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RESUMEN

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente entre mujeres de 30 a 54 afos
en Meéxico. Diversos factores se han asociado con el desarrollo de esta
enfermedad, entre ellos la predisposicion genética asociada principalmente a
mutaciones en los genes BRCA1 y BRCAZ2. Sin embargo, en algunos casos no se
conoce la repercusion bioldgica ni clinica de mutaciones de sentido erréneo, a
éstas se les conoce como variantes de significado clinico incierto o VUS vy
representan alrededor del 40% de las mutaciones encontradas en los genes
BRCA.

Hasta la fecha no existen trabajos en los que se caracterice detalladamente la
region exonica de BRCA1 y BRCAZ2 en la poblacion mexicana, por lo que se
desconocen las VUS que conforman a ésta.

En este trabajo se identificaron las VUS presentes en BRCA1 y BRCA2 en 160
pacientes con cancer de mama del Instituto Nacional de Cancerologia mediante
secuenciacion masiva, y se predijo la posible repercusion de estas variantes en la
funcién de las proteinas BRCA1 y BRCA2 a través de analisis in silico. Como
resultado se obtuvieron 146 variantes diferentes, de las cuales 97 no se habian
reportado previamente. Los analisis in silico muestran la probable patogenicidad
de siete de estas, mientras que el analisis detallado mostré probabilidad de
patogenicidad para siete VUS mas; sin embargo, para confirmar la prediccion es

necesario realizar analisis funcionales.



INTRODUCCION.

El cancer de mama (CaMa) es el tipo de neoplasia mas frecuente entre mujeres
alrededor del mundo, con alrededor de 1.38 millones de casos nuevos
diagnosticados en el 2008, lo que representa el 23% de todos los tipos de cancer.
Por otro lado, tanto en paises en vias de desarrollo como en paises desarrollados,
este padecimiento es la principal causa de muerte por cancer en mujeres
(GLOBOCAN, 2008).

En México, a partir del 2006 el CaMa se convirtié en la segunda causa de muerte
en mujeres de 30 a 54 anos, después de las enfermedades cardio-vasculares, y
en la primera causa de muerte por cancer en mujeres de este mismo rango de
edad; desplazando al cancer cervico-uterino al segundo lugar (Knaul, Nigenda et
al. 2009)(Lazcano-Ponce et al., 2007); se estima que para el afio 2020, el numero
de mujeres que se encuentren en edad de riesgo para presentar esta enfermedad
en nuestro pais sera de 29.7 millones (Torres-Arreola, 2007); por lo que el numero
de casos anuales de CaMa aumentara a 16,531 (CONAPOQO, 2002).

El CaMa se considera una enfermedad multifactorial, cuya etiologia esta asociada
a factores de riesgo como la edad, la nuliparidad, el uso de anticonceptivos
basados en hormonas, menarca prematura, menopausia tardia, entre otros
(Turkoz, Solak et al. 2013), a estos casos de CaMa se les conoce con el nombre
de CaMa esporadico. Sin embargo, existe otro factor de riesgo al que se le
atribuyen entre el 5 y el 10% de los casos de CaMa, y es conocido como
predisposicion genética (King, Marks et al. 2003). El riesgo genético de desarrollar
CaMa esta asociado a mutaciones germinales en genes supresores de tumores,
divididos en tres grupos en relacién al riesgo que confieren para el desarrollo de la
enfermedad; estos grupos son: genes de alta susceptibilidad, BRCA1, BRCA2 y
TP53; genes de susceptibilidad intermedia, ATM, PTEN, CDH1, STK1, NBS1,
BRIP/FANCJ y PALB2/FANCN, y por ultimo, los genes considerados de baja
susceptibilidad, FANCA, FANCE, MSH2, MSH3, MSH6, MLH1, PMS1 y PMS2
(Robson and Offit 2007) (Tan, Marchio et al. 2008). EI mayor riesgo a desarrollar
CaMa se atribuye a mutaciones en los genes de alta susceptibilidad BRCA1y 2



con hasta dos terceras partes del total de casos asociados a CaMa por
predisposicidn genética (Carroll, Cremin et al. 2008) y conforman la entidad clinica
conocida como sindrome de cancer de mama-ovario hereditario (SCMOH)
(Gronwald, Byrski et al. 2008), el cual se caracteriza clinicamente por un
diagnostico temprano de CaMa de alrededor de 42-45 afos (Marcus, Watson et al.
1996; Martin, Blackwood et al. 2001), y de ovario de alrededor de 54 (Fraumeni,
1969). Los tumores son de rapido crecimiento, por lo que al diagnosticarse, mas
del 90% de los casos de CaMa son de grado G3 y en ovario se encuentran en
etapa IlI°/IV° segun la clasificacion FIGO (Lakhani 1999). Los tumores de mama
suelen ser medulares o atipicamente medulares, ductales y negativos a receptores
de estrogenos (ER), progesterona (PR) y a receptor de factor de crecimiento
epidermal HER-2/neu, asi como elevado Ki67 (van der Groep, Bouter et al. 2006);
es decir, tumores triple negativos de acuerdo a la clasificacion molecular del CaMa
(Perou, Sorlie et al. 2000), para los cuales no existe una terapia blanco y su
pronaostico clinico es pobre (Krishnamurthy, Poornima et al. 2012).

Los individuos portadores de mutaciones deletéreas en el gen BRCA1 tienen un
riesgo aumentado en un 50% a desarrollar CaMa antes de los 50 afios y hasta del
80% antes de los 70; asi como un riesgo aumentado en un 40% para desarrollar
cancer de ovario, mientras que el aumento de riesgo para los portadores de
mutaciones deletéreas en BRCAZ2 es de un 31-56% para CaMa y 62% para cancer
de ovario (Boyd, Sonoda et al. 2000).

Los criterios clinicos que se siguen para evaluar el probable diagndstico de este
sindrome son:

1) Cancer de mama diagnosticado antes de los 40 afios de edad.

2) Cancer de mama bilateral.

3) Cancer de mama medular o atipico medular

4) Cancer de mama y ovario en la misma persona.

5) Casos de cancer de mama u ovario en familiares de primer grado

6) Cancer de mama en hombres (Swift, Reithauer et al. 1987)



ESTRUCTURA Y FUNCION DE LOS GENES Y PROTEINAS BRCA1Y BRCA2.

Las proteinas BRCA1 y BRCAZ2 participan esencialmente en los mecanismos de
reparacion de DNA por rompimientos de doble cadena, a través de recombinacion
homologa (Narod and Foulkes 2004). En la recombinacion homdéloga, BRCA1 se
encarga de localizar la region dafiada, mientras que BRCAZ2 funciona regulando el
proceso. BRCA1 ademas ayuda al control del ciclo celular, ubiquitinacion de
proteinas y remodelacion de la cromatina (Narod and Foulkes 2004). BRCA2
también tiene funcion en la recombinacién homdloga de la meiosis (Bertwistle and
Ashworth 1998; Scully and Livingston 2000) (Figura 1).
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Figura 1. Funciones de las proteinas BRCA1 y BRCA2. Se observan los procesos
en los que se encuentran asociados asi como las proteinas con las que tienen
interaccidon (Narod and Foulkes 2004).
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BRCA1

El gen BRCAT1 (por sus siglas en inglés “BReast CAncer”) se descubrié en 1990
por Mary-Claire King y colaboradores al realizar estudios en familias en las que en
dos o mas de sus miembros se presentaba cancer de mama a edad temprana
(Hall, Lee et al. 1990; Miki, Swensen et al. 1994). BRCA1 es un gen de 81,189
pares de bases que esta localizado en el cromosoma 17921 (Hall, Lee et al. 1990)
y esta formado por 24 exones, dos de los cuales no son codificantes (exon 1y 4)
(Miki, Swensen et al. 1994).

BRCAT1 se traduce en una proteina de 1,863 aminoacidos con un peso de 220 kDa
(van der Groep, van der Wall et al. 2011) y la constituyen cuatro dominios
funcionales: un dominio RING (Miki, Swensen et al. 1994), un dominio de unioén a
DNA (Miki, Swensen et al. 1994), un dominio SCD y dos repeticiones del dominio
BRCT (Koonin, Altschul et al. 1996; Callebaut and Mornon 1997; Williams, Green
et al. 2001). Cada uno de estos dominios permite la interaccion de BRCA1 con
diferentes proteinas y es a través de estas interacciones que BRCA1 participa en
multiples procesos (Narod and Foulkes 2004).

El dominio de dedos de zinc “RING” se localiza en el extremo amino terminal de la
proteina, entre los aminoacidos 9 y 96; este dominio se ha visto involucrado en el
proceso de ubiquitinacion de proteinas al tener actividad de ubiquitin-ligasa E3, el
cual se encarga de formar un complejo con E2 y la proteina blanco. Mediante este
dominio, BRCA1 se une a la proteina BARD1 (Wu, Wang et al. 1996), formando
un heterodimero que promueve la formacion de cadenas poliubiquitinadas en la
lisina 6 de sus proteinas blanco (Wu-Baer, Lagrazon et al. 2003). De la misma
manera, con esta region se une a BAP1(Jensen, Proctor et al. 1998), proteina que
se encarga de inhibir la actividad de ubiquitinacion de dicho heterodimero
(Nishikawa, Wu et al. 2009); sin embargo, a pesar de la relevancia de la
ubiquitinacidn como mecanismo de sefalizacion intracelular, no se ha podido
determinar la importancia de este mecanismo en BRCA1, ya que in vivo no se
sabe si esta relacionada con la degradacion de proteinas.
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El dominio de union a DNA se ubica desde el aminoacido 452 al 1079, y es
importante para llevar a cabo su funcidén en la reparaciéon debido a que parece
estar involucrado en el reconocimiento del area dafiada. Con dicho dominio,
BRCAT1 interactua con otras proteinas involucradas en la via de reparacién por
recombinacion homologa, con las que forma un complejo denominado BASC,
formado por ATM, CHK2, BLM, MSH2, MSH6, CDK2, MRE11, RAD50 y NBS1
(Wang, Cortez et al. 2000). Ademas de su participacion en el complejo BASC,
BRCA1 también se une a RAD51 y BRCAZ2, proteinas que estan directamente
involucradas en la invasion de las cadenas homdlogas del DNA danado para
iniciar su reparacion(Chen, Silver et al. 1998). Entre los residuos 200 y 300,
BRCA1 se asocia con las proteinas p53 (Zhang, Somasundaram et al. 1998), RB
(Aprelikova, Fang et al. 1999) y MYC (Wang, Zhang et al. 1998), involucradas en
la progresion y detencion del ciclo celular; ademas de ubicarse en esta zona la
sefal de localizacidén nuclear (NLS), la cual permite la translocacion de la proteina
desde el citoplasma hacia el nucleo (Chen, Li et al. 1996).

Uno de los dominios funcionales que se descubrié debido a la alta frecuencia de
mutaciones que alteran la funcion de BRCA1 es el dominio de grupos de serina
(S) y treonina (T), conocido como SCD, ubicado entre los residuos 1280 y 1524.
Estos residuos son blanco de fosforilacién para la cinasa ATM (Cortez, Wang et al.
1999) , lo que al parecer provoca la acumulacion de BRCA1 en la region dafada.
Finalmente, en el extremo carboxilo terminal, en la regibn comprendida entre los
residuos 1646 y 1859, BRCA1 tiene repeticiones en tandem de dominios BRCT
(Koonin, Altschul et al. 1996; Callebaut and Mornon 1997; Williams, Green et al.
2001). Estos dominios se encuentran en muchas proteinas de respuesta a dafio a
DNA y normalmente determinan interacciones con proteinas fosforiladas, ya que
tienen motivos especificos de union a fosfo-serina y fosfo-treonina, importantes
para estas respuestas (Rodriguez, Yu et al. 2003); ademas en ellos se da la unién
con la RNA polimerasa Il (Scully, Anderson et al. 1997; Krum, Miranda et al. 2003),
p300 (Pao, Janknecht et al. 2000), BACH1(Cantor, Bell et al. 2001; Botuyan,
Nomine et al. 2004), HDACs1 y 2, RB (Yarden and Brody 1999), BRCA2 y
RAD51(Chen, Silver et al. 1999) (Figura 2)

12
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Figura 2. Representacion de la estructura de la proteina BRCA1. Se muestran sus
dominios funcionales y las proteinas con las que interactua.
NLS: Senal de localizacién nuclear. SCD: Cluster de Serina-Treonina.

Debido a sus interacciones, BRCA1 parece tener funcién en la remodelacion de la
cromatina al encontrarse unida a proteinas como HDAC1 y 2 (Yarden and Brody
1999), p300 y el complejo SW1/SNF (Narod and Foulkes 2004), involucrados en el
proceso de acetilacion/desacetilacion de histonas, marcaje que produce la

apertura de la cromatina

ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE BRCA1

Aunque hasta el momento no ha sido posible determinar la estructura
tridimensional de esta proteina completa, la resolucion de la estructura de algunos
de sus dominios de forma aislada representa un avance importante para el
entendimiento de las funciones de esta proteina.

La conformacion del dominio BRCT se caracteriza por la presencia de 4 regiones
con estructura de hoja plegada 3 en el centro de tres a-hélices (Figura 3). Esta
misma conformacion se conserva para ambos dominios al ser cristalizados ya sea
como péptidos independientes o formado parte de la misma proteina

(Williams, Green et al. 2001).
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Figura 3. Conformacion del dominio BRCT de BRCA1 (Tomada de Williams,
Green et al. 2001).

BRCA2.

El gen BRCAZ2 se descubrio en 1994 por Wooster y cols., se localiza en el
cromosoma 13912 (Wooster, Neuhausen et al. 1994), cuenta con 27 exones de
los cuales el 10 y 11 son los mas largos, su promotor esta formado por 43 islas
CpG (van der Groep, van der Wall et al. 2011). Es una proteina nuclear compuesta
por 3418 aminoacidos, tiene 8 copias de repeticiones BRC localizadas en la
region central de la proteina (Bork, Blomberg et al. 1996) de la siguiente forma:
BRC1 aa 1002-1035 , BRC2 aa 1212-1245, BRC3 aa 1421-1454, BRC4 aa 1517-
1550, BRC5 aa 1664-1696, BRC6 aa 1837-1870, BRC7 aa 1972-2004, BRCS8 aa
2051-2085 (Figura 4).

Este dominio es de importancia para el reconocimiento de la proteina RAD51
(Mizuta, LaSalle et al. 1997; Davies, Masson et al. 2001), la cual se une en su
forma monomérica a BRCA2, manteniendo a RAD51 en su estado inactivo
(Davies, Masson et al. 2001). Al ocurrir un rompimiento de doble cadena en el
DNA, BRCAZ2 se colocaliza junto con RADS51 en la region dafiada (Davies, Masson
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et al. 2001). Algunos estudios sugieren que el reconocimiento de BRCA2 al DNA
dafado permite que las proteinas de union a DNA de cadena sencilla RPA se
separen del DNA y esto conduzca a la interaccion de RAD51 con el acido nucleico
y su subsecuente reparacion.

BRCAZ2 también cuenta con un dominio de union a DNA, conformado por el sitio a-
helicoidal H localizado entre los aminoacidos 2479 al 2667, dos sitios OB que van
del aminoacido 2670 al 2791 y 3073 al 3167 respectivamente, y uno TOB desde el
2814 al 3054; estos sitios facilitan la union de BRCA2 a DNA tanto de cadena
sencilla (aa 3086,3087,3088,3128,3139,3141 y 3142) como de cadena doble. Por
ultimo, en la region carboxilo terminal existe una sefial de localizacion nuclear NLS

que permite su incorporacion al nucleo (Roy, Chun et al. 2012) (Figura 4).

e |

Repeticiones BRC H (o}

- Unién a DNA

RAD51

Figura 4. Representacion esquematica de la proteina BRCAZ2.

Se muestran sus dominios funcionales y las proteinas con las que tiene
interaccion.

NLS:Sefial de localizacion nuclear.

MUTACIONES EN BRCA1y 2.

La frecuencia con la que se encuentra determinada mutacién en una poblacion,
puede cambiar dependiendo de qué poblacidn que se estudie, son de interés
aquellas que se encuentran aisladas genéticamente como es el caso de los judios
Ashkenazi, en donde se estima que alrededor del 2% de la poblacion tiene alguna
de estas mutaciones: BRCA1 185delAG, BRCA1 5382insC, BRCA2 6174delT

(Johannsson, Ostermeyer et al. 1996), éstas fueron las primeras mutaciones
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fundadoras encontradas en los genes BRCA1 Y BRCAZ2 (Simard, Tonin et al.
1994; Johannsson, Ostermeyer et al. 1996).

Desde su descubrimiento, las mutaciones en estos genes han sido objeto de
estudio en cientos de publicaciones (Figura 5) ya que hasta la fecha se siguen
encontrando mutaciones no reportadas en cada trabajo divulgado. Estas
mutaciones se encuentran distribuidas a lo largo de todo el gen, lo que sugiere
que tanto BRCA1 como BRCAZ2 carecen de puntos calientes de recombinacion
(Ozcelik, Antebi et al. 1996).
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Figura 5. Numero de articulos encontrados en la base de datos Pubmed con las
palabras “BRCA mutation” desde 1993 hasta 2014.

Se observa un incremento gradual en el numero de articulos publicados por afo
desde el descubrimiento del gen BRCA1, en 1993, hasta el primer mes del afio
2014.

Debido a esta creciente informacion, en 1995 se cre6 la base de datos en linea
denominada Breast Cancer Information Core (BIC) (Friend, Borresen et al. 1995),
en donde hasta el momento se tienen registradas 1810 mutaciones de BRCA1 y
2036 de BRCAZ2 (BIC, 2013), de las cuales, se estima que el 80% son mutaciones

gue incapacitan a sus proteinas para realizar su funcién, por lo tanto se les conoce
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como patogeénicas o deletéreas (Perrin-Vidoz, Sinilnikova et al. 2002). Dentro de
este grupo podemos encontrar 2 tipos de mutaciones: arreglos grandes y
mutaciones puntuales (Narod and Foulkes 2004). Las primeras son aberraciones
cromosoémicas, que pueden cambiar el numero normal de cromosomas debido a
una mala segregacion de éstos en el proceso de division celular (aberracion
cromosOmica numerica) o pueden tener un numero cromosomico correcto pero
intercambiar regiones cromosomicas de gran tamafo entre distintos cromosomas
(aberracion cromosomica estructural), y se ha reportado que se encuentran en
BRCA1 y 2 hasta en un 10% (Bunyan, Eccles et al. 2004), siendo mayor en el
primer gen que en el segundo (Narod and Foulkes 2004). No obstante, en
poblaciones como la holandesa, estos arreglos grandes se pueden encontrar
hasta en un 40% (Petrij-Bosch, Peelen et al. 1997).

