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Resumen v

Resumen

Analisis de variantes genéticas en una familia con diagndstico clinico de cancer hereditario

de sindrome de Li-Fraumeni like mediante panel de secuencia de nueva generacion

El sindrome de Li-Fraumeni es uno de los sindromes de cancer hereditario que engloban
el 5-10% de todos los canceres y se relacionan con variantes patogénicas que son
heredadas en linea familiar y aumentan significativamente el riesgo de cancer, tiene una
prevalencia aproximada de 1:3.555 a 1:5.476 personas en todo el mundo, con una alta
variabilidad interregional, en Colombia se desconoce esta informaciéon. La enfermedad se
presenta en dos formas clinicas a saber el sindrome de Li-Fraumeni clasico (LFS) y el
sindrome de Li-Fraumeni like (LFL), cuyos criterios clinicos de clasificacién difieren, ya que
en este Ultimo la prevalencia de variantes germinales en el gen TP53 es menor y su
aparicion esta probablemente relacionada a otros genes alterados. Las tasas de deteccion
de variantes en TP53 varian de 55 al 70% cuando se cumplen los criterios de clasificacion
clasicos, 25% a 30% en los criterios de LFL y del 20% al 35% en los criterios de Chompret.
Esto significa que hasta el 45% de los pacientes que cumplen los criterios clasicos de LFS
y hasta el 80% de los pacientes que cumplen los criterios de Chompret o LFL quedan sin
explicacion genética. El objetivo de este estudio fue caracterizar variantes genéticas en
linea germinal en una familia con diagnoéstico clinico de cancer hereditario LFL mediante
panel de secuencia de nueva generacion (NGS) y ampliado con exoma completo en el
caso indice. No se identificaron variantes patogénicas, probablemente patogénicas ni de
significado clinico incierto (VUS) en el gen TP53 ni el ninguno de los genes candidatos que
se han relacionado con el fenotipo de LF. Entre los posibles mecanismos no evaluados
gue podrian contribuir al fenotipo se encuentran: metilacion de regiones promotoras de
TP53, variantes profundas intronicas o en regiones reguladoras de TP53 y alteraciones en
la expresion de isoformas de TP53, por lo que habria que realizarse estudios adicionales

gue permitan dar una explicacion a la aparicion de este fenotipo familiar.

Palabras clave: Li-Fraumeni like, secuencia de nueva generacion (NGS), cancer

hereditario.



Abstract

Analysis of genetic variants in a family with clinical diagnosis of hereditary cancer

of Li-fraumeni-like syndrome using next-generation sequencing panel

Li-Fraumeni syndrome is one of the hereditary cancer syndromes that account for 5-10%
of all cancers and is related to pathogenic variants inherited within family, increasing the
risk of cancer significantly. It has an approximate prevalence of 1:3,555 to 1:5,476 people
worldwide, with high interregional variability. In Colombia, this information is unknown. The
disease occurs in two clinical forms: classic Li-Fraumeni syndrome (LFS) and Li-Fraumeni-
like syndrome (LFL), which have different clinical classification criteria. In LFL, the
prevalence of germline variants in the TP53 gene is lower, and its occurrence is likely
related to other altered genes. Detection rates for TP53 variants range from 55% to 70%
when classical classification criteria are met, 25% to 30% for LFL criteria, and 20% to 35%
for Chompret criteria. This means that up to 45% of patients meeting classical LFS criteria
and up to 80% of patients meeting either Chompret or LFL criteria remain genetically
unexplained. The aim of this study was to characterize germline genetic variants in a family
with a clinical diagnosis of hereditary LFL cancer using a whole-exome-expanded next-
generation sequencing (NGS) panel in the index case. No pathogenic, likely pathogenic or
uncertain clinical significance (VUS) variants were identified in the TP53 gene or any of the
candidate genes linked to the FL phenotype. Possible unevaluated mechanisms that could
contribute to the phenotype include methylation of TP53 promoter regions, deep intronic
variants or variants in TP53 regulatory regions, and alterations in the expression of TP53
isoforms. Therefore, additional studies should be performed to provide an explanation for

the occurrence of this familial phenotype.

Keywords: Li-Fraumeni like, next-generation sequencing (NGS), hereditary cancer.
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Lista de abreviaturas

Abreviatura

Término

LFL Sindrome de Li-Fraumeni

LFL Sindrome de Li-Fraumeni like

LFS Sindrome de Li-Fraumeni clasico

NGS Secuencia de nueva generacion

VUS Variante de significado clinico incierto

P/LP Patogénica/probablemente patogénica

PV Variante patogénica

DNA Acido desoxirribonucleico

PCR Reaccidon en cadena de la polimerasa

CCR Cancer colorrectal

VAF Frecuencia alélica de la variante

PAF Poliposis adenomatosa familiar

MAP Poliposis asociada al gen MUTYH

ER Receptor de estrégeno

PR Receptor de progesterona

MMR Sistema de reparacion de los errores de la replicacion del DNA

MSI Inestabilidad de microsatélites

ESE Enhancers del splicing exénico

ESS Silenciadores del splicing exénico

SR Serina/arginina

ARN Acido ribonucleico

CAS Angiosarcoma cardiaco

NCCN Red Nacional Integral del Cancer

ACMG/AMP | Colegio Americano de Genética Médica y Gendmica y la
Asociacion de Patologia Molecular

