteraciones digestivas ni rectorragia. El estudio por colonocoscopia revel6 mas de
100 lesiones, de las cuales se estudiaron histolégicamente 65, siendo 64 ATy 1 ATV.

Ante estos hallazgos, se le practicd una colectomia con preservacion rectal.

Entre los antecedentes familiares consta un caso CCR a los 65 afios en una tia
matera. Por la rama paterna, una tia fue diagnosticada de CCR a los 65 afios, cuya
hija estaba afectada de poliposis, y un tio con cancer gastrico a los 73 afios (Anexo
2).

En el estudio genético se hallé la mutacion patogénica c.249del p.(Gly84fs) en el gen

APC, en heterocigosis.
Caso 5

El paciente fue remitido a estudio por colonoscopia por rectorragia. Ante la presencia
de multiples de pdlipos, se le realizd una colectomia subtotal, cuya pieza mostro por
estudio patologico 95 ATy 8 ATV.
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Como antecedentes familiares solo se registré un caso de cancer gastrico en su
padre, diagnosticado a los 63 afos. El resto de la familia paterna, que incluia a 9 tios

y ambos abuelos, estaba sana, al igual que la familia materna (Anexo 2).

No se identificaron mutaciones claramente patogénicas en la muestra remitida del
paciente. El estudio por panel hallé6 la variante c.-30467_-30466delinsC en
heterocigosis en el gen APC clasificada en la base de datos ClinvVar como de
significado incierto. No fue posible comprobar el componente hereditario de esta

variante debido al fallecimiento de los padres.

1.2. Poliposis hamartomatosas

En cuanto a poliposis hamartomatosas, se detectaron dos pacientes con presencia

de este tipo de pdlipo.
Caso 1

El primero caso se tratd de una paciente de 30 afios con historia personal de poliposis
hamartomatosa tanto coldénica como géstrica, que fue intervenida en varias

ocasiones durante la infancia.

Como antecedentes familiares destaca un cancer digestivo con diagndstico sobre los
50 afios y un cancer de ovario antes de los 50 afios en tios paternos, y un posible
cancer de Utero en abuela paterna. El abuelo paterno fallecié6 de cancer, pero la

paciente desconocia su etiologia (Figura 19).

El test genético reveld la mutacion patogénica ¢.580G>A p.(Aspl194Asn) en el gen
STK11 (NM_000455) en heterocigosis, por lo cual se le diagnosticoé de sindrome de
Peutz-Jeghers.
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Figura 19. Arbol genealdgico de la paciente diagnosticada de Sindrome de Peutz-Jeghers. La flecha indica
el caso indice. S6lo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome; entre paréntesis se muestra la edad de
diagnéstico.

Caso 2

El segundo caso, se presentdé como un paciente de 59 afios, referido a consulta de
Digestivo por anemia ferropénica crénica (hemoglobina (Hb): 6,6 g/dL; valores de

referencia: 11 — 16 g/dL) y sangrado rectal leve.

El Unico antecedente familiar relevante fue una poliposis atenuada en su padre (un
total de 20 adenomas col6nicos acumulados a la edad de 88 afios). El paciente no

present6 antecedentes familiares de cancer relacionados (Figura 20).

o i T
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S bumbo o b

Sindrome
Poliposis Juvenil

Figura 20. Arbol genealdgico del paciente diagnosticado de Sindrome de Poliposis Juvenil. La flecha indica
el caso indice. Solo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome.

Asimismo, como antecedentes personales constaban colonoscopias seriadas desde
los 46 afos en las cuales se habian hallado en total 16 pdlipos adenomatosos, 4

hamartomatosos y 19 inflamatorios.
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Dados los sintomas clinicos y su historia personal, le realizé una endoscopia superior

con los siguientes hallazgos:

- Esofago: Esdfago con motilidad y mucosa conservadas. No se identifican

lesiones ni varices esofagicas.

- Estdémago: Pdélipos multiples (> 100) a nivel de cuerpo, fundus y antro gastrico

sugestivo de poliposis gastrica con polipos de hasta 6-8 mm de diametro.
- Piloro: Piloro céntrico, permeable y competente.
- Duodeno: Bulbo y segunda porcién duodenal normales.

Se tomaron diversas biopsias de los pdlipos encontrados en el estbmago que
revelaron una histologia hiperplasica, presentando varios de ellos displasia de bajo
grado. Sumado a estos hallazgos, la endoscopia superior mostré un pélipo gigante

no resecable (=5 cm) en el cuerpo gastrico proximal (Figura 21).

Ante esta situacion, se decidi6 someter al paciente a una gastrectomia total. El
examen macroscopico de la pieza mostré innumerables polipos que practicamente
ocupaban toda la mucosa gastrica. Por su parte, el examen histolégico del pdlipo
gastrico de 5 cm evidencié una naturaleza hiperplasica con displasia de alto grado y
adenocarcinoma focal. Un afio después de la cirugia, el paciente tuvo una

recuperacion total de la anemia (Hb: 15,6 g/dL).

Figura 21. Gastroscopia realizada al paciente. Se observan mdltiples pdlipos a lo largo de la mucosa gastrica
junto al pélipo hiperplasico gigante marcado con asterisco (*).
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La presencia de los numerosos polipos gastricos asi como los pdlipos colonicos de
histologia variable, incluyendo hamartomatosos, llevé a la sospecha de SPH y por
ello se realiz6 peticidn para estudio genético. Como primer paso, se llevo a cabo el
estudio a través del panel genético descrito en el apartado de Materiales y métodos
donde se incluian los genes mas comunes para sindromes gastricos y colonicos:
APC, CDH1, MUTYH y PTEN. No se evidencio la presencia de ninguna mutacion
patogénica lo que excluy6 el diagndstico de sindrome de Cowden (asociado a
mutaciones en PTEN), poliposis adenomatosa familiar (asociadas a mutaciones en
APC o MUTYH) o cancer gastrico difuso hereditario (asociado a mutaciones en
CDH1). Dado que los genes SMAD4 y BMPR1A no estan incluidos en dicho panel y
que no existian antecedentes familiares de cancer géastrico, CCR y/o poliposis
gastrica se tuvo la firme sospecha de un componente genético de novo en alguno de
los dos genes. Por tanto, se decidié ampliar el analisis genético mediante un exoma
clinico realizado en trio, utilizando ADN de la linea germinal de la madre y el padre

bioldgicos junto con el caso indice (Cl).

El analisis de variantes que compara los hallazgos en el CI con los progenitores
identificé la variante ¢.386A>C p.(Asn129Thr) en SMAD4 (NM_005359.6) en el CI
con una frecuencia alélica del 22%. La secuenciacion por Sanger confirm6 ademas
estos resultados (Figura 22). Por tanto, la variante ¢.386A>C p.(Asn129Thr) fue
catalogada como mosaicismo. No se identificaron mutaciones patogénicas en
BMPRI1A.
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Figura 22. Comparacion entre cromatogramas de los resultados de mutacion c.386A>C en SADM4 entre
el paciente (caso indice) y los padres biolédgicos.

Una vez identificada la mutacion, se decidi6 realizar de manera complementaria el

estudio genético a la pieza de gastrectomia, tomando como muestras dos areas

diferentes: una del adenocarcinoma y otra del pélipo hiperplasico. La variante se

hall6 en ambas localizaciones. Ademas, la inspeccién visual del electroferograma

reveld que la altura del pico correspondiente a la citosina (linea azul) era mayor que

la de adenina (linea verde) en la muestra de adenocarcinoma (representando

aproximadamente 2/3 de la altura del pico de adenina) en comparacion con el pélipo

hiperplasico (Figura 23).

Adenocarcinoma

Polipo hiperplasico
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Figura 23. Cromatograma de secuenciacion Sanger de zona adenocarcinoma (arriba) y zona pélipo

hiperplasico (abajo)
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Dado que la variante no estaba descrita en la literatura, se procedio a clasificarla de
acuerdo con los criterios establecidos por el ACMG82, En primer lugar, la variante
estaba ausente en las bases de datos poblacionales (criterio PM2), segun gnomAD
v2.1.1 y UK Biobank (ultima consulta en junio de 2023). Ademas, 17 de 20
herramientas in silico (PolyPhen-2, DEOGEN2, EIGEN, EIGEN PC, Mutation
Assessor, MutPred, PrimateAl, EVE, FATHMM-MKL, FATHMM-XF, LIST-S2, LRT,
M-CAP, PROVEAN, SIFT, SIFT4G y BLOSUM) predijeron que la variante tendria un
efecto dafiino sobre la funcién de la proteina (criterio PP3). Por otro lado, se trat6 de
una variante de novo (criterio PS2), que mostraba una buena segregacion, ya que el
fenotipo del paciente era altamente concordante con el sindrome de poliposis juvenil

causado por una mutacion patogénica en el gen SMADA4 (criterio PP1).

Por todo ello, se clasifico la variante ¢.386A>C p.(Asn129Thr) en SMAD4 como
probablemente patogénica (clase 4)3,

Es importante destacar que existe una variante del Sindrome de Poliposis Juvenil
causada por mutaciones en SMAD4 asociada a la Telangiectasia Hemorragica
Hereditaria (HHT). Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de mdultiples
malformaciones arteriovenosas que dan lugar a conexiones directas entre arterias y
venas. Estas malformaciones suelen localizarse en tejido mucocutaneo, mientras
gue las de mayor tamafo se presentan con mayor frecuencia en los pulmones o el
cerebro pudiendo ser fatales®®. En este caso, se realizaron una tomografia
computarizada de térax y abdomen que no evidencio la presencia de malformaciones
arteriovenosas pulmonares, y una resonancia magnética que descartd
malformaciones arteriovenosas cerebrales. El examen fisico dermatolégico adicional

tampoco revelo otras lesiones mucocutaneas.

1.3. Poliposis adenomatosa atenuadas

De los 145 pacientes con sospecha de PAA, sélo 14 pacientes (9,7%) obtuvieron un
resultado positivo en la prueba genética. De estos, 11 pacientes tuvieron una variante
P/PP en el gen MUTYH, dos pacientes tuvieron una variante patogénica en el gen
APC y una paciente tuvo una variante probablemente patogénica en el gen POLE
(Figura 24).
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1,4% APC 0,7% POLE
7,6% MUTYH
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Figura 24. Distribucién de pacientes en el grupo negativo y positivo.

1.3.1. Descripcién casos positivos

De los 11 pacientes portadores de mutaciones patogénicas en el gen MUTYH, tres
estaban en homocigosis y ocho en heterocigosis compuesta. Las mutaciones mas
prevalentes fueron c.1187G>A p.(Gly396Asp) y ¢.536A>G p.(Tyrl79Cys). La
mutacién ¢.1187G>A se encontré en los tres casos homocigotos y en la mitad de los
casos heterocigotos compuestos. La mutacion ¢.536A>G se hall6 en la otra mitad de
los casos heterocigotos compuestos, en ningun caso hallandose las dos mutaciones
a la vez. Otras mutaciones encontradas en este grupo bialélico fueron ¢.1012C>T p.
(GIn338Ter) en 3/8 casos, €.1227 1228dup p. (Glu410fs) en 2/8 casos, Yy
€.933+3A>C, ¢.736G>T p. (Val246Phe) y ¢.1101dup p. (Arg340fs) en un caso cada
una. En los otros 3 casos positivos restantes se detectaron dos mutaciones

patogénicas en el gen APC en heterocigosis y una en el gen POLE.

La Tabla 3 recoge los datos de los casos positivos de la poblacion con sospecha de
PAA.
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. . . CCR AF de
Paciente Gen Variante Heterocigosidad (Edad al dx) CCR
Caso 1 MUTYH c.1187G>A Homocigoto Si (57) No

c.536A>G + Heterocigoto .
Caso 2 MUTYH c.933+3A>C compuesto No Si
c.1012C>T + Heterocigoto .
EEOE O c.536A>G compuesto NE <l
c.1012C>T + Heterocigoto .
Caso 4 MUTYH c.536A>G compuesto No Si
c.1012C>T + Heterocigoto .
RO USR] c.536A>G compuesto e =t
c.1187G>A + Heterocigoto . .
Caso 6 MUTYH c.736G>T compuesto Si (60) Si
Caso 7 MUTYH c.1187G>A Homocigoto Si (55) Si
Caso 8 MUTYH c.1187G>A Homocigoto No Si
c.1187G >A + Heterocigoto
DL i c.1227_1228dup compuesto NE AC
Caso 10 MUTYH c.1187G >A + Heterocigoto No No
c.1101dup compuesto
c.1187G >A + Heterocigoto ,
SEELRRS LR c.1227_1228dup compuesto Sf () Ne
Caso 12 APC c.697C>T Heterocigoto No Si
Caso 13 APC c.423G >C Heterocigoto No No
Caso14 POLE c.881T>G Heterocigoto Si (37) Si

Tabla 3. Caracteristicas genéticas de los pacientes del grupo positivo. CCR: cancer colorrectal; dx:
diagndstico; AF: antecedentes familiares.
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Caso 1

El paciente desarrollé poliposis con un adenocarcinoma colénico que requirid
colectomia subtotal con anastomosis ileosigmoidea. A partir de la cirugia se le
realizaron colonoscopias de seguimiento con extirpacion de polipos en region sigma

y recto cada tres afios.

Como antecedentes familiares, no constaron casos con CCR. De cinco hermanos, a
tres (mayores de 70 afios) se les resecaron pélipos, pero sin necesidad de cirugia
(Anexo 3).

El estudio genético revel6 la mutacion patogénica ¢.1187G>A en el gen MUTYH, en

ambos alelos.

Caso 2

Se le realiz6 la primera colonoscopia a raiz del diagnéstico clinico en su madre de
poliposis mixta (7 adenomas, 21 PH, 3 PS). Ya en las primeras colonoscopias de la
paciente se le detectaron mas de 20 pélipos adenomatosos a lo largo del colon.

Como antecedentes familiares de interés, ademas de la poliposis de su madre, su
abuelo materno y una hermana de este fueron diagnosticados de CCR a una edad
menor a 60 afos, falleciendo por ese motivo poco después, y bisabuelos fallecidos
antes de los 50 afios por cancer digestivo sin especificar. Por la rama paterna conté
con una tia con diagnostico de CCR mayor a 50 afios. El padre presentd una
colonoscopia normal. La paciente tenia dos hermanos, a los cuales se les realizé

sendas colonoscopias que resultaron normales (Anexo 3).

El estudio genético mostr6 dos mutaciones en MUTYH de clase 5: ¢.536A>G y
€.933+3A>C, ambas en heterocigosis. Se realiz6 el estudio al resto de familiares
(madre y dos hermanos). Tanto a la madre como a un hermano se les detecto la
mutacion ¢.536A>G, mientras que el otro hermano no presentd ninguna mutacion.
Clinicamente, como se ha comentado, sélo la madre present6 pélipos. Con esto, se
demostré que las mutaciones encontradas en la paciente se hallaban en alelos

diferentes.
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Caso 3

El paciente fue seguido en otro centro y acudio al nuestro para realizarse el estudio
genético. Segun los informes que aportd, se le realizaron varias colonoscopias de

seguimiento encontrando siempre varios pélipos adenomatosos.

Tras realizar el arbol genealdgico se encontré dos tios paternos fallecidos por CCR
a la edad de 59 afios y 73 afios. Su padre present6 poliposis sin concretar cantidad,
histologia o edad (Anexo 3).

Los resultados del estudio genético revelaron las mutaciones c¢.536A>G vy
€.1187G>A en el gen MUTYH, en heterocigosis compuesta. La posicidn trans de las
mutaciones se confirmé con el estudio genético de su hermano que revelo6 sélo la

mutacion ¢.1187G>A en heterocigosis. El hermano no presento poliposis.

Casos4y5

Se trata de dos casos de hermanos, de mismos padres, con poliposis. El caso 4 se
inicid colonoscopias por razones no conocidas en otro centro donde se le hallo un
namero abundante de pélipos adenomatosos. A partir de esto, su hermano (caso 5)
se realizé colonoscopias en nuestro centro evidenciandose mas de 50 pdlipos y al
gue finalmente se le practicé una colectomia subtotal. El caso 4, también fue remitido
a nuestro centro para seguimiento de colonoscopias cuyos resultados, unidos a los
de colonoscopias anteriores, presentaban un niumero elevado de pélipos similar a su
hermano, aunque hasta la fecha no ha recurrido a la colectomia. Ambos padres

también se hicieron colonoscopias cuyo resultado fue normal.

Como antecedentes familiares, tanto el abuelo materno como el paterno fallecieron

de CCR a los 75 y 60 afos respectivamente (Anexo 3).

En cuanto al genotipo, se encontré en los dos hermanos las mismas mutaciones
patogénicas en MUTYH en heterocigosis: ¢.536A>G y ¢.1012C>T. Se confirmo que
se trataban de mutaciones bialélicas tras el estudio de los padres, en el cual el padre
presento sélo la mutacién ¢.536A>G y la madre sdlo la mutacion ¢.1012C>T, ambos

en heterocigosis.
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Caso 6

La razon de la consulta a digestivo fue por resultado positivo en la prueba de sangre
oculta en heces. En la colonoscopia realizada, se evidencié poliposis con
adenocarcinoma colorrectal en sigma. A la raiz de estos hallazgos, se le practicé una
hemicolectomia izquierda. En las subsiguientes colonoscopias de seguimiento se le
resecaron mas polipos y a los tres afios volvid a presentar un adenocarcinoma. Ante
la aparicion de este segundo CCR metacronico se decidio realizar una colectomia

total con anastomosis ileorectal.

Como antecedentes familiares de interés, sélo consta un tio materno con CCR a los
62 afnos, y un primo materno (hijo de otra hermana) diagnosticado de CCR a los 61

afos con test genético negativo segun informo el paciente (Anexo 3).

Los resultados genéticos mostraron dos mutaciones en MUTYH, una de ellas de
clase 5 (c.1187G>A) en heterocigosis, y otra de clase 4 (c.736G>T) también en
heterocigosis. No se pudieron obtener muestras de familiares para realizar la
comprobacion, ni se pudo utilizar IGV debido a la localizacion lejana de las variantes.
Sin embargo, dado que el paciente desarroll6 una clinica compatible con el sindrome

de poliposis, se concluy6 que se trataba de una heterocigosis compuesta.
Caso 7

La paciente fue diagnosticada con adenocarcinoma de recto-sigma tras consultar por
alteraciones en el ritmo intestinal, acompafiadas de expulsion de moco y sangre roja
ocasional, ademas de tenesmo. Se le realiz0 una colectomia, encontrandose
numerosos polipos durante el procedimiento. Posteriormente, presentd una recaida

debido a un segundo adenocarcinoma, con hallazgos adicionales de varios polipos.

Como antecedentes familiares oncolégicos digestivos relevantes solo destaca su

madre diagnosticada de CCR a los 72 (Anexo 3).

El estudio genético reveld6 una mutacion c.1187G>A en el gen MUTYH, en

homocigosis.
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Caso 8

El estudio digestivo se inici6 debido a un largo periodo de dolor abdominal
acompafado de diarrea. En la colonoscopia inicial se identificaron mas de 40

adenomas, y en las colonoscopias subsecuentes se siguieron encontrando mas.

Como unico antecedente oncoldgico digestivo en la historia familiar se registra al
abuelo paterno fallecido por CCR a los 70 afos. Tuvo 9 hermanos ninguno con
patologia colénica (Anexo 3).

El estudio genético reveld una mutacion patogénica ¢.1187G>A en el gen MUTYH,

en homocigosis.

Caso 9

El caso fue remitido desde Atencién Primaria tras un resultado positivo de sangre
oculta en heces. La colonoscopia revelé multiples polipos, superando un total de 20

adenomas.

En los antecedentes familiares, destaca la abuela materna, quien se sometio a la
extirpacion de varios polipos colonicos (sin especificarse histologia o nimero). Su
madre se realiz6 colonoscopias sin hallazgos. No hubo otros casos oncolégicos
relevantes en el resto del arbol familiar (Anexo 3).

El estudio genético mediante panel identifico las mutaciones patogénicas ¢.1187G>A
y €.1227 1228dup en el gen MUTYH, ambas en heterocigosis. No se pudo realizar
el estudio genético de los padres debido a su fallecimiento. Sin embargo, dado que
las dos mutaciones se encuentran muy cercanas en el gen, se pudo verificar
mediante IGV que estaban en alelos diferentes, confirmando que se trataba de una

heterocigosis compuesta.

Caso 10

El paciente acudi6 a la consulta de digestivo por rectorragia y molestias abdominales.
Los hallazgos iniciales mostraron la presencia de menos de 10 adenomas. Sin
embargo, en las colonoscopias de seguimiento se encontraron mas, acumulando un
nuamero total superior a 50 adenomas. Ante estos resultados, se opt6 por realizar una

colectomia subtotal.
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No se registraron antecedentes de cancer digestivo en la familia. Su hermano se

sometiod a una colonoscopia, en la cual se encontraron solo 2 AT (Anexo 3).

El estudio genético revelé dos mutaciones patogénicas en MUTYH: c.1187G>A y
¢.1101dup, ambas en heterocigosis. Se realizo el estudio genético del hermano, pero
no se identificaron ninguna de estas mutaciones. No obstante, el analisis mediante

IGV confirm6 que ambas mutaciones estaban en alelos diferentes.

Caso 11

El paciente fue remitido a consultas de Digestivo por rectorragia. La colonoscopia
evidencié varios adenomas y un adenocarcinoma en sigma sobre un adenoma
tubulovelloso. Se decidio realizar una sigmoidectomia, y en las colonoscopias de

seguimiento se detecto la presencia de mas adenomas.

No se registraron antecedentes familiares de cancer digestivo ni de poliposis (Anexo
3).

El estudio genético revel6 la presencia de dos mutaciones patogénicas en el gen
MUTYH: c.1187G>Ay ¢.1227_1228dup, ambas en heterocigosis. Tras la revision de
las lecturas del panel mediante IGV, se confirm6 que estas mutaciones estaban en

configuracion trans.
Caso 12

El estudio mediante colonoscopias se inicié en un centro privado, sin conocerse la
causa inicial. El paciente fue remitido a nuestro centro desde Atencion Primaria,
aportando informes completos de varias colonoscopias en las que se detectaron
polipos adenomatosos en diferentes localizaciones (27 AT y 1 ATV).

La historia familiar incluye varios casos de CCR: el padre fue diagnosticado a los 47
afnos; dos tios paternos fallecieron a los 45 y 51 afios; y la abuela paterna fallecié a

los 50 afios (Anexo 3).

El estudio genético reveld la mutacion ¢.697C>T p. (GIn233Ter) en el gen APC,

clasificada como patogénica en heterocigosis.
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Caso 13

El paciente acudié para seguimiento de poliposis, primeramente iniciada en otro
centro. Los informes de las colonoscopias realizadas reportaron la presencia de mas
de 30 adenomas. En las colonoscopias efectuadas en nuestro centro, se resecaron

en total mas de 40 adenomas, a la edad de 70 afnos.

En la historia familiar, el paciente refiri6 que no habia antecedentes de céncer
digestivo ni de poliposis (Anexo 3).

El estudio genético evidencio la presencia de la mutacion patogénica c.423G>A p.
(Argl41Ser) en el gen APC, en heterocigosis.

Caso 14

La paciente present6 un fenotipo caracterizado por mas de 30 adenomas y desarrollo
CCR de sigma a los 37 afios, lo que requiri6 una colectomia subtotal con
anastomosis ileo-rectal. Ademas, a los 58 afios, fue diagnosticada con cancer de
mama. Su hermano también present6 un CCR a los 40 afios, asi como un carcinoma
renal de células claras a los 57 afios y un adenocarcinoma de pulmén a los 60 afios
(siendo no fumador). En cuanto a los antecedentes familiares de cancer, por parte
paterna, su padre desarroll6 un CCR a los 50 afios. La paciente también refirid un
posible caso de rectorragia en abuela paterna e historia de neoplasia digestiva en
bisabuelo paterno dudosa.