En cambio, las mutaciones puntuales son:

* Mutaciones de corrimiento (Frameshift): Son inserciones o deleciones de
tres nucledtidos, o de multiplos de tres, en la secuencia de DNA, y
representan el 40% de las mutaciones deletéreas encontradas en BRCA1 y
el 25% en BRCA2 (BIC,2013).

» Sin sentido (Nonsense): son mutaciones en donde el cambio de nucleotido
genera un codon de paro en la proteina, traduciéndose en una proteina
trunca; representan alrededor del 10% en ambos genes (BIC, 2013).

* De sentido errébneo (Missense): son mutaciones cuyo cambio de nucledtido
genera un codon distinto al original, traduciéndose en un aminoacido
diferente que puede o no tener caracteristicas similares. En BRCA1 estas
mutaciones representan el 30% y en BRCA2 el 50% (BIC,2013).

* Silenciosas (Synonymous): el cambio de nucledtido genera un codon
distinto, sin embargo, debido a la degeneracion del codigo genético, el
aminoacido codificado es el mismo.

* Mutaciones intronicas: deleciones o inserciones cortas que no cambian el
marco de lectura de la proteina debido a que no se localizan en regiones
codificantes.
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La repercusion biolégica a nivel de proteina de algunas mutaciones puntuales, -
sobre todo mutaciones de sentido erroneo recién descubiertas- no es bien
conocida, por lo que no permite saber si son o no patogénicas. A estas
mutaciones se les nombra “Variantes de significado clinico incierto” o VUS
(Variants of unknown significance) (Judkins, Hendrickson et al. 2005; Radice, De
Summa et al. 2011), y pueden ser tanto de sentido errbneo como silenciosas o

intrénicas.

METODOLOGIA EMPLEADA EN EL ANALISIS MOLECULAR DE LOS GENES
BRCA1Y BRCA2.

Existen diferentes estrategias experimentales para la detecciéon de mutaciones en
BRCA1 y BRCAZ2, la eleccion depende del tipo de mutacion que se busque.
Actualmente estas metodologias pueden dividirse en dos grupos:
Métodos de tamizaje molecular y métodos directos. Los primeros son una amplia
variedad de técnicas, siendo las mas utilizadas:
e ElI PTT (Test de Proteina Trunca), que identifica mutaciones que se
traducen en una proteina con terminacion prematura (Ozcelik, Antebi et al.
1996; Monastiri, Ben Ahmed et al. 2002).
* DHPLC (Cromatografia liquida de alta eficacia en condiciones
desnaturalizantes) Funciona a través de la separacion de fragmentos de
PCR con variaciones internas debido a una retencion diferencial de las
cadenas a través de la columna. Detecta casi todas las mutaciones intra-
exbdnicas y mutaciones en los sitios de splicing; pero no detecta las
deleciones exonicas y el equipo requerido para su realizacidn es costoso
(Liu, Smith et al. 1998; Gerhardus, Schleberger et al. 2007) .
* MLPA (Prueba de amplificacion dependiente de ligacion multiple). Tiene
como fundamento la unién de dos adaptadores enlazados en los “primers”
para amplificar la muestra problema, estos oligonucleétidos son ligados a

través de una ligasa para obtener una cadena constante que es sometida a
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PCR, después el producto amplificado se observa a través de una
electroforesis, en la cual se identifican picos mas grandes o pequeinos de
acuerdo a la mutacion encontrada. Detecta rearreglos gendmicos complejos
como son delecion o insercion de exones completos; sin embargo, no
detecta mutaciones puntuales (Schouten, McElgunn et al. 2002).

SSCP (Confirmacion de polimorfismos en cadena sencilla). Se basa en la
migracion diferencial de las cadenas de DNA de acuerdo a sus propiedades
a través de un gel de poliacrilamida; detecta mutaciones puntuales (Suzuki,
Orita et al. 1990; Hakansson, Johannsson et al. 1997).

DGGE (Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante). Se basa en la
desnaturalizacion de las cadenas de DNA de acuerdo a las diferencias
entre ellas, observandose el retardo de alguna de las cadenas en una
electroforesis con un gradiente de desnaturalizacion (Fodde and Losekoot
1994).

HRMCA (Analisis de curva de fusion de alta resolucion). Se basa en la
diferencia de las curvas que registran las intensidades de fluorescencia de
cadenas de productos de PCR al aumentar la temperatura necesaria para
desnaturalizar a las dobles cadenas; en DNA heteroduplex, la forma de la
curva cambia en comparacién con cadenas homoduplex (De Leeneer,
Coene et al. 2008).

La sensibilidad de estas técnicas varia entre 50-100% (Gerhardus, Schleberger
et al. 2007).

Las metodologias directas son:

Secuenciacion de terminacion de cadena, también conocida como
secuenciacion Sanger: Su principio se basa en la replicacion de un DNA
molde por medio de dos tipos de nucledtidos: los primeros -
desoxirinucleétidos- se utilizan en mayor proporcion, mientras que los
segundos —didesoxirinucleétidos- se agregan a la reaccion en una
proporcion mucho menor; cada uno de los cuatro didesoxirinucleétidos tiene

incorporado un fluoréforo distinto en la posicion 3’OH de su desoxirribosa,
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lo que le sirve como marca para saber de qué nucledtido se trata. La
sintesis comienza por medio de la unién de “primers” complementarios a
una region conocida de la cadena molde; estos “primers” son identificados
por una polimerasa como lugar de inicio para la sintesis de una nueva
cadena. A partir de este momento, la polimerasa se encarga de incorporar
los nucledtidos de la nueva cadena, utilizando tanto nucledtidos desoxi
como didesoxi de manera indistinta; sin embargo, cuando se inserta un
nucleotido didesoxi, al no tener libre el extremo 3° OH de su desoxirribosa,
no se permite la incorporacion de un siguiente nucleétido, por tanto, cada
vez que se agrega un nucleodtido didesoxi a la nueva cadena sintetizada
(Sanger, Nicklen et al. 1977), la extension se detiene. Como producto final
se obtienen cadenas de las que se conoce cada una de sus bases
nitrogenadas gracias al marcaje con fluoroforos diferentes (Smith, Sanders
et al. 1986).
Este tipo de secuenciacion permite la deteccion de mutaciones sin sentido, de
sentido erroneo, deleciones e inserciones pequefas; sin embargo, al ser BRCA1y
BRCAZ2 genes con un gran numero de nucleoétidos, con esta técnica estudiarlos en
su totalidad resulta ser muy laborioso y de un costo elevado, ya que se necesita
un gran numero de primers para poder realizar toda la replicacion del gen
completo o de las regiones exodnicas (De Leeneer, Hellemans et al. 2011). Por lo
anterior, algunos investigadores han optado por utilizar esta técnica solo tomando
en cuenta los exones 10 y 11, que representan la mayor parte del cuerpo del gen.
A pesar de las desventajas de esta técnica, hoy en dia es considerada como el
estandar de oro para la deteccion de estas mutaciones en BRCA (Strachan,
2010)(De Leeneer, Hellemans et al. 2011).

* Secuenciacion masiva: Es una técnica recientemente utilizada, por medio
de la cual, podemos analizar en secuenciadores de ultima generacion (next
generation sequencers), cientos de miles de nucleétidos simultaneamente.

La secuenciacion masiva identifica deleciones e inserciones pequefas, asi como

mutaciones sin sentido y de sentido erroneo; sin embargo, no detecta rearreglos
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genomicos complejos y el equipo requerido es de un costo elevado (Narod and
Foulkes 2004).

SECUENCIACION MASIVA

Esta metodologia comenzé a utilizarse de manera comercial a partir del 2005 con
el lanzamiento de la plataforma de pirosecuenciacion (Margulies, Egholm et al.
2005); sin embargo, tiempo después surgieron mas plataformas (Majewski,
Schwartzentruber et al. 2011). No obstante, todas comparten los siguientes pasos
principales:
Preparacion de la muestra de DNA o templado, inmovilizacién y secuenciacion.
1.- En un inicio, el templado debe ser fragmentado para después incorporar
“adaptadores” o secuencias de longitud pequefia conocidas a cada uno de los
extremos del DNA fragmentado, ahora llamado libreria.
Para el siguiente paso, el templado puede amplificarse de manera clonal o puede
utilizarse sélo una molécula de DNA, dependiendo de la plataforma a elegir.
La amplificacion clonal se utiliza en plataformas en las que es necesario proveer
suficiente sefal para ser captada por el equipo que va a secuenciar el DNA y
registre asi la naturaleza de cada uno de los fragmentos que conforman el
templado (Mardis 2013).
La amplificacion clonal se puede hacer mediante dos metodologias principales:
* EmPCR (PCR en emulsion) la cual utiliza un sistema de micelas en las
que el DNA fragmentado es encapsulado junto con los agentes
necesarios para realizar la PCR.

* Amplificacion en fase sélida, en la que se realizan tanto la amplificacién

clonal como la inmovilizacion.

2.- La inmovilizacion es requerida para anclar los fragmentos de la libreria en una
superficie solida y definir el lugar en donde comienzan las reacciones de

secuenciacion.

21



3.- La secuenciacion y visualizacidn de la imagen dependen de la metodologia de
amplificacion utilizada. Resaltan 3:

-Terminadores reversibles. Cuyos pasos principales son la incorporacion del
nucleotido, emision de fluorescencia y rompimiento del grupo terminador.

-Secuenciacion en tiempo real. Se visualiza la incorporacion continua de los
nucledtidos etiquetados de manera fluorescente.

-Pirosecuenciacion. Se mide la liberacion de pirofosfato inorganico al
incorporarse un nucleoétido a la cadena de DNA (Ronaghi et al, 1996).

PLATAFORMAS

= |llumina: El templado se amplifica de manera clonal en una fase solida a
manera de puente, produciéndose de 100-200 millones de grupos con el
templado. Para conocer la secuencia se utilizan terminadores reversibles,
utilizando un fluoréforo de distinto color para cada uno de los cuatro
nucleotidos (Metzker 2010; Mardis 2013).

= Jon Torrent: Detecta la liberacion de iones hidrégeno que surgen como
subproducto de la incorporacion de nucledtidos. La construccidon de la libreria
se hace por fragmentacion de DNA y emPCR (Mardis 2013).

= Pacific Biosciences ZMW: También conocida como secuenciacién en tiempo
real. Se secuencia como templado una sola molécula de DNA. Se utiliza una
DNA polimerasa que ha sido modificada previamente para poder incorporar
nucleotidos modificados, ésta se inmoviliza y al unirse el nucleétido a ella, se

capta la fluorescencia (Metzker 2010; Mardis 2013).

= Helicos Bioscience: Secuenciacion de una sola molécula, requiere menos de 1
Mg de DNA. Pueden inmovilizarse el templado o los primers. Se utilizan
terminadores reversibles de un solo color (Metzker 2010; Mardis 2013).
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= Roche 454: El templado se amplifica de manera clonal por medio de emPCR, y
se utiliza la pirosecuenciacion como forma de determinar la incorporacion de
un nucledtido a la cadena. Se conoce la naturaleza del nucleétido incorporado
debido a que éstos se van agregando de manera individual (Metzker 2010;
Mardis 2013).

ROCHE 454.

Esta plataforma es capaz de determinar la secuencia de hasta 40 millones de
pares de bases, identificando las mutaciones existentes en todos ellos en una sola
corrida. (Metzker 2010; Mardis 2013)

Para la amplificaciéon clonal del templado de la plataforma de Roche 454, se
disefia un numero de amplicones que en suma contengan toda la region
codificante del gen a secuenciar, por lo que para el disefio de estos amplicones
diversas regiones intronicas de los bordes intron-exon también son tomadas en
cuenta.

Se crea una libreria en la que en el extremo de cada fragmento de interés se ligan
adaptadores que incluyen sitios universales de apareamiento, con lo cual se
asegura la replicacion de toda la libreria en una misma PCR (Metzker 2010).
Después de la ligacién, el DNA se desnaturaliza para separar la doble hélice y
obtener cadenas sencillas que puedan ser capturadas en perlas, en donde cada
perla contenga un solo fragmento de la libreria. Estas perlas tienen alrededor de
su superficie las secuencias complementarias a los adaptadores unidos al DNA.
Las perlas y el DNA son colocados junto con los reactivos necesarios para realizar
la PCR, a la cual se le conoce como PCR en emulsién o emPCR. Después, todos
ellos son mezclados con micelas de aceite y agua para formar asi una emulsion
en donde las perlas, el DNA y los reactivos son encapsulados, para después
comenzar la amplificacion, lo que permite que todas las moléculas de DNA que
conforman la libreria sean replicadas miles de veces en las mismas condiciones y

en la misma corrida (Metzker 2010).
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Luego de una exitosa amplificacion, debe romperse la emulsion para separar el
aceite y la soluciéon acuosa de las perlas, para después poder enriquecerlas y
obtener so6lo las perlas cuyo DNA sea adecuado para la pirosecuenciacion (Mardis
2013).

Por ultimo, las perlas enriquecidas son depositadas en los pozos contenidos
dentro de una placa (PTP) en la que se afiaden perlas mas pequefias, las cuales
tienen unidas a su superficie dos enzimas: una ATP sulfurilasa y una luciferasa;
estas perlas pequefias rodean a las perlas con DNA (Metzker 2010). Ademas de
éstas, también se afiade luciferina a los pozos. Los dNTPs se van agregando a la
placa de manera individual y comienzan a fluir a través de los pozos, permitiendo
su incorporacion a la cadena por la DNA polimerasa, esto da como resultado la
liberacion de pirofosfato inorganico, el cual es transformado a ATP por la ATP
sulfurilasa (Margulies, Egholm et al. 2005). En el siguiente paso, el ATP producido
se utiliza como energia para que la luciferasa sea capaz de oxidar a la luciferina y
esto genere la liberacion de luz, que es captada por un detector acoplado (Nyren
1987; Fakhrai-Rad, Pourmand et al. 2002).

METODOLOGIAS PARA EVALUACION DE VUS

Para evaluar la relevancia de estas mutaciones, se han propuesto diferentes
aproximaciones que pueden dividirse en tres ensayos: teoricos, in silico e in vitro.
La busqueda de la mutacion a nivel de la proteina para localizar si se encuentra en
un dominio funcional o en una region de interés en esta ultima, es la manera mas
facil de predecir si la mutacion VUS produce un cambio conformacional que lleva a
una proteina disfuncional. De igual manera, se analizan las caracteristicas tanto
del aminoacido original encontrado en la secuencia proteica de referencia, como
del aminoacido en donde se localizé la mutacion, esto para hipotetizar la posible
repercusion en la estructura secundaria y por lo tanto en su interaccion con otras
moléculas (Ng and Henikoff 2006).
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La mutacion también se detecta en secuencias homodlogas tanto de otros
organismos como de proteinas de la misma familia, esto debido a que diversos
estudios sostienen que si una mutacion se localiza en una region muy conservada
evolutivamente, tiene mas posibilidades de ser deletérea, mientras que las
mutaciones que se localizan en las regiones en donde constantemente se han
encontrado cambios, posiblemente sean neutrales (Miller and Kumar 2001; Ng and
Henikoff 2001; Yang and Nielsen 2002).

Ademas, en el caso de BRCA1, se ha propuesto que la co-ocurrencia de una
variante con una mutacion claramente deletérea podria proporcionar informacion
para su clasificacion, debido a que la pérdida completa de la funcién de la proteina
BRCA1 resulta incompatible con la vida, por lo que de existir la co-ocurrencia, la
variante seria clasificada como neutral (Tavtigian, Samollow et al. 2006). En
BRCAZ2, si existe la posibilidad de tener ambos alelos deletados, sin embargo, las
personas presentan anemia de Fanconi (Alter, Rosenberg et al. 2007).

Aunado a esto, la informacién clinica sobre el desarrollo de la enfermedad del
paciente, las caracteristicas histopatoldgicas y moleculares del tumor también se
consideran relevantes (Hofstra, Spurdle et al. 2008).

Analisis in silico.

Los analisis bioinformaticos son una herramienta alternativa con la que se
efectuan predicciones a nivel de proteina del grado de patogenicidad que pudiera
tener la variante estudiada, este resultado se basa de acuerdo a diversos factores
tomados en cuenta por el algoritmo utilizado por el programa computacional.
Existen varios disponibles en internet de acceso gratuito, la mayoria utiliza criterios
referentes a la secuencia y la estructura de la proteina antes y después del cambio
en el codon (Ng and Henikoff 2006). Por ejemplo, el método de prediccion del
programa SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) se basa en la homologia de
secuencias. El algoritmo parte del razonamiento de que si un aminoacido es
importante para la proteina, este sera conservado a través del tiempo en todos los
organismos que la utilicen, y de igual manera se conservara en proteinas

relacionadas, por lo tanto, realiza alineamientos de secuencias para detectar las
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regiones mayormente conservadas y, si la mutacion se encuentra en estas zonas,
se considera que tiene una mayor probabilidad de ser deletérea. También toma en
cuenta las propiedades de los aminoacidos que conforman la proteina, por lo que
si en los alineamientos realizados se encontraron sustituciones de aminoacidos
con propiedades semejantes, la variante tendera a ser tolerada. Los puntajes
menores a 0.05 se catalogan como deletéreos (Ng and Henikoff 2001; Ng and
Henikoff 2003).

Por otra parte, PolyPhen-2 (PP-2) (Polymorphism Phenotyping) se basa en
homologia de las secuencias, realiza alineamientos multilples, toma en cuenta el
contenido de CG de la secuencia, el area y la hidrofobicidad de los residuos de
aminoacidos (Figura 6) (Adzhubei, Schmidt et al. 2010).
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Figura 6. Algoritmo utilizado por el programa PP-2. Toma en cuenta dos criterios
principales: la secuencia de aminoacidos y la estructura de la proteina, con ellos,
se realiza una clasificacion probabilistica que determina el puntaje de
patogenicidad de la variante.

Como resultado arroja un numero que puede ir del 0 al 1, en donde O significa
poca probabilidad de patogenicidad de la variante y 1 mayor probabilidad de
patogenicidad. Ademas del numero, clasifica las variantes como benigna,
posiblemente dafiina y probablemente dafiina (Adzhubei, Schmidt et al. 2010).
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Analisis in vitro.