MLPA Amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples

LR-PCR PCR de largo alcance
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Justificacion IX

1. Justificacion

En Colombia y en general en los paises latinoamericanos son limitadas las investigaciones
relacionadas con la genética del cancer hereditario que afecta hasta el 10% de la poblacion
(Garutti M., et al.,, 2023) por lo que resulta de gran importancia realizar estudios que
involucren individuos o familias con diagnéstico clinico de alguno de los sindromes de
cancer hereditario conocidos, uno de ellos es el sindrome de Li-Fraumeni con una
prevalencia no clara, sin embargo se habla de 1:3.555 a 1:5.476 personas en todo el
mundo (De Andrade, K. C., et al.,, 2019), con una alta variabilidad interregional. En

Colombia la prevalencia no es conocida.

El interés de este estudio es identificar variantes patogénicas, probablemente patogénicas
o de significado clinico incierto en genes que se han relacionado y que generan
susceptibilidad al cancer hereditario de sindrome de Li-Fraumeni like y también dar
sustento y evidencia cientifica a otros estudios que plantean nuevos genes candidatos
para el porcentaje de casos en los que aldn no existe una explicacion genética. Estos
estudios en poblaciones latinoamericanas permiten a futuro mejorar los sistemas de
vigilancia y control en cancer, asi como tener mayor soporte cientifico para realizar una

adecuada asesoria genética.

Otro punto de igual relevancia es el de visibilizar este tipo de estudios en el pais,
demostrando que técnicas novedosas como la secuencia de nueva generacion se esta
realizando en Colombia con estandares de alta calidad y con resultados en menor tiempo

y con costos equiparables a los de otros paises.



Problema de investigacion X

2.Problema de Investigacion

En Colombia son pocos los estudios publicados en relacibn a los canceres
heredofamiliares y resulta ain mas evidente con el sindrome de Li-Fraumeni, por lo que
se plantea el andlisis de una familia de origen latino que cumple con los criterios clinicos
para cancer hereditario de sindrome de Li-Fraumeni like, con el fin de identificar variantes
patogénicas o probablemente patogénicas en alguno de los genes relacionados con esta

patologia.

El riesgo de por vida de cancer en individuos con LFS es 270% para hombres y 290% para
mujeres. De forma general hay cinco tipos de cancer que representan la mayoria de los
tumores LFS, estos son: carcinoma adrenocortical, cAncer de mama, tumores del sistema
nervioso central, osteosarcomas y sarcomas de tejidos blandos, pero también varios tipos
de cancer adicionales como la leucemia, linfoma, melanoma, cancer gastrointestinal,
cancer de cabeza y cuello, rifién, laringe, pulmén, ovario, pancreas, prostata, testiculo y
tiroides (Schneider K., et al., 1999).

Hasta el momento en Colombia se han publicado dos articulos reportes de caso en los
gue se identifican variantes patogénicas en linea germinal en TP53, el primero por Ossa
et al. en el 2016 (Ossa CA., et al., 2016), la variante ¢.527G>T (p.Cys176Phe) en una
mujer de 31 afios de edad, natural de Antioquia, con dos tumores sincronicos un
leiomiosarcoma de antebrazo y un tumor filoides de mama, con antecedente de un hijo
con diagnéstico de carcinoma cortical suprarrenal a los tres afios, que muri6 a los cinco
afos por la enfermedad, la abuela y bisabuela maternas murieron de cancer gastrico a los
56 y 60 afios, y su mama y una hermana de su abuelo materno presentaron cancer de
mama entre los 40 a 60 afios. El segundo reporte de caso por Cardona et al. en el 2018
informa la variante ¢.586C>T (p.Arg196*) en una mujer que fue diagnosticada a los 12
aflos con osteosarcoma y a los 24 afios se evidenciaron mdultiples adenocarcinomas

pulmonares primarios sincrénicos relacionados con la diseminacion tumoral intraalveolar,



Xl

tenia historia familiar de cancer de seno en madre a los 32 afios y tias maternas con

astrocitoma anaplasico y cancer gastrico.

Se plante6 este estudio con el objetivo de ampliar el panorama de investigacién del
sindrome de Li-Fraumeni haciendo uso de tecnologia de secuencia hueva generacion

realizada en nuestro propio pais.



Objetivos Xl

3.0Dbjetivos

3.1 Objetivo General

Caracterizar variantes genéticas en linea germinal en una familia con diagnéstico clinico
de cancer hereditario de sindrome de Li-Fraumeni like mediante panel de secuencia de

nueva generacion.