Es relevante destacar que el caso de mutacion POLE positiva inicialmente resultd
negativo en el panel genético convencional utilizado ya que no incluye dicho gen. De
entre todos los casos negativos, este se distinguié notablemente por sus

antecedentes personales y familiares (Anexo 3).

Dada la clara clinica de poliposis atenuada junto con el fenotipo de cancer
extracolonicos, se sospech6 un componente genético no relacionado con los genes
tipicos APC y MUTYH. La clinica tanto personal como familiar de la paciente
concordaba con el sindrome relacionado con los genes POLE y POLDL1 por lo que
se opto por realizar un panel mas amplio que incluyera estos genes. Como resultado,
se identifico la mutacion c¢.881T>G p.(Met294Arg) en POLE (NM_006231) en
heterocigosis, clasificada en la literatura como probablemente patogénica (117). Se

78



Resultados

llevé a cabo un estudio dirigido a esta mutacion en su hermano, quien también resulté

ser heterocigoto.

1.3.2. Descripcion casos negativos

De entre los pacientes que no tuvieron un resultado genético informativo, no se
detectaron mutaciones en la mayoria de los casos. Sélo en 26 pacientes (17,9%) se
detectaron variantes reportables, la mayoria clasificadas como de significado incierto
(clase 3). En once de los 26 casos se detect6 variantes en MUTYH en heterocigosis.
De estas, tres fueron calificadas como VSI y ocho fueron clasificadas como
patogénicas, la mayoria siendo las mutaciones ¢.1187G>A (4/8) y c.536A>G (2/8).

Paralelamente, para respaldar la decision de mantener a los portadores de
mutaciones monoalélicas en MUTYH como casos negativos, se decidio evaluar la
incidencia de estas variantes en pacientes sin poliposis. A partir de la misma base
de datos indicada en el apartado de materiales y métodos, se tomaron pacientes
derivados a estudio genético por causas no relacionadas con SPH (cancer de mama
y ovario). De los 635 pacientes evaluados, 22 resultaron ser portadoras de este tipo
de variante y ninguna present6 poliposis ni CCR. La comparacion entre portadores y
no portadores en el grupo con poliposis y sin poliposis no evidencié un riesgo
incrementado de SPH en aquellos con variantes patogénicas en heterocigosis del
gen MUTYH (OR: 1,81, IC95%: 0,79 — 4,16, p = 0,16).

El resto de mutaciones detectadas se encontraron en un abanico amplio de genes:
APC, ATM (NM_000051.4), CDH1 (NM_004360.5), MLH1 (NM_000249.4), MSH6
(NM_000179.3), PMS2 (NM_000535.7), RAD50 (NM_005732.4). Todas ellas se
presentaron en heterocigosis y a dia de hoy se clasifican como de significado incierto.

Se encontrd también la variante ¢.3920T>A p.(lle1307Lys) en el gen APC que ha
sido reportada en un 11,5% de los pacientes diagnosticados con CCR dentro de la
poblacién judia asquenazi en Estados Unidos, y en un 7,2% de aquellos sin
diagndstico de CCR®. Se estima como factor de riesgo de CCR en esta poblacion,
pero no se ha observado un incremento del riesgo en poblacion judia no asquenazi
y poblacion no judia. En cuanto al desarrollo de adenomas tampoco no se ha
asociado esta variante como causa de poliposis!®. Por lo tanto, no se clasifica como

patogénica y se incluyo6 en el grupo de variantes negativas.
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Las razones para la consulta y realizacion de colonoscopias fueron diversas. En 24
pacientes no se reflejo en su historia clinica la razon del estudio de colonoscopia,
siendo la mayoria de ellos casos derivados de otros centros. De entre los casos en
los que si se especificaba la razon, catorce (13,1%) fueron derivados por
antecedentes familiares de CCR, mayoritariamente en familiares de primer grado
mayores de 60 afios (12/14). Un 19,6% acudid por alteraciones en el aparato
digestivo (diarrea, estrefiimiento, dolor abdominal) y otro 17,8% por presentar
rectorragia. Cinco pacientes (4,7%) acudieron por anemia y cuatro (3,7%) debido a
hallazgos casuales en pruebas realizadas por otras enfermedades. La causa
mayoritaria de derivacién fue por resultados positivos en sangre oculta en heces

obtenidos en el programa Prevecolon (41,1 %) (Figura 25).

AF
13,1%

SOH+
41,1% Alteraciones digestivas
19,6%

’ 7 Anemia
\_/‘/ 7
Incidentaloma

Rectorragia 3,7%
17,8%

Figura 25. Indicaciones de colonoscopia de los pacientes negativos. AF CCR: antecedentes familiares de
cancer colorrectal, SOH+: prueba de sangre oculta en heces positiva.

En resumen, las evaluaciones del rendimiento de las pruebas genéticas en los
distintos fenotipos de poliposis mostraron una efectividad del 80% en los casos de
PAF, debido a que uno de los casos no obtuvo un resultado positivo pese a presentar
sintomas clinicos, y en las poliposis hamartomatosas, fue del 100%. En
contraposicién, en las PAA el rendimiento fue inferior al 10%. Ante este bajo
resultado, se llevo a cabo un estudio comparativo especifico para estos pacientes,
con el objetivo de formular un modelo de probabilidad que ayudara en la seleccion

de casos y optimizara la eficacia de las pruebas genéticas.
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2. Desarrollo del modelo de probabilidad

Para crear este modelo, se analizaron diferentes caracteristicas de los pacientes con
sospecha de poliposis adenomatosa atenuada, diferenciando entre aquellos con un
test genético informativo (positivos) y aquellos con un test no informativo (negativos).
Las principales variables consideradas fueron la edad y el nimero de adenomas, asi
como otros factores como la histologia, antecedentes personales y familiares de

cancer colorrectal, habito tabaquico y sexo.

De los 145 pacientes con sospecha de PAA, 7 fueron excluidos del andlisis debido a
gue presentaban una historia clinica incompleta, incluyendo el caso con mutacion
POLE positiva, ya que no se disponia de informacién sobre el nimero de polipos ni
su histologia, tanto en la colectomia como en algunas colonoscopias posteriores.
Finalmente, tras considerar Unicamente a los pacientes con datos completos, el

grupo de estudio comparativo qued6 conformado por 138 pacientes.

2.1. Estudios comparativos

El resumen de las caracteristicas de los pacientes de los grupos positivo y negativo
se muestran en la Tabla 4. Segun el sexo, no hubo diferencias estadisticas (odds
ratio (OR): 1,47, intervalo de confianza del 95% (IC95%): 0,47 — 4,64, p = 0,51).
Proporcionalmente, el desarrollo de CCR fue similar entre los dos grupos, con 4
(24,8%) pacientes con CCR en el grupo positivo y 31 (30,8%) en el grupo negativo
(OR: 1,35, IC95%: 0,39 — 4,69, p = 0,64). En cuanto a los antecedentes familiares
(AF) de CCR, el 43,2% de los pacientes del grupo negativo tenia al menos un familiar
con CCR, mientras que en el grupo positivo el porcentaje aumenté al 61,5%, aunque
la diferencia no alcanzo6 significacién estadistica (OR: 2,04, IC95%: 0,63 — 6,57, p =
0,23).

Los parametros que si mostraron diferencias significativas entre los grupos negativo
y positivo fueron la edad (OR: 0,91, IC95%: 0,86 — 0,96, p = 0,012), el nimero de
adenomas (OR: 1,08, 1C95%: 1,04 — 1,13, p < 0,001) y el tabaquismo (OR: 8,17,
IC95%: 1,97 — 33,8, p = 0,004). Los resultados sugieren que a menor edad y mayor
numero de adenomas, aumenta la probabilidad de tener un sindrome genético. El
valor de OR obtenido indica que fumar es un factor de riesgo para el desarrollo de

adenomas en pacientes sin predisposicion genética. En otras palabras, el riesgo
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basal de desarrollar adenomas, que en personas sin mutaciones genéticas seria
comparable al de la poblacién general, se ve incrementado en aquellos que son

fumadores.

Caracteristicas Positivos Negativos p
n=13 n=125
Edad (aios) i i
mediana (P25-P75) 51 (44 - 66) 67 (61-72) 0,01
Sexo 0,51
Mujer, n (%) 6 (46,2) 46 (36,8)
Hombre, n (%) 7 (53,8) 79 (63,2)
Tipo de pdlipo 701 (100) 3685 (100) <0,001
Adenomatoso
n (%) 659 (96,5) 2916 (79,1)
mediana (P25-P75) 42 (33 -74) 22 (16 — 28)
No adenomatoso
n (%) 24 (3,5) 769 (20,9)
mediana (P25-P75) 0(0-2) 2(0-28)
CCR, n (%) 4 (30,8) 31 (24,8) 0,64
AF CCR, n (%) 8 (61,5) 55 (44) 0,23
Fumador, n (%) 0,004
Si 2 (16,6) 42 (33,3)
Exfumador 1(5,6) 49 (39,7)
No 7 (55,6) 26 (20,6)
SD 3 (22,2) 8 (6,4)

Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes para los grupos positivo y negativo. P25: percentil 25; P75:
percentil 75; CCR: cancer colorrectal; AF CCR: antecedentes familiares de cancer colorrectal; SD: sin datos.

2.1.1. Edad

La comparacion de la edad al test genético se realizé entre el grupo de positivos
(n=13) y negativos (n=125) encontrando diferencias significativas. En el grupo de

positivos, el caso mas joven tenia 28 afios y el mas mayor 79 afios, con una mediana
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de 51 afios (P25-P75: 44 — 66). En el grupo negativo, las edades comprendieron un
rango entre 39 y 83 afios, con una mediana de 67 afios (P25-P75: 61 — 72),
significativamente més alta que la del grupo de positivos (OR: 0,91, IC95%: 0,86 —
0,96, p = 0,01; Figura 26).
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Figura 26. Diagrama de caja y bigotes parala comparacion de la edad al test genético entre positivos y
negativos

Distribuyendo a los pacientes por décadas de edad, se observéd que el 74% de los
casos negativos eran mayores de 60 afios, mientras que, en el grupo de positivos,
s6lo cinco casos superaban esa edad (Figura 27).
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Figura 27. Comparacién de la edad (por décadas de afios) a la cual se realizé el estudio genético.

83



Natalia Garcia Simoén

2.1.2. Histologia de pdlipos y niumero de adenomas

La comparacion histolégica revelo una distribucion diferente de polipos entre el grupo
positivo y negativo, asi como una relacion entre el resultado de la prueba genética y

el niumero de adenomas.

En lineas generales, se observé un claro predominio de polipos de tipo adenomatoso
sobre los no adenomatosos (hiperplasicos y serrados) en ambos grupos (Figura
28A). Sin embargo, los adenomas fueron mas frecuentes en el grupo positivo,
representado el 96,5% del total de pdlipos, en comparacion con el grupo negativo
donde constituyeron el 79,1% del total (Tabla 4). Ademas, en el momento de la
prueba genética, la mayoria de los casos positivos (85%) acumularon mas de 30
adenomas, mientras que solo el 20% de los casos negativos alcanz6 ese umbral. La
mediana de numero de adenomas encontrados en el grupo positivo fue de 42
adenomas (P25-75: 33 — 74) frente a una mediana de 22 adenomas (P25-75: 16 —
28) del grupo negativo (Figura 28B), encontrando una relacion directamente
proporcional entre la probabilidad de positividad de la prueba genética y el nimero
de adenomas (OR: 1,08, IC95%: 1,04 — 1,13, p < 0,001).

Por otro lado, el nimero de pdlipos no adenomatosos representaron casi el 21% del
total en el grupo negativo, mientras que en el grupo positivo constituyeron menos del
4%. El andlisis estadistico mostr6 una relacién entre el nimero de polipos no
adenomatosos y las poliposis esporadicas (OR: 0,88, IC95%: 0,74 — 1,04, p = 0,046).
La mediana de polipos no adenomatosos fue de 0 (P25-75: 0 — 2) en el grupo

positivo, y de 2 (P25-75: 0 — 8) en el grupo negativo (Figura 28C).
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Figura 28. Comparacion de pélipos. A) Comparacion en diagrama de barras de la histologia entre el grupo de
positivos (naranja) y negativos (azul); B) Comparacion en grafico de cajas y bigotes del numero de adenomas
entre los grupos positivos y negativos; C) Comparacion en grafico de cajas y bigotes del numero de pdlipos no
adenomatosos entre los grupos positivos y negativos.
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En cuanto a la distribucion de subtipos de polipos por tipo de histologia, no hubo
diferencias significativas (Tabla 5). Para los subtipos de adenomatosos, el mas
comun fue el adenoma tubular en el grupo positivo asi como en el grupo negativo
(90,7% vs 89,9% respectivamente), seguido de lejos por los subtipos adenoma
tubulovelloso (5,3% vs 6,1%) y adenoma velloso (0,5% vs 0,2%) (p = 0,46). Para los
polipos no adenomatosos, el subtipo hiperplasico fue el mas prevalente (83% vs
81%) y los pélipos serrados fueron los menos frecuentes, en ambos grupos (17% vs
19%) (p = 0,81).

Numero de podlipos

Histologia pélipos Grupo Grupo P
positivo negativo
n=683 n=3685
':‘z;r)'°mat°s°s’ 659 (96,5) 2916 (79,1) 0,46
(1]

Tubular 598 (90,7) 2620 (89,9)

Tubulovelloso 35 (5,3) 179 (6,1)
Velloso 3 (0,5) 7 (0,2)

Sin subclasificar 23 (3,5) 110 (3,8)
Nooadenomatosos, 24 (3.4) 769 (20.9) 0,81
n (%)

Hiperplasico 20 (83) 626 (81)
Serrado 4 (17) 143 (19)

Tabla 5. Contaje de pdélipos segun histologia en positivos y negativos. Los porcentajes se muestran respecto
al nimero total de pdlipos en cada grupo

2.1.3. Tabaquismo

La comparacion del habito tabaquico revelé una mayor proporcion de consumidores
de tabaco en el grupo negativo en comparacion con el grupo positivo (73% vs 23%,
OR: 8,17, IC 95%: 1,97 — 33,8, p = 0,004). Aunque este factor tuvo un impacto
significativo en la diferenciacion entre ambos grupos, no pudo ser incluido en el
modelo. Esto se debié a la falta de datos sobre el habito tabaquico en algunos

pacientes y, en los casos en los que se disponia de la informacién, no se contaba
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con detalles sobre el nimero de cigarrillos/dia, lo que limitd su utilidad para el disefio

de la calculadora.

En este contexto, los resultados del estudio mostraron una mayor tasa de
tabaquismo en el grupo de poliposis esporadica, en comparacion con el grupo de
individuos con mutaciones genéticas asociadas a poliposis. Este hallazgo subraya la
evidencia que el habito de fumar tiene un impacto significativo en la aparicion de
adenomas en individuos con poliposis esporadica, lo que refuerza la idea de que
factores ambientales, como el tabaquismo, juegan un papel crucial en el desarrollo
de pdlipos en este grupo. En contraste, en los individuos con mutaciones genéticas
especificas, como aquellas relacionadas con el sindrome de poliposis adenomatosa
familiar, los factores genéticos parecen tener un papel predominante, ya que la
predisposicion hereditaria aumenta la formacion de adenomas incluso en ausencia

de factores ambientales como el tabaquismo.

2.2. Elaboraciéon del modelo

Una vez recopilados todos los datos y constatada la existencia de una diferencia
significativa en la edad y el nimero de adenomas entre los pacientes con mutaciones
patogénicas en APC o MUTYH y aquellos sin dichas mutaciones, se establecié una
relacion matematica entre estos datos y el resultado de la prueba genética. Usando
una regresion logistica, se calcul6 la probabilidad de que un paciente tuviera un
resultado genético positivo basado en su edad y el nimero de adenomas al momento
de la prueba genética®®. La regresion obtenida fue:

logit (prueba genética (+)/1- prueba genética (+)) = 0,3822 + (-0,0814 x edad (en

afios)) + (0,0731 x numero de adenomas).

Las valoraciones de calibracién fueron 1 para la relacion E/O, 0 (IC95%: -0,73 — 0,73)
para CITL, y 1 (IC95%: 0,56 — 1,44) para la pendiente. La discriminacion se evalué
mediante una curva ROC que mostré un AUC de 0,924 (1C95%: 0,85 — 0,99; valor p
< 0,01) (Figura 29).
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Figura 29. Curva ROC para la probabilidad de tener un test genético positivo

El siguiente paso fue establecer un punto de corte a partir del modelo de probabilidad
predicha sobre el cual decidir si remitir a los pacientes al test genético o no. Para
seleccionar este punto, se establecieron dos requisitos. Primero, la sensibilidad tenia
gue ser del 100% para no perder ningln caso positivo. Después, dentro de todos los
puntos de corte que cumplian esta condicion, se selecciond aquel que tuviera la
méxima especificidad. De esta manera, el punto seleccionado tendria una tasa de
falsos negativos del 0% pero minimizando el nimero de falsos positivos. Estos
criterios se cumplieron estableciendo el punto de corte en una probabilidad del 3,5%,
gue demostré una sensibilidad del 100% y una especificidad del 58%. Aplicando el
modelo de manera retrospectiva, se encontré que 74 casos que cumplian con los
criterios de poliposis de la CAM tenian una probabilidad de una prueba genética

positiva por debajo del 3,5%. Esto podria haber llevado a ahorros de 31.946€.

2.2.1. Validacioén interna

La validacion interna se realizé mediante remuestreo por bootstrapping. En términos
de calibracion, los resultados obtenidos fueron una ratio E/O de 0,97 (1C95%: 0,57 —
1,38), CITL de 0,07 (IC95%: -0,8 — 1,01) y una pendiente de calibracion de 0,89
(IC95%, 0,39 — 1,51). ElI AUC para la discriminacién fue de 0,9 (1C95%: 0,78 — 1).
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2.2.2. Validacion externa

La validacion final se realizé utilizando datos de otros centros (N=259), ubicados en
la misma éarea geografica. Recopilamos datos sobre el numero de pdlipos
adenomatosos y la edad al momento de la prueba genética, y los resultados de dicha
prueba, clasificando a los pacientes entre "positivos" (cuando los resultados
genéticos revelaban una mutaciéon P/PP en genes relacionados con la poliposis) y
"negativos” (cuando no se encontraba ninguna mutacion relacionada con la
poliposis). Las caracteristicas generales de los pacientes de los centros externos
fueron semejantes a las de los pacientes de nuestro centro, con una mayor
proporcion de hombres que de mujeres, y una edad y numero de adenomas

comparables (Tabla 6).

Caracteristicas Puerta de 12 de Octubre Infanta Leonor
pacientes Hierro (N=138) (n=162) (n=97)
Sexo
Mujer, n (%) 52 (37,7) 43 (26,5) 23 (23,7)
Hombre, n (%) 86 (62,3) 119 (73,5) 74 (76,3)
Edad,

mediana (P25-P75) 67 (60-72) 66 (59-71) 67 (60-73)

N° de adenomas,

mediana (P25.P75) 23 (16-31) 21 (15-29) 24 (19,8-32)

Tabla 6. Caracteristicas de los pacientes del centro de estudio (Puerta de Hierro) y de los centros de
validacion externa (12 de Octubre e Infanta Leonor).

En el Hospital 12 de Octubre (n=162), se reportaron 11 pacientes como positivos. De
estos, 4 casos presentaron mutaciones en MUTYH (3 homocigotos y 1 heterocigoto
compuesto), 4 casos presentaron mutaciones en APC en heterocigosis y 1 caso
presentd la mutacidn patogénica c¢.1421T>C p.(Leud474Pro) en POLD1 en
heterocigosis. El modelo predijo correctamente el resultado positivo de estos 9
casos. Los dos casos positivos restantes se predijeron como negativos. Uno era un
paciente de 67 afios con 19 polipos adenomatosos que presentaba la mutacion
patogénica ¢.1994dup p.(Asn666fs) en el gen AXIN2 (NM_004655) en heterocigosis.

El segundo caso fue un paciente de 71 afios con 20 pdlipos adenomatosos y la
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mutacion patogeénica ¢.268C>T p.(GIn90Ter) en el gen NTHL1 (NM_002528), en
homocigosis. El rendimiento de la calibracion del modelo arroj6 un valor p del test de
Hosmer-Lemeshow de 0,45 (Tabla 7), mientras que el estudio de discriminacion
resulté en un AUC de 0,77 (IC95%: 0,61 — 0,93) (Figura 30A) y un Brier Score de
0,06.

En el Hospital Infanta Leonor (n=97), 92 casos fueron negativos y 5 casos fueron
positivos. Las mutaciones identificadas en estos pacientes incluyeron tres en
MUTYH (1 homocigoto y 2 heterocigotos compuestos), una en APC y una en PTEN.
El modelo predijo correctamente como positivos los 5 pacientes con mutaciones
patogénicas. La evaluacion de la calibracién indico un valor p de 0,38 (Tabla 7) y un
AUC de 0,90 (IC95%, 0,78 — 1) (Figura 30B) junto con un Brier Score de 0,04 para

la discriminacion.

Aunando los datos de las cohortes de los dos hospitales, el modelo de probabilidad
obtuvo una sensibilidad del 87,5% y una especificidad del 51%, con un AUC = 0,81
(Figura 30C).

. Prediccién del Parametros de
Pacientes ..
modelo rendimiento
Hospital Todos Positivos Negativos VP VN Valor p AUC
n n, (%) n, (%) n, (%) n, (%) calibracion
12 de Octubre 162 11(6,8) 151(93,2) 9(81,8) 75 (49,7) 0,45 0,77
Infanta Leonor 97 5(5,2) 92 (94,8) 5(100) 49 (53,3) 0,38 0,90

Tabla 7. Resultados del rendimiento de la validacién externa. VP: verdaderos positivos; VN: verdaderos
negativos. El valor p de calibracién corresponde con el obtenido del test de Hosmer-Lemeshow.
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Figura 30. Curvas ROC resultantes tras aplicaciéon del modelo a los datos obtenidos en la validacion

externa. A) Curva ROC para el Hospital 12 de Octubre; B) Curva ROC para el Hospital Infanta Leonor; C) Curva
ROC conjunta para ambos hospitales

2.3. Acceso

Una vez validado el modelo, se dispuso a crear un disefio que hiciera facil su uso.
Se optd por presentarlo en formato de calculadora, en la cual se incluyeron dos
casillas rellenables para introducir los datos de edad (en afios) y numero de
adenomas. Una vez introducidos, la calculadora devuelve el resultado final de la
probabilidad que existe de que el paciente tenga una variante patogénica en alguno
de los genes mas habituales de SPH adenomatosa atenuada (APC y MUTYH)
(Figura 31). Esta calculadora esta disponible en la pagina web del Laboratorio de
Biopsia Liquida del IDIPHISA a través del siguiente enlace:

https://investigacionpuertadehierro.com/calculadora-poliposis/.
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Dado que nuestro centro sigue las recomendaciones del Plan de Cancer Familiar de
la CAM (148) (que a su vez se basan en las directrices de la NCCN), las cuales
establecen que se requieren al menos 10 adenomas para iniciar el estudio genético,
se ha afiadido una nota al pie de la casilla del numero de adenomas que recuerda
introducir un valor igual o superior a 10 para poder utilizarla. De manera
complementaria, se ha disefiado el sistema para que, en caso de introducir un
namero inferior a 10, aparezca el siguiente aviso: "Por favor, introduce un valor mayor
o igual a 10". Ademas, se incluye una nota que informa sobre el punto de corte
optimo, calculado en base a los datos recogidos, a partir del cual se puede considerar

la posibilidad de realizar el test genético.