A pesar de las aproximaciones anteriores, siempre es necesario realizar ensayos
funcionales para garantizar la neutralidad o patogenicidad de la variante en
cuestion. Estos ensayos suelen llevarse a cabo probando a las células con la VUS
en cuestion, ensayos en donde se compruebe su correcto o incorrecto desempeio
en la reparaciéon del DNA, en su actividad como ubiquitiin ligasa, ensayos de
formacion de colonias, ensayos de recombinacién homologa (BRCA1), ensayos de
amplificacion del centrosoma, de supervivencia a mitomicina C (BRCA2).

Sin embargo; debido al gran numero de variantes que se han reportado, es dificil
este Ultimo paso pues los ensayos se deben realizar para cada VUS,

necesitandose un importante gasto econdémico en cada ensayo.
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HIPOTESIS

El analisis de la secuencia de los genes BRCA1y BRCAZ2 en pacientes mexicanas
con cancer de mama tanto esporadico como hereditario, permitira la identificacion
de variantes de significado clinico incierto (VUS) reportadas previamente, asi
como identificacion de VUS nuevas. Se espera encontrar un numero mayor de
VUS en el grupo de pacientes con cancer de mama hereditario que en el

esporadico.

OBJETIVO GENERAL

Identificar la presencia de VUS silenciosas y de sentido erroneo en BRCA1 y
BRCAZ2 encontradas por secuenciacion masiva en 160 pacientes con cancer de
mama Yy ovario tanto hereditario (81) como esporadico (79), asi como predecir la

posible repercusion de estas variantes en la funcion de BRCA1 y BRCAZ2.

OBJETIVOS PARTICULARES

* Determinar el numero de VUS en ambos grupos de pacientes (esporadico y
hereditario).

* Realizar una busqueda de las VUS identificadas, en las bases de datos
especializadas (BIC, SNPdb, etc).

* Determinar la presencia de VUS no descritas previamente.

* Analizar la patogenicidad de las VUS encontradas en ambos grupos
(esporadico y hereditario), a través del uso de diferentes herramientas
bioinformaticas.

* Predecir el posible efecto de estas variantes en la funcion de BRCA1 y BRCA2
asi como su relevancia para conferir un riesgo incrementado para el desarrollo

de cancer de mama y ovario.
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JUSTIFICACION

Existe un importante numero de publicaciones en donde se caracteriza
detalladamente la presencia de VUS en BRCA71 y BRCAZ2 en diferentes
poblaciones (europeos, asiaticos, etc). Por otro lado se ha determinado que en
cuanto a la presencia de VUS cada poblaciéon es heterogénea. También se ha
demostrado in vitro e in vivo, que algunas de estas variantes afectan
significativamente la funcion de BRCA1 y BRCA2 y pueden ser factores que
incrementen el riesgo de un individuo para padecer algunos tipos de cancer. El
analisis detallado de las variantes y la funcion de estas proteinas asi como el
conocimiento de la distribucidn de estas variantes en otras poblaciones ha
permitido la implementacion de estrategias orientadas a prevenir el desarrollo de

cancer en personas con riesgo incrementado.

La secuenciacion masiva, permite obtener un numero de secuencias
considerablemente mayor, lo que ha permitido estudiar detalladamente la
variabilidad genética existente en diferentes poblaciones.

Esta ampliamente documentado el origen multiétnico de la poblacién mexicana v,
desde el punto de vista genético, implica una alta heterogeneidad y complejidad
en la estructura genética de esta poblacion (Guardado-Estrada, et al. 2008). Hasta
la fecha no existen trabajos en los que se caracterice detalladamente la region
exénica de BRCA1 y BRCAZ2 en la poblacibn mexicana y por lo tanto el
conocimiento sobre las variantes presentes en esta poblacién se desconocen.
Resulta de gran relevancia caracterizar variantes que puedan formar parte de la
variabilidad genética de los mexicanos (polimorfismos) asi como variantes que
puedan conferir un riesgo incrementado para el desarrollo de estos tipos de cancer

(mama y ovario).
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DISENO EXPERIMENTAL.

En el presente trabajo se utilizaron dos grupos de pacientes con cancer de mama,

a uno se le llamé grupo esporadico y al otro grupo hereditario y fueron elegidos

bajo las siguientes condiciones:

Para la conformacion del grupo de pacientes con cancer hereditario, los pacientes

fueron evaluados en la Clinica de Cancer hereditario del INCAN. Se sustento la

sospecha de Sindrome de cancer de mama-ovario hereditario de acuerdo a los

siguientes criterios:

Presentacion de cancer de mama a temprana edad (menor a los 40 afios
de edad), incluyendo las formas invasivas y ductal del carcinoma de mama.
Dos tumores primarios de mama o cancer de mama Yy ovario/tubas
uterinas/peritoneo, en una misma paciente.

Historia familiar de afectadas (os) con dos tumores primarios de mama o
cancer de mama uly ovario/tubas uterinas/peritoneo, en una misma
paciente, en parientes de 1er, 2° 6 3er grado en la misma rama (materna 6
paterna), o de afectados con otros de los tumores relacionados.

Fenotipo tumoral triple negativo (ausencia de expresion de Her2Neu y
receptores hormonales, siendo éstos progesterona y estrogenos) en
pacientes premenopadusicas.

Paciente del sexo masculino con cancer de mama, independientemente de

la edad de presentacion.

El grupo de pacientes con cancer esporadico fue elegido bajo el unico criterio de

ser pacientes del INCAN con diagnéstico de cualquier tipo de cancer de mama

confirmado. Las muestras de ADN disponibles fueron obtenidas entre los afios
2007 a 2011.
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La obtencion de muestras, asi como el proceso de secuenciacion masiva en
paralelo, que se compone de la construccién de las librerias, la emPCR y la

secuenciacion, fueron llevadas a cabo por la Doctora Rosa Maria Alvarez.
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METODOLOGIA

Obtencién de muestras:

Los pacientes con sospecha de cancer hereditario fueron invitados a participar en
el estudio mediante una carta de consentimiento informado. Tras la aceptacion de
la inclusion al protocolo, se obtuvo una muestra de sangre periférica (6 ml.)

mediante una venopucion con las medidas de asepsia y antisepsia pertinentes.

Para obtener una muestra de los pacientes pertenecientes al grupo con cancer de
mama esporadico se solicitd la utilizacion del banco de ADN de pacientes con
cancer de mama del laboratorio de Unidad de Investigacion Biomeédica en Cancer
(UIBC).

Obtencion de DNA.

Para obtener DNA cuya pureza e integridad fueran de buena calidad se utilizé un
método de extraccion de DNA por medio de perlas magnéticas, esta metodologia
se realiz6 con un equipo automatizado denominado MagNA Pure (Roche), cuyo
fundamento se basa en el rompimiento de las células por medio de detergentes
(Triton X-100), proteinasa K, y separacion de los componentes celulares por
adicién de agentes caotropicos (guanidina); una vez realizado esto, se afaden
perlas magnéticas a la solucion, las cuales se unen por carga al DNA. Estas perlas
magneéticas unidas con el DNA son después separadas del resto de los
componentes por la atracciéon de ellas hacia un iman y después de algunos
lavados, son eluidas. Todos los pasos se realizaron siguiendo las instrucciones del
proveedor.

Para corroborar la calidad del DNA, se establecié tanto su concentracidon asi como

pureza e integridad por medio de espectofotometria con el equipo Epoch y por
electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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Secuenciacion masiva en paralelo.

Se utilizaron 50 ng de DNA de cada paciente.

Se utilizé la plataforma de pirosecuenciacion basada en amplicones (Roche 454
Junior) para la secuenciacion de toda la region codificante asi como de las
regiones intronicas cercanas a las secciones codificantes de ambos genes.

Todos los pasos para la secuenciacion con esta plataforma se realizaron de

acuerdo con las instrucciones del fabricante (Roche).

Construccién de la libreria:

Se comenz6 realizando la curva de calibracion con DNA estandar y se cuantificd
por medio de fluorescencia.

De la misma forma, el DNA de los ocho pacientes de cada corrida se cuantificd
tomando como base la curva de calibracién realizada anteriormente.

Se realiz6 la primer PCR para amplificar los 93 amplicones que cubren toda la
region exdénica de BRCA1 y BRCAZ2 (De Leener et al., 2011) contenidos en cinco
plexes o grupos de amplificacion.

Después de salir la primer PCR, se realizé una dilucién 1:1000 y de ella se utiliz6 1
Ml como templado para comenzar la segunda PCR.

En la segunda PCR se incorporaron los MIDs (ldentificador molecular) o etiquetas
correspondientes para identificar a las muestras de cada paciente. Al terminar, se
trasladaron los cinco plexes de cada paciente para constituir la libreria completa
de cada persona, teniendo al final de este paso ocho tubos.

Seguido de completar las ocho librerias, el DNA de cada una de ellas se purificd
por medio de la adicion de perlas magnéticas previamente vortexeadas. Los tubos
con las librerias y las perlas fueron llevados a un rack acoplado a un iman, en el
cual los tubos permanecieron inméviles mientras en su interior el DNA fue
separado del resto de los componentes de la solucidén gracias a su unién con las
perlas magnéticas y éstas, a su vez, separandose por su union a la pared del tubo
mas cercana al iman. Al encontrarse perfectamente separadas, con una
micropipeta se retird la fase acuosa, y las perlas y el DNA fueron lavados dos

veces. En el siguiente paso, los tubos se sometieron al iman de nuevo, pero esta
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vez para separar las perlas magnéticas del DNA, para ello, se tomo la fase acuosa
y se llevé a un tubo nuevo.

Al encontrarse el DNA libre de contaminantes, se cuantific6 para conocer su
calidad y se tuvo listo para iniciar con la siguiente PCR.

PCR en emulsion (emPCR)

Para realizar la emulsion, el DNA de la libreria se agrego a los tubos contenedores
de perlas de captura, asi como el estuche de amplificacion.

Seguido de esto, se realizé la emulsificacion del contenido y después la
amplificacion. Al terminar, se aseguré de que en ninguno de los tubos existiera un
rompimiento de la emulsion.

Acto seguido, se recuperaron las perlas a través de un tubo colector acoplado por
un lado a una pipeta multicanal y por otro a una trampa de vacio. Al salir las
perlas, se les realizaron multiples lavados.

Para asegurarse de que solo existan perlas con suficiente contenido de DNA para
la secuenciacion, se realiz6 un enriquecimiento de las perlas a través de un
concentrador de particulas magnéticas.

Por ultimo, a las perlas enriquecidas se les adiciono el primer de secuenciacion.

Secuenciacion.

Se inicié con un prelavado del equipo.

Se prepard el dispositivo en el que se inmoviliza el DNA, llamado Pico Titer Plate
(PTP).

Se prepararon las perlas de empaquetamiento, perlas de control y muestra, perlas
que contiene las enzimas y pipiasa.

Se depositaron las cuatro capas de perlas dentro del dispositivo.

Se prepararon los reactivos de secuenciacion.

Se limpié el cartucho de la PTP.

Se comenzod la corrida de secuenciacion.
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Analisis de cada corrida.

Para identificar las VUS se utilizaron los siguientes criterios:

1. Se requiere un minimo de 20 lecturas de cada secuencia.

2. La mutacién necesita estar presente en por lo menos 30% de las lecturas.

3. Por lo menos una de las direcciones (Sentido o Antisentido) debe tener una alta
calidad de secuenciacion.

4. Las variantes en homopolimeros mayores a 6 pares de bases no se toman en

cuenta, por las limitaciones inherentes a esta metodologia.

Busqueda informatica de VUS

Las variantes que pasaron los filtros anteriores, fueron buscadas en las bases de
datos de Breast Cancer Mutation Data Base —-BIC-; y dbSNP Data Base para
saber si ya habian sido previamente referidas y si manejaban un codigo o rs
dentro de la dbSNP. A las VUS que no se encontraron en estas bases de datos se
les consider6 como no reportadas. Una variante fue tomada como no reportada
(NR) en el caso de no encontrarse enlistada con el cambio de secuencia
especifico registrado por la secuenciacion masiva, esto es, desde el cambio de
nucleotido y no sélo por el cambio de aminoacido.

Por ultimo, se obtuvo la frecuencia de todas las variantes encontradas en el

estudio.

Analisis de VUS no reportadas previamente.
Las VUS originadas por una mutacion de sentido erroneo, fueron localizadas a
nivel de la proteina para conocer si formaban parte de algun dominio funcional o si
se encontraban en algun aminoacido que fuera modificado postraduccionalmente
de acuerdo al reporte de Tram, et al. (2013).
Se realizaron analisis in silico con los programas Polyphen-2 y SIFT para predecir

su posible patogenicidad.
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Paralelo a esto, de acuerdo a Ellington y Cherry (2001), se analizaron las
propiedades fisicoquimicas del cambio del aminoacido generado asi como del

original para identificar si compartian o no propiedades en comun.

Determinacion de VUS en cada uno de los pacientes.
Después de identificar todas las mutaciones, se realizd una lista en la que se
incluyé cada una de las mutaciones encontradas en cada paciente comprendido

en el estudio.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Después de realizar la secuenciacion masiva y, tomando en cuenta los criterios
anteriormente mencionados, se obtuvo un total de 174 variantes genéticas en los

genes BRCA1y BRCAZ2 en ambos grupos de pacientes utilizados.

El grupo en el que se encontraron mas variantes fue el de los pacientes con
cancer de mama hereditario (Grafica 1), con 105 variantes (46 en BRCA1 y 59 en
BRCAZ2), mientras que en el grupo de pacientes con cancer de mama esporadico
se encontraron 69 (23 en BRCA1y 46 en BRCAZ2).

# Variantes en ambos grupos con
CaMa
120
100

80
60 | i | | # Variantes BRCA2

Hereditario Esporadico

- .
40 # Variantes BRCA1

20

Grafica 1. Se observa que el numero de variantes encontradas en el grupo
hereditario es mayor que las encontradas en el grupo esporadico.

Todas las variantes encontradas en el estudio, se dividieron de acuerdo al grupo y
al gen en el que se identificaron y se enlistan a continuacion (Tabla 1,2,3 y 4).
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Tabla 1. Variantes de BRCA1 en pacientes mexicanos con sindrome de cancer de
mama/ovario hereditario.

BRCA1 5 g.19027A>G R71G 0.615 SI rs80357382
BRCA1 7 g.21225G>A A102T 0.615 NR NR
BRCA1 7 g.21235A>G Y105C 0.615 Sl rs28897673
BRCA1 7 g.21250A>T K110M 0.615 NR NR
BRCA1 7 g.21298A>G Q126R 0.615 NR NR
BRCA1 7 g.21343A>G E141G 0.615 NR NR
BRCA1 9 g.28202T>C D185D 0.615 NR NR
BRCA1 9 g.28205T>C S186S 0.615 NR -
BRCA1 9 g.28220T>C V191V 0.615 NR NR
BRCA1 11 g.30913A>G R320R 0.615 NR NR
BRCA1 11 g.31020A>G Q356R 3.085 Si rs1799950
BRCA1 11 g.31040A>G N363D 0.615 NR NR
BRCA1 11 g.31236A>G K428R 0.615 NR NR
BRCA1 11 g.31437A>G E495G 0.615 NR NR
BRCA1 11 g.31914A>C K654T 2.465 NR NR
BRCA1 11 g.32030G>A D693N 1.85 Sl rs4986850
BRCA1 11 g.32035C>T S694S 17.28 Sl rs1799949
BRCA1 11 g.32161A>G E736E 0.615 NR -
BRCA1 11 g.2237A>G R762G 0.615 NR NR
BRCA1 11 g.32264T>C L771L 17.28 Sl rs16940
BRCA1 11 g.32565C>T P871L 19.13 Sl -
BRCA1 11 g.32738T>C F929L 0.615 NR NR
BRCA1 11 g.33036G>A R1028H 0.615 Sl rs80357459
BRCA1 11 g.33066A>G E1038G 17.28 Sl rs16941
BRCA1 11 g.33072G>A S1040N 1.23 SI rs4986852
BRCA1 11 g.33353G>A E1134K 0.615 NR NR
BRCA1 11 g.33371A>G S$1140G 0.615 Sl rs2227945
BRCA1 11 g.33446T>C F1165L 0.615 NR NR
BRCA1 11 g.33484T>A F1177L 0.615 NR NR
BRCA1 11 g.33485A>G S1178G 0.615 NR NR
BRCA1 11 g.33501A>G K1183R 17.28 Sl rs16942
BRCA1 11 g.33538T>C H1195H 0.615 NR -
BRCA1 11 g.33619G>A E1222E 0.615 NR NR
BRCA1 11 g.33985T>A D1344E 0.615 NR NR
BRCA1 11 g.34048A>T L1365F 0.615 NR NR
BRCA1 13 g.43031T>C S$1436S 19.135 Sl rs1060915
BRCA1 16 g.54407A>G S$1613G 19.75 Sl rs1799966
BRCA1 16 g.54522C>T S1651F 0.615 SI rs80356938
BRCA1 16 g.54529G>T V1653V 0.615 NR NR
BRCA1 16 g.54538C>T G1656G 0.615 NR NR
BRCA1 19 g.62133A>G E1725E 0.615 NR rs191373374
BRCA1 20 g.68377T7>C V1741A 0.615 NR NR
BRCA1 22 g.76349T7>C F1798L 0.615 NR NR
BRCA1 23 g.77785T>A V1804D 0.615 Sl rs80356920




BRCA1

23

g.77804G>A

V1810V

0.615

NR

NR

BRCA1

24

q.79788C>T

11858

0.615

NR

NR

BIC: Breast Cancer Information Core.

datos dbSNP.

Numero rs dbSNP:Numero de referencia en la base de

g.: secuencia gendémica.

NR:No reportada. -:Aun no tiene rs dentro de la base de datos.

Tabla 2 Variantes de BRCA2 en pacientes mexicanos con cancer de mama/ovario
hereditario.

BRCA2 7 g.11108C>T P202L 0.615 NR NR
BRCA2 9 g.15515A>G S253G 0.615 NR NR
BRCA2 9 g.15535A>G R259R 0.615 NR NR
BRCA2 10 g.16864A>C N289H 7.4 Si rs766173
BRCA2 10 g.16993A>C 1332L 0.615 NR NR
BRCA2 10 g.17052A>C K351N 2.465 NR NR
BRCA2 10 g.17113A>C N372H 22.8 Si rs144848
BRCA2 10 g.17364A>G S4558 6.8 Sl rs1801439
BRCA2 10 g.17563G>C G522R 1.232 Sl rs80358442
BRCA2 10 g.17565T>C G522G 0.615 NR NR
BRCA2 10 g.17592A>C K531N 0.615 NR NR
BRCA2 10 g17707A>G N570D 0.615 NR NR
BRCA2 10 g.17812A>C 1605L 2.465 NR NR
BRCA2 11 g.21069A>G E731E 0.615 NR NR
BRCA2 11 g.21105T>C H743H 6.15 Sl rs1801499
BRCA2 11 g.21833A>C N986T 1.85 NR NR
BRCA2 11 g.21847A>G N991D 6.8 Si rs1799944
BRCA2 11 g.22272A>G K1132K 21.6 Si -
BRCA2 11 g.22371T>C H1165H 0.615 NR NR
BRCA2 11 g.22529G>C G1218A 6.8 NR NR
BRCA2 11 g.22530C>G G1218G 6.15 NR NR
BRCA2 11 g.22683T>C V1269V 15.4 Sl rs543304
BRCA2 11 g.22736A>C N1287T 0.615 NR NR
BRCA2 11 g.23099A>G Q1408R 0.615 NR NR
BRCA2 11 g.23439A>G L1521L 93.8 Sl rs206075
(Homocigo)
BRCA2 11 g.23557C>A H1561N 0.615 Sl rs2219594
BRCA2 11 g.23823A>G K1649K 0.615 NR NR
BRCA2 11 g.23831C>T A1652V 0.615 NR NR
BRCA2 11 g.23867T7>G 11664S 0.615 NR NR
BRCA2 11 g.23984A>G E1703G 0.615 NR NR
BRCA2 11 g.24073T>C S1733P 0.615 NR NR
BRCA2 11 g.24075C>T S1733S 1.235 Sl rs28897734
BRCA2 11 g.24620C>T T1915M 0.615 Si rs4987117
BRCA2 11 g.24818C>T A1981V 0.615 NR NR
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BRCA2 11 g.25288G>T V2138F 0.615 Sl rs11571659
BRCA2 11 g.25389G>C V2171V 100 Sl rs206076
(Homocigo)
BRCA2 11 g.24934G>A E2220K 0.615 NR NR
BRCA2 14 g.39616A>G S24148 20.35 Sl rs1799955
BRCA2 15 g.40982T7>C 12490T 10.45 Si rs11571707
BRCA2 16 g.42280T>C V2545V 0.615 NR NR
BRCA2 16 g.42285A>G K2547R 0.615 NR NR
BRCA2 18 g.47739A>T 12672l 1.232 NR -
BRCA2 18 g.47971A>C K2750Q 0.615 NR NR
BRCA2 20 g.55591A>G K2868E 0.615 NR NR
BRCA2 21 g.61193A>G N2879D 0.615 NR NR
BRCA2 22 g.63933G>T K2950N 1.232 Si rs28897754
BRCA2 22 g.63934G>A A2951T 2.465 Si rs11571769
BRCA2 22 g.64016C>T S2978L 0.615 NR NR
BRCA2 22 g.64017A>C S2978S 0.615 NR -
BRCA2 22 g.64029A>C K2982N 2.465 NR NR
BRCA2 23 g.64334A>G Y3006C 0.615 NR NR
BRCA2 23 g.64410A>G K3031K 0.615 NR NR
BRCA2 23 g.64432C>T P3039S 0.615 NR NR
BRCA2 26 g.81458A>G M3181V 0.615 NR NR
BRCA2 27 g.82911G>A A3293T 0.615 NR NR
BRCA2 27 g.83073A>G 13347V 0.615 NR NR
BRCA2 27 g.83132T>C S3366S 0.615 NR -
BRCA2 27 g.83155C>T T3374l 0.615 Sl rs56309455
BRCA2 27 g.83268A>G 13412V 8.02 Si rs1801426

BIC: Breast Cancer Information Core.

datos dbSNP.

NR:No reportada. - :AlUn no tiene rs dentro de la base de datos.

g.: secuencia gendémica.
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Tabla 3. Variantes en BRCA1 en pacientes mexicanas con cancer de mama.

BRCA1 7 g.21250A>T K110N 1.895 NR
BRCA1 6 g.21253A>G E111G 1.895 NR NR
BRCA1 10 g.29636A>C K223T 1.265 NR NR
BRCA1 11 g.30940T>C N329N 0.632 NR NR
BRCA1 11 g.31020A>G Q356R 2.53 Sl rs1799950
BRCA1 11 g.31914A>C K654T 6.96 NR NR
BRCA1 11 g.32030G>A D693N 0.632 Sl rs4986850
BRCA1 11 g.32035C>T S694S 23.415 Sl rs1799949
BRCA1 11 g.32142A>T E730V 3.16 NR NR
BRCA1 11 g.32264T>C L771L 22.78 Sl rs16940
BRCA1 11 g.32411A>G K820E 0.632 Sl rs56082113
BRCA1 11 g.32455A>G G834G 0.632 NR NR
BRCA1 11 g.32513G>A A854T 0.632 NR NR
BRCA1 11 g.32565C>T P871L 29.745 Sl rs799917
BRCA1 11 g.33066A>G E1038G 24.05 Sl rs16941
BRCA1 11 g.33072G>A S1040N 1.265 Sl rs4986852
BRCA1 11 g.33501A>G K1183R 22.78 SI rs16942
BRCA1 13 g.43031T>C S1436S 25.945 Sl rs1060915
BRCA1 15 g.51013G>T S1512| 0.632 Sl rs1800744
BRCA1 16 g.54410C>T S1587L 0.632 NR NR
BRCA1 16 g.54407A>G S$1613G 27.845 Sl rs1799966
BRCA1 16 g.54438C>G A1623G 0.632 Sl rs80356862
BRCA1 21 g.74417C>T P1776P 0.632 NR NR

NR:No reportada. - :Aun no tiene rs dentro de la base de datos.




Tabla 4. Variantes en BRCAZ2 en pacientes mexicanas con cancer de mama

g.15541T>A A261A NR
BRCA2 10 g.16864A>C N289H 7.59 Sl rs766173
BRCA2 10 g.16955A>C N319T 0.63 Sl rs55939572
BRCA2 10 g.16993A>C 1332L 1.895 NR NR
BRCA2 10 g.17113A>C N372H 24.68 Si rs144848
BRCA2 10 g.17140G>A D381N 0.63 NR NR
BRCA2 10 g.17364A>G S4558 8.225 Sl rs181439
BRCA2 10 g.17805A>T G602G 3.795 NR NR
BRCA2 10 g.17812A>C 1605L 5.695 NR NR
BRCA2 11 g.21105T>C H743H 6.96 Sl rs1801499
BRCA2 11 g.21711A>C K945N 1.265 NR NR
BRCA2 11 g.21833A>C N986T 4.43 NR NR
BRCA2 11 g.21847A>G N991D 7.592 Si rs1799944
BRCA2 11 g.22272A>G K1132K 15.185 NR -
BRCA2 11 g.22355G>A R1160K 0.63 NR  rs183920365
BRCA2 11 g.22683T>C V1269V 11.39 Sl rs543304
BRCA2 11 g.22736A>C N1287T 1.895 NR NR
BRCA2 11 g.23040T>G T1388T 3.16 NR NR
BRCA2 11 g.23439A>G L1521L 98.73 Sl rs206075

(Homozygous)
BRCA2 11 g.24459A>C K1861N 1.265 NR NR
BRCA2 11 g.25358A>G D2161G 0.63 NR NR
BRCA2 11 g.25389G>C V2171V 88.60 Sl rs206076
(Homozygous)

BRCA2 11 g.25425A>G E2183E 0.63 NR -
BRCA2 11 g.25450A>C M2192L 0.63 NR NR
BRCA2 11 g.25477T>A S2201T 0.63 NR NR
BRCA2 12 g.29090A>G 12285V 0.63 Sl rs56272235
BRCA2 13 g.31360A>G D2317G 0.63 NR NR
BRCA2 14 g.39397T>C R2341R 0.63 NR -
BRCA2 14 g.39518T>C F2382| 0.63 NR NR
BRCA2 14 g.39551A>C M2393L 1.895 NR NR
BRCA2 14 g.39616A>G S2414S 13.29 Sl rs1799955
BRCA2 14 g.39656T>G L2428V 0.63 NR NR
BRCA2 15 g.40982T7>C 12490T 11.39 Si rs11571707
BRCA2 18 g.47953A>G R2744G 0.63 NR NR
BRCA2 22 g.63934G>A A2951T 3.795 Yes  rs11571769
BRCA2 22 g.64023A>C K2980N 12.02 NR NR
BRCA2 22 g.64029A>C K2982N 6.96 NR NR
BRCA2 23 g.64414A>C T3033P 1.895 NR NR
BRCA2 24 g.64656G>A V3082V 1.265 NR NR
BRCA2 24 g.64657A>G K3083E 1.265 Sl rs80359190
BRCA2 25 g.79431A>G N3160D 0.63 NR NR
BRCA2 25 g.79444A>C N3164T 1.265 NR NR
BRCA2 27 g.82772C>T A3246A 0.63 Sl rs80359811
BRCA2 27 g.83155C>T T3374l 0.63 Sl rs56309455




BRCA2 27 g.83268A>G 13412V 8.86 SI rs1801426

BRCA2 27 g.83282A>C K3416N 0.63 NR NR

BIC: Breast Cancer Information Core. Numero rs dbSNP:Numero de referencia en la base de
datos dbSNP. g.: secuencia gendémica.

NR:No reportada. - :Aln no tiene rs dentro de la base de datos.

De las 174 variantes encontradas en total, 28 se localizaron en ambos grupos de
pacientes, 11 en BRCA1y 17 en BRCAZ2 (Figuras 7 y 8), por lo que, si se toma en

cuenta solo las variantes diferentes, el niumero se reduce a 146 variantes.

BRCA1

Hereditario Esporadico

35 11 12

U=69

Figura 7. Numero de variantes encontradas en BRCA1 representado por un
diagrama de Venn Euler en donde el conjunto rosa indica al grupo hereditario y el
conjunto verde al grupo esporadico; la interseccion, formada por 11 variantes,
indica que éstas se encontraron en ambos grupos de pacientes.

BRCA2

Hereditario Esporadico

42 17 29

U=105

Figura 8. Numero de variantes encontradas en BRCAZ2 representado por un
diagrama de Venn Euler en donde el conjunto azul indica al grupo hereditario y el
conjunto naranja al grupo esporadico; la interseccion, formada por 17 variantes,
indica que éstas se encontraron en ambos grupos de pacientes.
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Después de la identificacion de todas las variantes, se realizd una busqueda
informatica utilizando las bases de datos BIC y dbSNP con el fin de excluir a
aquellas variantes que ya tuvieran un reporte de identificacion previo. Estos
resultados descartaron a 77 variantes ya publicadas, dejando a 97 variantes
desconocidas, que a partir de ahora seran llamadas en este trabajo como
variantes de significado cinico incierto o VUS.

De las 97 VUS recién descubiertas, 62 se situaron dentro del grupo de pacientes
con cancer de mama hereditario, mientras que las restantes 35 fueron
encontradas en el grupo esporadico (Grafica 2). Nuevamente, 5 VUS se ubicaron
dentro de los dos grupos de pacientes manejados.

Variantes no reportadas (VUS) encontradas
en ambos grupos

70

60

50

40
B VUS BRCA2

30 = VUS BRCA1

20

10

Hereditario Esporadico

Grafica 2. Se observa que el numero de VUS encontradas en el grupo hereditario
es mayor que en el esporadico; no obstante, el numero de VUS encontradas en
BRCAZ2 en ambos grupos es similar, no asi con el numero de VUS encontradas en
BRCA1 en ambos grupos.

Con el fin de conocer las caracteristicas de las nuevas VUS y de predecir el
posible efecto de éstas en la funcion de las proteinas BRCA1 y BRCA2, se
realizaron predicciones in silico con ayuda de los programas Polyphen-2 y SIFT.
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ANALISIS IN SILICO.

El analisis in silico de las VUS no reportadas previamente, reflejé resultados
diferentes de acuerdo al programa utilizado (Figura 9). Los datos completos se
pueden observar en las tablas 5y 6 para BRCA1,y 7 y 8 para BRCA2.

| |
BRCA2 HEREDITARIO
| | BENIGNA
BRCA2 ESPORADICO SINONIMA
| | = pOSIBLE DANINA
BRCA1 HEREDITARIO
| B PROBABLE DANINA
BRCA1 ESPORADICO B ERROR
|
0 5 100 15 20 25 30 35 40
| | | | |
BRCA2 HEREDITARIO -
BRCA2 ESPORADICO
| | | NEUTRAL
BRCA1 HEREDITARIO B DELETEREA
BRCA1 ESPORADICO
|
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Figura 9. Resultados de analisis in silico graficados de acuerdo al programa
computacional utilizado. Se observa que para ambos programas el numero de
VUS dafiinas o deletéreas es mayor en el grupo hereditario, independientemente

del gen en cuestion.
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Tabla 5. VUS en BRCA no reportadas previamente y su impacto funcional de acuerdo a

resultados de analisis in silico en pacientes mexicanos con cancer de mama (grupo

esporadico).
GEN EX MUTACION MUTAC FRECUEN PolyP Patogenici PROVE Patogenici
ON EN DNA ION EN CIA hen dad AN dad
PROTEI % SCOR SCORE
NA N=79 E (SIFT)
BRC 7 g.21250A>T K110N 3.79 0.956 POSIBLE -0.658 NEUTRAL
A1 DANINA
BRC 6 g.21253A>G E111G 3.79 0.817 POSIBLE -0.692 NEUTRAL
A1 DANINA
BRC 10 g.29636A>C K223T 2.53 0.787 POSIBLE -0.738 NEUTRAL
A1 DANINA
BRC 11 g.30940T>C N329N 1.26 SIN SINONIMA 0.000 NEUTRAL

A1
BRC 11 g.31914A>C  K654T 13.92 0.000 BENIGNA -0.100 NEUTRAL
A1

BRC 11 g.32142A>T  E730V 6.32 0.979 PROBABLE -4.662 DELETERE
A1 DARINA A

BRC 11 g.32455A>G  GB834G 1.26 SIN  SINONIMA  0.000  NEUTRAL
A1

BRC 11 @.32513G>A  A854T 1.26 0.000 BENIGNA  3.606  NEUTRAL
A1

BRC 16 g.54410C>T  S1587L 1.26 0.146  BENIGNA  -0.623  NEUTRAL
A1

BRC 21 g.74417C>T P1776P 1.26 SIN  SINONIMA  0.000  NEUTRAL
A1

g.: secuencia gendmica. SIN: sindnima

De las 10 VUS de BRCA1 que no habian sido previamente descritas y que se
encontraron en los pacientes que se etiquetaron dentro del grupo de cancer de
mama esporadico (Tabla 5), sélo la E730V se clasific6 como deletérea y
probablemente dafina para ambos programas computacionales utilizados. El
resto, fueron catalogadas como neutrales para SIFT mientras que para PP-2 tres
fueron posiblemente dafiinas y tres benignas; ya que 3 variantes dieron lugar a un
cambio sindbnimo (N329N, G834G y P1776P), éstas no tuvieron clasificacién pues
PP-2 no realiza el analisis en este tipo de mutaciones.

La VUS E730V se identifico en cinco pacientes de este grupo, y en la proteina se
localiza en el dominio de union a DNA, cuya funcionalidad recae en la reparacion
del DNA dafado al ayudar a la localizacion de éste, por lo que es una VUS que
sobresale del remanente del grupo esporadico. La naturaleza de la cadena lateral
del glutamato lo hace ser un aminoacido polar (al tener una carga parcial negativa
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dada por el oxigeno y una positiva dada por el hidrogeno) con carga negativa a pH
fisiologico; su intercambio por valina, aminoacido no polar, produce un cambio en
sus propiedades quimicas que puede conllevar a un arreglo en su estructura
secundaria para disminuir su interaccion con el agua debido a que ya no puede
interactuar con ella ni con otras moléculas con atomos electronegativos, ni formar
fuerzas electrostaticas.

El resto de las VUS se mencionan de acuerdo al orden seguido en la tabla 5:
K110N se clasifico como posiblemente dafina y neutral, no se localiza en ningun
dominio funcional de la proteina, se encuentra entre el dominio RING y la NLS; el
cambio de aminoacido deja a uno con distintas propiedades, siendo de uno polar
con carga positiva a uno polar sin carga, la lisina es un aminoacido ligeramente
mas hidrofilico que la asparagina (Kyte and Doolittle 1982). Esta variante se
encontro en tres pacientes de este grupo.

E111G se identifico en tres pacientes, no se encontré en ningun dominio funcional;
sin embargo las propiedades del aminoacido original si se vieron afectadas, ya
que el glutamato, como ya se menciond previamente es polar con carga negativa y
la glicina es un aminoacido no polar; no obstante, debido a que la cadena lateral
de la glicina esta compuesta solo por un hidrégeno, su indice de hidrofobicidad no
es tan alto como el de otros aminoacidos (Kyte and Doolittle 1982). Los programas
PP-2 y SIFT la clasificaron como posiblemente dafiina y neutral.

K223T se encontré en dos pacientes. Debido al numero de aminoacido en el que
se presenta la mutacion, no se halla en un dominio funcional, pero segun la
literatura se encuentra dentro de la region en donde esta la NLS (200-300 aa), por
lo que de mutarla, podria dificultar la translocacion de la proteina al nucleo. Se
catalogé como posiblemente dafiina y neutral y pasa de ser un aminoacido polar
con carga positiva a uno polar sin carga.

K654 T es una de las VUS que se identifico en ambos grupos de pacientes (grupo
esporadico y hereditario), aunque en una mayor proporcion en este grupo que en
el hereditario (11 vs 4 pacientes). Se clasifica como benigna y neutral a pesar de

que si cae en el dominio de union a DNA y que si se cambian las caracteristicas
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del aminoacido colocado en esta region, siendo la lisina uno polar con carga
positiva y la treonina uno polar sin carga.

A854T sblo se encontré en un paciente. Se clasific6 como benigna y neutral y, de
la misma manera que la VUS anterior, cae en el dominio de union a DNA y cambia
las propiedades del aminoacido, esta vez de uno no polar a uno polar sin carga, lo
que puede cambiar su conformacion exponiendo al medio un aminoacido que
antes se encontraba oculto.