Calculadora Poliposis Adenomatosa Atenuada ©

Probabilidad de ser portador de mutacién patogénica en APC o MUTYH (homocigosis)

Edad

*

Numero adenomas*

NOTA: en base a nuestros datos, poniendo como corte una probabilidad superior al 3,5%, se corresponde con una sensibilidad del 100% y
una especificidad del 58% en la positividad del test genético.

Valor Obtenido:

Calcular

Figura 31. Plataforma online para introducir las variables independientes del modelo matematico (edad y
numero de adenomas) para calcular la probabilidad de obtener un resultado positivo en el test genético.

Adicionalmente, dado que se trata de un modelo totalmente experimental, en base a
datos sesgados por region, y para evitar cualquier consecuencia derivada del mal
uso del mismo, se incluye al pie de la calculadora el siguiente aviso legal:
“‘Advertencias: La calculadora se ha realizado en base a datos obtenidos de
poblaciéon de la Comunidad de Madrid (Espafia). Estos datos pueden no ser
extrapolables a otras poblaciones. La calculadora no tiene validez clinica 'y su uso es
exclusivo para fines de investigacion o docente. IDIPHISA no asume ninguna

responsabilidad por el contenido proporcionado. IDIPHISA no acepta ninguna
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responsabilidad de dafio o perjuicio derivado de las decisiones tomadas en base a
la informacion obtenida en este sitio, que se hayan Unica y exclusivamente bajo su
propia responsabilidad. IDIPHISA autoriza a copiar el material de este sitio web
Unicamente para uso personal y no comercial, siempre que cada copia contenga un
aviso de derechos de autor de la siguiente manera: © IDIPHISA, (2024), Todos los
derechos reservados. La calculadora no se puede vender, modificar ni utilizar con
fines comerciales. La calculadora esta sujeta a modificaciones sin previo aviso en
base a nuevos datos. El contenido de este sitio puede contener informacion inexacta.
IDIPHISA no se hace responsable con respecto a las consecuencias del uso de la
informacion recopilada de nuestro sitio o su contenido. El uso de la calculadora es
bajo su propia responsabilidad. Los enlaces a otros sitios web se proporcionan para
su comodidad y no deben interpretarse como una aprobacion del contenido de dichos
sitios web. IDIPHISA no es responsable del contenido de los sitios vinculados y no
hace ninguna declaracion con respecto al contenido o la exactitud de los materiales
en los sitios web vinculados. El acceso a los sitios web vinculados se realiza bajo su

propio riesgo.”

Dado que el disefio de la calculadora se trata de una idea innovadora se procedi6 a
protegerla mediante un registro de propiedad intelectual, y actualmente se puede
acceder a dicho registro clicando en el simbolo © del titulo de la calculadora o a
través del enlace: https://www.safecreative.org/work/2405218047645-calculadora-

probabilistica-de-poliposis-adenomatosa-atenuada-hereditaria?0
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Discusién

El CCR es el tipo de cancer con mayor numero de diagnosticos anuales en nuestro
pais®. La mayoria de los casos son de origen espontaneo y sélo entorno a un 5% se
deben a causas genéticas hereditarias®”. Dentro de este grupo hereditario se
encuentran los sindromes de poliposis hereditaria, responsables de
aproximadamente el 1-2% de todos los casos de CCR8L191.192 | os sindromes mas
comunes de este grupo son los sindromes adenomatosos, que incluyen la PAF y
PAFA (asociados a mutaciones en el gen APC) y la PAM (asociada al gen
MUTYH)24.193,

El diagnéstico de los SPH es crucial debido a sus implicaciones tanto para los
pacientes como para sus familiares. La deteccion temprana no solo permite un
manejo mas efectivo de la enfermedad, sino que también facilita la identificacion de
familiares en riesgo que podrian beneficiarse de estrategias de prevencion y
seguimiento. El proceso diagnostico comienza con la identificacion de un fenotipo de
poliposis, generalmente a través de colonoscopias que revelan la presencia de
multiples pdlipos en el tracto gastrointestinal. Sin embargo, el diagnostico definitivo
se establece cuando las pruebas genéticas detectan una mutacién en uno de los

genes asociados a estos sindromes, como APC o MUTYH4,

Los estudios genéticos implican una inversion significativa tanto en términos
econémicos como de recursos debido a que abarca no solo el coste directo de las
pruebas, sino también la infraestructura tecnoldgica, el personal especializado y la
logistica necesaria para garantizar resultados precisos y Utiles!®. A nivel econémico,
el coste de las pruebas genéticas puede variar considerablemente, dependiendo del
tipo de test. Las pruebas méas bésicas, que analizan mutaciones en un gen
especifico, suelen ser menos costosas en comparacion con los paneles
multigénicos, que examina simultaneamente varios genes. Sin embargo, los paneles
son pruebas mas eficientes cuando existe mas de un gen puede explicar el fenotipo
y los antecedentes familiares ya que hay una mayor probabilidad de proporcionar
una posible explicacion de la causa de la enfermedad.

En términos de recursos, los estudios genéticos requieren un equipo especializado
y personal altamente capacitado para realizar el analisis e interpretar los resultados.

Los laboratorios de genética necesitan tecnologias avanzadas de secuenciacion,
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bioinformética para el procesamiento de datos, y profesionales como genetistas
clinicos y médicos especializados que hayan recibido una formacién extensa, tengan
experiencia en la identificacion y manejo de sindromes hereditarios, y que puedan
integrar los resultados en el contexto clinico del paciente. Este tipo de infraestructura
demanda una inversion inicial y continua, no solo en la adquisicion de equipos, sino
también en la formacién de personal y en la actualizacion de la tecnologia. Ademas,
la logistica del manejo de muestras, desde su recoleccidn hasta el analisis, debe ser
precisa para asegurar la validez de los resultados. Las muestras de ADN requieren
condiciones especificas de recoleccion y almacenamiento, lo que afiade un coste
adicional en términos de recursos materiales (agujas, tubos, gasas, cajas, neveras,

cuartos frios, etc.)*®.

De igual manera, en el estudio genético es importante tener en cuenta la inversion,
no so6lo econdémica, sino de tiempo. La interpretacion de los datos genéticos es
compleja y requiere una dedicacion larga en el tiempo, ya que los resultados deben
correlacionarse con la informacién clinica y familiar del paciente para tomar

decisiones adecuadasi97:198,

Otro aspecto fundamental de los estudios genéticos son las implicaciones que los
resultados tienen en los pacientes. Mas alla de la dimension econdmica, es crucial
considerar si es conveniente realizar la prueba genética, ya que cualquier resultado

impactara no solo al paciente, sino también a sus familiares.

Esto es especialmente relevante en el contexto de las VSI. Una de las principales
ventajas de los paneles multigénicos es su capacidad para identificar variantes
patogénicas en multiples genes accionables. Estas variantes pueden influir
significativamente en la deteccion y el manejo clinico tanto del individuo como de sus
familiares, y podrian pasar desapercibidas al utilizar paneles disefiados
exclusivamente para sindromes de cancer especificos. Sin embargo, estos paneles
también conllevan un mayor riesgo de detectar VSI, las cuales no son clinicamente
accionables. Se estima que la tasa de identificacion de VSI oscila entre el 17% vy el
38%%. Ademas, las politicas sobre cudles de estas variantes deben reportarse
varian entre laboratorios, lo que podria dar lugar a interpretaciones distintas de una
misma variante en diferentes miembros de una familia. Cuando se decide reportar

una VSI, el resultado generalmente viene acompafiado de una explicacion por parte
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del genetista o0 médico especializado que aborda la informacion limitada que estas
variantes pueden ofrecer en relacion con el caso clinico. Sin embargo, esta situacion
a menudo puede generar ansiedad y confusion en los pacientes, respecto a los

potenciales riesgos desconocidos a los que se enfrentan.

Es importante sefalar que la frecuencia de identificacion de VSI tiende a ser mayor
en poblaciones de regiones con acceso limitado a pruebas genéticas y menor
participacion en investigaciones gendémicas. Esto se traduce en bases de datos
insuficientes sobre la frecuencia de alelos de variantes en estas poblaciones,
generando vacios significativos de informacion. Las disparidades en la disponibilidad
de datos no sélo afectan la calidad del manejo clinico y la atencion médica, sino que
también pueden incrementar el malestar emocional de los pacientes. Ademas, esta
incertidumbre generada por la identificacion de VSI podria llevar al uso inapropiado
de recursos sanitarios. Por ejemplo, los pacientes podrian someterse a pruebas de
deteccidn y prevencion invasivas para tipos de cancer cuyo riesgo asociado no ha
sido establecido, y que, con el tiempo, mayoritariamente suelen ser reclasificadas

como variantes benignas195:199.200,

Por otro lado, existe también la posibilidad de identificar variantes patogénicas para
las cuales el manejo clinico es incierto. Se estima que entorno al 4% de las variantes
patogénicas identificadas no son claramente accionables desde el punto de vista
clinico. Un ejemplo de ello seria el hallazgo de una variante patogénica en un gen de
riesgo moderado, cuyo manejo carece de directrices bien definidas®. En conjunto,
estas situaciones incrementan el riesgo de que los pacientes sean sometidos a
tratamientos excesivos 0 a pruebas de deteccion innecesarias si las VSI o las

variantes patogénicas de manejo clinico incierto son interpretadas incorrectamente.

Todo ello subraya la importancia de optimizar el uso de estos recursos, aplicando
criterios de seleccion de pacientes que mas puedan beneficiarse de las pruebas
genéticas, garantizando una inversion eficiente y mejorando la precision en la
interpretacion y el reporte de estas variantes para evitar impactos negativos tanto en

la salud fisica como emocional de los pacientes?L.

En el caso de los SPH, las guias basan estos criterios de seleccién principalmente

en el tipo y nimero de polipos3246:84.90,145-148 | o5 pélipos colénicos son en si un factor
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de riesgo de desarrollo de CCR por lo que es fundamental controlar su aparicion y
eliminarlos?°22%3, En los sindromes hereditarios, los pélipos son consecuencia de
mutaciones genéticas concretas asociadas al sindrome en cuestion, mientras que en

los casos no hereditarios los polipos son debidos a diversos factores.

La diferenciacion fenotipica entre poliposis asociadas a componente hereditario y
polipos de aparicion espontanea suele ser relativamente sencilla cuando se observa
un numero elevado de polipos, ya que es un signo claro del sindrome hereditario de
PAF, o cuando se detectan tipos de pdlipos menos comunes y patognomonicos,
como los hamartomatosos'®42%4, Sin embargo, ante la presencia de un nimero bajo
de adenomas existe una superposicion fenotipica entre poliposis hereditaria y
poliposis esporadica lo que aumenta la tasa de resultados negativos en sindromes
oligopolip6sicos?°®. Los datos del estudio del rendimiento de este trabajo apoyan esta
observacion. Los estudios genéticos realizados en los casos con mas de 100
adenomas, asi como en aquellos con pélipos hamartomatosos, mostraron una alta
tasa de deteccion de casos positivos, del 80% y 100%, respectivamente. No
obstante, en los casos con un fenotipo de poliposis adenomatosa menos marcada el
estudio genético no llegé siquiera al 10% de casos positivos detectados.

En los casos de PAF, el fenotipo de los pacientes fue similar, con la presencia de
cientos de adenomas. Aunque ninguno desarroll6 CCR, el caso 2 si present6 un
cancer gastrico. Ademas, el caracter dominante de este gen se evidencio claramente
en las historias familiares de los pacientes: todos presentaban varios antecedentes
familiares de CCR y/o PAF, y dos de ellos tenian también antecedentes de cancer
gastrico. Si bien el desarrollo de pélipos colbnicos esta asociado a un mayor riesgo
de CCR, es importante considerar también el riesgo de otros carcinomas del tracto
gastrointestinal, particularmente cuando la poliposis es causada por mutaciones en
el gen APC. El manejo primario de los pacientes con PAF es la reseccion parcial o
total del colon, lo que reduce significativamente el riesgo de CCR?%. Sin embargo,
estas medidas no protegen contra el riesgo de otros canceres extracolénicos, como
es el cancer gastrico, cuya incidencia aumenta en pacientes con PAF, por lo que es

esencial realizar un cribado continuo mediante endoscopias altas®2%7.

El Unico caso que no presentd ninguna mutacion con significancia clinica clara tenia

s6lo como antecedente familiar relevante un cancer gastrico en un familiar de primer
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grado, diagnosticado después de los 60 afios, sin otros antecedentes significativos
en una familia con informacién suficiente en ambas ramas, siendo la paterna ademas
muy extensa. Se identifico la variante c.-30467 -30466delinsC en el gen APC,
clasificada como de significado incierto, en heterocigosis. Se han descrito varias
mutaciones en el promotor 1B del gen APC asociadas con el desarrollo de PAF y de
adenocarcinoma gastrico y poliposis proximal del estémago (GAPP)2%8-211 Estas
mutaciones provocan la inactivacion del promotor impidiendo la expresion del gen.
La variante encontrada se localiza justo antes de este promotor, lo que podria influir
en su inactivacion. Dado que no se identificaron antecedentes familiares claros, salvo
un caso de un familiar con diagnostico de CCR en una franja de edad de alta
incidencia para este cancer, podria considerarse como un caso de PAF de novo.
Este escenario seria coherente con lo descrito en la literatura, que se estima que
aproximadamente el 30% de los casos de PAF corresponden a esta etiologia y daria
mas informacion para poder clasificar mejor la variante®283, Sin embargo, los padres
del paciente estaban fallecidos por lo que no se pudo comprobar la presencia de la
mutacioén en ellos. Dada la incertidumbre de la significacion clinica de la variante, la

estrategia a seguir en este caso no incluyo testar a los familiares.

En los casos de poliposis hamartomatosa el test genético mostré también un buen
rendimiento debido a la precisa fenotipacion de los pacientes y al andlisis detallado
de los arboles familiares. En el primer caso, la paciente presentd pélipos de tipo
Peutz-Jeghers acompafiados de maculas mucocutaneas patognomonicas del
sindrome de Peutz-Jeghers. Ademas, aportaba una historia con un familiar de
segundo grado con un probable cancer de Gtero, y dos parientes de tercer grado con
cancer de ovario y CCR. Estos antecedentes son consistentes con este sindrome, el
cual se asocia tanto a la aparicion de polipos hamartomatosos tipo Peutz-Jeghers
como a la predisposicion a CCR y otros cancer extracoldnicos incluidos los de utero

y ovario'28212,

En el segundo caso, el claro fenotipo de poliposis hamartomatosa indicaba la
probabilidad de un sindrome genético. El estudio genético por panel no mostré
ninguna variante que se asociara con el caso. Al contrario que con en el caso
anterior, en este no habia antecedentes familiares de poliposis ni de canceres

asociados a sindromes hamartomatosos, lo que llevé a sospechar una enfermedad
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de novo. Ante estos resultados, la opcidn mas coste-efectiva es realizar un analisis
en trio, que estudia simultaneamente al paciente y a sus padres biologicos,
facilitando la clasificacion de variantes, especialmente las de novo!84185, Se optd por
un exoma en trio para evaluar mas genes que no incluia el panel. Gracias a este
analisis se identificé la variante ¢.386A>C p.(Asn129Thr) en el gen SMAD4 en
mosaicismo (frecuencia alélica: 22%). Con esta variante detectada, se llevo a cabo
un estudio dirigido mediante secuenciacion Sanger para buscar esta variante en el
adenocarcinoma y en un polipo hiperplasico encontrados en la pieza de gastrectomia
de la paciente. El resultado fue positivo para ambas localizaciones. Dados todos los
datos, y siguiendo los criterios establecidos por el ACMG, esta variante se pudo

clasificar por primera vez como probablemente patogénicals:.

En cuanto a las variantes en mosaicismo, es importante resefiar que a menudo
pueden pasarse por alto en los analisis de secuenciacién debido a la complejidad de
detectar variantes de bajo nivel, lo que se traduce en un infradiagnéstico de
enfermedades genéticas?'3. Ademas, las variantes patogénicas en mosaicismo se
asocian con una expresividad clinica altamente variable, dependiendo de factores
como el tejido afectado, la distribucién corporal y la frecuencia alélica?*4. Por ello, es
esencial utilizar una secuenciacion de alta profundidad o métodos complementarios

para aumentar las posibilidades de detectar variantes en mosaico?*.

En contraste con los buenos resultados de rendimiento observados en los estudios
genéticos de estas dos entidades de SPH, el andlisis genético de las poliposis
adenomatosas atenuadas mostré una tasa de positivos muy inferior. Mientras que
los casos de PAF y hamartomatosos presentaron fenotipos bien definidos y con
claros antecedentes familiares, los casos de PAA con componente hereditario
mostraron un solapamiento fenotipico y familiar con aquellos de origen esporadico,
lo que resulté en una alta tasa de resultados no informativos. En este punto, es
importante sefialar que la CAM implemento en 2017 el programa Prevecolon para el
diagnéstico temprano del CCR a través de la prueba de sangre oculta en heces?16,
Esta campafa ha generado un aumento en la deteccion de poliposis asintométicas,
lo que ha incrementado el nimero de pacientes remitidos a consultas genéticas. Esto
se ve reflejado en nuestros resultados, donde el 40% de los casos negativos fueron

derivados a colonoscopia debido a la positividad en esta prueba. El resultado final
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fue un bajo rendimiento diagndstico con un aumento en la inversion de recursos

materiales y humanos?t/-220,

Este hecho subrayé la necesidad de implementar nuevas herramientas para
optimizar la seleccidn de pacientes con PAA. Con este objetivo, se planteo el estudio
de las caracteristicas de los casos de poliposis hereditaria y esporadica, con el fin de
identificar aquellos factores que permitieran distinguir mejor entre ambos grupos y
formular un modelo de probabilidad. Se hipotetizd que este modelo ayudaria a los
profesionales sanitarios a seleccionar de manera mas precisa a los pacientes,
mejorando el rendimiento diagndstico de las pruebas genéticas y garantizando una
mayor eficiencia en los sistemas de salud publica.

La comparacion entre el grupo positivo y el negativo no mostro diferencias en cuanto
al sexo, en linea con lo reportado en otros estudios®®:221:222, Tampoco se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en los antecedentes personales de CCR
entre los dos grupos. El diagnostico temprano y a las estrategias quirdrgicas
profilacticas, como las polipectomias y colectomias, reducen de manera significativa
el riesgo de CCR en pacientes con poliposis??®??7. Todos los pacientes con
componente genético de este estudio se beneficiaron de estas medidas, lo que
explica la ausencia de diferencias en el desarrollo de CCR con el grupo negativo, a
pesar del riesgo elevado de CCR previamente establecido en pacientes con
mutaciones bialélicas en MUTYH o variantes patogénicas en APC#8286,101,228

Los antecedentes familiares tampoco demostraron caracter predictivo para la
positividad del test. Si bien los arboles geneal6gicos proporcionan informaciéon
valiosa, es importante tener en cuenta sus limitaciones. Entre ellas, la distancia
generacional (como por ejemplo, entre abuelos y nietos) puede disminuir la precision
de la informacién hereditaria. De igual manera, la capacidad diagndstica en épocas
pasadas era mas limitada, lo que dificulta la identificacion precisa de ciertas
condiciones. Asimismo, las enfermedades recesivas pueden manifestarse de
manera discontinua entre generaciones, lo que afiade otra capa de complejidad a la
interpretacion de la historia familiar. La mayoria de los casos positivos
correspondieron a mutaciones en el gen MUTYH, de herencia recesiva, por lo que
no suelen presentarse arboles familiares con mudultiples casos. En cuanto a los

pacientes afectos de mutaciones en APC, uno presento arbol genealdgico con varios
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familiares afectos de CCR, similar a los casos de PAF, mientras que el otro no
presentd antecedentes familiares relevantes. Como se ha comentado, esto es
consistente con la literatura, que indica que entorno a un tercio de los casos de

poliposis asociada a mutaciones en APC son de novo®282,

En cuanto a otras caracteristicas comparativas, la edad si mostré una diferencia
significativa entre ambos grupos. Entre los factores no genéticos que aumentan el
riesgo de desarrollo de pdlipos, la edad juega un papel importante, como ocurre en
la mayoria de procesos cancerosos, y el CCR no es una excepcion. El desarrollo de
polipos aumenta significativamente a partir de los 50 afios duplicandose en la
poblacién mayor de 70 afios, principalmente los adenomatosos4229.230, Por ello, las
diferentes guias recomiendan comenzar los programas de deteccion de CCR en la
poblacién general entorno a los 50 afios de edad3246:5460.231-234 Esto se traduce en
gue, aun sin poseer cualquier otro factor de predisposicién, a mayor edad, mayor es
la probabilidad de aparicion de polipost®:69194235  Diversas guias, tanto
internacionales como nacionales, establecen el nUumero de adenomas (entre 10y 20,
segun la guia) como anico criterio principal para derivar a los pacientes a estudios
genéticos3246:84.90.145-148 ' Racientemente, se ha comenzado a incluir la edad como
criterio adicional, aunque muy pocas guias lo contemplan y no existe consenso sobre
el punto de corte?6:9.147 Nuestro centro se rige por las recomendaciones del Plan de
Céancer Familiar de la CAM que establece en 10 el nimero minimo de pdélipos
adenomatosos requeridos para iniciar el estudio genético, sin considerar la edad del
paciente!®, En nuestro estudio, la mediana de edad para los pacientes con
mutaciones en APC o mutaciones bialélicas en MUTYH fue significativamente mas
joven que en el grupo negativo (OR: 0,91, IC95%: 0,86 — 0,96), lo cual es consistente
con otros estudios que han llegado a conclusiones similares®?85150.236 por tanto, se
refuerza el uso de la edad como criterio complementario para la derivacion a pruebas

genéticas.

Otra caracteristica clave en este estudio fue el tipo y numero de polipos
desarrollados. Los pdélipos adenomatosos representan aproximadamente dos tercios
de todos los polipos coldnicos (siendo los adenomas tubulares los mas comunes),
seguidos por los polipos hiperplasicos como el segundo tipo mas frecuente. Los

adenomas tubulovellosos y vellosos también pueden encontrarse, pero son menos
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habituales®®%°. En linea con estos datos, en el estudio ambos grupos presentaron
mas polipos adenomatosos que no adenomatosos. Sin embargo, los pacientes con
mutaciones genéticas desarrollaron proporcionalmente mas adenomas (OR: 1,08,
1C95%: 1,04 — 1,13) en comparacion con los casos sin mutaciones. En cuanto a los
polipos no adenomatosos (hiperplasicos y serrados), se observé un mayor nimero
en el grupo de poliposis esporadicas. Esto respalda la hipotesis de que los polipos
no adenomatosos no tienen un componente hereditario?®>237, No obstante, a pesar
de la significancia estadistica, la observacion visual de la gréafica llevo a la conclusion
de que esta diferencia pudiera ser debida a los pocos datos en el grupo positivo. De
hecho, la diferencia de medianas fue de s6lo dos puntos (0 para el grupo de positivos
vs 2 para el de negativos). En el hipotético caso de que sélo uno de los pacientes
positivos hubiese desarrollado un pélipo hiperplasico, las medianas se aproximarian
y se perderia la significancia. Por ello, el dato del nimero de pdlipos no

adenomatosos no fue incluido en el modelo final.

En el analisis de los subtipos adenomatosos por un lado, y no adenomatosos por el
otro, no se encontré diferencias en la distribucion entre grupos. El polipo tubular fue
el mas comun entre los pdélipos adenomatosos en ambos grupos, seguido de los
adenomas tubulo-vellosos y vellosos. Entre los pdlipos no adenomatosos, mas del
80% presentaron histologia hiperplasica, tanto en el grupo positivo como en el
negativo. Esto sugiere que las alteraciones genéticas tienen mayor influencia en el
desarrollo de pélipos adenomatosos que los factores no genéticos, mientras que no

parecen afectar a la distribucion de los subtipos de pélipos.

En términos de tabaco, los resultados mostraron una mayor tasa de tabaquismo
estadisticamente significativa en el grupo de poliposis esporadica en comparacion
con el grupo con mutaciones genéticas (OR: 8,17, 1IC95%: 1,97 — 33,8). El tabaco es
un conocido carcindgeno gue ha sido ampliamente estudiado debido a su asociaciéon
con el desarrollo de diversas enfermedades, incluida la poliposis?®23°, Los poélipos
gue se desarrollan suelen ser adenomas, que tienen el potencial de evolucionar a
CCR si no se detectan y tratan adecuadamente?4%-241, E| consumo crénico de tabaco
se ha vinculado con un mayor riesgo de desarrollar estos adenomas, ya que las
sustancias quimicas presentes en el humo del tabaco inducen mutaciones en el ADN

de las células del colon, lo que favorece la formacion de estos p6lipos?4?243, A pesar
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de la significancia estadistica obtenida, la falta de datos sobre este habito en el 8%
de los casos limité su inclusion en el modelo predictivo. Estos resultados resaltan la
utilidad de recoger de forma sistematica el historial de tabaquismo en casos de
poliposis, como se hace en otros canceres como el de pulmon en los que no sélo se
recoge si el paciente es fumador o no, sino las caracteristicas del consumo cémo el
indice paquetes-afio (IPA). En este sentido es importante valorar el consumo global

de tabaco debido al efecto acumulativo segln su nivel de exposicién?44245,

En resumen, los datos de este estudio indicaron que los pacientes con poliposis

hereditaria desarrollan mas adenomas a una edad mas temprana.

A partir de estas observaciones, se calcul6 un modelo de regresion logistica para
estimar la probabilidad de detectar una mutacion en APC o MUTYH en funcion del
contaje de adenomas y la edad. ElI umbral de decision se estableci6 en una
probabilidad del 3,5%, con una sensibilidad del 100% y una especificidad cercana al
60%. De haberse aplicado este modelo a la cohorte del Hospital Puerta de Hierro,
se podria haber reducido mas de la mitad de las pruebas genéticas (53,6%), sin
omitir ningln caso positivo, y generando un ahorro de 31.946€ teniendo sélo en
cuenta los gastos asociados al laboratorio. En el contexto del presupuesto total del
laboratorio destinado al estudio genético de Cancer Familiar, este ahorro hubiese
representado un 6%. Aunque a priori este porcentaje pueda parecer bajo, es
importante tener en cuenta que el presupuesto destinado especificamente a la
sospecha de sindromes poliposicos dentro de Cancer Familiar fue del 13,4%, por lo

gue el ahorro habria supuesto casi la mitad de ese presupuesto.

En cuanto a las caracteristicas moleculares de los pacientes positivos de la cohorte
del Hospital Puerta de Hierro, la prevalencia de mutaciones bialélicas en el gen
MUTYH fue del 8% (11/138), y del 1,5% (2/138) para las mutaciones en el gen APC,
en concordancia con estudios previos que mostraban una prevalencia de estas
mutaciones en pacientes con oligopoliposis de entre el 3% y el 15% para MUTYH y
del 2% al 9% para APC53246-249 Entre las variantes patogénicas de MUTYH
encontradas, las mas representadas fueron ¢.1187G>A p. (Gly396Asp), seguida de
c.536A>G p. (Tyrl79Cys). Esto es consistente con estudios previos, ya que casi
todos los pacientes de la cohorte de estudio pertenecian a poblacion europea, en la

gue estas dos variantes se consideran mutaciones fundadorast0?250-253  En el caso
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de las mutaciones en APC, se ha reportado que el fenotipo resultante varia
dependiendo de la localizacion de la mutacion. Las mutaciones en el extremo 5’y 3’
del gen, asi como las localizadas en el exén 9, se han asociado a PAFA82:84.254.255
En la cohorte del Hospital Puerta de Hierro todas las mutaciones P/PP detectadas
en APC se situaron en el extremo 5.

Por otro lado, entre los pacientes del grupo negativo se hallaron portadores de
mutaciones monoalélicas en MUTYH, siendo de nuevo las mutaciones ¢.1187G>Ay
c.536A>G las de mayor prevalencia. Al comparar la incidencia de estos portadores
con la incidencia en portadores sin poliposis hallados de manera incidental por el
estudio por otra patologia, no se encontraron diferencias en el riesgo de desarrollo
de SPH o CCR. Este hallazgo respalda la decision de clasificar a los pacientes con
mutaciones heterocigotas en MUTYH dentro del grupo de negativos. Ademas,
coincide con la literatura existente, que refuerza la indicacion de realizar medidas de

seguimientos similares a las recomendadas a los pacientes negativos®°:106-108,

Aungue no se pudo incluir en el disefio del modelo de probabilidad por una historia
clinica incompleta, es interesante destacar el caso de la mutacion en el gen POLE.
APC y MUTYH son los genes clasicos asociados a PAA y se incluyen de manera
rutinaria en cualquier panel de cancer hereditario general. Sin embargo,
recientemente se han descrito nuevos genes para este tipo de oligopoliposis, entre
los que se encuentran POLE y POLD1. A pesar de que el sindrome vinculado a estos
genes se conoce con el nombre de ‘poliposis’, la manifestacion de tumores
extraintestinales al mismo nivel que el CCR, como el cancer de mama, ovario,
endometrio o pulmon, explica la tendencia de renombrarlo como ‘sindrome de
tumores asociados a POLE/POLD1'?2, En este caso, la paciente presenté un CCR
con poliposis a una edad joven y un cancer de mama posterior. Como antecedentes
familiares de interés, contaba con su hermano, que desarrollé un CCR con poliposis,
un cancer renal de células claras y un cancer de pulmén (no fumador), y su padre,
gue tuvo un CCR (no se conoce si presentd poliposis) y un cancer de pulmoén
(fumador) posterior. De entre todos los casos negativos de PAA, este destaco por el
desarrollo de CCR a edades jovenes tanto en ella como en sus familiares, y la
aparicion de segundos tumores asociados también a POLE y POLD1112114.116  por
ello, ante el resultado negativo del test genético inicial, se decidio testar a la paciente
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de estos genes evidenciandose la mutacion ¢.881T>G p.(Met294Arg) en POLE, tanto

en ella como en su hermano.

Debido a la baja incidencia descrita de este sindrome asociado a POLE y POLD1, la
informacion disponible sobre estos genes es mucho mas escasa en comparacion
con APC y MUTYH. Este bajo nivel de evidencias hace que las recomendaciones no
incluyan pruebas de seguimiento méas alld del CCR, asemejandose a las
recomendaciones dadas a aquellos pacientes con fenotipo de SPH sin un
componente hereditario conocido®. Otro aspecto interesante de este caso fue el
tratamiento con inmunoterapia. Las mutaciones en POLE se relacionan con una alta
carga de hipermutaciones, lo que conlleva a que los pacientes con estas alteraciones
puedan beneficiarse de tratamiento con inmunoterapia®®®2’. No obstante, en el caso
del hermano de la paciente, portador de la misma mutacién en POLE, no respondio
frente a la inmunoterapia utilizada para tratar el adenocarcinoma de pulmén,

progresando incluso a nivel 6seo, hepatico, ganglionar y pulmonar.

Una vez obtenido el modelo, se valido externamente con datos de otros dos
hospitales de la misma area geogréfica, con el fin de minimizar factores de confusion
relacionados con variaciones en las caracteristicas de los pacientes. La comparacion
de la edad y numero de adenomas entre la cohorte de estudio y la de validacién

externa respaldé la similitud entre ambas poblaciones.

En el estudio molecular los genes mas reportados en ambos hospitales fueron APC
y MUTYH, con una prevalencia conjunta del 1,9% (5/259) y del 2,7% (7/259)
respectivamente. Al igual que ocurria con la cohorte de estudio, la mutacion MUTYH
mas descrita fue ¢.1187G>A y de ¢.536A>G en segundo lugar. En el caso de APC,
se hallé6 una mutacion en el extremo 5’, tres en el extremo 3'y una en el exén 11.
Aungue las mutaciones en el exon 11 no estan tan bien caracterizadas como las de
las otras regiones, si existen estudios que las asocian tanto a PAF como a
PAFA?258.259  Adicionalmente, en la cohorte del hospital 12 de Octubre se detectaron
también mutaciones en otros genes asociados a poliposis adenomatosa atenuada
menos frecuentes: AXIN2, NTHL1 y POLDZ1. Por otro lado, a un paciente del hospital
Infanta Leonor se le hall6 una variante patogénica en el gen PTEN. El paciente
presenté mas de 10 adenomas que fue uno de los criterios de inclusion requeridos

de la cohorte de validacion externa. Ante este hallazgo, se indagé mas en el caso y
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se constatd que el paciente también habia desarrollado numerosos pdlipos
hamartomatosos. Este caso ilustra claramente que los adenomas no son exclusivos
de los SPH adenomatosos?®?. La calculadora detectd positivamente el caso, aunque
en el supuesto contrario el paciente hubiese sido referido a estudio genético de igual

manera por la presencia de hamartomas.

La evaluacion de modelo mostré un valor p de Hosmer-Lemeshow superior a 0,05,
lo que indico que no habia diferencias significativas entre los valores observados y
los predichos por el modelo. En términos de discriminacion, el AUC fue satisfactorio
para ambos centros, asi como el Brier Score con valores cercanos al 0. No obstante,
el Hospital 12 de Octubre mostré un rendimiento ligeramente inferior debido a que

dos casos positivos fueron incorrectamente predichos como negativos por el modelo.

El desarrollo de la calculadora se centr6 en los genes mas comunes de poliposis
adenomatosa, APC y MUTYH, pero recientemente se han identificado otros genes
implicados en poliposis adenomatosa, como POLE, POLD1, AXIN2 y NTHL1. Estos
genes estan siendo incorporados actualmente a los paneles genéticos, pero no
estaban disponibles en nuestro centro en el momento del estudio, por lo que no se
incluyeron en el modelo. Los dos pacientes incorrectamente predichos fueron
pacientes de edad avanzada (67 y 71 afilos) con un nimero bajo de adenomas (19 y
20, respectivamente). Ambos casos se situaron en el limite del punto de corte (que
varia entre 10 y 20 adenomas dependiendo del contexto y edad) y podrian haber
sido correctamente identificados con datos de siguientes colonoscopias3?°%145, De
hecho, siguiendo las recomendaciones de la guia inglesa de gastroenterologia, el
paciente con mutacion en AXIN2 no habria sido considerado candidato para estudio
genético, ya que presentaba menos de 20 pdlipos a una edad superior a los 60
afios'#’. Tanto la poliposis asociada a AXIN2 como a NTHL1, son sindromes
recientemente descritos y de muy baja prevalencia, lo que hace que la informacion
disponible sobre estos genes sea limitada en comparaciéon con los sindromes
asociados a APC y MUTYH??5127_ Hasta la fecha, el manejo de estos pacientes no
es claro y las recomendaciones se asemejan a las dadas a aquellos pacientes con
fenotipo de SPH sin un componente hereditario conocido®2%0, En otras palabras,

independientemente de si se hubiesen detectado o no estas mutaciones, el
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seguimiento de estos dos pacientes habria sido el mismo. Se requiere mas
investigacion para poder caracterizar mejor el fenotipo de estos sindromes y

optimizar las estrategias de deteccién y manejo.

El modelo si predijo correctamente un portador de POLD1. Fenotipicamente, la
paciente presentaba poliposis adenomatosa atenuada con 22 adenomas a los 56
afos, a lo que se le sumaba antecedentes familiares en una hermana con cancer de
ovario y endometrio, caracteristicos de la PPAP o ‘sindrome de tumores asociados
a POLE/POLD1’ 2386112122 De nuevo, al igual que en el caso positivo POLE en la
cohorte de estudio, se hace patente el caracteristico fenotipo asociado a estos
genes, donde la poliposis y el CCR se acompafian de la aparicion de otros tumores
extraintestinales. Por tanto, es interesante sefialar que la derivacion de estos
pacientes en particular a estudio genético podria ser mas precisa si en vez de tener
en cuenta so6lo el numero de adenomas y la edad, se considerara también el

desarrollo de tumores extraintestinales en el paciente y en la historia familiar.

Este estudio ha servido de apoyo al equipo médico del Servicio de Digestivo de
nuestro centro en la evaluacion y decision sobre la derivacibn de pacientes con
poliposis adenomatosa atenuada a consejo genético. La calculadora desarrollada en
este marco se ha disefiado especialmente para asistir en la toma de decisiones en
pacientes de edad avanzada con un bajo numero de adenomas, grupo que suele
presentar mayor solapamiento con casos de poliposis esporadica. Es importante
destacar que este modelo debe considerarse como una herramienta mas,
complementando las recomendaciones establecidas en las guias clinicas, aportando
un valor adicional a los criterios ya conocidos, como los antecedentes personales y

familiares, la histologia de malignidad y los factores ambientales del paciente.

La disponibilidad a través de la pagina web ha permitido no solo la posibilidad de
reducir el tiempo de discusion de los casos en los comités multidisciplinares, sino
también agilizar la atencién médica. Esto ha liberado tiempo para dedicar a casos de
mayor complejidad, mejorando la eficiencia del proceso clinico. Ademas, gracias a

su acceso libre puede ser utilizada por otros centros que asi lo deseen.
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Conclusiones

La tasa de positividad en las poliposis adenomatosas familiares (>100
adenomas) en nuestro centro es de del 80% y por tanto el rendimiento de los

estudios genéticos es alto.

La tasa de positividad en las poliposis harmatomatosas en nuestro centro es

del 100%, y por tanto el rendimiento de los estudios genéticos es alto.

La tasa de positividad en las poliposis adenomatosas atenuadas en nuestro
centro, siguiendo los criterios de la CAM es de 9,7%, y por tanto el rendimiento

del estudio genético es muy bajo.
El consumo de tabaco se asocia al desarrollo de polipos adenomatosos.

Los sindromes de poliposis hereditaria adenomatosa atenuada se presentan
a una edad temprana y con un mayor nimero de adenomas en comparacion

con la poliposis esporadica.

Las mutaciones bialélicas en MUTYH tienen mayor prevalencia en las
poliposis adenomatosas atenuadas hereditarias que mutaciones patogénicas
en APC.

Las mutaciones ¢.1187G>A p. (Gly396Asp) y ¢.536A>G p. (Tyrl79Cys) en el
gen MUTYH son las més prevalentes en nuestro area.

El modelo de calculadora desarrollado mejora el rendimiento de los estudios
genéticos en poliposis adenomatosas atenuadas al usar la edad como criterio

adicional, mejorando la seleccién de pacientes y la rentabilidad de los test.

Los analisis trio son especialmente utiles para identificar mutaciones de novo
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Figura anexa 1. Arbol geneal6gico del caso 1 de poliposis adenomatosa familiar. La flecha indica el caso
indice. Sélo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome; entre paréntesis se muestra la edad de
diagnostico. CCR: cancer colorrectal.
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Figura anexa 2. Arbol genealdgico del caso 2 de poliposis adenomatosa familiar. La flecha indica el caso
indice. Sélo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome; entre paréntesis se muestra la edad de
diagnoéstico. CCR: cancer colorrectal.
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Figura anexa 3. Arbol genealégico del caso 3 de poliposis adenomatosa familiar. La flecha indica el caso
indice. Sélo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome.
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Figura anexa 4. Arbol genealdgico del caso 4 de poliposis adenomatosa familiar. La flecha indica el caso
indice. Sélo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome; entre paréntesis se muestra la edad de
diagnoéstico. CCR: cancer colorrectal.
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Figura anexa 5. Arbol geneal6gico del caso 5 de poliposis adenomatosa familiar. La flecha indica el caso
indice. Sélo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome; entre paréntesis se muestra la edad de
diagnéstico.
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Figura anexa 6. Arbol genealdgico del caso 1 de poliposis adenomatosa atenuada familiar. La flecha indica
el caso indice. Solo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome.
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Figura anexa 7. Arbol genealdgico del caso 2 de poliposis adenomatosa atenuada familiar. La flecha indica
el caso indice. Solo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome; entre paréntesis se muestra la edad de
diagnéstico o fallecimiento (). CCR: cancer colorrectal.
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Figura anexa 8. Arbol genealégico del caso 3 de poliposis adenomatosa atenuada familiar. La flecha indica
el caso indice. Sélo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome; entre paréntesis se muestra la edad de
diagndstico o fallecimiento (). CCR: cancer colorrectal.
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Figura anexa 9. Arbol genealdgico de los casos 4 y 5 de poliposis adenomatosa atenuada familiar. Las
flechas indican los casos indice. S6lo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome; entre paréntesis se
muestra la edad de diagndstico o fallecimiento (1). CCR: cancer colorrectal.
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Figura anexa 10. Arbol geneal6gico del caso 6 de poliposis adenomatosa atenuada familiar. La flecha
indica el caso indice. S6lo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome; entre paréntesis se muestra la
edad de diagnéstico. CCR: cancer colorrectal.
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Figura anexa 11. Arbol geneal6gico del caso 7 de poliposis adenomatosa atenuada familiar. La flecha
indica el caso indice. Sélo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome; entre paréntesis se muestra la
edad de diagnéstico. CCR: cancer colorrectal
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Figura anexa 12. Arbol genealdgico del caso 8 de poliposis adenomatosa atenuada familiar. La flecha
indica el caso indice. So6lo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome; entre paréntesis se muestra la
edad de diagnéstico o fallecimiento (1). CCR: cancer colorrectal
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Figura anexa 13. Arbol genealdgico del caso 9 de poliposis adenomatosa atenuada familiar. La flecha
indica el caso indice. S6lo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome.
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Figura anexa 14. Arbol genealégico del caso 10 de poliposis adenomatosa atenuada familiar. La flecha
indica el caso indice. S6lo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome.
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Figura anexa 15. Arbol genealégico del caso 11 de poliposis adenomatosa atenuada familiar. La flecha
indica el caso indice. So6lo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome; entre paréntesis se muestra la
edad de diagnéstico. CCR: cancer colorrectal.
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Figura anexa 16. Arbol genealdgico del caso 12 de poliposis adenomatosa atenuada familiar. La flecha
indica el caso indice. S6lo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome; entre paréntesis se muestra la
edad de diagnéstico o fallecimiento (1). CCR: cancer colorrectal
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Figura anexa 17. Arbol genealégico del caso 13 de poliposis adenomatosa atenuada familiar. La flecha
indica el caso indice. Sélo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome.
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Figura anexa 18. Arbol genealégico del caso 14 de poliposis adenomatosa atenuada familiar. La flecha
indica el caso indice. S6lo se muestran las neoplasias asociadas al sindrome; entre paréntesis se muestra la
edad de diagnéstico o fallecimiento (1). CCR: cancer colorrectal; CRCC: cancer renal de células claras.
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Abstract

Background: Juvenile Polyposis Syndrome (JPS) is a rare autosomal dominant
hereditary disorder characterized by the development of multiple hamartoma-
tous gastrointestinal polyps. Here, we present a case of JPS with a mosaic variant
in SMAD4.

Methods: Exome sequencing TRIO analysis, using germline DNA from the bio-
logical mother and father along with the index case (IC).

Results: A 46-year-old male with no family history of cancer presented with
chronic iron deficiency anemia and was diagnosed with massive gastric polypo-
sis (=100 polyps). At the age of 59, he underwent a total gastrectomy, revealing
numerous polyps occupying the entire gastric mucosa, including a 5cm gastric
hyperplastic polyp with high-grade dysplasia and focal adenocarcinoma. TRIO
analysis identified the ¢.386A>C p.(Asn129Thr) variant in the SMAD4 gene at an
allele frequency (AF) of 22%, suggesting its mosaic origin. Subsequently, the vari-
ant was found in heterozygosity in the IC's son, who exhibited two subcentimeter
polyps in the colon and seven inflammatory gastric polyps with gastric inflamma-
tory areas and hyperplasia, suggesting that the c.386A>C p.(Asn129Thr) variant
in SMAD4 segregated with the phenotype.

Conclusion: Our study provides evidence supporting the classification of the
¢.386A>C p.(Asn129Thr) variant in SMAD4 as a likely pathogenic variant. This
finding contributes to improved accuracy in the diagnosis and genetic counseling
of JPS.
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hamartomatous gastrointestinal polyps, JPS, SMAD4
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Juvenile Polyposis Syndrome (JPS) (OMIM 174900) is a
rare autosomal-dominant hereditary disorder charac-
terized by the development of multiple hamartomatous
gastrointestinal polyps and a significant risk of gastroin-
testinal neoplasias (Chow & Macrae, 2005; Liu et al., 2021;
Syngal et al., 2015). In 40%-60% of the patients diagnosed
with JPS, a germline pathogenic loss of function mutation
in either SMAD4 (#600993) or BMPRIA (#601299) can
be identified (Calva-Cerqueira et al., 2009). These genes
encode proteins involved in the transforming growth
factor-beta (TGF-P) signaling pathway (Zhao et al., 2018).
SMAD4 mutations are associated with a higher incidence
of gastric polyps and massive gastric polyposis (Blatter
et al., 2020), and, unlike BMPRIA pathogenic carries,
SMAD4 loss of function mutations have been associ-
ated with hereditary hemorrhagic telangiectasia (HHT)
(OMIM 175050) (O'Malley et al., 2012). SMAD4 muta-
tions have been described in JPS, with approximately 75%
of cases inherited from a parent and 25% representing de
novo pathogenic variants (Boland et al., 2022). Here, we
describe a case of massive gastric polyposis in a patient
harboring a mosaic variant identified by a Clinical Exome
Sequencing TRIO analysis.

A 46-year-old male with no family history of cancer
and chronic iron deficiency anemia was sent to the high-
risk clinic (Gastroenterology Department). The patient

reported minor rectal bleeding. Due to the clinical symp-
toms, the patient underwent an upper oesophagogastro-
duodenoscopy and he was diagnosed with massive gastric
polyposis (=100 polyps). Biopsies revealed hyperplastic
inflammatory polyps, some of them with low-grade dys-
plasia. In addition, for the last 14 years, he has undergone
surveillance colonoscopies with the removal of multiple
polyps throughout the colon (16 adenomatous, 4 hamarto-
matous, and 19 inflammatory polyps), therefore, meeting
diagnostic criteria for JPS (Boland et al., 2022). He had no
hypoalbuminemia or edema, but hypogammaglobulin-
emia was noticed in a laboratory test. Helicobacter pylori
tested negative.

In September 2021, at the age of 59, the patient pre-
sented with impaired anemia (hemoglobin 6.6g/dL,
hematocrit 24.3%), and uppet endoscopy showed a nonre-
sectable giant polyp (=5cm) in the proximal gastric body
(Figure 1a).