S1587L dio un cambio de aminoacido de serina a leucina en el codon 1587, ésta
no se localiza en ningun dominio funcional de la proteina, se encuentra entre los
dominios SCDs y BRCT. La naturaleza de la cadena lateral de la serina la hace
ser un aminoacido polar sin carga completa, capaz de interactuar con el agua y
formar puentes de hidrégeno; su intercambio por leucina, aminoacido no polar,
produce un cambio en sus propiedades quimicas que puede conllevar a un arreglo
en su estructura secundaria para disminuir su interaccion con el agua asi como de

otras moléculas con atomos electronegativos.

K110N K223T K654T A854T
") |7
| 1 R | R
RING :NLSI c ¢
1 TI|T
IR )
E1116G E730V S1587L

Figura 10. Localizacion de VUS de sentido errébneo encontradas en el grupo
esporadico a nivel de la proteina BRCA1. Se identificaron cuatro VUS fuera de los
dominios funcionales y tres VUS formando parte del dominio de unién a DNA.
NLS:Sefial de localizacion nuclear. SCD: Cluster de Serina-Treonina.
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Tabla 6. VUS en BRCAI no reportadas previamente y su impacto funcional de acuerdo a
resultados de analisis in silico en pacientes mexicanos con sindrome de cancer de
mama/ovario hereditario (grupo hereditario).

GEN EXO MUTACION MUTA FRECUE Poly Patogenicid PROV Patogenicid
N EN DNA CION NCIA Phen ad EAN ad

EN % 2 (SIFT)

PROTE (N=81) SCO SCOR

INA RE E
BRC 7 g.21225G>A  A102T 1.23 0.98 PROBABLE -0.371 NEUTRAL
A1 5 DANINA
BRC 7 g.21250A>T K110M 1.23 0.99 PROBABLE -0.748 NEUTRAL
A1 9 DANINA
BRC 7 g.21298A>G Q126R 1.23 0.95 POSIBLE -0.561 NEUTRAL
A1 6 DANINA
BRC 7 g.21343A>G E141G 1.23 0.49 POSIBLE -0.937 NEUTRAL
A1 5 D{-\NINA
BRC 9 g.28202T>C D185D 1.23 SIN SINONIMA 0.000 NEUTRAL
A1
BRC 9 g.28220T>C V191V 1.23 SIN SINONIMA 0.000 NEUTRAL
A1
BRC 11 g.30913A>G  R320R 1.23 SIN SINONIMA 0.000 NEUTRAL
A1
BRC 11 g.31040A>G  N363D 1.23 0.01 BENIGNA -2.296 NEUTRAL
A1 4
BRC 11 g.31236A>G  K428R 1.23 0.99 PROBABLE -2.843 DELETEREA
A1 8 DANINA
BRC 11 g.31437A>G  E495G 1.23 0.70 POSIBLE -5.962 DELETEREA
A1 7 DANINA
BRC 11 g.31914A>C  K654T 4.93 0.00 BENIGNA  -0.100 NEUTRAL
A1 0
BRC 11 g.2237A>G R762G 1.23 0.07 BENIGNA  -5.736 DELETEREA
A1 5
BRC 11 g.32738T>C  F929L 1.23 0.07 BENIGNA -3.248 DELETEREA
A1 8
BRC 11 g.33353G>A  E1134 1.23 0.94 POSIBLE -3.290 DELETEREA
A1 K 7 DANINA
BRC 11 g.33446T>C F1165L 1.23 0.97 PROBABLE -5.099 DELETEREA
A1 5 DANINA
BRC 11 g.33484T>A F1177L 1.23 1.00 PROBABLE -4.922 DELETEREA
A1 0 DANINA
BRC 11 g.33485A>G  S1178 1.23 0.03 BENIGNA  -2.689 DELETEREA
A1 G 9
BRC 11 g.33619G>A  E1222 1.23 SIN  SINONIMA 0.000 NEUTRAL
A1 E
BRC 11 g.33985T>A D1344 1.23 0.00 BENIGNA -0.704 NEUTRAL
A1 E 2
BRC 11 g.34048A>T L1365F 1.23 0.94 POSIBLE -0.611 NEUTRAL
A1 7 DANINA
BRC 16  g.54529G>T V1653 1.23 SIN  SINONIMA 0.000 NEUTRAL
A1 \Y
BRC 16 g.54538C>T G1656 1.23 SIN  SINONIMA 0.000 NEUTRAL
A1 G
BRC 20 g.68377T>C V1741 1.23 0.09 BENIGNA -0.727 NEUTRAL
A1 A 8
BRC 22 g.76349T>C  F1798L 1.23 0.60 POSIBLE -0.456 NEUTRAL
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A1 8 DANINA

BRC 23 g77804G>A V1810 123  SIN SINONIMA  0.000  NEUTRAL
A1 %

BRC 24 g79788C>T 118581 123  SIN  SINONIMA  0.000  NEUTRAL
A1

g.: secuencia gendmica. SIN: sindnima

A diferencia del grupo esporadico, el numero de VUS de BRCA1 encontradas
dentro del grupo de cancer de mama y ovario hereditario sin previo reporte fue
mucho mayor (Tabla 6), encontrandose 26 variantes que el programa SIFT
catalogé como: 18 neutrales y 8 deletéreas, mientras que PolyPhen-2 las dividio
en 8 sindnimas, 7 benignas, 6 posiblemente dafinas y 5 probablemente dafinas.
Cada una de las VUS de este grupo fue localizada en un solo paciente diferente, a
excepcion de la K654T, que se encontrd en 4.

La primera variante enlistada, A102T y clasificada por PP-2 como probablemente
danina y por SIFT como neutral, no se situa en un dominio funcional, pero se
encuentra a 6 aminoacidos de distancia del inicio del dominio RING. Alanina es un
aminoacido no polar, mientras que treonina es un aminoacido polar sin carga, por
lo que cambiaria la conformacion de la proteina al exhibir ahora este aminoacido
capaz de formar interacciones electrostaticas e interactuar con el agua.

K110M se clasifico como probablemente dafina y neutral, no se localiza en un
dominio funcional, aunque se encuentra a 14 aminoacidos de distancia del final del
dominio RING. Se muta una lisina, aminoacido polar con carga positiva por una
metionina, aminoacido no polar, esto tiene como consecuencia un cambio en la
polaridad del residuo, por lo que se disminuiria su exposicion al agua.

Q126R catalogada como posiblemente dafina y neutral, no cae en un dominio
funcional de la proteina, y el cambio de aminoacido pasa de ser de un polar sin
carga a un polar con carga positiva.

E141G clasificada como probablemente dafina y neutral, no se localiza en un
dominio funcional, se encuentra entre RING y la NLS. El glutamato es un
aminoacido polar con carga negativa mientras que la glicina es no polar, esta
mutacién también cambia la polaridad.

N363D no cae en un dominio funcional, pero si cambia las caracteristicas del

aminoacido, pasa de ser un polar sin carga a un polar con carga negativa; sin
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embargo el area de ambos es muy parecida, siendo un poco mayor la del
aminoacido original(Ellington and Cherry 2001). Se clasifica como benigna y
neutral.

K428R fue una de las VUS clasificada como probablemente dafiina y deletérea
para ambos programas a pesar de que no se encuentra en un dominio funcional,
estd a 24 aminoacidos de distancia del sitio de union a DNA; y el cambio de
aminoacido deja a uno con las mismas caracteristicas quimicas que el original,
siendo ambos polares y con carga positiva; espacialmente, la arginina ocupa un
area mayor que la lisina(Ellington and Cherry 2001).

E495G se clasifica como posiblemente dafina y deletérea; sin embargo, esta VUS
si forma parte del dominio de union a DNA y las caracteristicas de ambos
aminoacidos si difieren, siendo el original un aminoacido polar con carga negativa
y la mutacion, una glicina no polar. Debido a la sencillez de la cadena lateral de la
glicina, éste aminoacido ocupa un area mucho menor a la del original(Ellington
and Cherry 2001).

K654T, como se menciond antes, se encontrdo también en el grupo esporadico,
aunque con una menor frecuencia, encontrandose aqui en 4 pacientes. Se
clasifico como benigna y neutral.

R762G resulto ser benigna para PP-2 y deletérea para SIFT, se localiza dentro del
dominio de unidon a DNA y cambia de un aminoacido polar cargado positivamente
a un no polar.

FO29L se etiquetd como deletérea y neutral. Se localiza dentro del dominio de
unidén a DNA y el cambio de aminoacido deja a otro con las mismas propiedades,
ambos no son polares; sin embargo, el aminoacido original es aromatico y el
mutado no, y su area es un 20% menor a la fenilalanina (Ellington and Cherry
2001).

E1134K obtuvo una clasificaciéon de posiblemente dafina y deletérea, aun cuando
esta VUS no cae en ningun dominio, pero si cambia de un aminoacido polar
cargado negativamente a uno cargado positivamente. Espacialmente, su area es

practicamente igual(Ellington and Cherry 2001).
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F1165L no se encuentra en un dominio y se sustituye un aminoacido aromatico no
polar por uno que tampoco lo es, no obstante se clasificO como probablemente
dafiina y deletérea.

F1177L es la unica VUS de BRCA1 que PP-2 clasific6 como probablemente
dafina con una puntuacién de 1.000, ademas de ello, SIFT también la clasifico
como deletérea; sin embargo, no se encuentra dentro de ningun dominio funcional
sino que esta entre el dominio de unién a DNA y el SCD. En cuanto al cambio de
aminoacidos, ambos son no polares, aunque el primero es aromatico y el segundo
no.

S1178G es benigna para PP-2 y deletérea para SIFT, no se localiza en un dominio
y la mutacién hace que el aminoacido polar sin carga pase a ser un no polar.
D1344E se localiza dentro del dominio SCD, el cambio deja a un nuevo
aminoacido con las mismas propiedades quimicas que el original, ya que ambos
son polares cargados negativamente. Se clasifica como benigna y neutral.

L1365F se cataloga como posiblemente daiina y neutral, cae en el dominio SCD y
pasa de ser un aminoacido no polar a uno igual pero con un anillo aromatico.
V1741A se localiza en el dominio BRCT, y ambos aminoacidos, tanto el original
como el nuevo son no polares, diferenciandose en que el aminoacido original tiene
como cadena lateral un isopropilo y el mutado un metilo. Se etiqueté como
benigna y neutral.

F1798L se cataloga como posiblemente dafina y neutral, se localiza en el dominio
BRCT y se deja a un aminoacido con las mismas propiedades que el original,
ambos siendo no polares.

Las VUS sindénimas que se encontraron en este grupo son D185D, V191V, R320R,
E1222E, V1653V, G1656G, V1810V e 11858Il, las ultimas 3 son las que se

localizan en un dominio funcional, en el BRCT.
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Figura 11. Localizacion de VUS de sentido erroneo encontradas en el grupo
hereditario a nivel de la proteina BRCA1. Se identificaron diez VUS fuera de los
dominios funcionales y ocho VUS formando parte de dominios de la proteina:
cuatro en el dominio de unién a DNA, dos en el dominio SCD y dos en el dominio
BRCT.

NLS:Sefal de localizacion nuclear. SCD: Cluster de Serina-Treonina.
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Tabla 7. VUS en BRCAZ2 no reportadas previamente y su impacto funcional de acuerdo a
resultados de analisis in silico en pacientes mexicanos con cancer de mama (grupo

esporadico).
GEN EX MUTACION MUTAC FREC PolyPh Patogenici PROVE Patogenici
ON EN DNA ION EN UENCI en dad AN dad
PROTEI A SCORE SCORE
NA % (SIFT)
N=79
BRCA 9 g.15541T>A  A261A 126  SIN SINONIMA  0.000 NEUTRAL

BRCA 10 g.16993A>C 1332L 3.79 0.131 BENIGNA -0.342 NEUTRAL
BRCA 10 g.17113A>C  DS381N 1.26 0.144 BENIGNA -0.950 NEUTRAL
BRCA 10 g.17805A>T G602G 759 SIN SINONIMA  0.000 NEUTRAL
BRCA 10 g.17812A>C 1605L 11.39 0.002 BENIGNA -0.116 NEUTRAL
BRCA 11 g.21711A>C  KO945N 2.53 0.006 BENIGNA  -2.293 NEUTRAL

BRCA 11 g.21833A>C  N986T 8.86 0.910 POSIBLE -3.807 DELETERE

2 DANINA A
BRCA 11 g.22736A>C  N1287T 3.79 0.728 POSIBLE -3.344 DELETERE
2 DANINA A

BRCA 11  g.23040T>G  T1388T 6.32 SIN SINONIMA  0.000 NEUTRAL
BRCA 11  g.24459A>C K1861N 2.53 0.223 BENIGNA  -3.549 DELETERE
BR2CA 11 g.25358A>G D2161G 1.26 0.005 BENIGNA  -1.332 ﬁI\EUTRAL
BRCA 11  g.25450A>C M2192L 1.26 0.007 BENIGNA -0.462 NEUTRAL

BRCA 11  g.25477T>A  S2201T 1.26 0.759 POSIBLE -0.523 NEUTRAL

2 DANINA

BRCA 13 g.31360A>G D2317G 1.26 1.000 PROBABL -1.868 NEUTRAL
2 E DANINA

BRCA 14 g.39518T>C  F2382| 1.26 0.483 POSIBLE -1.166 NEUTRAL
2 DANINA

BRCA 14 g.39551A>C M2393L 3.79 0.031 BENIGNA -0.563 NEUTRAL
BRCA 14 g.39656T>G L2428V 1.26 0.134 BENIGNA -0.520 NEUTRAL

BRCA 18 g.47953A>G R2744G 1.26 0.996 PROBABL -1.875 NEUTRAL

2 E DANINA

BRCA 22 g.64023A>C K2980N 5.06 0.848 POSIBLE -1.216 NEUTRAL
2 DANINA

BRCA 22 g.64029A>C K2982N  13.92 0.990 PROBABL -1.012 NEUTRAL
2 E DANINA

BRCA 23 g.64414A>C T3033P 3.79 1.000 PROBABL -1.584 NEUTRAL
2 E DANINA

BRCA 24 g.64656G>A V3082V 253 SIN SINONIMA  0.000 NEUTRAL
2

BRCA 25 g.79431A>G N3160D 1.26 0.619 POSIBLE -1.271 NEUTRAL
2 DANINA
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BRCA 25 g.79444A>C N3164T  2.53 0.433 BENIGNA  -1.311 NEUTRAL
2
BRCA 27 g.83282A>C K3416N 1.26 0.002 BENIGNA 0.101 NEUTRAL
2

g.: secuencia gendmica. SIN: sindnima

En BRCAZ2 se encontraron 25 VUS dentro del grupo de cancer de mama
esporadico (Tabla 7); la mayoria fueron agrupadas como benignas o neutrales de
acuerdo al programa utilizado y solo tres se etiquetaron como deletéreas y cuatro
como probablemente dafinas, no obstante, las VUS que etiqueté SIFT como
deletéreas, no fueron las que etiqueté PP-2 como probablemente dafinas, por lo
que los programas no coincidieron en la “patogenicidad” de esas VUS.

De las 25 VUS identificadas, se encontraron cuatro sinonimas (A261A, G602G,
T1388T y V3082V), y sélo una de ellas se localiza en un dominio, en la segunda
region OB de dominio de unién a DNA. Cuatro de las VUS encontradas en este
grupo, también se encontraron en el grupo hereditario.

Llevando el orden de la tabla 7 y excluyendo a las mutaciones sinénimas, la primer
VUS identificada es 1332L, que se encontrd en tres pacientes y se catalogd como
benigna y neutral por los programas computacionales utilizados. Esta VUS no se
encuentra en un dominio funcional de la proteina, y el cambio de aminoacido deja
a otro con las mismas caracteristicas, siendo ambos no polares.

D381N también se clasifico como benigna y neutral, no se localiza en un dominio
funcional, y el cambio de aspartato, un aminoacido polar con carga positiva, por
una asparagina, aminoacido polar sin carga, podria disminuir las interacciones
electrostaticas que pudiera tener con alguna proteina, pero aumentarian los
puentes de hidrogeno que pueden formarse. Se identific solo en un paciente.
I605L es una de las VUS que se identific6 en ambos grupos de pacientes, con una
frecuencia mayor en éste que en el hereditario (9 vs 4). Se catalogdé como benigna
y neutral, no se encuentra formando parte de un dominio funcional y el cambio de
aminoacido deja a otro con las mismas propiedades, ambos son no polares.
K945N se identifico en dos pacientes de este grupo y se clasifico como benigna y

neutral. Aunque no se encuentra en un dominio funcional, tiene una cercania de

55



57 aminoacidos con la primer copia BRC. El aminoacido original es una lisina polar
cargada negativamente y la mutacion deja a una asparagina polar sin carga.
NO86T es otra de las VUS que se identific6 en ambos grupos de pacientes,
también manejando una frecuencia mayor en este grupo que en el otro (7 vs 3).
Se catalogd como posiblemente dafina y deletérea, no se localiza en un dominio y
hay un cambio de aminoacido por otro con las mismas propiedades que el
aminoacido original, ambos siendo polares sin carga.

N1287T también se encontr6 en ambos grupos de pacientes y, de la misma
manera, con una mayor frecuencia en este grupo (3 vs 1); también se clasificd
como posiblemente dafina y deletérea, aunque tampoco se localiza en un
dominio, sino que se encuentra entre la segunda y tercera copia BRC. Sobre las
caracteristicas de los aminoacidos, ambos son polares sin carga.

K1861N sdélo se encontré en dos pacientes de este grupo, su clasificacion fue la
de benigna y deletérea, ésta se localiza en la sexta copia del dominio BRC y va de
un aminoacido original que es polar con carga positiva a uno polar sin carga.
D2161G se identificé en un paciente y se clasifico como benigna y neutral, no se
localizé en ningun dominio y el aminoacido pasa de ser originalmente uno polar
con carga negativa a uno no polar.

M2192L también identificada en un paciente y catalogada como benigna y neutral,
no se encontré en un dominio funcional y tanto el aminoacido original como el
mutado son no polares.

S2201T se clasifico como posiblemente dafina y neutral, no se encontré en un
dominio y ambos aminoacidos, el original y el mutado tienen las mismas
propiedades, siendo polares sin carga. Esta VUS sodlo se identificd en un paciente.
D2317G fue una de las dos VUS de BRCAZ2 de este grupo que fueron clasificadas
por el programa PP-2 como probablemente dafinas con una puntuacion de 1.000,
mientras que SIFT la catalogé como neutral. La mutacion no se localizé dentro de
un dominio funcional pero las propiedades del aminoacido mutado si cambian, ya
que el aminoacido original era un polar con carga negativa y el mutado es un no

polar. Sélo se identificé en un paciente.
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F2382] se clasifico6 como posiblemente dafina y neutral, no cae en dominio
funcional y ambos aminoacidos tienen la propiedad de ser no polares; aunque
tienen como diferencia que la fenilalanina tiene en su cadena lateral un anillo
aromatico y la isoleucina no tiene esa estructura. También se encontr6 so6lo en un
paciente.