The patient underwent a total gastrectomy.
Macroscopic examination of the gastrectomy specimen
showed uncountable polyps that practically occupied the
entire gastric mucosa. The histologic exam demonstrated
a 5cm gastric hyperplasic polyp with high-grade dysplasia
and focal adenocarcinoma. Noteworthy, 12months after
surgery, the patient has completely recovered from the
anemia (hemoglobin 15.6 g/dL).
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FIGURE 1 (a)Gastroscopy showing multiple gastric polyps. The nonresectable giant polyp (=5c¢m) in the proximal gastric body is
denoted by an asterisk. (b) Electropherogram of the SMAD4 sequence in the adenocarcinoma sample, patient blood (c), and the hyperplasic
polyp (d).
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The patient was referred for genetic testing. Pretest
genetic counseling was carried out and clinical con-
sent for genetic testing was obtained. Written in-
formed consent was also obtained from the patient for
publication of this case report as well as the accompa-
nying images. Germline DNA was extracted from pe-
ripheral blood using the Maxwell* RSC whole blood
DNA kit. Multigene panel testing using the Hereditary
Cancer Solution (HCS) panel (Sophia Genetics) was
performed. This panel is designed to detect single-
nucleotide variants (SNVs), small insertion or deletion
events (Indels), and copy number variations (CNVs).
As well as Alu insertions, confident discrimination be-
tween variants in PMS2CL from the causative ones in
PMS2 (#600259) and reliable assessment of the Boland
inversion in the MSH2 (#609309) gene. Information
regarding genes included in this panel is available
in the Supporting Information. The study revealed
no pathogenic mutations in PTEN (#608309), APC
(#611731), MUTYH (#604933), or CDHI (#192090), ex-
cluding the diagnosis of Cowden Syndrome, Familial
Adenomatous Polyposis or Hereditary Diffuse Gastric
Cancer. Since SMAD4 and BMPR1A were not included
in the panel and since the patient had no family his-
tory of gastric polyposis, a clinical exome sequencing
TRIO analysis was conducted, using germline DNA
from the biological mother and father along with the
index case (IC) using the Clinical Exome Solution v.3
(Sophia Genetics), which targets over 4000 genes, and
a NextSeq 550Dx* (Illumina) sequencer. Data were
analyzed using the Sophia DDM-V4 (Sophia Genetics)
data analysis platform. Detailed information re-
garding TRIO analysis is available in the Supporting
Information. Written informed consent was obtained
from progenitors. Variant analysis comparing the
findings in the IC against the progenitors identi-
fied the c.386A>C p.(Asn129Thr) variant in SMAD4
(NM_005359.6) in the IC at an allele frequency (AF)
of 22%. Sanger sequencing further confirmed these re-
sults. Therefore, the ¢.386A>C p.(Asn129Thr) variant
was cataloged as mosaicism, indicating that this vari-
ant occurred during embryonic development, leading
to a mixture of cells with different genetic information.
No pathogenic mutations were identified in BMPRIA.

The genetic study of the piece of the gastrectomy was
also conducted. Samples from the adenocarcinoma and a
hyperplasic polyp were analyzed by Sanger Sequencing.
The variant was present in both samples. In addition, vi-
sual inspection of the electropherogram revealed that the
peak height corresponding to the cytosine was higher in
the adenocarcinoma sample (representing approximately
2/3 of the adenine peak height) compared with the hyper-
plasic polyp (Figure 1b).

It should be noted that mosaicisms are sometimes
missed on sequencing analyses, potentially resulting
in the underdiagnosis of genetic conditions. Moreover,
pathogenic mosaic variants are associated with highly
variable clinical expressivity depending on the tissue af-
fected and the proportion of cells with the variant, which
may be inferred by the AF. Mosaic mutations in SMAD4
can lead to a wide range of clinical presentations, includ-
ing different types and numbers of polyps, as well as other
gastrointestinal and non-gastrointestinal manifestations.
In this way, the study with capsule endoscopy and thy-
roid ultrasound showed no significant findings. Chest and
abdominal CT discarded pulmonary arteriovenous mal-
formation. Magnetic resonance imaging ruled out brain
arteriovenous malformations and further dermatology
physical examination did not reveal any other mucocu-
taneous lesions, such as telangiectasias. Since pathogenic
mutations in SMAD4 have also been associated with aor-
topathy and mitral valve dysfunction (Ileald et al., 2015),
a transthoracic echocardiogram was also performed that
did not reveal any pathological findings.

Finally, the offspring of the CI were offered genetic
testing. Written informed consent was obtained. One
son of the CI aged 30years was diagnosed as a SMAD4
¢.386A>C p.(Asnl129Thr) carrier. Gastroenterological
examination revealed two subcentimeter polyps in the
colon and seven inflammatory gastric polyps with gastric
inflammatory areas and hyperplasia. The patient did not
present with anemia.

The ¢.386A>C p.(Asn129Thr) variant is absent in
population databases (PM2) (gnomAD v2.1.1 and UK
Biobank last accessed June 2023). This amino acid posi-
tion is highly conserved. Seventeen out of 20 in silico tools
(PolyPhen-2, DEOGEN2, EIGEN, EIGEN PC, Mutation
assessor, MutPred, PrimateAl, EVE, FATHMM-MKL,
FATHMM-XT, LIST-52, LRT, M-CAP, PROVEAN, SII'T,
SIFT4G, and BLOSUM) predict a damaging effect of the
variant on protein function (PP3). Metascores such as
REVEAL also classified the variant as damaging. Taking
into account that this is a mosaic variant, that the pa-
tient's phenotype is highly concordant with JPS caused
by a pathogenic mutation in the SMAD4 gene (PS2), and
that it segregates with the phenotype (PP1), the variant
was cataloged as a likely pathogenic (class 4) following
the American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) recommendations (Richards et al., 2015).

In conclusion, here we report a mosaic variant in
SMAD4 in a patient diagnosed with JPS. Clinical diagno-
sis of JPS remains challenging since polyps show a wide
histological variation. Moreover, diagnosis of IPS due
to mosaic mutations in SMAD4 can be challenging, as
the mutation may not be present in all cells of the body
and may not be detectable by standard genetic testing
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methods. However, TRIO clinical exome sequencing in
highly selected patients may result in high molecular di-
agnostic yield. Finally, we classify the ¢.386A>C p.(Asn-
129Thr) variant in SMAD4 as a likely pathogenic, allowing
for more accurate diagnosis and genetic counseling.
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Abstract

Background APC and MUTYH genes are key in hereditary attenuated adenomatous polyposis syndromes. Guidelines recom-
mend genetic testing based on polyp count, often overlooking age despite its impact on polyp prevalence.

Aim To enhance genetic testing strategies for suspected attenuated adenomatous polyposis by combining polyp count and
age in a probability calculator.

Methods Retrospective study of adult patients referred to NGS genetic testing for suspected attenuated adenomatous polypo-
sis (accumulated history of < 100 adenomas) (discovery cohort, N= 138). Data included age, adenoma count, and test results.
A multivariable logistic regression model was developed to associate positive genetic test results with age and adenoma count.
The model was externally validated with 259 patients from two tertiary hospitals in our region (validation cohort, N=259).
Results In the discovery cohort, 13 (9.4%) patients had pathogenic mutations, being younger (OR:0.91, 95%CI 0.86-0.96)
and having more adenomas (OR:1.08, 95%CI 1.04—1.13) compared to negative cases. The logistic regression model combin-
ing age and polyp count demonstrated an AUC of 0.92. Using a cutoff probability of 3.5%, the model achieved 100% sensitiv-
ity and 58% specificity in identifying positive cases. In the external validation, the model accurately predicted 14 out of 16
positive cases (88%). The remaining two positive cases were a patient with an AXIN2 mutation in heterozygosis, and a patient
with a NTHL] mutation in homozygosis. Performance evaluation of both hospitals yielded AUC values of 0.77 and 0.90.
Conclusions Older individuals with fewer polyps are less likely have hereditary syndromes. Including age in genetic testing
criteria can enhance patient selection and cost-effectiveness.

Keywords Hereditary attenuated adenomatous polyposis - Age - Adenomas - Genetic testing - APC - MUTYH
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threshold of more than 100 adenomatous polyps for FAP,
and more than 10 or 20 adenomatous polyps (depending on
the guideline) for AFAP and MAP [4-8]. However, since
polyps are not only caused by mutations in polyposis genes
but are also intrinsic to age, the older the patient is, the
more likely it is to detect polyps. lowering the probability
of being a case of hereditary syndrome, especially when
the polyp burden is low. Therefore, despite the selection
of patients, germline multigene testing continues to have
a high demand in laboratories, which decreases the rate of
mutation detection, making these studies low cost-effec-
tive. Stanich et al. [9] demonstrated that, on the one hand,
the prevalence of mutations in adenomatous polyposis
syndromes genes (APC and MUTYH) increases with the
number of polyps developed, and on the other hand, older
populations have a lower prevalence of finding significant
mutations in these genes.

Consequently, age should also be included as a criterion
for referring to genetic testing, helping the selection of
patients, although very few guidelines include it. In this
paper, we aim to improve genetic testing performance in
suspected attenuated adenomatous polyposis by establish-
ing a probability calculator based on the number of pol-
yps and age upon which recommend referring to genetic
testing.

Methods
Subjects

We conducted a retrospective analysis of patients aged
18 years and older referred for genetic testing at Puerta de
Hierro Hospital for suspected attenuated adenomatous poly-
posis (AFAP or MAP) between 2015 and 2023 (N =138).
Suspicion was based on a history of 10 to 100 adenoma-
tous polyps, following the Community of Madrid (CAM)
guidelines [10]. Patients with two or more hamartomatous
polyps were excluded from the study as this suggests hamar-
tomatous polyposis [4]. The study received approval from
the ethics committee of Puerta de Hierro Hospital (internal
code: PI_48/24). Pre-test genetic counseling was conducted,
and clinical consent for genetic testing was obtained. Writ-
ten informed consent for data publication was also obtained
from patients.

Only pathogenic (P) (class 5) and likely pathogenic (LP)
(class 4) variants in APC and MUTYH genes were consid-
ered positive cases. Being a recessive gene, MUTYH variants
were classified as positive only if found in homozygosity or
compound heterozygosity. Negative cases included no vari-
ants detected, benign (class 1) and probably benign (class

@ Springer

2) variants, variants of uncertian significance (class 3), or
monoallelic MUTYH variants.

Genetic testing

At Puerta de Hierro Hospital, germline DNA was extracted
from peripheral blood using the Maxwell RSC whole blood
DNA kit (Promega). Genetic testing was performed by mas-
sive sequencing (NGS) on a MiSeq sequencer ([1lumina)
using the Hereditary Cancer Solution (HCS) kit (Sophia
Genetics) and following the manufacturer’s instructions. The
panel included APC and MUTYH as relevant genes associ-
ated with adenomatous polyposis. Bioinformatic analysis
was performed using the Sophia DDM-V4 (Sophia Genet-
ics) data analysis platform. Relevant SNPs and indels were
confirmed by Sanger sequencing. The reference sequences
used to name variants were NM_001128425.2 for MUTYH
and NM_000038.6 for APC.

Age and number of polyps

Age refers to the age at genetic testing. Number of polyps
refers to the total accumulated polyps until genetic testing.

Polyps were histologically classified into adenomatous
(tubular, tubulovillous and villous), and non-adenomatous
(hyperplastic and serrated polyps) groups. There were some
reports that classified resected polyps just as “adenomatous”
without sub-classification. They are here reported as “not
classified” adenomatous polyps and were only considered in
the adenomatous vs non-adenomatous polyps’ comparison
and not in the subtype comparison.

External validation

Two independent cohorts (N=259) were used for valida-
tion: 12 de Octubre University Hospital (n=162) and Infanta
Leonor University Hospital (n=97).

At 12 de Octubre University Hospital, extracted DNA
from whole blood using the Maxwell RSC Whole Blood
kit (Promega). The Custom Hereditary Cancer Solution
(CHCS) kit (Sophia Genetics) was employed for genetic
testing, and software analysis was conducted using Sophia
DDM-V4 (Sophia Genetics). Genes included in the sequenc-
ing kit were APC, MUTYH, POLE, POLDI, AXN2 and
NTHLI. Any pathogenic or LP variants identified through
massive sequencing were subsequently validated via Sanger
sequencing.

Infanta Leonor Hospital utilized the QIAamp Blood
DNA kit (QIAcube) for the extraction and purification
of DNA from peripheral blood. Genetic testing was con-
ducted by NGS on a MiSeq (Illumina) using the SureSelect
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QXT Target Enrichment (Agilent) kit for the coding region
and flanking zones of the analyzed genes (APC, MUTYH,
POLE, POLD1, NTHLI, MSH3). The bioinformatic analysis
was carried out using custom-designed analysis pipelines,
assisted by the SureCall and Alissa Interpreter software
(Agilent). Sanger sequencing was employed to confirm rel-
evant SNPs.

Statistics

The Shapiro—Wilk test assessed normality. Non-normally
distributed quantitative variables were presented as median
along with the 25th (P25) and 75th (P75) percentiles.
For nonparametric comparisons, the Chi square test and
Mann-Whitney test were used for categorical and quanti-
tative variables respectively. Multivariable logistic regres-
sion (logit) established the association between having a
positive genetic test result (dependent variable) and the age
and polyps count. Internal validation used the bsvalidation
command in Stata [11]. This command performs an internal
validation through calibration and discrimination. Resam-
pling techniques were performed by bootstrapping, with
500 replications. To evaluate calibration, a calibration plot
was generated, in which the quintiles of the observed and
expected probabilities of having the event were graphically
confronted. The expected/observed (E/O) ratio will equal 1,
the calibration in the large (CITL) will be 0 and the slope
equal to 1. Discrimination is measured by the C-statistic,
which is an analog of the AUC, with values ranging from
0.5 for no discrimination to 1.0 for perfect discrimination.
The Brier scale (range 0-100) was also calculated as an
overall performance measure, with high values indicating

Table 1 Characteristics of positive group patients

predictions closer to the actual outcome. It was obtained
from the Brier score: Brier scaled=1 — Brier score / Brier
max.

For the external validation, the calibration plot assessed
the calibration and the AUC, the discrimination.

From the model predicted probability, we pursued an
optimal cutoff point with the maximal sensitivity and devel-
oped an online calculator available at https://investigacionpu
ertadehierro.com/calculadora-poliposis/.

P value <0.05 was considered statistically significant.

Statistical analysis was carried out using MedCalc Statis-
tical Software version 11.4.2.0 program (MedCalc Software
bvba, Ostend, Belgium; http://www.medcalc.org; 2018),
Stata v18 (StataCorp. 2023. Stata Statistical Software:
Release 18. College Station, TX: StataCorp LLC.).

Results

Of the 138 patients included in the Puerta de Hierro cohort,
13 patients (9.4%) tested positive for genetic mutations.
Among these, 11 patients had a P/LP variant in MUTYH
gene: three were homozygous and eight were compound
heterozygous. Two patients had a P variant in APC gene in
heterozygosis (Supplementary Fig. 1). The most prevalent
MUTYH mutations were ¢.1187G > A p.(Gly396Asp) (com-
monly known as G396D), and ¢.536A > G p.(Tyr179Cys)
(commonly known as Y179C) (Table 1).

Patient characteristics of positive and negative groups are
shown in Table 2. There were no significant differences in
sex distribution among groups. Similarly, development of
CRC was similar between the two groups, with 4 (24.8%)
CRC patients in the positive group and 31 (30.8%) in the

Patient Ageat GT  Gene Variant Heterozygosity CRC (Age diagnosis) FH CRC
(years)

Case | 75 MUTYH c.1187G> A Homozygous YES (57) NO
Case 2 28 MUTYH €.536A>G+c933+3A>C Compound heterozygous NO YES
Case 3 47 MUTYH c.1012C>T+¢.536A>G Compound heterozygous NO YES
Case 4 44 MUTYH ¢.1012C>T+c¢.536A>G Compound heterozygous NO YES
Case 5 46 MUTYH c.1012C>T+¢.536A>G Compound heterozygous NO YES
Case 6 63 MUTYH ¢.1187G> A+¢.736G>T Compound heterozygous YES (60) YES
Case 7 66 MUTYH c.1187G> A Homozygous YES (55) YES
Case 8 71 MUTYH c.1187G>A Homozygous NO YES
Case 9 51 MUTYH ¢.1187G > A +¢.1227_1228dup Compound heterozygous NO NO
Case 10 51 MUTYH c.1187G>A+c.1101dup Compound heterozygous NO NO
Case 11 44 MUTYH ¢.1187G > A +¢.1227_1228dup Compound heterozygous YES (44) NO
Case 12 39 APC c.697C>T Heterozygous NO YES
Case 13 79 APC c423G>C Heterozygous NO NO

GT genetic testing, CRC colorectal cancer, FH family history
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Table 2 Patients’ characteristic

. . Patients’ characteristics Positive group Negative group p value

for positive and negative group n=13 n=125
Age (years) median (P25-P75) 51 (44-66) 67 (61-72) 0.012
Sex 0.51
Women, n (%) 6 (46.2) 46 (36.8)
Men, n (%) 7(53.8) 79 (63.2)
Polyp type 683 (100) 3685 (100) <0.001
Adenomatous, n (%) 639 (96.5) 2916 (79.1)
Non-adenomatous, n (%) 24(3.5) 769 (20.9)
CRC, n (%) 4(30.8) 31(24.8) 0.64
FH CRC, n (%) 8(61.5) 55 (44) 0.23
Smoking, n (%) 0.004
Yes 2(16.6) 42 (33.3)
Former 1(5.6) 49 (39.7)
No 7(55.6) 26 (20.6)
ND 3(222) 8 (6.4)

CRC colorectal cancer, FH CRC family history of colorectal cancer, ND no data

u Positive group

Patients (%)

B Negative group

30
20
10 '
A1
<3

0 31-40 41-50 51-60 61-70 >70
Age (years)

Fig.1 Distribution of ages (by decades of years) at which genetic
testing was performed

negative group. Regarding family history (FH) of CRC,
43.2% of patients in the negative group had at least one
family member with CRC while for the positive group, the
percentage rose to 61.5%, although the difference did not
reach statistical significance.

Parameters that did show significant differences
between the negative and positive groups were age (OR:
0.91, 95%CI 0.86-0.96, P=0.012), number of adenomas
(OR: 1.08, 95%CI 1.04-1.13, P<0.001) and smoking sta-
tus (OR: 8.17, 95%CI 1.97-33.8, P =0.004).

Age-comparison study
The youngest positive case was 28 years old, and the oldest

one was 79 years old. In the negative group, ages ranged
from 39 to 83 years. The median age was 51 years in the

@ Springer

positive group (P25-P75: 44-66), whereas the median age
was 67 years (P25-P75: 61-72) in negative cases (OR:
0.91, 95%CI 0.86-0.96; Supplementary Fig. 2). Among
negative cases, 74% were aged over 60, whereas the posi-
tive group had only five cases above that age (Fig. 1).

Polyp comparison study

Comparison data revealed a relation between the genetic test
result and the number of adenomas. Both groups developed
more adenomatous polyps than non-adenomatous polyps,
but overall, the positive group developed significantly more
adenomas (median: 42, P25-P75: 33-74) than the negative
group (median: 22, P25-P75: 16-28) (OR: 1.08, 95%CI
1.04-1.13). At the time of genetic testing, the majority of
positive cases (85%) accumulated more than 30 adenomas,
while only 24% of negative cases reached that threshold
(Supplementary Fig. 3).

There were no significant differences according to the
subtypes of polyps (Supplementary Table 1). For adenoma-
tous subtypes, the most common one was tubular in the posi-
tive group as well as in the negative group (90.7% vs 89.9%
respectively), followed far behind by tubulovillous (5.3% vs
6.1%) and villous polyp subtypes (0.5% vs 0.2%) (P =0.46).
For non-adenomatous polyps, the hyperplasic subtype was
the most prevalent (83% vs 81%) in both groups (Supple-
mentary Fig. 4).
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Calculator
Model development

Using multivariable logistic regression, we estimated the
probability of a patient having a positive genetic result
based on their age and number of adenomas at genetic
testing. The regression equation was: logit (genetic test
(+)/1- genetic test (+)) =0,3822 + (-0,0814*age in
years) + (0,073 1*number of adenomas) © TDIPHISA,
(2024), All rights reserved. Overall model performance
was ranked by a Brier score of 32.6%. Calibration scores
were | for E/O ratio, 0 (95%CT -0.73 to 0.73) for CITL,
and 1 (95%CI 0.56-1.44) for slope. Discrimination was
assessed by an AUC of 0.924 (95%CT10.85-0.99; P <0.01)
(Fig. 2).

The next step was to establish a cut-off point from the
predicted probability model upon which to decide whether
to refer patients to genetic testing or not. The requirement

prob
100 |
80 |
. 60
5 -
2 I
& I
T
20
] A AUC =0,924
Fl) P < 0,001
o T
0 20 40 60 80 100

100-Specificity

Fig.2 AUC for probability of having a positive genetic test

set to select this point was having a 100% sensibility with
maximum specificity, so the false negative rate would be
0% but minimizing the number of false positives. These
criteria were fulfilled at a probability of 3.5%, with a sen-
sibility of 100% and a specificity of 58%. Applying the
model retrospectively, it was found that 74 cases meeting
the polyposis criteria according to CAM recommendations
had a probability of a positive genetic test below 3.5%.

Internal validation

For internal validation, the Brier score for overall model
performance was 24.3%. Calibration results showed an E/O
ratio of 0.97 (95% C1 0.57-1.38), CITL of 0.07 (95%CI -0.8
to 1.01), and a calibration slope of 0.89 (95%CI 0.39-1.51).
C-statistic for discrimination was 0.9 (95%CI 0.78-1). After
adjusting the model by bootstrapping, the OR for age was
0.93 (95%CT 0.88-0.98), and the OR for number of polyps
was 1.07 (95%CI 1.03-1.1).

External validation

The final validation was made by using data from other
centers (N=259), located in the same geographic area. We
gathered data on the number of polyps and age at the time
of genetic testing, and the results of such test, classifying
patients between “positive” (when genetic results revealed a
P/LP mutation in genes related to polyposis) and “negative”
(when no P/LP mutation related to polyposis was found).
Patient characteristics from external centers closely resem-
bled those of our own (Supplementary Table 2).

At 12 de Octubre Hospital (n=162), 11 patients were
reported as positive. Of these, four cases presented bial-
lelic MUTYH mutations (three homozygous and one
compound heterozygous), four cases carried APC muta-
tions in heterozygosis and one case presented a heterozy-
gous POLD{ mutation. The model correctly predicted the
positive result in 9 out of these 11 cases. The remaining
two positive cases were predicted as negative. One was a
67-year-old patient with 19 adenomas with the mutation
¢.1994dup p.(Asn666fs) in gene AXIN2 in heterozygosis.
The second case was a 7 1-year-old patient with 20 adenomas

Table 3 Perform results for
external validation data

Hospital Patients Model prediction Performance meas-
ures
All Positive Negative TP TN Hosmer— AUC
n n, (%) n, (%) n, (%) n, (%) Lemeshow
p value
12 de Octubre 162 11(6.8) 151(93.2)  9(81.8)  75(49.7) 045 0.77
Infanta Leonor 97 5(5.2) 92 (94.8) 5(100)  49(533) 038 0.90

TP total positives, TN total negatives
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Fig.3 AUC resulting from applying the model to external validation databases. A AUC for 12 de Octubre Hospital, and B AUC for Infanta

Leonor Hospital

and the mutation ¢.268C >T p.(GIn90Ter) in NTHLI gene,
in homozygosis. Calibration performance yielded a Hos-
mer—Lemeshow p value of 0.45 (Table 3), while the discrim-
ination study resulted in an AUC of 0.77 (95%CI 0.61-0.93)
(Fig. 3).

At the Infanta Leonor Hospital (n=97), 92 cases were
negative, and 5 cases were positive. Mutations identified in
these patients included three in MUTYH (1 homozygous and
2 compound heterozygous), one in APC, and one in PTEN.
All 5 mutated patients were accurately predicted as positive.
Performance evaluation indicated a Hosmer—Lemeshow p
value of 0.38 (Table 3) and an AUC of 0.90 (95%CI 0.78-1)
(Fig. 3).