M2393L se clasificé como benigna y neutral y se identifico en tres pacientes, no se
localiza dentro de un dominio funcional y tanto el aminoacido original como el
mutado comparten la propiedad de ser no polares.

L2428V se clasific6 como benigna y neutral y se encuentra a 51 aminoacidos de
distancia del inicio del dominio de union a DNA en la regién Helicoidal por lo que
no se localiza en un dominio funcional, el cambio de aminoacido deja a otro con
las mismas propiedades pues ambos aminoacidos son no polares. La mutacion
so6lo se identificé en un paciente.

R2744G se catalogdb como probablemente danina y neutral y se identificé en un
paciente. Esta VUS si forma parte del dominio de union a DNA en la region OB, y
paso de ser un aminoacido polar cargado positivamente a uno no polar.

K2980N se identificd en cuatro pacientes y se clasificé como posiblemente dafina
y neutral, también forma parte del dominio de unién a DNA pero en la region TOB,
y el cambio de aminoacido tiene como consecuencia un cambio en la carga del
aminoacido, siendo el original un aminoacido polar con carga positiva y el mutado
un aminoacido sin carga.

K2982N se identifico en 11 pacientes y forma parte de las VUS que se
encontraron tanto en el grupo esporadico como en el hereditario. Se clasificé como
probablemente dafina y neutral, vy, al igual que la VUS anterior, forma parte del
dominio de unién a DNA en la region TOB, y pasa de ser un aminoacido polar con
carga positiva a uno polar sin carga.

T3033P fue la segunda VUS encontrada en este grupo que fue catalogada por PP-
2 como probablemente dafina con un puntaje de 1.000 y neutral por SIFT, se
identifico en tres personas y también se localiza en el dominio de unién a DNA en
la regidn TOB; el cambio de aminoacido modifica las propiedades del original, ya

que treonina es polar sin carga y prolina es no polar, ademas, debido a que la
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cadena lateral de la prolina esta formada por una estructura cerrada, se provoca
una reduccidn en la flexibilidad estructural en esta region, que también pudiera ser
un impedimento para unirse al DNA.

N3160D se identificé en un paciente y se clasificO como posiblemente dafina y
neutral, también se localiza en el dominio de union a DNA pero en la segunda
region denominada OB; la mutacion tiene como consecuencia un cambio de un
aminoacido polar sin carga a uno polar con carga negativa.

N3164T se clasificd como benigna y neutral, y también forma parte del dominio de
unidén a DNA al localizarse en la segunda region OB, y el cambio de aminoacido
deja a otro con las mismas propiedades que el original, ambos siendo polares sin
carga. Esta VUS se encontr6 en dos pacientes.

K3416N se catalogéb como benigna y neutral y solo se encontr6 en un paciente. En
cuanto a sus caracteristicas, no forma parte de un dominio y el cambio de
aminoacido tiene como consecuencia una modificacion en las propiedades
quimicas, teniendo antes a un aminoacido polar con carga positiva y ahora a uno

polar sin carga.

N986T D2317G
20T | 031 T3033P
D38IN 1605 K945N| N1287T K1861N D21 r R2744G Kzgng N3160D K3416N
| | |
T
ciones H o
B

| N ) I I e AT
|

I33I2L m M2192\U Union a DNA NI?,1547
428V

L K2980N
RAD51

F23821

Figura 12. Localizacion de VUS de sentido errébneo encontradas en el grupo
esporadico a nivel de la proteina BRCA2. Se encuentran 14 VUS fuera de los
dominios funcionales, mientras que una se encontro en la sexta repeticion BRC, y
seis en el dominio de union a DNA.
NLS: Sefial de localizacion nuclear.
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Tabla 8. VUS en BRCAZ2 no reportadas previamente y su impacto funcional de acuerdo a
resultados de analisis in silico en pacientes mexicanos con sindrome de cancer de
mama/ovario hereditario (grupo hereditario).

GEN EXO MUTACION MUTA FRECUE PolyPh Patogenicid PROVE Patogenicida
N EN DNA CION NCIA en2 ad AN d

EN % SCOR (SIFT)

PROT (N=81) E SCORE

EINA
BRCA 7 g.11108C>T P202L 1.23 1.000 PROBABL -2.521 DELETEREA
2 E DANINA
BRCA 9 g.15515A>G S253G 1.23 0.118 BENIGNA -0.658 NEUTRAL
2
BRCA 9 g.15535A>G R259R 1.23 SIN SINONIMA  0.000 NEUTRAL
2
BRCA 10 g.16993A>C  1332L 1.23 0.131 BENIGNA -0.342 NEUTRAL
2
BRCA 10 g.17052A>C K351N 4.93 0.651 POSIBLE -0.643 NEUTRAL
2 DANINA
BRCA 10 g.17565T>C G522 1.23 SIN SINONIMA  0.000 NEUTRAL
2 G
BRCA 10 g.17592A>C K531N 1.23 0.118 BENIGNA  -0.433 NEUTRAL
2
BRCA 10 g17707A>G  N570D 1.23 0.023 BENIGNA -0.472 NEUTRAL
2
BRCA 10 g.17812A>C  1605L 4.93 0.002 BENIGNA -0.116 NEUTRAL
2
BRCA 11 g.21069A>G E731E 1.23 SIN SINONIMA 0.000 NEUTRAL
2
BRCA 11 g.21833A>C N986T 3.70 0.910 POSIBLE -3.807 DELETEREA
2 DANINA
BRCA 11 g.22371T>C  H1165 1.23 SIN SINONIMA  0.000 NEUTRAL
2 H
BRCA 11 g.22529G>C G1218 13.6 1.000 PROBABL -5.666 DELETEREA
2 A EDANINA
BRCA 11 g.22530C>G G1218 12.3 SIN SINONIMA  0.000 NEUTRAL
2 G
BRCA 11 g.22736A>C  N1287 1.23 0.728 POSIBLE -3.344 DELETEREA
2 T DANINA
BRCA 11 g.23099A>G Q1408 1.23 0.9333  POSIBLE -2.966 DELETEREA
2 R DANINA
BRCA 11 g.23823A>G K1649 1.23 0.000  SINONIMA 0.000 NEUTRAL
2 K
BRCA 11 g.23831C>T A1652 1.23 0.005 BENIGNA -0.309 NEUTRAL
2 \
BRCA 11 g.23867T>G 11664S 1.23 0.010 BENIGNA -3.212 DELETEREA
2
BRCA 11 g.23984A>G E1703 1.23 0.016 BENIGNA -4.056 DELETEREA
2 G
BRCA 11 g.24073T>C  S1733 1.23 0.159 BENIGNA -3.287 DELETEREA
2 P
BRCA 11 g.24818C>T  A1981 1.23 1.000 PROBABL -3.927 DELETEREA
2 \ E DANINA
BRCA 11 g.24934G>A E2220 1.23 0.647 POSIBLE -1.073 NEUTRAL
2 K DANINA
BRCA 16 g.42280T>C V2545 1.23 0.000  SINONIMA 0.000 NEUTRAL
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2 \
BRCA 16 g.42285A>G  K2547 1.23 0.935 POSIBLE -0.862 NEUTRAL

2 R DANINA

BRCA 18 g.47971A>C  K2750 1.23 1.000 PROBABL -1.189 NEUTRAL
2 Q E DANINA

BRCA 20 g.55591A>G K2868 1.23 0.998 PROBABL -1.173 NEUTRAL
2 E E DANINA

BRCA 21 g.61193A>G N2879 1.23 0.013  BENIGNA -0.342 NEUTRAL
2 D

BRCA 22 g.64016C>T S2978 1.23 0.039 BENIGNA -0.940 NEUTRAL
2 L

BRCA 22 g.64029A>C  K2982 4.93 0.990 PROBABL -1.012 NEUTRAL
2 N E DANINA

BRCA 23 g.64334A>G Y3006 1.23 0.999 PROBABL -2.376 NEUTRAL

2 Cc E DANINA

BRCA 23 g.64410A>G  K3031 1.23 0.000  SINONIMA 0.000 NEUTRAL

2 K
BRCA 23 g.64432C>T P3039 1.23 0.138 BENIGNA  -1.729 NEUTRAL
2 S

BRCA 26 g.81458A>G M3181 1.23 0.010 BENIGNA -0.393 NEUTRAL
2 \Y

BRCA 27 g.82911G>A A3293 1.23 0.997 PROBABL -1.161 NEUTRAL
2 T E DANINA

BRCA 27 g.83073A>G 13347V 1.23 ERRO ERROR -0.290 NEUTRAL
2 R

g.: secuencia gendmica. SIN: sindnima

En cuanto a las 36 VUS de BRCAZ identificadas en el grupo de pacientes con
cancer de mamal/ovario hereditario, el programa SIFT catalogd a 27 de ellas como
neutrales y a nueve como deletéreas, mientras que PP-2 las clasific6 como 13
benignas, seis posiblemente dafinas, ocho probablemente dafiinas, ocho
sinbnimas y un error.

Las VUS sinénimas fueron R259R, G522G, E731E, H1165H, G1218G, K1649K,
V2545V y K3031K. G1218G segunda copia BRC, V2545V en dominio de union a
DNA en H, y K3031K en dominio de union a DNA en TOB.

La primer variante en este grupo es P202L, que se identificé en un paciente y se
clasifico como probablemente dafina y deletérea, es una de las cuatro VUS a las
que PP-2 dio un puntaje de 1.000; aunque no forma parte de un dominio y tanto
las caracteristicas del aminoacido original como las del mutado son las mismas, ya
gue ambos tienen la propiedad de ser no polares.

S253G se identifico en una sola persona y se clasifico como benigna y neutral, no
se localizé en un dominio y se cambié un aminoacido polar sin carga por uno no

polar cuya cadena lateral solo esta constituida por un hidrégeno.
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I332L también se identificd en un paciente y se clasific6 como benigna y neutral,
no se encontrd en un dominio y tanto el aminoacido original como el ahora mutado
tienen las mismas propiedades hidrofébicas.

K351N se encontrd en cuatro pacientes y se catalogé como posiblemente dafiina y
neutral, no forman parte de un dominio y las propiedades del aminoacido original
cambian, pasando de una lisina que es polar con carga positiva a una asparagina
polar sin carga.

N570D también se clasifico como benigna y neutral, no se localizé en un dominio y
pasa de ser un aminoacido polar sin carga a uno polar con carga negativa. Soélo se
encontré en un paciente.

I605L como se menciond en el grupo esporadico, es una de las cuatro VUS de
BRCAZ2 sin previo reporte que se identificaron en ambos grupos y se catalogd
como benigna y neutral. En este grupo se identifico en cuatro pacientes.

N986T también forma parte de las VUS identificadas tanto en el grupo esporadico
como en el hereditario, y se clasifico como posiblemente dafina y deletérea.
Dentro del grupo hereditario se encontrd en tres pacientes.

G1218A se clasificd como probablemente dafiina con una puntuacion de 1.000 y
deletérea, esta VUS forma parte de la segunda copia BRC y tanto la glicina como
la alanina comparten las mismas propiedades, ambos siendo no polares. Fue
identificada en 11 pacientes.

N1287T es la tercera VUS que se encuentra en ambos grupos de pacientes, con
s6lo un paciente en el grupo hereditario. Se clasific6 como posiblemente dafiina y
deletérea.

Q1408R se identificé en un paciente y se clasific6 como posiblemente dafiina y
deletérea. Se localizdé a 10 aminoacidos de distancia del inicio de la tercera copia
BRC, y cambia de un aminoacido polar sin carga a uno polar con carga positiva,
ademas aumenta la superficie del aminoacido nuevo en un 25%.

A1652V se clasifico como benigna y neutral y se encontré en un paciente. Se situo
a 12 aminoacidos de distancia de la quinta repeticion BRC y tanto alanina como

valina se clasifican como no polares.
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11664S se identificd en un paciente y se clasific6 como benigna y deletérea. Esta
VUS forma parte de la quinta repeticion BRC siendo el primer aminoacido de ésta,
la mutacién cambia las propiedades del aminoacido de uno no polar a uno polar
sin carga.

E1703G se encontré en un paciente y también se clasific6 como benigna y
deletérea; en cuanto a su localizacion, no forma parte de un dominio y el cambio
de aminoacido tiene como consecuencia una modificacidén en la polaridad, ya que
glutamato es un aminoacido polar con carga negativa y glicina es no polar,
ademas de esto, espacialmente disminuye su area (Ellington and Cherry 2001) a
menos de la mitad debido a que glicina es el aminoacido mas sencillo y su cadena
lateral solo esta formada por un hidrégeno.

S1733P se identificd en un paciente y se clasific6 como benigna y deletérea. No
se localiza en un dominio y el aminoacido original que era polar sin carga ahora es
un no polar.

A1981V es la tercera VUS de BRCAZ2 en este grupo que PP-2 clasific6 como
probablemente dafina con un puntaje de 1.000, ademas SIFT también la clasificd
como deletérea. Se encuentra formando parte de la séptima repeticion de BRC, y
tanto el aminoacido original como el ahora mutado tienen la caracteristica de ser
no polares. Solo fue identificada en un paciente.

E2220K se encontré en un paciente y se clasific6 como posiblemente dafina y
neutral. No se localiza en un dominio funcional y se da un cambio de aminoacido
polar con carga negativa a uno polar con carga positiva.

K2547R se identificé en un paciente y se catalogd como posiblemente dafina y
neutral. Forma parte del dominio de unién a DNA por localizarse en la region
helicoidal o H y tanto la lisina como la arginina son aminoacidos polares con carga
positiva.

K2750Q se encontré en un paciente y se clasific6 como probablemente dafina y
neutral. Se localiza en la region OB que forma parte del dominio de union a DNA y
la mutacién hace que el aminoacido original pase der un polar con carga positiva a

un polar sin carga.
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K2868E se identificd en un paciente y se clasific6 como probablemente dafina y
neutral y se localiza en la region TOB que forma parte del dominio de unién a
DNA; como consecuencia de la mutaciéon se cambidé de un aminoacido polar con
carga positiva a uno polar con carga negativa.

N2879D se identific6 en un paciente y se clasific6 como benigna y neutral. Se
localiza en la region TOB que forma parte del dominio de unién a DNA y la
mutacion tuvo como consecuencia un cambio de un aminoacido polar sin carga a
uno polar con carga negativa.

S2978L se encontrd en un paciente y se clasific6 como benigna y neutral. Se
ubico en la region TOB que se encuentra dentro del dominio de unién a DNA; la
mutacion hace que la serina, que es un aminoacido polar sin carga, se transforme
en leucina, que es un aminoacido no polar.

K2982N es la ultima VUS que se identifico tanto en el grupo esporadico como en
el hereditario, en el cual se encontré en cuatro pacientes. Su clasificacion fue la de
probablemente dafina y neutral y se localiz6 en la region TOB que forma parte del
dominio de union a DNA, la mutacion tuvo como consecuencia que un aminoacido
pasara de ser polar con carga positiva a polar sin carga.

Y3006C se identificé en un paciente y se clasific6 como probablemente dafina y
neutral, no se localiza dentro de un dominio funcional y tanto la tirosina como la
cisteina son aminoacidos polares sin carga; no obstante el segundo no es
aromatico y el original si.

P3039S se identificé en un paciente y se clasific6 como benigna y neutral, se
localizé en la region TOB que forma parte del dominio de union a DNA y el cambio
de aminoacido deja a otro con una propiedad diferente, ya que la prolina es no
polar y la serina es polar sin carga.

M3181V se identifico en un paciente y se clasific6 como benigna y neutral, se
localiza fuera de los dominios de la proteina y la mutacion deja a un nuevo
aminoacido que mantiene las propiedades quimicas del original, siendo ambos no
polares.

A3293T se identificé en un paciente y se clasific6 como probablemente dafina y

neutral. Sobre su localizacion, no se encuentra dentro de un dominio funcional y la
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mutacion deja a otro aminoacido con propiedades distintas al original, cambiando
de uno no polar a uno polar sin carga.

13347V se identificd en un paciente y por parte de SIFT obtuvo la clasificacion de
neutral y por PP-2 no obtuvo clasificacidén, ya que sefal6 un error. No se localizé
dentro de un dominio funcional y tanto el aminoacido original como el nuevo tienen

la propiedad de ser no polares.

K2750Q K2982N

1332L 1605L G1218A  11664S  A1981V
$253G|  K531N N9‘86T A1652V |S1733P K2547R N2879D|y3006C 13347V
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T
Repeticiones BRC H o
B
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rosonl  N5700 - Q1408R E17036 ., 00k Union a DNA — T
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p202L K351N RADS1 K2863E M3181v

Figura 13. Localizacion de VUS de sentido erroneo encontradas en el grupo
hereditario a nivel de la proteina BRCAZ2. Se identifican 16 VUS fuera de los
dominios funcionales y cinco VUS en las repeticiones BRC y ocho en el dominio
de union a DNA.

Ninguna de las VUS, tanto del grupo esporadico como del grupo hereditario, se
localizaron en aminoacidos que fueran fosforilados (Tram, Savas et al. 2013).
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Después de conocer los resultados de los analisis in silico, las propiedades de los
aminoacidos mutados y la localizacion de cada una de las VUS en la proteina, se
seleccioné a las VUS que fueron catalogadas como probablemente dafinas y
deletéreas por ambos programas computacionales, siendo siete (Tabla 9), seis del
grupo de cancer hereditario y una del esporadico.

Tabla 9. VUS daiiinas de acuerdo a resultados de PP-2 y SIFT.