Discussion

The diagnosis of Hereditary Polyposis Syndromes is crucial
for patients and their families. This diagnosis begins with
an oligopoliposis phenotype, and it is confirmed by genetic
testing. Accurate patient selection for genetic testing is
essential for public health efficiency. Since polyps can arise
by either genetic mutations or aging, there is a phenotype
overlap between hereditary polyposis and sporadic polypo-
sis. The CAM’s Prevecolon program screens for CRC using
the fecal occult blood test (FOBT) [12] leading to increased
detections of asymptomatic polyposis and genetic consulta-
tions, which strain resources and yield low diagnostic returns
[13, 14]. All of this emphasizes the need to implement new
tools for better patient selection. To improve it, guidelines
include other features to help a better distinction between
genetic and sporadic polyposis [15, 16]. Nowadays age is
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beginning to be included too, although very few guidelines
do it and there is no consensus about the cut-off limit [4, 7,
17]. Consequently, we developed a calculator based on ade-
noma count and patient age to better differentiate between
hereditary and sporadic polyposis, aiding health profession-
als in selecting patients more effectively and optimizing the
diagnostic yield of genetic testing.

In the Puerta de Hierro cohort, the prevalence of biallelic
MUTYH mutations was 8% (11/138), and 1.5% (2/138) for
APC mutations, in line with previous studies which ranged
prevalence of these mutations in patients with oligopolypo-
sis from 3 to 15% for MUTYH and from 2 to 9% for APC
[9, 18]. Among the MUTYH pathogenic variants found, the
most represented ones were G396D and Y179C. This is
consistent with what has been previously found since most
patients belonged to European population, in which these
two variants are considered founder mutations [19-21].

Confrontation of other features between positive and
negative group, showed no differences in sex, as described
in other studies [22, 23]. Personal history of CRC and fam-
ily history of CRC did not reach statistical signification
between the two groups, demonstrating that the CRC risk
for mutated patients in this study has been lowered due to the
early diagnosis and prophylactic surgical strategies carried
out (polypectomies and colectomies) that prevented develop-
ing CRC [24-26].

In terms of tobacco consumption, the negative group
exhibited higher rates of smoking and former smoking com-
pared to the positive group (OR: 8.17, 95%CI: 1.97-33.8).
Tobacco is a known carcinogen and has been linked to the
development of polyposis [27, 28]. Our data imply that
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smoking was a significant contributing factor in sporadic
polyposis cases.

Adenomatous polyps represent about two-thirds of all
colonic, with tubular adenomas being the most common,
followed by hyperplasic polyps. Tubulovillous, villous and
serrated polyps are less frequent [23]. In this study, mutated
patients developed in proportion more adenomas and fewer
hyperplasic polyps than not mutated cases. When compar-
ing adenomatous and non-adenomatous subtypes separately,
there were no differences in distribution. This demonstrates
that genomic mutations have a greater influence on adeno-
matous polyp development than sporadic factors like age,
but do not affect subtype distribution.

For age comparison, the median age for patients with
an APC or biallelic MUTYH mutation was 51 years, sig-
nificantly younger than those patients in the negative group
(OR: 0.91, 95%CI: 0.86 to 0.96). Our results complement
other studies that reached the same conclusion [9, 29-31].
This consolidates the use of age as a complementary crite-
rion for referring to genetic test.

Using data on the number of adenomas, age, and genetic
test results, we constructed a model to estimate the likeli-
hood of detecting a polyposis mutation based on adenoma
count and age. We established the decision point at a 3.5%
probability, ensuring 100% sensitivity and nearly 60%
specificity. Had this model been applied to the patients of
the Puerta de Hierro Hospital cohort, more than half of the
genetic tests (53.6%) could have been saved, avoiding any
missed positive cases and resulting in savings of 50,000€.
External validation was conducted using data from two dif-
ferent hospitals within the same geographic area, to mini-
mize potential confounding factors associated with varia-
tions in patient characteristics. Performance evaluation at
both centers reported a Hosmer—Lemeshow p value above
0.05, indicating no significant differences between observed
and model-predicted values. In terms of discrimination, the
AUC was satisfactory for both centers. However, 12 de
Octubre Hospital exhibited slightly poorer performance due
to two positive cases being incorrectly predicted as negative
by the model. Both cases involved elderly patients (67 and
71 years) with a low number of polyps (19 and 20, respec-
tively). Guidelines [4-8] are gradually shifting the adenoma
count threshold for recommending genetic testing from 10
to 20, and those that include age, criteria are more restricted
for patients over 60 years old. These two cases fell into a
gray area, as one was below the 20-adenoma threshold and
the other one was just in the limit with an advanced age.
Consequently, depending on the guidelines applied, these
two patients might not have met the requested criteria for
genetic testing referral.

The model was constructed solely based on common
adenomatous polyposis genes, APC and MUTYH, as posi-
tive cases. However, in recent years, additional genes such

as POLE, POLDI, AXIN2, and NTHL1 have been associ-
ated to adenomatous polyposis. While these genes are now
included in genetic panels, they were not available at the
time of testing in our center and were therefore excluded
from the model.

Unlike APC and MUTYH polyposis, POLD1/POLE syn-
drome is characterized by the development of extraintestinal
tumors, including endometrial, ovarian, brain, and pancre-
atic cancers [4, 32]. Patients carrying mutations in these
genes exhibit a highly distinctive phenotype leading clini-
cians to consider POLE and POLDI1 testing not only based
on the polyposis phenotype but also on the broader tumor
spectrum. Notably, despite the model’s limitations, we suc-
cessfully detected a POLD 1-positive case.

On the other hand, patients carrying AXIN2 or NTHL1
mutations have an elevated CRC risk compared to the gen-
eral population, although the level of risk remains uncertain
due to the low prevalence reported thus far, complicating
patient management and genetic counseling. [33, 34]. In our
hands, the AXIN2 and NTHLI cases were wrongly predicted
however they were close to the cutoft point. With additional
data from subsequent colonoscopies, these cases might have
been correctly classified [35].

In conclusion, hereditary polyposis syndromes present
themselves at an early age and with a higher burden ot
adenomas than sporadic polyposis. Both features should
be taken into consideration for selecting patients to refer to
genetic testing. To ease the process, we developed a calcula-
tor that provides the probability of obtaining an informative
genetic result based on these two characteristics. This will
aid in deciding whether to proceed with genetic testing.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https:/doi.org/10.1007/s12094-024-03811-y.
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Abstract

Hereditary polyposis syndromes are significant contributors to colorectal cancer (CRC). These syndromes are characterized
by the development of various types and numbers of polyps, distinct inheritance patterns, and extracolonic manifestations.
This review explores these syndromes with a focus on their genetic characteristics. Advances in diagnostics, particularly the
identification of pathogenic germline variants through massive sequencing technologies, have enhanced our understanding
of the genetic alterations associated with polyp formation and CRC risk. Identifying pathogenic variants beyond traditional
diagnostic criteria improves the management and surveillance of these syndromes. Genetic diagnosis not only refines patient
treatment and surveillance, but also informs relatives of potential risks, enabling appropriate management. However, chal-
lenges persist in determining the pathogenicity of newly discovered mutations due to their low prevalence. This review cov-
ers hereditary polyposis syndromes, from well-established to newly recognized types, providing insights into their genetic

landscapes and highlighting the need for tailored surveillance based on genotype.

Keywords Hereditary polyposis syndromes - Adenomatous polyposis - Hamartomatous polyposis - Serrated polyposis -

Genetic testing

Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer
worldwide, following breast and lung cancer, and ranks sec-
ond in cancer-related mortality [1]. The majority of CRC
cases are sporadic, with only 5-10% caused by hereditary
syndromes. These hereditary cancers can be divided into two
groups based on the presence of polyps: non-polyposis syn-
dromes and polyposis syndromes [2]. This review focuses
only on hereditary polyposis syndromes.

Hereditary polyposis syndromes account for approxi-
mately 2-3% of all colorectal cancer cases [3]. These syn-
dromes exhibit a wide range of phenotypes, varying in the
type and number of polyps, age of onset, extracolonic mani-
festations, and patterns of inheritance. Based on the type of
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polyps developed, they can be classified into adenomatous
polyposis syndromes, hamartomatous polyposis syndromes,
serrated polyposis syndromes, and mixed polyposis syn-
dromes [4].

In recent years, the diagnostic approach to these syn-
dromes has evolved from relying solely on clinical criteria
to incorporating the identification of pathogenic germline
variants [5]. Advances in massive sequencing technologies
have led to the discovery of an increasing number of genes
associated with polyp formation, which confer an elevated
risk of CRC [6]. Cases of polyposis that test negative for
mutations in classic genes are now being re-evaluated using
whole genomic sequencing or expanded gene panels, uncov-
ering new genetic alterations that may explain the occur-
rence of these lesions [7, 8]. Genetic diagnosis benefits not
only the patient, by adapting their treatment and surveillance
strategies, but also their relatives who can be informed of
their own risks and receive appropriate management [5].

Before referring a patient for genetic testing, it is essen-
tial to document a thorough personal and family history of
cancer. If the patient meets the criteria for genetic testing,
the most efficient approach is to perform a multigene panel
using next-generation sequencing technology (NGS). For
polyposis syndromes and CRC risk, the American Society
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of Clinical Oncology (ASCO) provides guidelines to assist
in selecting the appropriate genes to include in the panel
[9]. Once the results are obtained, variants are interpreted
following the corresponding guidelines [10-12].

However, caution is advisable, as not all mutations identi-
fied in these genes are necessarily causative of the disease.
The presence of founder variants in certain ethnic groups,
which are common in these populations but unrelated to
polyposis, must be considered. Furthermore, many of these
newly identified genes have not been extensively studied
across multiple populations, mainly because of their low
prevalence, making it difficult to unequivocally classify the
pathogenicity of their variants [13].

This review aims to present the hereditary polyposis syn-
dromes identified to date, from the well-established to the
newly recognized, detailing their main clinical and genetic
characteristics.

Adenomatous polyposis syndromes

These syndromes share the common feature of developing
adenomas, which vary in number and other characteristics
specific to each syndrome. The genes involved in these
pathologies are diverse; however, some of them are part of
the same pathway. Depending on the syndrome, the inherit-
ance patterns can be either dominant or recessive.

Familial adenomatous polyposis

Familial adenomatous polyposis (FAP) (OMIM#175100)
(Fig. 1) is the most prevalent hereditary polyposis syndrome,
affecting approximately 1 in 10,000 individuals (Table 1),
and is characterized by the development of over 100 adeno-
matous polyps [14]. Mutations linked to FAP are situated
within the APC (adenomatous polyposis coli) gene, located
on the long arm of chromosome 5, which encodes a tumor-
suppressor protein. The APC protein plays a crucial role
in various cellular processes including cell migration, sig-
nal transduction, transcriptional activation, and apoptosis
through the Wnt/p-catenin pathway. APC protein binds with
other proteins such as AXIN2 and GSK3-b to form a com-
plex, pivotal in the Wnt/B-catenin signaling [15]. Mutations
in APC gene disrupt this pathway, leading to adenoma devel-
opment [16]. While the inheritance pattern of APC muta-
tions is autosomal dominant, approximately 30% of affected
individuals harbor de novo mutations without a family his-
tory of FAP [17, 18].

FAP is defined by a large number of adenomas, often
numbering in the hundreds to thousands. Conversely, muta-
tions in APC gene can also manifest as a milder pheno-
type, known as attenuated familial adenomatous polyposis
(AFAP) (OMIM#175100), characterized by the development
of less than 100 adenomas. Beyond polyp count, FAP and
AFAP exhibit disparities in other clinical features. The aver-
age age of FAP diagnosis is typically around the mid-30s,

Pol e:
adencmatous

Inheritance:
APC: autosomal dominant
MUTYH: autosomal recessive

Prevalence:
APC: 1:10,000
MUTYH: 1:20,000

Pol e:
juvenile hamartomatous

Inheritance:
autosomal dominant

Prevalence:
1: 100,000

Fig.1 Characteristics of the main polyposis syndromes. Star symbol:
high-risk location for developing neoplasia. FAP familial adenoma-
tous polyposis, MAP MUTYH-associated polyposis, PJS Peutz—Jegh-
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Table 1 Characteristics of hereditary polyposis syndromes

SPH Gene Polyp histol- Pathway Inheritance  Prevalence  Related Surveillance Other mani-
ogy cancer . festations
Begining Interval
age (years)  (years)

Familial APC Adenoma- Wnt/p- Autosomic 1:10,000 Colorectal 12-15 1 —
adeno- tous catenin dominant Duodenal 20-30 1-4¢
matous pathway Gastric 20-30 1-4
polyposis Thyroid Late teens |
(FAP) Desmoid - -

Atenuatted Hepatoblas- — -
familial toma
adeno-
matous
polyposis
(AFAP)

MTUYH- MUTYH Adenoma- Base exci- Autosomic 1:20,000 Colorectal 25-30 1-3¢ -
associated tous sion repair  recessive Duodenal 30 1-5¢
polypisis pathway Breast - -

(MAP) Bladder - -
Thyroid - -

Polymerase =~ POLDI  Adenoma-  DNA proof- Autosomic =~ NA* Colorectal ~ 25-30 1-3¢ -
proof- POLE tous reading dominant Duodenal - -
reading- pathway (POLE) - -
associated Endometrial — -
polyposis (POLDI1) - -

(PPAP) Ovarian - -
Breast - -
Brain
Pancreatic

NTHLI1- NTHLI Adenoma- Base exci- Autosomic 1:100,000 Colorectal 25-30 1-3¢ -
associated tous sionrepair  recessive Duodenal 30 -
polyposis pathway Breast - -

Endometrial — -

AXIN2- AXIN2  Adenoma-  Wnt/p- Autosomic  1:1,000,000 Colorectal ~ 25-30 1-34 Hypodontia
Associated tous catenin dominant Oligodontia
Polyposis pathway

MSH3- MSH3 Adenoma-  Mismatch Autosomic  NA Colorectal ~ 25-30 1-3¢ -
related tous repair dominant Duodenal - -
polyposis system Gastric - -

Breast - -
Thyroid - -
Brain - -

MLH3- MLH3 Adenoma-  Mismatch Autosomic  NA Colorectal ~ 25-30 1-3¢ -
related tous repair recessive
polyposis system

MBD4- MBD4 Adenoma- Base exci- Autosomic ~ NA Colorectal 20 1-3¢ -
associated tous sionrepair  recessive Myeloid At diagnosis 1
neoplasia pathway leukemia At diagnosis 1
syndrome Uveal mela-

nomas

Peutz— STK11 Hamartoma- mTOR Autosomic  1-9: Colorectal 8/18 1-3¢ Mucocutane-
Jeghers tous signaling dominant 1,000,000  Gastric 8/18 1-34 ous freck-
syndrome pathway Small intes-  8/18 1-3¢ ling around
(PIS) tine 30 1 the mouth

Breast 18 1
Uterine 30 1
Pancreatic 8-10 1
Ovarian 8-10 1
Testicular - -
Lung
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Table 1 (continued)

SPH Gene Polyp histol- Pathway Inheritance  Prevalence  Related Surveillance Other mani-
ogy cancer . festations
Begining Interval
age (years)  (years)

Juvenile SMAD4  Hamartoma- TGF-p Autosomic  1:100,000 Colorectal 12-15 1-3¢ Hereditary
polyposis ~BMPRIA  tous signaling dominant Duodenal 12-15 1-3¢ hemorrhagic
syndrome pathway Gastric 12-15 1-3¢ telangiec-
(IJPS) tasia

PTEN- PTEN Hamartoma- PI3K Autosomic  1:200,000 Colorectal 35 5 Mucocutane-
hamartoma tous signaling dominant Breast 25-30° 1 ous lessions
tumor pathway Thyroid Early inlife 1 Macrocephaly
syndromes Endometrial 35 1-2
(PHTS) Renal 40 1-2

Melanoma - 1

Serrated RNF43°  Serrated Wnt/f- Autosomic  NA Colorectal At symp- 1-3¢ -
polyposis catenin dominant toms
syndrome pathway
(SPS)

Hereditary ~ GREMI® Mixed BMP Autosomic  NA Colorectal ~ 25-30 1-34 -
mixed signaling dominant
polyposis pathway
syndrome
(HMPS)

* PPAP is estimated to account for 0.1%—0.7% of all polyposis and CRC cases

b Responsible for only a small proportion of cases of this syndrome

¢ Depending on gastric polyp size and dysplasia, as well as on Spigelman classification of duodenal polyps

Y Intervals depending on polyp burden

¢ Clinical examinations should begin at 25 years of age. Mammograms and breast MRIs may start at 30 years of age

whereas AFAP diagnosis tends to occur one to two decades
later [5, 19]. Both FAP and AFAP carry a heightened risk
of colorectal cancer (CRC), but FAP generally demonstrates
higher penetrance. Without intervention, individuals with
FAP face a 100% risk of developing CRC before the age of
50, while those with AFAP face approximately a 70% risk
by age 80 [14, 20].

Evidence suggests some correlations between genotype
and phenotype. Certain studies point to APC mutations in
AFAP being concentrated in the proximal (5") and distal
(3) ends, as well as throughout exon 9 [5, 17]. Conversely,
FAP exhibits a mutation hotspot termed the mutation cluster
region, primarily within exon 15 [21]. However, research
also indicates the presence of exon 15 mutations in AFAP
cases [22]. Despite this, variable phenotypes have been
observed even with identical variants [23, 24], emphasizing
the necessity of tailoring surveillance and treatment strate-
gies according to both phenotype and genotype.

Regarding extracolonic manifestations, individuals
with either FAP or AFAP have an increased likelihood of
developing upper intestinal polyps compared to the general
population, with a higher prevalence in FAP than in AFAP
[25]. These duodenal polyps, which can extend from the
duodenum to the stomach, pose a significant risk of duode-
nal carcinoma, a leading cause of mortality following CRC

@ Springer

[25, 26]. Additionally, gastric polyps, mainly fundic gland
polyps, may be present, though with a lower risk of malig-
nant transformation [27]. This particular extracolonic mani-
festation of FAP should not be confused with the recently
described gastric adenocarcinoma and proximal polyposis
of the stomach (GAPPS) [28]. GAPPS, also resulting from
APC gene mutations in the promoter 1B region [29], is
characterized by numerous gastric polyps without colonic
adenomas and carries an increased risk of gastric cancer |7,
30]. Other extraintestinal manifestations can also be found
but have low incidence, such as papillary thyroid cancer
(< 2%), medulloblastoma (< 1%), pancreatic cancer (< 1%),
and hepatoblastoma (<2%) [14, 17, 19, 20].

Other manifestations such as desmoid tumors, osteomas,
skin cysts, congenital hypertrophy of the retinal pigment epi-
thelium (CHRPE), and brain tumors have also been linked
to FAP [31, 32].

For individuals with FAP, CRC is unavoidable without a
colectomy. Colonoscopy surveillance should start between
the ages of 12 and 15 years of age every year until colec-
tomy is performed. For assessing the risk of duodenal and
gastric cancer, upper endoscopy is recommended starting in
the mid-20s. Follow-up endoscopies should be performed
every 1—4 years, based on the Spigelman classification for
duodenal polyposis, as well as the size and dysplasia grade
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of gastric polyps. Annual thyroid ultrasound should begin in
late teenage years. Currently, there are no recommendations
for screening for other associated tumors such as desmoid
tumors or hepatoblastomas in FAP patients [5, 18, 31].

Special attention must be given to the APC mutation
¢.3920 T> A p.(lle1307Lys) (NM_000038). It has been
identified as an Ashkenazi Jewish founder mutation, present
in approximately 10% of this population [33]. Although it
is considered a risk factor for CRC with an odds ratios (OR)
over 2 [34] and carriers of this variant should adhere to sur-
veillance recommendations, importantly this mutation is not
considered to be a cause of FAP [14].

MUTYH-associated polyposis

In 2002, a study exposed a family case whose members
presented with adenomatous polyposis phenotype despite
the absence of pathogenic germline mutations in APC [35].
Instead, they identified alterations in the MUTYH gene,
defining the syndrome as MUTYH-associated polyposis
(MAP) (OMIM#608456). This gene encodes a glycosylase
responsible for removing aberrant bases resulting from the
action of reactive oxygen species (ROS) on guanine, form-
ing 8-oxoguanine. This altered base can induce changes in
base pairing, leading to transversions from original G:C
pairs to T:A. To avoid this alteration, MUTYH comes into
play, along with other genes, to encode proteins that are
responsible for detecting, cleaving and removing 8-oxog-
uanine [36]. Mutations in MUTYH result in a truncating
protein with reduced repair activity, increasing the number
of C> A changes. MAP inheritance follows an autoso-
mal recessive pattern (Table 1), with mutations occur-
ring either in homozygosity or compound heterozygosity,
with a prevalence estimated at 1 in 20,000 [37]. The most
frequently described pathogenic variants are ¢.536A > G
p-(Tyr179Cys) (NM_001128425) and ¢.1187G > A
p.(Gly396Asp) (commonly known as Y165C and G382D,
respectively, and recently renamed as Y179C and G396D),
both considered as founder mutations in European popula-
tions [38]. The majority of biallelic MAP cases carry at
least one of these two mutations [ 14, 17], although Y165C
homozygotes appear to exhibit an earlier and more severe
phenotype compared to G382D homozygotes or Y165C/
G382D compound heterozygotes [39]. This discrepancy
may be attributed to Y165C completely compromising
protein function, while G382D mutations have milder
consequences due to partial activity retention [40]. Other
regions are being studied revealing new variants in differ-
ent ethnicities such as Indian (c.1438G > T p.(Glu480Ter))
[41], Pakistani (c.312C > A p.(Tyr104Ter)) [42] and Asian
(c.1118C>T p.(Ala373Val), ¢.74G > A p.(Gly25Asp)
and ¢.53C>T p.(Prol8Leu)) [17, 43]. In contrast to rare

biallelic MUTYH mutations, heterozygosity is relatively
more common, with an estimated prevalence of 1-2% of
heterozygous carriers in the average population [17, 19].

Phenotypically, MAP resembles more closely AFAP than
FAP, with an average polyp count typically below 100 ade-
nomas, although cases with higher polyp numbers have been
reported [44, 45]. Moreover, the age of polyposis diagnosis
tends to occur in the mid-40s, similar to AFAP, which is a
few decades later than in FAP [17, 43, 45]. Nonetheless, the
age of onset for both MAP and AFAP is still younger and
involves a higher burden of adenomas compared to sporadic
polyposis [46]. MAP patients have been undeniably shown
to have an elevated risk of CRC, but lower than FAP, with
an estimated risk ranging from 40 to 60% before the age of
60 years, and approximately 70% to nearly 90% over their
lifetime if left untreated [17, 20, 37].

However, controversy surrounds MUTYH carriers. Some
studies suggest that monoallelic MUTYH variants do not
confer a higher risk of CRC compared to the average popula-
tion [47, 48]. Others imply that heterozygotes have a slightly
higher risk of CRC compared to the average population,
albeit to a lesser extent than biallelic carriers [19, 20, 49].
Interestingly, this contradictory evidence regarding CRC
risk for monoallelic MUTYH mutations could be explained
by loss of heterozygosity (LOH). Heterozygotes alone may
not show an increased risk of CRC, as they still possess one
functional copy of MUTYH capable of carrying out its repair
activity and mitigating the accumulation of oxidative dam-
age. However, if this mutated allele coincides with LOH of
the other allele, protein activity is lost, leading to the emer-
gence of genetic alterations that elevate CRC risk above that
of the average non-mutated population [50, 51]. It should be
noted that MUTYH could also be implicated in CRC without
polyposis, resembling a Lynch-like syndrome [52].