GEN MUTACION  MUTACI PROPIEDAD CONSERVACI  LOCALIZACI GRUPO  #DE
EN DNA ON EN DE ON EN ON EN ALQUE  PACIENTE
PROTEIN AMINOACID SECUENCIAS DOMINIO PERTENE SEN
A oS HOMOLOGAS FUNCIONAL. CE DONDE
ESTA.
BRCA1 g.32142A>T E730V  POLAR (-)/ POCO UNION A E 5
NO POLAR CONSERVADA DNA
BRCA1 g.31236A>G K428R  POLAR CONSERVADA NO H 1
(+)/POLAR
(+)
BRCA1 g.33446T>C  F1165L NO POLAR/  CONSERVADA. NO H 1
NO POLAR Si HAY
SECUENCIAS
CON L.
BRCA1 g.33484T>A  F1177L  NO POLAR/ MUY NO H 1
NO POLAR CONSERVADA
BRCA2 g.11108C>T P202L  NO POLAR/ MUY NO H 1
NO POLAR CONSERVADA
BRCA2 g.22529G>C  G1218A NO POLAR/  CONSERVADA BRC H 11
NO POLAR
BRCA2 g.24818C>T  A1981V  NO POLAR/ MUY BRC H 1
NO POLAR CONSERVADA

g.: secuencia gendmica. E: Esporadico. ~ H: Hereditario.

Si se pretendiera hacer analisis funcionales con las VUS encontradas en este
trabajo, de acuerdo a lo observado, la VUS que parece tener mayores
probabilidades de tener un efecto adverso en la funcién de la proteina, y por lo
tanto para el desarrollo de cancer de mama en un paciente seria A1981V de
BRCAZ2 (identificada en un paciente del grupo hereditario), ya que aun cuando las
caracteristicas del aminoacido original y del mutado son las mismas, de acuerdo a
los alineamientos realizados por los programas, la alanina en la posiciéon 1981 de
BRCA2 es un aminoacido muy conservado, tanto que no se encontré otro

aminoacido en ninguno de los alineamientos realizados, por lo que se puede

65



considerar que este residuo es importante para realizar la funcién correcta de la
proteina y por eso se ha conservado a través de la evolucién (Miller and Kumar
2001; Ng and Henikoff 2001; Yang and Nielsen 2002), ademas, esta VUS se
encuentra formando parte de la séptima copia del dominio funcional BRC,
importante para el reconocimiento de RAD51, con la que forma un dimero y se
une a la region dafada del DNA cuando ocurre un rompimiento de doble cadena
(Davies, Masson et al. 2001).. Esta funcion, puede considerarse importante para el
buen mantenimiento del genoma, debido a que esta involucrada con los primeros
pasos para el proceso de reparacion de DNA por recombinacidn homodloga
(Mizuta, LaSalle et al. 1997) y, de ser dafnada, el proceso de reparacion podria
fallar, llevando a mantener mutaciones en el sistema que pudieran desregular el
proceso de crecimiento normal de una célula, lo que eventualmente pudiera

causar el desarrollo de un tumor.

Sin embargo, de acuerdo a las caracteristicas observadas, se considerd
importante seleccionar a otro grupo de VUS que aunque no fueron identificadas
por ambos programas como dafinas o deletéreas, si presentan motivos para creer
que puedan serlo (Tabla 10). Las siete VUS de este grupo se localizan en un
dominio funcional de la proteina en cuestion, se identificaron en pocos pacientes y
el cambio de aminoacido cambia la polaridad del residuo; aunque la conservacion
a lo largo de la evolucién es variable de acuerdo a la VUS.

Si se pretendieran iniciar estudios funcionales en base a estas caracteristicas, la
VUS con la que se iniciaria seria T3033P, encontrada en tres pacientes del grupo
esporadico en BRCA2, ya que la mutacion dio como resultado el cambio de un
aminoacido polar a uno no polar, la secuencia se encuentra muy conservada, la
mutacion se localiza en el dominio de unién a DNA y se catalogé por PP-2 como
probablemente dafina con un puntaje de 1.000. Esta mutacién, al localizarse
dentro del dominio de union a DNA, que se sabe que sirve para la union de
BRCA2 con DNA de cadena doble (Roy, Chun et al. 2012), podria tener como
consecuencia un fallo tanto en la deteccion del DNA dafiado, como en su

subsecuente reparacién, lo que pueda conllevar al incremento de mutaciones (al
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no ser reparadas por medio de los mecanismos adecuados) que dafen los

procesos de desarrollo y regulacion celular.

Tabla 10. VUS con caracteristicas probablemente patogénicas aun cuando no fueron

predichas de esta forma por ambos programas.

GEN MUTACIO MUTACI  PROPIEDAD CONSERVACI  LOCALIZACIO GRUPO  #DE
NENDNA ONEN DE ON EN N EN ALQUE  PACIEN
PROTEIN AMINOACIDO SECUENCIAS DOMINIO PERTENE TESEN
A S HOMOLOGAS FUNCIONAL. CE EL QUE
ESTA
BRCA1 g.32513G>  A854T NO POLAR/ MUY POCO UNION A DNA E 1
A POLAR CONSERVADA.
MAYORIA DE
SECUENCIAS
CONT.
BRCA1 g.31437A>  E495G  POLAR(+)/ NO POCO UNION A DNA H 1
G POLAR CONSERVADA.
Si HAY
SENCUENCIAS
CON G.
BRCA1 g.2237A>G  R762G  POLAR(+)/NO CONSERVADA. UNION A DNA H 1
POLAR Si HAY
SENCUENCIAS
CON G.
BRCA2 g.47953A> R2744G  POLAR(+)/ NO CONSERVADA. UNION A DNA E 1
G POLAR
BRCA2 g.64414A>  T3033P POLAR/ NO MUY UNION A DNA E 3
C POLAR CONSERVADA.
BRCA2 g.23867T>  11664S NO POLAR/  CONSERVADA. BRC H 1
G POLAR Si HAY
SECUENCIAS
CON S.
BRCA2 g.64432C>  P3039S NO POLAR/  CONSERVADA. UNION A DNA H 1
T POLAR Si HAY
SECUENCIAS
CONS.

g: Secuencia genomica.

E: Esporadico.
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Finalmente, para conocer si existian diferencias estadisticamente significativas
entre el numero de pacientes de ambos grupos en los que se identificé una VUS
(Anexo 1), se realizé una prueba de z; no obstante, los datos encontrados fueron
muy similares, por lo que no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas.

Para BRCA1:

Hereditario

n=81
# pacientes
con VUS=53

# pacientes
con VUS=58
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Grupo esporadico vs grupo hereditario.

A pesar de que la diferencia entre el tamafio de muestra manejado entre ambos
grupos de pacientes solo es de dos (H-81 vs E-79), a las personas pertenecientes
al grupo de pacientes con cancer de mama/ovario hereditario se les identificdé en
total un numero mayor de VUS que al de las personas del grupo esporadico, con
105 VUS en el primer grupo y 69 en el segundo.

Recordando que el grupo hereditario esta formado por pacientes con criterios
clinicos que llevaron a pensar a los genetistas del INCan que podrian tener una
mutacion deletérea en algun gen de susceptibilidad para el desarrollo de este tipo
de cancer, y tomando en cuenta que en este grupo se encontraron mucho mas
VUS que en el esporadico, se sospecha que en el grupo hereditario hay una
mayor probabilidad de que las VUS encontradas sean realmente patogénicas,
sobre todo las que se encuentran en una frecuencia menor, y, las que se
encuentran con una frecuencia mas alta, pudieran tener un comportamiento
neutral; esta ultima conducta se encuentra en la mayoria de las VUS identificadas
en el grupo esporadico a diferencia del hereditario. Ademas, esta sospecha se ve
reforzada tanto por los resultados de los analisis in silico (Figura 9) como por la
localizacion de la mayoria de las mutaciones a nivel de la proteina (Figuras 11 y
13), en donde el grupo hereditario presenta un mayor numero de VUS sin sentido
que el grupo esporadico, teniendo 18 vs 7 VUS en la proteina BRCA1 y 29 vs 21
VUS en la proteina BRCAZ2; el grupo hereditario también tiene el numero mayor de
VUS que se encuentran dentro de dominios o lugares importantes para la funcion
de las proteinas, con 8 vs 4 VUS en BRCA1 y 13 vs 7 VUS en BRCA2. No
obstante, no se descarta la idea de que dentro del grupo esporadico también
existan VUS que sean patogénicas.
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Co-ocurrencia de VUS con mutaciones claramente deletéreas.

Si se toma en cuenta la hipotesis de que en BRCA1 una VUS existente en co-
ocurrencia con una variante claramente deletérea puede ser clasificada como
neutral (Tavtigian, Samollow et al. 2006), la VUS no reportada P1776P,
identificada en el DNA del paciente 113 -que forma parte del grupo esporadico-
tendria un criterio mas (ademas de ser sindbnima) para clasificarse como no
patogénica. El resto de las VUS encontradas en co-ocurrencia con una mutacion
claramente deletérea en BRCA1, ya fueron reportadas en el pasado y, de manera
consistente con esta hipotesis, cuatro de ellas fueron interpretadas clinicamente
como VUS no patogénicas (Variation Viewer), éstas se mencionan a continuacion:
P871L, E1038G, K1183R, y S1613G; las otras tres no han sido probadas: S694S,
L771L, S14368S.

De la misma forma, con el argumento de co-ocurrencia usado esta vez para el gen
BRCAZ2, en cuyo caso se hablaria de pacientes con Anemia de Fanconi (grupo de
complemetacion D1), las 24 VUS sin previo reporte S253G, E731E, N986T
(identificada en ambos grupos de pacientes), G1218A, G1218G, N1287T
(identificada en ambos grupos de pacientes), K1649K, 11664S, E1703G, A1981V,
E2220K, S2978L, Y3006C, M3181V, A3293T y 13347V del grupo hereditario, y las
T1388T, K1861N, D2161G, M2192L, S2201T, F2382l, R2744G y K3416N del
grupo esporadico, serian clasificadas como neutrales, ya que no se tienen
registros de que los pacientes que se incluyeron en este estudio fueran
diagnosticados con este tipo de anemia. Sin embargo, este analisis debe tomarse
con precaucion, ya que algunas de estas variantes se localizan en dominios
funcionales de la proteina, como G1218A, 11664S, A1981V, S2978L, Y3006C
(todas del G.H.), K1861N y R2744G (G.E.) y, de éstas, G1218A y A1981V fueron
catalogadas como probablemente daininas y deletéreas por los 2 programas

computacionales utilizados.
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Variantes encontradas en ambos grupos.

Las 28 variantes que se identificaron en ambos grupos de pacientes (Tabla 11) se
encontraron con una frecuencia mayor en el grupo esporadico, a pesar de que
éste estuvo conformado por un numero menor de pacientes.

De acuerdo a los analisis in silico realizados a las cinco variantes no reportadas
previamente (VUS), dos se clasificaron como benigna y neutral (K654T e 1605L),
dos como posiblemente dafiina y deletérea (N986T y N1287T), y una como
probablemente dainina y neutral (K2982N); sin embargo, 1605L, N986T y N1287T
no se localizan dentro de un dominio funcional y el cambio de aminoacido deja a
otro con las mismas propiedades que el original, mientras que K654T y K2982N si
forman parte de un dominio, ambas del dominio de uniéon a DNA de la proteina
que conforman, y el cambio de aminoacido deja a otro con caracteristicas
diferentes a la del aminoacido original.

Tomando en cuenta a las 23 variantes compartidas en ambos grupos y que ya han
sido reportadas previamente, la mayoria fueron clasificadas como No patogénicas
(Variation Viewer) excepto 12490T cuyo resultado arrojado fue No probada, al igual
qgue las variantes que son sindnimas.

Lo anterior da un indicio de que las VUS que se encuentran compartidas en
ambos grupos, al igual que las ya reportadas, no producen patogenicidad; no
obstante se necesitan ensayos funcionales para confirmarlo. Ademas, debido a la
frecuencia con la que se encontraron, estas VUS podrian ser mutaciones
candidatas para ser variantes o polimorfismos de la poblacion mexicana, pero es

necesario realizar estudios de casos control para ello.
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Tabla 11. Variantes encontradas tanto en el grupo esporadico como en el grupo hereditario

y su clasificacion de acuerdo a Variation Viewer.

Variante de BRCA1 Clasificacion por Variante de BRCA2 Clasificacion por

Variation Viewer Variation Viewer
Q356R No patogénica N289H No patogénica
K654T NR N372H Other
D693N No patogénica S455S No probada
S694S No probada 1605L NR
L771L No probada H743H No probada
P871L No patogénica N986T NR
E1038G No patogénica N991D No patogénica
S1040N Other K1132K No probada
K1183R No patogénica V1269V No probada
S1436S No probada N1287T NR
S1613G No patogénica L1521L -
V2171L -
S2414S No probada
12490T No probada
A2951T No patogénica
K2982N NR
13412V No patogénica

- No se encuentra esta variante dentro de Variation Viewer
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Roche 454 vs otras metodologias.

La plataforma de secuenciacion masiva utilizada en este trabajo, determin6 un
amplio numero de variantes en los 160 pacientes manejados, observandose que
en BRCAZ2 se identificd absolutamente en todos los pacientes cuando menos una
variante (Anexo 1), mientras que en BRCA1 a 49 pacientes no se les encontro
ninguna (Anexo 1), esto nos puede hablar tanto de la mezcla genética por la que
esta compuesta la poblacién mexicana (Guardado-Estrada, et al. 2008) como de la
sensibilidad de la técnica manejada; no obstante, el numero de variantes puede
variar de acuerdo a los criterios utilizados, por ejemplo, De Leener et al. (2010)
utilizaron distintos criterios para filtrar falsos positivos, utilizando una cobertura
minima en la secuenciacién de 38x y considerando que las variantes deberian
encontrarse como minimo en 25% de las lecturas, mientras que en este trabajo se
utilizé un 30%.

Si se compara la plataforma de Roche 454 contra la plataforma de llumina, la
segunda parece tener mayor sensibilidad (Luo, Tsementzi et al. 2012), por lo que
de utilizarla probablemente se obtendria un numero de variantes aun mayor que
las encontradas aqui; sin embargo, contrastando tedricamente los resultados de la
plataforma de Roche 454 contra los de la secuenciacién de primera generacion, la
sensibilidad de Roche 454 es mucho mayor asi como el numero de lecturas que

se pueden tomar, por lo que es una herramienta bastante util y practica.
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Analisis in silico y ensayos funcionales.

A pesar de que los analisis in silico han sido una buena herramienta para intentar
entender el comportamiento de las VUS, éstas no deben de ser el unico criterio
tomado en cuenta para la clasificacion de las mismas, ademas, de acuerdo al
algoritmo utilizado, el resultado puede variar, clasificando a la misma mutacion de
diferente manera (Figura 9),ejemplos claros de lo anterior se encontraron en las
VUS que fueron clasificadas como probablemente daifinas con un puntaje de
1.000 mientras que en algunas ocasiones ni SIFT, ni el analisis posterior realizado
concordaron con esta probabilidad . Es por esto que la mejor manera de identificar
la patogenicidad de una variante es por medio de ensayos funcionales, los cuales

se realizan de acuerdo a las funciones en las que participa la proteina en cuestion.
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CONCLUSIONES

La secuenciacion masiva de los genes BRCA717 y BRCA2 en los grupos de
pacientes hereditario y esporadico, dio como resultado la identificacion de 174
variantes genéticas, las cuales se encuentran distribuidas de la siguiente manera:
En BRCA1 se encontraron 69 variantes, siendo 23 pertenecientes al grupo de
pacientes con cancer de mama esporadico y 46 pertenecientes al grupo de
pacientes con cancer de mama/ovario hereditario. De éstas, 36 variantes no se
han reportado previamente, por lo que se desconoce tanto su impacto funcional
como clinico y se consideran VUS.

En BRCAZ2 se encontraron 105 variantes, 46 formando parte del grupo de
pacientes con cancer de mama esporadico y 59 del grupo de pacientes con cancer
de mamal/ovario hereditario. De las 105, se identificaron 61 variantes sin reporte
previo (VUS).

Debido a que 28 variantes se encontraron en los dos grupos de pacientes
manejados, el verdadero numero total de variantes distintas identificadas es de
146.

De acuerdo a los analisis in silico realizados para las 97 VUS sin reporte previo,
soélo siete se consideran probablemente patogénicas, sin embargo si se analizan
las caracteristicas sin tomar en cuenta el resultado arrojado por los programas,
siete mas se suma a la lista. De estas 14 VUS, se consideré como primordiales
para realizar analisis funcional a dos, ambas encontradas en BRCA2: A1981V y
T3033P.