In addition to CRC, MAP can also manifest extracolonic
symptoms. Duodenal polyps can be found in 30% of MAP
cases and entail an increased risk of developing duodenal
cancer, although not as pronounced as in FAP [17, 20]. Other
cancers and manifestations associated with both biallelic and
monoallelic mutations include breast [53], bladder [54], thy-
roid, osteomas, desmoid tumors and CHRPE [43, 55]. Stud-
ies by Paller et al. [50] and Barreiro et al. [51] conclude that
monoallelic MUTYH variants coinciding with LOH are at a
higher risk of adrenocortical cancer. However, these findings
contrast with many others that fail to establish a definitive
link between these diseases and mutations in MUTYH [5, 50,
56]. Limitations of these extraintestinal manifestations stud-
ies lie in the small number of MAP patients examined due
to the low prevalence of alterations in this gene. Therefore,
it remains unclear whether the incidence of these extraco-
lonic manifestations surpasses the average population risk.
Consequently, the National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) guidelines recommend adding upper endoscopies
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to MAP patients and conducting annual general examina-
tions [31].

Management includes colonoscopy every 1-2 years start-
ing at 25-30 years of age. Upper endoscopy should begin
at the age of 30, with surveillance every 3-5 years, or more
frequently if adenomas are detected, guided by the Spigel-
man classification [3, 18, 31].

POLE/POLD1

Palles et al. identified a novel association between multiple
adenomas and pathogenic variants in polymerase epsilon
(POLE) and polymerase delta (POLDI) [57]. Polymer-
ase proofreading-associated polyposis (PPAP) is a type of
polyposis in which truncation of this polymerase activity
of POLE (OMIM#615083) and POLD! (OMIM#612591)
is involved. These mutations occur within the exonuclease
domain affecting its proofreading function, which is essen-
tial for recognizing and correcting misincorporated bases
during DNA replication (Table 1) [58].

PPAP exhibits dominant inheritance and shares clinical
features with MAP and AFAP. The median age of polyposis
diagnosis ranges from the mid-30s to mid-40s, with a polyp
burden typically fewer than 100 adenomas. Some cases may
manifest with few or no polyps, resembling Lynch syndrome
[7, 57, 59]. Pathogenic mutations in POLE confer a high
penetrance, with an estimated lifetime colorectal cancer
(CRC) risk of 90%, while POLDI mutations carry a 50%
risk [5, 7, 20]. However, PAPP has a much lower prevalence
than MAP and AFAP, occurring in only 0.1-0.7% of poly-
posis and CRC cases [60, 61].

Beyond colonic polyposis and CRC, PPAP can involve
other manifestations, including duodenal tumors, and endo-
metrial cancer [57, 62]. Duodenal ones are more common
in POLE heterozygotes, whereas endometrial tumors are
more associated with POLD1 heterozygotes [59]. Addi-
tionally, PPAP patients have been reported to have a higher
risk of a wide range of numerous tumors such as ovarian,
breast, brain, and pancreatic cancers compared to the general
population [7, 8, 20, 59]. As more studies are conducted,
it appears that this syndrome represents a range of various
manifestations at the same level, rather than a primarily
colonic syndrome with potential extra-colonic manifesta-
tions. Due to the broad spectrum of additional neoplasms,
some authors have proposed changing the designation to
‘POLE/POLDI-associated tumor syndrome’ to better reflect
the heterogeneous phenotype [63, 64]. Recommendations for
colon surveillance in these patients are similar to those for
MAP. However, for extracolonic cancers, current evidence
does not support specific risk management strategies [ 18,
31].
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Pathogenic variants in the POLE gene can result in
somatic hypermutated tumors, similar to mismatch repair
deficiency syndrome. The truncating activity of polymer-
ase induces a high tumor mutation burden, increasing neo-
antigen load and lymphocyte infiltration. This characteristic
may aid in selecting patients likely to respond favorably to
immunotherapy [8, 20].

NTHL1

NTHLI is a gene involved in the base excision repair (BER)
pathway (Table 1). Weren et al. [65] identified three sepa-
rate families with homozygous variants in NTHLI, which
were associated with colonic adenomatous polyposis.
Subsequently, other authors have described biallelic muta-
tions (both homozygous and compound heterozygous) in
the NTHLI gene linked to adenomatous polyposis and an
elevated risk of developing CRC [7, 8, 66|. Heterozygotes
for NTHL1 mutations have not been shown to confer a higher
risk of CRC compared to the wild-type population, though
further investigation is required [20, 62, 67].

Phenotypically, NTHLI-associated polyposis
(OMIM#616415) shares similarities with MAP: polyp
burden generally does not exceed 100 adenomas, and the
age of diagnosis ranges from 40 to 60 years. However, its
prevalence is much rarer, occurring in approximately in
one-fifth of that of MAP cases [67]. Duodenal polyps have
been reported, with a subsequent higher risk for duodenal
cancer. However, while extraintestinal cancers in MAP are
more common in the bladder and ovary, NTHL-associated
polyposis exhibits an increased incidence of breast and
endometrial cancers [7, 62, 67]. Other tumors, such as basal
cell carcinoma, cervical cancer, brain tumors or urothelial
carcinoma, have also been observed in these patients, though
the evidence of their association is not as strong [62].

For patients with biallelic NTHLI mutations, colo-
noscopy needs to be performed every 3 years, or every
1-2 years if polyps are detected, beginning at 25-30 years
of age. Screening for duodenal cancer risk should start with
a baseline upper endoscopy at the age of 30 years. Regarding
breast and endometrial cancer risk, current evidence does
not support additional screening beyond the general guide-
lines of the average population [18, 31].

AXIN2

AXIN?2 encodes the axin-associated protein, which plays a
role in the Wnt/B-catenin pathway along with APC protein
(Table 1) [15]. The coexistence of polyps and mutations
in AXIN2 defines AXIN2-associated polyposis syndrome
(OMIM#114,500). The inheritance of this syndrome follows
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an autosomal dominant pattern with polyp burden ranging
from a few polyps up to 100 adenomas [20, 68]. Close moni-
toring is recommended, given that the CRC risk for these
patients surpasses that of the average population, although
the precise extent remains uncertain, as the prevalence does
not exceed 1 in 1,000,000 cases [68, 69]. Another charac-
teristic feature of this syndrome is hypodontia and oligo-
dontia, though it is not present in all cases [20, 70]. CRC
surveillance for patients with a pathogenic AXIN2 variant
involves colonoscopy every 3 years, with intervals shortened
to annually or biannually if polyps are found, beginning at
25-30 years of age [31].

Mismatch repair system

Adam et al. associated members of different families car-
rying biallelic pathogenic variants in MSH3 with adenoma-
tous oligopolyposis with a middle-age onset [71]. Due to
the limited evidence of this gene’s involvement in polyposis
cases, MSH3-related polyposis is considered a rare poly-
posis syndrome [72]. However, as MSH3 is being included
in genetic panels, more cases are being reported [73, 74].
MSH3 encodes a protein involved in the DNA mismatch
repair system (MMR) by forming a complex with MSH2
protein (Table 1) [20]. Given the few described cases of this
syndrome, the estimated CRC risk for biallelic carriers is
not currently conclusive. However, it is advisable to undergo
regular colonoscopies, either annually or less frequently if
no polyps are detected, starting at age 25 [20, 31]. Addition-
ally, gastrointestinal tumors as well as other extraintestinal
manifestations such as breast cancer, brain tumors and thy-
roid cancer have been associated with the MSH3 polyposis
syndrome [7, 8, 71].

Another gene involved in the MMR is MLH3. Olkinoura
et al. [75] reported four cases of adenomatous polyposis car-
rying homozygous mutations in MLH3, and Lipkin et al.
|76] found CRC somatic biallelic mutations in MLH3 in
CRC. However, other studies have failed to confirm this
association, observing homozygous mutations in MLH3
without polyposis or CRC [77, 78]. Given these contrasting
results, further research is warranted. Surveillance strategies
are the same as those described for carriers of pathogenic
MLH3 mutations [31].

Lynch syndrome is characterized by pathogenic variants
in the genes of the MMR (MSH2 OMIM#120435, MLHI
OMIM#609310, PMS2 OMIM#614337, MSH6 OMIM#
614350), but when these variants affect both copies of the
gene, constitutional mismatch repair deficiency syndrome
(CMMRD) occurs | 79]. Clinical manifestations include brain
tumors, hematologic malignancies, and features resembling
those commonly seen in neurofibromatosis type [ (NF1),
particularly classic skin lesions known as café au lait spots

[8, 17]. Furthermore, CMMRD is related to the development
of adenomatous polyps and CRC [80]. Differentiation from
other polyposis syndromes can be made by the presence of
extraintestinal manifestations and early age of onset, as more
than 80% of CMMRD cases debut before age 18 [7, 80].

MDB4

Like MUTYH and NTHLI, the MBD4 gene plays a crucial
role in the BER pathway (Table 1). Encoded by MBD4, the
glycosylase functions to repair G:T mismatches that arise
from the deamination of 5’-methylcytosine to thymine [81].
Some studies | 82-84] have documented cases with biallelic
mutations in MBD4, associating them with colon polyposis
manifesting before the age of 40 years, with some of them
progressing to CRC. Moreover, MBD4 mutations are not
solely linked to CRC; cases with alterations in this gene
have also been implicated in acute myeloid leukemia [82,
83], uveal melanomas [82, 84|, vestibular schwannomas [ 82,
83] and, in one instance, thyroid carcinoma [83]. As of now,
no upper gastric polyps have been reported. In light of these
findings, Palles et al. (2021) [84] proposed the term “MBD4-
associated neoplasia syndrome™ (MANS) (OMIM#619975)
to describe this multifaceted phenotype associated with
MBD4 mutations. Carriers of monoallelic mutations do not
appear to be susceptible to this syndrome [85]. However,
research on this gene remains limited, and definitive risk
assessment has yet to be established.

Screening guidelines for CRC suggest colonoscopy start-
ing at age 20 years, with follow-up intervals based on the
number of polyps detected. A complete blood count and
ophthalmologic examinations are also recommended at the
time of diagnosis [31].

Hamartomatous polyposis syndromes

The hamartomatous polyposis syndromes (HPS) are a group
of rare and highly heterogeneous pathologies [86] and are
characterized by the presence of gastrointestinal hamartoma-
tous polyps and extraintestinal neoplasms. Hamartomatous
polyposis syndromes are rare diseases characterized by
autosomal dominant patterns of inheritance. They include
Peutz—Jeghers syndrome, juvenile polyposis syndrome, and
PTEN-hamartoma tumor syndrome (Table 1).

Peutz-Jeghers syndrome (PJS)

PIS (OMIM#175200) (Fig. 1) is characterized by the pres-
ence of characteristic mucocutaneous freckling around the
mouth and Peutz—Jeghers-type hamartomatous polyps,
located in the stomach, small intestine, and colon [86, 87].
Its prevalence ranges from 1 to 9 in 1,000,000 [88].
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The syndrome is caused by pathogenic variants in the
STK11 (serine/threonine kinase) gene, which encodes the
LKB1 (liver kinase B1) protein, located on chromosome
19p13.3 [20, 86, 87, 89|. STK I functions like a tumor-sup-
pressor gene, regulates cell growth via adenosine monophos-
phate-activated protein kinase, and negatively regulates
mTOR signaling [86].

Patients have a risk of developing cancer, ranging from 55
to 85% throughout their lives. They also have a high risk of
developing various types of tumors: breast cancer (32-54%),
colorectal cancer (39%), pancreatic cancer (11-36%), gastric
cancer (24-29%), uterine cancer (9% including cervix and
cervix only 10-23%), ovarian cancer (10-21%), small intes-
tine cancer (13%), testicular cancer (9%), and lung cancer
(7-17%) [86].

Colonoscopy, upper endoscopy, and video capsule endos-
copy are recommended every 2-3 years starting at 18 years
of age. For children, testing should begin at 8 years of age or
earlier, with increased frequency if gastrointestinal obstruc-
tion or blood loss is present. For breast cancer screening,
annual mammograms and breast MRIs should begin at age
30 tears. Gynecologic cancer surveillance includes annual
pelvic examinations and Pap smears starting at 18 years of
age, with consideration of annual pelvic ultrasound. Pan-
creatic cancer screening with endoscopic ultrasound and/or
MRI should begin annually by age 30 or 10 years earlier than
the earliest family diagnosis. It is recommended for children
aged 8-10 years to undergo an annual physical examina-
tion to monitor for signs of precocious puberty, and a yearly
testicular examination. Education on lung cancer symptoms
and smoking cessation is advised [5, 31].

Juvenile polyposis syndrome (JPS)

IPS (OMIM#174900) (Fig. 1) has a prevalence of 1 in
100,000 [90] cases and is characterized by the presence of
juvenile hamartomatous polyps, also referred to as inflam-
matory or retention polyps. These polyps are found in the
colorectum (98% of affected patients), stomach (14%), jeju-
num and ileum (7%), and duodenum (7%) [86, 89].

JPS is associated with pathogenic variants in the
BMPRIA or SMAD4 gene. Rarely (1 in 1,000,000) individu-
als develop features of JPS and PHTS, known as juvenile
polyposis of infancy, due to a large deletion encompassing
both the BMPRIA and PTEN genes. Approximately, 75% of
cases are inherited from a parent and 25% represent de novo
pathogenic variants [86, 91].

There is a variant of JPS associated with hereditary hem-
orrhagic telangiectasia (HHT) syndrome, which occurs in
approximately 15-81% of patients with germline patho-
genic mutations in SMAD4 [86, 89]. These patients should
be vigilant about HHT-related vascular lesions, as HHT is
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characterized by the presence of multiple arteriovenous mal-
formations [92, 93]. Thus, periodic transthoracic echocardi-
ography is advisable in these cases [94].

Patients with JPS have an 86.2% lifetime risk of develop-
ing cancer [89]. They have a high risk of developing gastric
cancer (5-21%), which is higher in SMAD4 carriers, with
an estimated risk of 30% at a median age of 58 years. They
also have a risk of colorectal cancer (39%) and duodenal
cancer [86, 89].

Colonoscopy and upper endoscopy are recommended
starting at 12-15 years of age and with a follow-up every
2-3 years. If polyps are detected, intervals should be short-
ened based on size, number, and pathology. In BMPRIA
mutation carriers with a milder gastric phenotype, intervals
can be lengthened in the absence of polyps. Gastrectomy
and/or colectomy should be considered if anemia cannot be
managed endoscopically [5, 31].

PTEN-hamartoma tumor syndromes (PHTS)

PHTS (OMIM#175050) (Fig. 1) includes several syndromes
with variable phenotypes, the most common being Ban-
nayan—Riley—Ruvalcaba syndrome, diagnosed in pediatric
age, and Cowden syndrome, which manifests in adulthood
[86, 95, 96]. The prevalence of PHTS is estimated to be 1
in 200,000 [97].

These syndromes are associated with a germline patho-
genic variant in the phosphatase and tensin homolog (PTEN)
gene. This pathogenic variant is estimated to be present in
11-80% of affected patients [89]. PTEN gene, located on
chromosome 10g23.31, encodes a phosphatidylinositol-3.4.5
trisphosphate 3-phosphatase that antagonizes the PI3K sign-
aling pathway and negatively regulates the MAPK pathway
[20, 86].

It is characterized by the presence of hamartomas in the
gastrointestinal tract and skin, other mucocutaneous lesions,
macrocephaly, and risk of both benign and malignant lesions
of the breast, thyroid, and endometrium [86, 95, 96].

The lifetime risk of developing cancer is 85-89%.
Patients have a high risk of breast cancer (25-85%), thyroid
cancer (3-38%), endometrial cancer (5-28%), renal cancer
(15-34%), colorectal cancer (9—18%), and melanoma (6%)
[86, 89].

Management recommendations include clinical breast
examination starting at 25 years of age, or 5-10 years ear-
lier than the earliest family diagnosis. Annual mammograms
and breast MRIs are advised beginning at 30 years of age.
For endometrial cancer, due to its high sensitivity and speci-
ficity, endometrial biopsy every 1-2 years may be consid-
ered, starting at 35 years of age. Annual thyroid ultrasounds
should begin early in life. Colonoscopy is recommended
starting at age 35, with follow-up every 5 years or more
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frequently based on findings. If a relative was diagnosed
of CRC before age 40 years, then colonoscopy screening
should begin 5-10 years before the age of the earliest diag-
nosis. Renal ultrasound is advised every 1— 2 years starting
at age 40 years. Annual dermatologic examinations are rec-
ommended for melanoma screening (35, 31].

Serrated polyposis syndrome (SPS)

SPS is characterized by the presence of multiple and/or large
serrated polyps in the colorectum and increased risk of colo-
rectal cancer [98]. Serrated polyps are considered the pre-
cursor lesions of up to 15-30% of all colorectal carcinomas
through the serrated pathway, molecularly characterized by
the presence of somatic pathogenic variants in BRAF, hyper-
methylation of the promoter regions of tumor-suppressor
genes, and microsatellite instability [20]. Diagnosis of SPS
is based on clinical criteria defined by the World Health
Organization (WHO), based on the cumulative lifetime bur-
den of serrated polyps [98].

A small proportion of SPS could be the phenotypic
expression of an inherited genetic syndrome. Both auto-
somal and recessive patterns of inheritance have been
described. Biallelic MUTYH mutations have been reported
in some patients with SPS usually in the context of a con-
comitant attenuated form of adenomatous polyposis [98].

In 2014, for the first time by Gala et al. described the
RNF43-associated serrated polyposis as a genetic disorder
characterized by pathogenic variants in the RNF43 gene
(chromosome 17q22), encoding a RING-type E3 ubiqui-
tin ligase that negatively regulates Wnt signaling (Table 1)
[20, 99]. Gala et al. identified in two independent families
a germline deleterious variant, ¢.337C>T p.(Argl13Ter)
(NM_017763) [99]. To date, from seven families, a total of
13 carriers of RNF43 (likely) pathogenic variants have been
reported, 12 of whom were affected with serrated polyposis
and/or colorectal cancer (mean age at diagnosis: 44; range:
18-65). All colonic lesions analyzed showed RNF43 somatic
loss or mutation (23/23), and 50% (9/18) had the CpG island
methylator phenotype (CIMP), a common feature of the
serrated pathway [20, 98]. Nowadays genetic testing is not
generally recommended, but some guidelines suggest that it
should be individualized based on family history of colorec-
tal cancer and/or polyposis and phenotype, such as multiple
adenomas, that could overlap with other syndromes.

Management of patients carrying a pathologic variant in
RNF43 gene follows the same approach as for those with
SPS. Colonoscopy should be performed in the presence of
symptoms to remove all polyps>5 mm. After complete
polypectomy, follow-up colonoscopies should be scheduled
every 1-3 years, depending on the number and size of the

polyps. If the polyp burden becomes unmanageable, then
surgical referral should be considered [5, 31].

Hereditary mixed polyposis syndrome
(HMPS)

HMPS (OMIM#601228) is characterized by the presence
of multiple synchronous or metachronous polyps of more
than one histologic type (adenomas, hyperplastic/serrated,
and hamartomas) and/or individual polyps with overlapping
histologic features [100]. This syndrome has a risk of devel-
oping colorectal cancer (Table 1).

In most cases genetic cause is unknown, but in a small
proportion of HMPS cases, germline variants in and
upstream of GREM have been identified. Jaeger et al. found
mutation consisting of a duplication of 40 kb upstream of
GREM1 at chromosome 15:30,752,231-30,792,051 (hgl9)
[8, 20, 101]. Additionally, Rohlin et al. reported a duplica-
tion of 16 kb in the regulatory region [8, 20, 102].

Surveillance of patients carrying a pathogenic variant in
GREM1 consists of colonoscopy every 3 years, with inter-
vals shortened annually or biannually if polyps are detected,
beginning at age 25-30 years [31].

Conclusion

Hereditary polyposis syndromes, along with Lynch syn-
drome, are the primary genetic causes of colorectal cancer
(CRC). The phenotypic characteristics of these syndromes
include a wide range of features such as polyp type, num-
ber of polyps, age of onset, and extracolonic manifestations.
Management strategies for patients can vary depending on
the specific syndrome.

Detection of the genetic variant responsible is of utmost
importance for both the patient and their relatives. Identify-
ing mutations allows for appropriate surveillance and treat-
ment of polyposis and the monitoring of other manifesta-
tions associated with some of these syndromes.

Classical genetic testing targets the main polyposis genes,
such as APC, MUTYH, PTEN, and STK11. Advances in the
study of polyposis syndromes have led to the discovery of
additional genes involved in these conditions. However, the
prevalence of these new genes is low, resulting in a gener-
ally low yield from genetic testing. For patients suspected of
having low-prevalence polyposis syndromes, it is helpful to
look for characteristic extracolonic features to select patients
for genetic referral.

Hereditary polyposis syndromes include well-defined
syndromes as well as newly discovered ones. Advances in
technology and knowledge continue to drive research in this

@ Springer



Clinical and Translational Oncology

field, necessitating ongoing efforts to improve our under-
standing of these conditions.

Funding Rio Hortega Fellowship grant no. CM22/00213 from the
Instituto de Salud Carlos III (ISCIII) (Cofunded by European Union).

Data availability Not applicable.

Declarations

Ethics approval and Informed consent Not applicable.

Conflict of interest The authors have declared no conflict of interest.

References

. Ferlay J, Ervik M, Lam F, Laversanne M, Colombet M, Mery

L, et al. Global cancer observatory: cancer today (version 1.1).
Lyon, France: International Agency for Research on Cancer.
2024. https://gco.iarc.who.int/today. Accessed 26 May 2024

. Basso G, Bianchi P, Malesci A, Laghi L. Hereditary or spo-

radic polyposis syndromes. Best Pract Res Clin Gastroenterol.
2017;31:409-17.

. Kidambi TD, Kohli DR, Samadder NJ, Singh A. Heredi-

tary polyposis syndromes. Curr Treat Options Gastroenterol.
2019:17:650-65.

. Chen L, Ye L, Hu B. Hereditary colorectal cancer syndromes:

molecular genetics and precision medicine. Biomedicines.
2022:10:3207.

. Syngal S, Brand RE, Church JM, Giardiello FM, Hampel

HL, Burt RW, American College of Gastroenterology. ACG
clinical guideline: genetic testing and management of heredi-
tary gastrointestinal cancer syndromes. Am J Gastroenterol.
2015;110:223-62.

. Pyrtel K. Genetic testing for polyposis syndromes. Clin Colon

Rectal Surg. 2016;29:345-52.

. Jelsig AM, Byrjalsen A, Busk Madsen M, Kuhlmann TP, van

Overeem HT, Wadt KAW, et al. Novel genetic causes of gastroin-
testinal polyposis syndromes. Appl Clin Genet. 2021;14:455-66.

. Valle L, de Voer RM, Goldberg Y, Sjursen W, Forsti A, Ruiz-

Ponte C, et al. Update on genetic predisposition to colorectal
cancer and polyposis. Mol Aspects Med. 2019;69:10-26.

. Tung N, Ricker C, Messersmith H, Balmafa J, Domchek S,

Stoffel EM, et al. Selection of germline genetic testing pan-
els in patients with cancer: ASCO guideline. J Clin Oncol.
2024:42:2599-615.

. Richards R, Aziz N, Bale S, Bick D, Das S, Gastier-Foster J,

et al. Standards and guidelines for the interpretation of sequence
variants: a joint consensus recommendation of the American
College of Medical Genetics and Genomics and the Association
for Molecular Pathology. Genet Med. 2015;17:405-24.

. ENIGMA Consortium. ENIGMA classification criteria [Online].

2023. https://fenigmaconsortium.org/enigma-classification-crite
ria/. Accessed 23 Novembre 2024,

. Garrett A, Alle S, Loong L, Durkie M, Drummond J, Burghel GJ,

et al. CanVIG-UK consensus specification for cancer susceptibil-
ity genes (CSGs) of ACGS best practice guidelines for variant
classification (v2.2019)

. van Leerdam ME, Roos VH, van Hooft JE, Dekker E, Jover

R, Kaminski MF, et al. Endoscopic management of polyposis

@ Springer

20.

21

22,

23.

24

25.

26.

27.

28.