A partir de la informacion encontrada, es posible conocer con mayor precision la
composicion genética de los genes BRCA1 y BRCAZ2 de los pacientes mexicanos
con cancer de mama, lo que permita identificar en un futuro, mediante analisis
funcionales, las variantes que se encuentran asociadas al desarrollo de esta
enfermedad y con ello el seguimiento de las personas en las que se identifiquen,
para asi ofrecerles alternativas para la prevencion del surgimiento del cancer de

mama y ovario, entre otros.
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No ID Sec | VUS BRCA1 VUS BRCA2 DELETEREA
Patient 1 | S694S, L771L, P871L, N289H, N372H, S455S, H743H, BRCA1 34018-
E1038G, K1183R, S1436S, N991D, L1521L, V2171V, A2951T | 34021:TCAA/----
S1613G
Patient 2 K1132K, L1521L, V2171V, S2414S
Patient 3 N372H, L1521L, V2171V
Patient4 | D693N, S694S, L771L, P871L, | G522R, K1132K, L1521L, V2171V,
E1038G, K1183R, S1436S, $2414S
S1613G
Patient 5 N289H, N372H, G522R, H743H,
V2171V
Patient 6 N372H, V2171V BRCA2 23990-
23993:TAAA/----
Patient 7 | S694S, L771L, P871L, V2171V BRCA2 21684-
E1038G, K1183R, S1436S, 21687:ACAA/----
S1613G
Patient 8 | Q356R V2171V BRCA2
R3128STOP
Patient 9 N289H, K1132K, V1269V, L1521L,
V2171V, S2414S, 13412V
Patient N289H, N372H, S455S, H743H,
10 N991D, L1521L, V2171V, A2951T
Patient S694S, L771L, P871L, K1132K, L1521L, V2171V, S2414S | BRCA1 33076-
11 E1038G, K1183R, S1436S, 33085:DEL(10)
S1613G
Patient Q356R V1269V, L1521L, V2171V
12
Patient Y105C S455S, H743H, N991D, L15211,
13 H1561N, V2138F, V2171V
Patient S1040N N289H, N372H, S455S, H743H,
14 N991D, L1521L, V2171V
Patient L1521L, V2171V, S2414S
15
Patient S694S, L771L, P871L, K1132K, L1521L, V2171V, S2414S
16 E1038G, K1183R, S1613G
Patient A102T, S186S, S694S, L771L, | K1132K, L1521L, A1652V,
17 P871L, E1038G, K1183R, V2171V, S2414S
S1436S, S1613G, V1741A,
11858l
Patient S694S, L771L, P871L, N372H, V1269V, L1521L, V2171V
18 E1038G, K1183R, S1436S,
S1613G
Patient D1344E L1521L, V2171V, N2879D
19
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Patient | S694S, L771L, P871L, L1521L, V2171V
20 E1038G, K1183R, S1436S,

$1613G
Patient | E736E, S1436S, S1613G, N289H, S455S, N991D, L1521L,
21 V1653V V2171V
Patient | E1134K, E1222E, L1365F K1132K, L1521L, V2171V, S2414S | BRCA2 21534-
22 21535:TG/--
Patient | V191V, S1040N, G1656G P202L, G522G, N570D, T1915M,
23 V2171V, S2414S, K2868E, S33665
Patient N372H, K1132K, L1521L, V2171V,
24 $2414S
Patient | S694S, L771L, P871L, K1132K, L1521L, V2171V, S2414S | BRCA1 33078-
25 E1038G, K1183R, S1436S 33087:DEL(10)
Patient N372H, K531N, V1269V, L1521L,
26 V2171V, 12490T, K2982N
Patient | P871L N372H, 1605L, L1521L, V2171V, | BRCA1
27 12490T, N1784T 30777.5:INS(AGC

CATGTGG)
Patient | V1810V N289H, N372H, S455S, 1605L,
28 H743H, N991D, L1521L, V2171V,
12490T, A2951T
Patient 1332, K1132K, L1521L, V2171V,
29 $2414S, N1784T, K2982N
Patient N289H, S455S, H743H, N991D,
30 K1132K, L1521L, V2171V, S2414S,
12490T, A2951T, N1784T, K2982N

Patient N372H, 1605L, K1132K, N1287T,
31 L1521L, V2171V, S2414S, 12490T
Patient | E141G 1605L, K1132K, V1269V, L1521L,
32 V2171V, S2414S, 13412V
Patient | Q356R, S694S, L771L, P871L, | V1269V, L1521L, V2171V, 13412V
33 E1038G, K1183R, S1436S,

$1613G
Patient | S694S, L771L, P871L, N372H, L1521L, V2171V, 12490T
34 E1038G, K1183R, S1436S,

$1613G
Patient | S694S, L771L, P871L, N372H, L1521L, V2171V, 12490T
35 E1038G, K1183R, S1436S,

$1613G
Patient K1132K, H1165H, V1269V,
36 L1521L, V2171V, $2414S
Patient | Q356R, S1436S, $1613G, N372H, V1269V, L1521L, S1733S,
37 V1804D V2171V, K2950N, 13412V
Patient | S694S, L771L, P871L, N372H, K1132K, L1521L, V2171V,
38 E1038G, K1183R, S1436S, $2414S, 12490T
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S1613G

Patient N289H, S455S, H743H, N991D,
39 K1132K, G1218A, G1219G,
L1521L, V2171V, S2414S
Patient K1132K, V1269V, L1521L,
40 V2171V, S2414S, 13412V
Patient R320R, N363D, K428R, N372H, K1132K, L1521L, V2171V,
41 E495G, S1436S, S1613G, $2414S, 12490T
S1651F
Patient Q126R, D185D, F1165L, E731E, L1521L, K1649K, 11664S, BRCA2
42 F1177L,51178G, H1195H E1703G, A1981V, E2220K, Y2977STOP
V2171V, 12490T, S2978L, S2978S,
M3181V, A3293T, 13347V
Patient N372H, K1132K, L1521L, V2171V,
43 S2414S, 12490T, V2545V
Patient F1798L N289H, S455S, N991D, K1132K,
44 L1521L, S1733P, V2171V, S2414S
Patient K110M, R762G N372H, V1269V, L1521L, V2171V,
45 12490T, 13412V
Patient S$253G, N372H, K1132K, L1521L, BRCA2 64413-
46 V2171V, S2414S, 12490T, Y3006C | 64414:AA/--
BRCA1 32759-
32762:GATA/----
Patient R71G, D693N, S6945S, L771L, | N289H, S455S, H743H, N991D,
47 F929L, E1038G, K1183R, V1269V, L1521L, V2171V, 12490T
5143685, S1613G
Patient R259R, V1269V, L1521L, V2171V,
48 $2414S, K3031K, P3039S, 13412V
Patient S694S, L771L, P871L, K1132K, G1218A, G1218G,
49 E1038G, K1183R, S1436S, L1521L, V2171V, S2414S,
S1613G
Patient S694S, L771L, P871L, N372H, G1218A, G1218G,
50 E1038G, K1183R, S1436S, L1521L, V2171V,
S1613G
Patient N372H, L1521L, V2171V,
51
Patient K1132K, L1521L, V2171V, S2414S,
52 K2547R,
Patient D693N, S694S, L771L, P871L, | K1132K, V1269V, L1521L,
53 E1038G, K1183R, S1436S, V2171V, S2414S, 13412V
S1613G
Patient K1132K, V1269V, L1521L, BRCA1 32759-
54 V2171V, 13412V 32762:GATA/----
Patient S694S, L771L, P871L, K1132K, G1218A, G1218G,
55 E1038G, K1183R, S1436S, V1269V, Q1408R, L1521L,
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S1613G

V2171V, S2414S,

Patient P871L, S1140G, V1269V, L1521L, V2171V, 13412V
56
Patient S694S, L771L, P871L, K351N, N372H, L1521L, V2171V,
57 E1038G, K1183R, S1436S,
S1613G
Patient S694S, L771L, P871L, K351N, K1132K, G1218A,
58 E1038G, K1183R, S1436S, G1218G, L1521L, V2171V, 12672I,
S1613G
Patient Q356R, N986T, K1132K, G1218A, BRCA2
59 G1218G, L1521L, V2171V, Q1056STOP
Patient S694S, L771L, P871L, K351N, N986T, G1218A, G1218G,
60 E1038G, K1183R, S1436S, V1269V, L1521L, V2171V,
S1613G
Patient S694S, L771L, P871L, N372H, G1218A, G1218G,
61 E1038G, K1183R, S1436S, L1521L, V2171V,
S1613G
Patient K351N, N372H, N986T, G1218A,
62 G1218G, L1521L, V2171V,
Patient N372H, G1218A, G1218G,
63 L1521L, V2171V,
Patient K654T N372H, G1218A, G1218G, BRCA2 E49STOP
64 L1521L, V2171V, 126721,
Patient K654T, S694S, E730V, L771L, | N372H, L1521L, V2171V
65 P871L, E1038G, K1183R,
S1436S, S1613G,
Patient N329N, K654T, S694S, L771L, | N289H, S455S, G602G, H743H,
66 P871L, E1038G, K1183R, N991D, V1269V, L1521L, V2171V,
S1436S, S1613G, N1784T,13412V
Patient K654T, S694S, L771L, P871L, | N372H,G602G,N986T,L1521L,
67 E1038G, K1183R, S1436S, V2171V,N1784T, K2982N, T3033P
S1613G,
Patient S694S, E730V, L771L, P871L, | N372H,G602G, N986T,L1521L,
68 E1038G, K1183R, S1436S, V2171V, 12490T, N1784T, T3033P
S1613G,
Patient K110N, E111G, K654T, N372H,G602G, N986T, K1132K,
69 E730V, L1521L, V2171V, S2414S, N1784T,
K2982N, N3164T
Patient E730V, P871L, N372H,G602G, K1132K, L1521L,
70 V2171V, S2414S, 12490T, N1784T,
K2982N, T3033P, N3164T
Patient Q356R, K654T, D381N, I1605T, K1132K, V1269V,
71 L1521L, V2171V, S2414S, N1784T,

K2982N, 13412V
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Patient K654T, S694S, E730V, L771L, | N289H, S455S, G602G, H743H,
72 P871L, E1038G, K1183R, N986T, N991D, L1521L, V2171V,
S1613G, A2951T, N1784T, K2982N
Patient S1613G, P871L, E1038G, N372H, V2171V,
73
Patient V1269V, L1521L, V2171V, 13412V,
74
Patient P871L, K110N, E111G, N372H, L1521L, V2171V, S455S,
75 N289H, N991D,
Patient N372H, L1521L, V2171V, K1132K,
76 S2414S,
Patient K1183R, S1436S, S1613G, N372H, L1521L, V2171V,
77 P871L, E1038G, L771L,
S694S,
Patient S1587L, P871L, V1269V, L1521L, V2171V, 13412V,
78
Patient K1183R, S1436S, S1613G, N372H, L1521L, V2171V, K1132K,
79 P871L, E1038G, L771L, S2414S,
S694S,
Patient K1183R, S1436S, S1613G, L1521L, V2171V, K1132K, S2414S,
80 P871L, E1038G, L771L,
S694S, K110N, E111G,
Patient S694S, L771L, S1436S, K1132K, V1269V, L1521L,
81 S1613G, K1183R, P871L, V2171V, S2414S, N1784T,
E1038G,
Patient S694S, L771L, S1436S, N372H, L1521L, V2171V, 12490T,
82 S1613G, K1183R, P871L, N1784T,
E1038G,
Patient N372H, L1521L, V2171V, 12490T,
83 N1784T, K2982N,
Patient S694S, L771L, S1436S, N289H, S455S, 1605L, H743H,
84 S1613G, K1183R, P871L, N991D, L1521L, V2171V, N1784T,
E1038G, K2982N,
Patient S1040N, A1613G, N372H, 1605L, K1132K, L1521L,
85 V2171V, S2414S, N1784T,
K2982N,
Patient K1132K, L1521L, V2171V, S2414S,
86 N1784T, K2982N,
Patient S694S, L771L, S1436S, N372H, L1521L, V2171V, 12490T,
87 S1613G, K1183R, P871L, N1784T,
E1038G,
Patient N372H, L1521L, V2171V, N1784T,
88 K2982N,
Patient S694S, L7711, K1183R, N372H, L1521L, V2171V, 12490T, | BRCA1 1455-
89 S$1613G, E1038G, S1436S, 1456:AG/--
P871L,
Patient L1521L, V2171V, V1269V, 524145,
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90 K1132K,
Patient N372H, L1521L, V2171V, N289H,
91 N991D, H743H, S455S,
Patient S$1613G, S1436S, P871L, L1521L, V2171V, K1132K,
92 E1725E,
Patient L1521L, V2171V, V1269V, S2414S,
93 K1132K,
Patient N372H, L1521L, V2171V, BRCA2 Y 82733-
94 82736:TATG/----
exon 27
Patient S$694S, L771L, K1183R, N372H, L1521L, V2171V, V1269V,
95 S$1613G, E1038G, S1436S, T3374l,
P871L, K654T
Patient S$694S, L771L, K1183R, N372H, L1521L, V2171V, K1132K,
96 S$1613G, E1038G, S1436S, N1784T, K2982N
P871L,
Patient S694S, L771L, P871L, N372H, V1269V, L1521L, V2171V,
97 E1038G, K1183R, S1436S,
S$1613G,
Patient K654T, S1040N, N372H, K1132K, L1521L, V2171V,
98 S2414S,
Patient S694S, L771L, P871L, N372H, L1521L, V2171V,
99 E1038G, K1183R, S1436S,
S$1613G,
Patient K654T, S694S, L771L, P871L, N372H, L1521L, V2171V, 12490T,
100 E1038G, K1183R, S1436S,
S$1613G,
Patient S694S, L771L, P871L, N289H, S455S, H743H, N991D,
101 E1038G, K1183R, S1436S, V1269V, L1521L, V2171V, 13412V,
S$1613G,
Patient S694S, L771L, P871L, N372H, L1521L, V2171V, 12490T,
102 E1038G, K1183R, S1436S,
S$1613G,
Patient K1132K, L1521L, V2171V, S2414S,
103
Patient S694S, L771L, P871L, N372H, K1132K, L1521L, V2171V,
104 E1038G, K1183R, S1436S, S2414S,
S$1613G,
Patient S694S, L771L, P871L, N372H, V1269V, L1521L, V2171V,
105 E1038G, K1183R, S1436S, 12490T, 13412V
$1613G
Patient N289H, S455S, H743H, N991D,
106 L1521L, V2171V, A2951T,
Patient K1132K, R1160K, L1521L,
107 V2171V, S2414S,
Patient P871L, L1521L, V2171V,
108
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Patient N372H, L1521L, V2171V, 12490T,
109
Patient K1132K, L1521L, V2171V, S2414S,
110
Patient K654T, N372H, K1132K, L1521L, V2171V,
111 12490T, A3246A,
Patient $1436S, S1613G N372H, L1521L, V2171V, S2414S,
112
Patient S694S, L771L, P871L, N289H, S455S, H743H, N991D, BRCA1 STOP 1305
113 E1038G, K1183R, S1436S, L1521L, 33811-
S$1613G, P1776P 33814:TGAG/----
Patient K1132K, L1521L, S2414S,
114
Patient S694S, L771L, P871L, N289H, S455S, H743H, N991D,
115 E1038G, K1183R, S1436S, V1269V, L1521L, A2951T, 13412V,
$1613G
Patient L1521L,
116
Patient N372H, L1521L, 12490T, BRCA1 STOP998
117 32759-
32762:GATA/----
Patient N372H, V1269V, L1521L, 12490T, BRCA2 STOP2162
118 13412V, 25362-
25365:ACAA/----
Patient S694S, L771L, P871L, V1269V, L1521L,
119 E1038G, K1183R, S1436S,
$1613G
Patient S694S, L771L, P871L, N289H, S455S, H743H, N991D,
120 E1038G, K1183R, S1436S, L1521L, A2951T,
$1613G
Patient S694S, L771L, P871L, V1269V, L1521L, V2171V, 13412V
121 E1038G, K1183R, S1436S,
$1613G
Patient K1132K, L1521L, V2171V, S2414S,
122
Patient S694S, L771L, P871L, N372H, I1605L, L1521L, V2171V,
123 E1038G, K1183R, S1436S, 12490T,
$1613G
Patient K1132K, V1269V, L1521L, BRCA1
124 V2171V, S2414S, 13412V R1443STOP
Patient S694S, L771L, P871L, N372H, L1521L, V2171V,
125 E1038G, K1183R, S1436S,
$1613G
Patient N289H, S455S, H743H, N991D,
126 L1521L, V2171V,
Patient $1436S, S1613G L1521L, V2171V, 12285V,
127
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Patient L1521L, V2171V,
128
Patient S1613G N372H, L1521L, V2171V,
129
Patient P871L, R1028H, N372H, V1269V, L1521L, S1733S,
130 V2171V, K2750Q, K2950N,
13412V
Patient N372H, K1132K, L1521L, V2171V,
131 $2414S, 12490T,
Patient K654T, V1269V, L1521L, V2171V, 13412V
132
Patient S694S, L771L, P871L, N372H, L1521L, V2171V,
133 E1038G, K1183R, S1436S,
S1613G
Patient S694S, L771L, P871L, N372H, L1521L, V2171V, 12490T,
134 E1038G, K1183R, S1436S,
S1613G
Patient S694S, L771L, P871L, V1269V, L1521L, V2171V, 13412V
135 E1038G, K1183R, S1436S,
S1613G
Patient K654T, K1132K, V1269V, L1521L,
136 V2171V, 524145,
Patient Q356R, S1436S, S1512], L1521L, V2171V,
145 S1613G,
Patient N372H, L1521L, V2171V, 12490T,
146
Patient N372H, L1521L, V2171V,
147
Patient N372H, 1605L, L1521L, V2171V,
148 12490T,
Patient N289H, N372H, S455S, H743H,
149 N991D, L1521L, V2171V, 12490T,
A2951T, N1784T,
Patient P871L, 1605L, L1521L, V2171V, L2428V,
150
Patient S694S, L771L, P871L, K1132K, L1521L, V2171V, S2414S,
151 E1038G, K1183R, S1436S,
S1613G,
Patient Q356R, S694S, L771L, P871L, | V1269V, L1521L, V2171V, 13412V
152 E1038G, K1183R, S1436S,
S1613G,
Patient P871L, 13321, K945N, N986T, V1269V,
153 L1521L, V2171V, M2393L,
K2980N, 13412V
Patient S694S, P871L, E1038G, 1332L, 1605L, K945N, N986T,
154 K1183R, S1436S, S1613G V1269V, L1521L, V2171V,
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Patient K654T, S694S, L771L, A854T, | N372H, I1605L, N986T, L1521L,
155 P871L, E1038G, S1436S, V2171V, M2393L, K2980N,

S1613G K2982N,
Patient K820E, P871L, S1613G A261A,1605L, K1132K, L1521L,
156 V2171V, E2183E, D2317G,

M2393L, 12490T,

Patient S694S, P871L, K1183R, N372H, S455S, L1521L, K1861N, BRCA2 17814.5:-
157 S1436S, S1613G R2341R, F2382l, R2744G, K3416N | /A
Patient K223T, K654T, L771L, P871L, | V1269V, L1521L, V2171V,
158 K1183R, S1613G K2980N,
Patient K223T, S694S, L771L, P871L, | K1132K, N1287T, L1521L, BRCA2 24544.5:-
159 E1038G, K1183R, S1436S, K1861N, V2171V, S2414S, /A

S1613G
Patient S694S, P871L, E1038G, N319T, 13321, N1287T, L1521L,
160 S1436S, S1613G V2171V, K2980N, N3160D
Patient S694S, L771L, P871L, T1388T, L1521L, V2171V,
161 E1038G, K1183R, S1436S, N1784T, V3082V, K3083E,

S1613G
Patient D693N, S694S, L771L, P871L, | N372H, T1388T, L1521L, V2171V,
162 E1038G, K1183R, S1436S, V3082V, K3083E,

S1613G
Patient L771L, P871L, E1038G, N372H, K1132K, T1388T, L1521L,
163 K1183R, S1436S, S1613G V2171V,
Patient Q356R, N289H, S455S, H743H, N991D,
164 T1388T, L1521L, V2171V, A2951T,
Patient S694S, L771L, P871L, K1132K, V1269V, L1521L,
165 E1038G, K1183R, S1436S, V2171V, 13412V

S1613G
Patient G834¢G, N372H, K1132K, T1388T, L1521L, | BRCA2 23949.5:--
166 D2161G, V2171V, M2192L, /AC

$2201T, S2414s,

Patient S694S, L771L, P871L, N372H, L1521L, V2171V, 12490T
167 E1038G, K1183R, S1436S,

S1613G
Patient K1132K, V1269V, L1521L, BRCA2 83015.5:--
168 V2171V, S2414S, 13412V /AC

Pacientes en color negro: Hereditario.
Pacientes en color rojo: Esporadico.
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