29.

syndromes: European Society of Gastrointestinal Endoscopy
(ESGE) Guideline. Endoscopy. 2019;51:877-95.

Hampel H, Kalady MF, Pearlman R, Stanich PP. Heredi-
tary colorectal cancer. Hematol Oncol Clin North Am.
2022;36:429-47.

Hayat R, Manzoor M, Hussain A. Wnt signaling pathway: a com-
prehensive review. Cell Biol Int. 2022;46:863-77.

Benchabane H, Ahmed Y. The adenomatous polyposis coli tumor
suppressor and Wnt signaling in the regulation of apoptosis. Adv
Exp Med Biol. 2009;656:75-84.

PDQ Cancer Genetics Editorial Board. Genetics of colorectal
cancer (PDQ®): health professional version. 2024 Feb 2. In:
PDQ cancer information summaries [Internet]. National Cancer
Institute (US), Bethesda (MD). 2002.

Stjepanovic N, Moreira L, Carneiro F, Balaguer F, CervantesBal-
mafia AJ, ESMO Guidelines Committee, et al. Hereditary gastro-
intestinal cancers: ESMO Clinical Practice Guidelines for diag-
nosis, treatment and follow-up. Ann Oncol. 2019;30:1558-71.
Valle L, Vilar E, Tavtigian SV, Stoffel EM. Genetic predispo-
sition to colorectal cancer: syndromes, genes, classification
of genetic variants and implications for precision medicine. J
Pathol. 2019:247:574-88.

Rebuzzi F, Ulivi P, Tedaldi G. Genetic predisposition to colo-
rectal cancer: how many and which genes to test? IntJ Mol Sci.
2023;24:2137.

Nagase H, Nakamura Y. Mutations of the APC (adenomatous
polyposis coli) gene. Hum Mutat. 1993;2:425-34.

Su LK, Kohlmann W, Ward PA, Lynch PM. Different familial
adenomatous polyposis phenotypes resulting from deletions of
the entire APC exon 15. Hum Genet. 2002;111:88-95.

Dodaro C, Grifasi C, Florio J, Santangelo ML, Duraturo F, De
Rosa M, et al. The role of mutation analysis of the APC gene in
the management of FAP patients. A controversial issue. Ann Ital
Chir. 2016;87:321-5.

Yen T, Stanich PP, Axell L, Pate] SG. APC-Associated Polypo-
sis Conditions. 1998 Dec 18 [updated 2022 May 12]. In: Adam
MP, Feldman J, Mirzaa GM, Pagon RA, Wallace SE, Bean LJH,
Gripp KW, Amemiya A, editors. GeneReviews® [Online]. Uni-
versity of Washington, Seattle; 1993-2024

Soons E, Bisseling TM, van Kouwen MCA, Méslein G, Siersema
PD. Endoscopic management of duodenal adenomatosis in famil-
ial adenomatous polyposis—a case-based review. United Eur
Gastroenterol J. 2021:9:461-8.

Dinarvand P, Davaro EP, Doan IV, Ising ME, Evans NR, Phillips
NI, et al. Familial adenomatous polyposis syndrome: an update
and review of extraintestinal manifestations. Arch Pathol Lab
Med. 2019;143:1382-98.

Campos FG, Sulbaran M, Safatle-Ribeiro AV, Martinez CA.
Duodenal adenoma surveillance in patients with familial adeno-
matous polyposis. World J Gastrointest Endosc. 2015;7:950-9.
Beer A, Streubel B, Asari R, Dejaco C, Oberhuber G. Gas-
tric adenocarcinoma and proximal polyposis of the stomach
(GAPPS)—a rare recently described gastric polyposis syn-
drome—report of a case. Z Gastroenterol. 2017;55:1131-4.
LiJ, Woods SL, Healey S, Beesley J, Chen X, Lee JS, et al. Point
mutations in exon 1B of APC reveal gastric adenocarcinoma and
proximal polyposis of the stomach as a familial adenomatous
polyposis variant. Am J Hum Genet. 2016:98:830-42.

Garutti M, Foffano L, Mazzeo R, Michelotti A, Da Ros L, Viel
A, et al. Hereditary cancer syndromes: a comprehensive review
with a visual tool. Genes (Basel). 2023;14:1025.

. The National Comprehensive Cancer Network. NCCN Guide-

lines insights: genetic/familial high-risk assessment: colorectal,
endometrial and gastric (Version 3.2024)

Duarte M, Milikowski C. Gastrointestinal polyposis with associ-
ated cutaneous manifestations. Pathology. 2022;54:157-66.



Clinical and Translational Oncology

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

45.

46.

47.

48.

49.

Boursi B, Sella T, Liberman E, Shapira S, David M, Kazanov
D, et al. The APC p. I1307K polymorphism is a significant risk
factor for CRC in average risk Ashkenazi Jews. Eur J Cancer.
2013:49:3680-5.

Leshno A, Shapira S, Liberman E, Kraus S, Sror M, Harlap-Gat
A, etal. The APC I1307K allele conveys a significant increased
risk for cancer. Int J Cancer. 2016;138:1361-7.

Al-Tassan N, Chmiel NH, Maynard J, Fleming N, Livingston AL,
Williams GT, et al. Inherited variants of MYH associated with
somatic G:C->T: a mutations in colorectal tumors. Nat Genet.
2002;30:227-32.

Tahara YK, Kietrys AM, Hebenbrock M, Lee Y, Wilson DL,
Kool ET. Dual inhibitors of 8-oxoguanine surveillance by OGG1
and NUDT1. ACS Chem Biol. 2019;14:2606-15.

Nielsen M, Infante E, Brand R. MUTYH Polyposis. 2012 Oct
4 [updated 2021 May 27]. In: Adam MP, Feldman J, Mirzaa
GM, Pagon RA, Wallace SE, Bean LIH, Gripp KW, Amemiya
A, editors. GeneReviews® [Internet]. University of Washington,
Seattle; 1993-2024

Aretz S, Tricarico R, Papi L, Spier I, Pin E, Horpaopan S, et al.
MUTY H-associated polyposis (MAP): evidence for the origin of
the common European mutations p.Tyr179Cys and p.Gly396Asp
by founder events. Eur ] Hum Genet. 2014;22:923-9.
Theodoratou E, Campbell H, Tenesa A, Houlston R, Webb E,
Lubbe S, et al. A large-scale meta-analysis to refine colorectal
cancer risk estimates associated with MUTYH variants. BrJ
Cancer. 2010;103:1875-84.

Ali M, Kim H, Cleary S, Cupples C, Gallinger S, Bristow R.
Characterization of mutant MUTYH proteins associated with
familial colorectal cancer. Gastroenterology. 2008;135:499-507.
Sampson JR, Dolwani S, Jones S, Eccles D, Ellis A, Evans DG,
et al. Autosomal recessive colorectal adenomatous polyposis due
to inherited mutations of MYH. Lancet. 2003;362:39—41.
Dolwani S, Williams GT, West KP, Newman J, Stock D, Grif-
fiths AP, et al. Analysis of inherited MYH/(MutYH) mutations in
British Asian patients with colorectal cancer. Gut. 2007;56:593.

. Kashfi SM, Golmohammadi M, Behboudi F, Nazemalhosseini-

Mojarad E, Zali MR. MUTYH the base excision repair gene
family member associated with colorectal cancer polyposis. Gas-
troenterol Hepatol Bed Bench. 2013;6(Suppl 1):S1-10.

. Nielsen M, Franken PF, Reinards TH, Weiss MM, Wagner A,

van der Klift H, et al. Multiplicity in polyp count and extraco-
lonic manifestations in 40 Dutch patients with MYH associated
polyposis coli (MAP). ] Med Genet. 2005;42: e54.

Nielsen M, Morreau H, Vasen HF, Hes FI. MUT YH-associated
polyposis (MAP). Crit Rev Oncol Hematol. 2011;79:1-16.
Garcia-Simén N, Valentin F, Royuela A, Hidalgo-Calero
B, Blizquez-Martin R, de Miguel-Reyes M, et al. Optimiz-
ing genetic testing strategy for suspected attenuated adeno-
matous polyposis: effective solutions in public health sys-
tems. Clin Transl Oncol. 2024. https://doi.org/10.1007/
$12094-024-03811-y.

Thompson AB, Sufcliffe EG, Arvai K. Roberts ME, Susswein
LR, Marshall ML, et al. Monoallelic MUTYH pathogenic vari-
ants ascertained via multi-gene hereditary cancer panels are not
associated with colorectal, endometrial, or breast cancer. Fam
Cancer. 2022;21:415-22.

Colas C, Bonadona V, Baert-Desurmont S, Bonnet D, Coulet
F, Dhooge M, et al. MUTYH-associated polyposis: review and
update of the French recommendations established in 2012 under
the auspices of the National Cancer institute (INCa). Eur J Med
Genet. 2020;63: 104078.

Win AK, Dowty JG, Cleary SP, Kim H, Buchanan DD, Young
JP, et al. Risk of colorectal cancer for carriers of mutations in
MUTYH, with and without a family history of cancer. Gastro-
enterology. 2014:146:1208-11.

50.

51.

52

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Paller CJ, Tukachinsky H. Maertens A, Decker B, Sampson JR,
Cheadle JP, et al. Pan-cancer interrogation of MUTYH variants
reveals biallelic inactivation and defective base excision repair
across a spectrum of solid tumors. JCO Precis Oncol. 2024:8:
€2300251.

Barreiro RAS, Sabbaga J, Rossi BM, Achatz MIW, Bettoni F,
Camargo AA, et al. Monoallelic deleterious MUTYH germline
variants as a driver for tumorigenesis. J Pathol. 2022;256:214-22.
Giraldez MD, Balaguer F, Bujanda L, Cuatrecasas M, Muiioz J,
Alonso-Espinaco V, et al. MSH6 and MUTYH deficiency is a
frequent event in early-onset colorectal cancer. Clin Cancer Res.
2010;16:5402-13.

Out AA, Wasielewski M, Huijts PE, van Minderhout 1J, Hou-
wing-Duistermaat JJ, Tops CM, et al. MUTYH gene variants
and breast cancer in a Dutch case—control study. Breast Cancer
Res Treat. 2012;134:219-27.

Win AK, Reece JC, Dowty JG, Buchanan DD, Clendenning
M, Rosty C, et al. Risk of extracolonic cancers for people with
biallelic and monoallelic mutations in MUTYH. Int J Cancer.
2016;139:1557-63.

Gismondi V, Meta M, Bonelli L, Radice P, Sala P, Bertario L,
et al. Prevalence of the Y165C, G382D and 1395delGGA ger-
mline mutations of the MYH gene in Italian patients with adeno-
matous polyposis coli and colorectal adenomas. Int J Cancer.
2004;109:680—4.

Beiner ME, Zhang WW, Zhang S, Gallinger S, Sun P, Narod SA.
Mutations of the MY H gene do not substantially contribute to the
risk of breast cancer. Breast Cancer Res Treat. 2009;114:575-8.
Palles C, Cazier JB, Howarth KM, Domingo E, Jones AM, Brod-
erick P, et al. Germline mutations affecting the proofreading
domains of POLE and POLD1 predispose to colorectal adenomas
and carcinomas. Nat Genet. 2013;45:136—44.

Miyabe I, Kunkel TA, Carr AM. The major roles of DNA poly-
merases epsilon and delta at the eukaryotic replication fork are
evolutionarily conserved. PLoS Genet. 2011;7: e1002407.
Palles C, Martin L, Domingo E, Chegwidden L, McGuire J,
Cuthill V, et al. The clinical features of polymerase proof-reading
associated polyposis (PPAP) and recommendations for patient
management. Fam Cancer. 2022;21:197-209.

. Mur P, Garcia-Mulero S, Del Valle J, Magraner-Pardo L, Vidal

A, Pineda M, et al. Role of POLE and POLD in familial cancer.
Genet Med. 2020;22:2089-100.

Ma X, Dong L, Liu X, Ou K, Yang L. POLE/POLD1 mutation
and tumor immunotherapy. J Exp Clin Cancer Res. 2022;41:216.
Magrin L, Fanale D, Brando C, Fiorino A, Corsini LR, Sciac-
chitano R, et al. POLE, POLDI1, and NTHL1: the last but not
the least hereditary cancer-predisposing genes. Oncogene.
2021:40:5893-901.

Schubert SA, Morreau H, de Miranda NFCC, van Wezel T. The
missing heritability of familial colorectal cancer. Mutagenesis.
2020;35:221-31.

Andrianova MA, Seplyarskiy VB, Terradas M, Sanchez-Heras
AB, Mur P, Soto JL, et al. Discovery of recessive effect of human
polymerase & proofreading deficiency through mutational anal-
ysis of POLD1-mutated normal and cancer cells. Eur J] Hum
Genet. 2024;32:837-45.

Weren RD, Ligtenberg MJ, Kets CM, de Voer RM, Verwiel ET,
Spruijt L, et al. A germline homozygous mutation in the base-
excision repair gene NTHL1 causes adenomatous polyposis and
colorectal cancer. Nat Genet. 2015:47:668-71.

Fostira F, Kontopodis E, Apostolou P, Fragkaki M, Androula-
kis N, Yannoukakos D, et al. Extending the clinical phenotype
associated with biallelic NTHL1 germline mutations. Clin Genet.
2018:94:588-9.

Kuiper RP, Nielsen M, De Voer RM, Hoogerbrugge N. NTHL |
tumor syndrome. 2020 Apr 2. In: Adam MP, Feldman J, Mirzaa

@ Springer



Clinical and Translational Oncology

68.

69.

70.

71.

72.

74.

75.

76.

71.

78.

79.

80.

81.

82.

84.

GM, Pagon RA, Wallace SE, Bean LJH, Gripp KW, Amemiya
A, editors. GeneReviews® [Internet]. University of Washington,
Seattle; 1993-2024

Chan IM, Clendenning M, Joseland S, Georgeson P, Mahmood
K, Walker R, et al. Rare germline variants in the AXIN2 gene
in families with colonic polyposis and colorectal cancer. Fam
Cancer. 2022;21:399-413.

Orphanet Rare Diseases. AXIN2-related attenuated familial ade-
nomatous polyposis. [Online]. https://Awww.orpha.net/en/disease/
detail/401911. Accessed 14 June 2024

Beard C, Purvis R, Winship IM, Macrae FA, Buchanan DD. Phe-
notypic confirmation of oligodontia, colorectal polyposis and
cancer in a family carrying an exon 7 nonsense variant in the
AXIN2 gene. Fam Cancer. 2019;18:311-5.

Adam R, Spier I, Zhao B, Kloth M, Marquez J, Hinrichsen I,
et al. Exome sequencing identifies biallelic MSH3 germline
mutations as a recessive subtype of colorectal adenomatous
polyposis. Am J Hum Genet. 2016;99:337-51.

Terradas M, Munoz-Torres PM, Belhadj S, Aiza G, Navarro M,
Brunet J, et al. Contribution to colonic polyposis of recently
proposed predisposing genes and assessment of the prevalence
of NTHL1- and MSH3-associated polyposes. Hum Mutat.
2019;40:1910-23.

. Aelvoet AS, Hoekman DR, Redeker BIW, Weegenaar J, Dekker

E, van Noesel CIM, et al. A large family with MSH3-related
polyposis. Fam Cancer. 2023;22:49-54.

Villy MC, Masliah-Planchon I, Schnitzler A, Delhomelle H,
Buecher B, Filser M, et al. MSH3: a confirmed predisposing gene
for adenomatous polyposis. J Med Genet. 2023;60:1198-205.
Olkinuora A, Nieminen TT, Mairtensson E, Rohlin A, Ris-
timiki A, Koskenvuo L, et al. Biallelic germline nonsense vari-
ant of MLH3 underlies polyposis predisposition. Genet Med.
2019:21:1868-73.

Lipkin SM, Wang V, Stoler DL, Anderson GR, Kirsch I, Hadley
D, et al. Germline and somatic mutation analyses in the DNA
mismatch repair gene MLH3: evidence for somatic mutation in
colorectal cancers. Hum Mutat. 2001:17:389-96.

Nawaz S, Ullah MI, Hamid BS, Nargis J, Nawaz M, Hussain
S, et al. A loss-of-function variant in DNA mismatch repair
gene MLH3 underlies severe oligozoospermia. ] Hum Genet.
2021:66:725-30.

Chen S, Wang G, Zheng X, Ge S, Dai Y, Ping P, et al. Whole-
exome sequencing of a large Chinese azoospermia and severe
oligospermia cohort identifies novel infertility causative variants
and genes. Hum Mol Genet. 2020;29:2451-9.

Colas C, Brugiéres L, Wimmer K. constitutional mismatch repair
deficiency. In: Valle L, Gruber S, Capella G, editors. Hereditary
colorectal cancer. Cham: Springer; 2018.

Aronson M, Gallinger S, Cohen Z, Cohen S, Dvir R, Elhasid R,
et al. Gastrointestinal findings in the largest series of patients
with hereditary biallelic mismatch repair deficiency syndrome:
report from the international consortium. Am J Gastroenterol.
2016:;111:275-84.

Bellacosa A. Role of MED1 (MBD4) gene in DNA repair and
human cancer. J Cell Physiol. 2001;187:137-44.

Palles C, West HD, Chew E, Galavotti S, Flensburg C, Grolle-
man JE, et al. Germline MBD4 deficiency causes a multi-tumor
predisposition syndrome. Am J Hum Genet. 2022;109:953-60.

. Griffin BL, Majhail NS, Lesmana H. Germline biallelic loss in

MBD#4 leading to early onset AML with hyper-mutator genomic
signature. Blood. 2021;138:3385.

Palles C, Chew E, Grolleman JE, Gavalotti, S, Flensburg C,
Jansen EAM, et al. Germline loss-of-function variants in the
base-excision repair gene MBD4 cause a Mendelian reces-
sive syndrome of adenomatous colorectal polyposis and acute
myeloid leukaemia. bioRxiv [Preprint]. April 28, 2021 [cited

@ Springer

85.

86.

87.

88.

89.

91.

92.

93.

94,

95.

96.

97.

98.

99.

100.

2024 July 1]. Available from: https://doi.org/10.1101/2021.04.
27.441137140

Terradas M, Gonzalez-Abuin N, Garcia-Mulero S, Viana-Errasti
J, Aiza G, Piulats JM, et al. MBD4-associated neoplasia syn-
drome: screening of cases with suggestive phenotypes. Eur J
Hum Genet. 2023;31:1185-9.

Boland CR, Idos GE, Durno C, Giardiello FM, Anderson JC,
Burke CA, et al. Diagnosis and management of cancer risk in
the gastrointestinal hamartomatous polyposis syndromes: recom-
mendations from the US Multi-Society Task Force on Colorectal
Cancer. Am J Gastroenterol. 2022;117:846-64.

Wagner A, Aretz S, Auranen A, Bruno MIJ, Cavestro GM, Cros-
bie EJ, et al. The management of Peutz-Jeghers syndrome: Euro-
pean Hereditary Tumour Group (EHTG) Guideline. J Clin Med.
2021;10:473.

Orphanet Rare Diseases. Juvenile polyposis syndrome. [Online].
https://www.orpha.net/en/disease/detail/2929. Accessed 14 June
2024

Liu S, Ma Y, You W, Li J, Li JN, Qian JM. Hamartomatous
polyposis syndrome associated malignancies: risk, pathogenesis
and endoscopic surveillance. ] Dig Dis. 2021;2:444-51.

. Orphanet Rare Diseases. Peutz-Jeghers syndrome. [Online].

https://www.orpha.net/en/disease/detail/2869. Accessed 14 June
2024

Valentin F, de Tejada AH, Gonzaléz-Vioque E, Garcia-Simon
N, Sdnchez A, Romero A. The ¢.386A>C p.(Asn129Thr) vari-
ant in SMAD4 is likely to be pathogenic, causing juvenile poly-
posis syndrome. A case report of a mosaic variant. Mol Genet
Genomic Med. 2024;12:e2348.

Matsumoto T, Umeno J, Jimbo K, Arai M, Iwama I, Kashida
H. et al. Clinical guidelines for diagnosis and management of
juvenile polyposis syndrome in children and adults-secondary
publication. J Anus Rectum Colon. 2023;7:115-25.

McDonald J, Stevenson DA. Hereditary Hemorrhagic Telangi-
ectasia. 2000 Jun 26 [Updated 2021 Nov 24]. In: Adam MP,
Feldman J, Mirzaa GM, Pagon RA, Wallace SE, Amemiya A edi-
tors. GeneReviews® [Online]. University of Washington, Seat-
tle; 1993-2024. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 1351/.
Accessed 14 June 2024

Larsen Haidle J, MacFarland SP, Howe JR. Juvenile Polyposis
Syndrome. 2003 May 13 [updated 2022 Feb 3]. In: Adam MP,
Feldman J, Mirzaa GM, Pagon RA, Wallace SE, Bean LJH,
Gripp KW, Amemiya A, editors. GeneReviews® [Online]. Uni-
versity of Washington, Seattle; 1993-2024. PMID: 20301642.
Accessed 14 June 2024

Hendricks LAJ, Hoogerbrugge N, Schuurs-Hoeijmakers JHM,
Vos JR. A review on age-related cancer risks in PTEN hamar-
toma tumor syndrome. Clin Genet. 2021;99:219-25.
Tischkowitz M, Colas C, Pouwels S, Hoogerbrugge N, PHTS
Guideline Development Group, European Reference Network
GENTURIS. Cancer Surveillance Guideline for individuals
with PTEN hamartoma tumour syndrome. Eur J Hum Genet.
2020;28:1387-93.

Nelen MR, Kremer H, Konings IB, Schoute F. van Essen AJ,
Koch R, et al. Novel PTEN mutations in patients with Cowden
disease: absence of clear genotype-phenotype correlations. Eur
J Hum Genet. 1999;7:267-73.

Carballal S, Balaguer F, IJspeert JEG. Serrated polyposis syn-
drome; epidemiology and management. Best Pract Res Clin Gas-
troenterol. 2022;58-59:101791.

Gala MK, Mizukami Y, Le LP, Moriichi K, Austin T, Yamamoto
M, et al. Germline mutations in oncogene-induced senescence
pathways are associated with multiple sessile serrated adenomas.
Gastroenterology. 2014;146:520-9.

Whitelaw SC, Murday VA, Tomlinson IP, Thomas HIJ, Cot-
trell S, Ginsberg A, et al. Clinical and molecular features of



Clinical and Translational Oncology

101.

102.

the hereditary mixed polyposis syndrome. Gastroenterology.
1997:112:327-34.

Jaeger E, Leedham S, Lewis A, Segditsas S, Becker M, Cuad-
rado PR, et al. Hereditary mixed polyposis syndrome is caused
by a 40-kb upstream duplication that leads to increased and
ectopic expression of the BMP antagonist GREMI1. Nat Genet.
2012:44:699-703.

Rohlin A, Eiengérd F, Lundstam U, Zagoras T, Nilsson S, Edsjo
A, et al. GREMI and POLE variants in hereditary colorectal can-
cer syndromes. Genes Chromosomes Cancer. 2016:55:95-106.

Publisher's Note Springer Nature remains neutral with regard to
jurisdictional claims in published maps and institutional affiliations.

Springer Nature or its licensor (e.g. a society or other partner) holds
exclusive rights to this article under a publishing agreement with the
author(s) or other rightsholder(s); author self-archiving of the accepted
manuscript version of this article is solely governed by the terms of
such publishing agreement and applicable law.

@ Springer



	Tesis Natalia María García Simón
	PORTADA
	TABLA DE CONTENIDO
	ÍNDICE DE ABREVIATURAS
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABLAS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	INTRODUCCIÓN
	HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
	MATERIAL Y MÉTODOS
	RESULTADOS
	DISCUSIÓN
	CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFÍA
	ANEXOS