3.2 Objetivos Especificos

Caracterizar variantes genéticas con un panel de 111 genes asociados con predisposicion
al cancer hereditario usando secuencia de nueva generacion en 7 miembros afectados de

una familia con diagndstico clinico de sindrome de Li-Fraumeni like.

Evaluar la patogenicidad de las variantes identificadas en linea germinal en 7 miembros
de una familia con diagndstico clinico de sindrome de Li-Fraumeni like mediante criterios

del ACMG/AMP y herramientas de prediccion in silico.

Realizar analisis de segregacion en una familia con diagnéstico clinico de sindrome de Li-
Fraumeni like de las variantes encontradas en afectados para identificar posibles
portadores mediante amplificacion por PCR y secuenciacion Sanger de la variante

especifica.

Brindar asesoria genética a portadores con el fin de evaluar riesgos y hacer

recomendaciones de seguimiento.
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4. Marco Teorico

4.1 Cancer hereditario

El cancer es una enfermedad genética dada por variantes en el DNA que pueden ser
somaticas (adquiridas) o en linea germinal (hereditarias) estas ultimas se relacionan con
los sindromes de cancer hereditario que engloban del 5-10% de todos los canceres y se
relacionan con variantes patogénicas que son heredadas en linea familiar y aumentan

significativamente el riesgo de cancer (Grissom, A. A., & Friend, P. J., 2016).

Es posible sospechar de la presencia de cancer hereditario en un individuo si presenta
enfermedad de inicio a temprana edad, canceres primarios mdltiples en el mismo érgano
o en diferentes érganos, enfermedad bilateral en 6rganos pareados, enfermedad multifocal
o afectacion del sexo generalmente no afectado. De igual forma en un grupo familiar es
posible sospecharlo si hay dos o mas miembros en primer grado que presenten cancer en
la misma zona, o tipos de cancer que hacen parte de un sindrome de cancer hereditario,
canceres raros o evidencia de herencia autosdmica dominante con penetrancia incompleta
(Kulkarni A., & Carley H., 2016).

4.2 Sindromes de cancer hereditario

Los principales sindromes de predisposicion al cancer en adultos se enuncian a

continuacion:

-Sindrome de cancer de seno y ovario: La mayoria de los casos estan relacionados a las
variantes patogénicas en BRCA1 y BRCA2, un numero menor de casos tienen variantes
en linea germinal de RAD51C, PALB2, PTEN, TP53, CHEK2, BRIP1, CDH1 (Kasmintan
A. et al., 2015; Daly MB, et al., 2021) entre otros, todos caracterizados por predisponer al
desarrollo de cancer de mama y ovario a edades mas tempranas. La incidencia de cancer
de seno en Colombia para 2020 en mujeres de todas las edades fue 25.7%, equivalente a
15509 casos nuevos al afo, de estos, alrededor del 10% estarian relacionados con cancer

hereditario es decir 1550 casos al afio (Globocan 2020).
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-Sindrome de Cowden: Tiene una herencia autosémico dominante, se caracteriza por
multiples hamartomas con alto riesgo de desarrollo de tumores benignos y malignos de
tiroides, seno y endometrio. Se ha observado un mayor riesgo de cancer de seno
masculino de inicio temprano en los portadores de alguna variante patogénica (PV)
relacionada con este sindrome, el gen asociado es el PTEN un gen supresor tumoral que
media procesos de arresto celular y apoptosis (Garber JE., & Offit K., 2005; Pilarski R.,
2009).

-Sindrome de Lynch: Sigue un patron de herencia autosémico dominante y es el cancer
colorrectal (CCR) hereditario mas frecuente que va entre el 0,9 y el 4% de los casos,
genera un riesgo del 50% -80% para desarrollo de cancer colorrectal a lo largo de la vida
con una edad media de presentacion de 44 afios (Lynch H. T., & de la Chapelle A. 2003).
También puede darse como cancer extracolénico de manera que el riesgo de cancer de
endometrio a lo largo de la vida es de 30% a 60%, para el cancer de seno 12,8% (Weiss
JM., et al., 2021), para el cancer de urotelio un 8%, cancer de intestino delgado y ovario
entre 4% a 12%, cancer gastrico y de pancreas 4% (Kasmintan A. et al., 2015), entre otros.
Esta asociado a variantes patogénicas germinales y cambios epigenéticos en los genes
de reparo al dafio del DNA (MMR - mismatch repair): MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2. Estas
variantes patogénicas conducen a una inestabilidad de microsatélites (MSI) en el DNA que
llevan a la inactivacién de genes supresores de tumor que contiene microsatélites en sus

regiones codificadoras (Liu Y., et al., 2019).

-Poliposis adenomatosa familiar (PAF): Sigue herencia autosémico dominante se
caracteriza por el desarrollo de mas de 100 podlipos de colon adenomatosos en la
adolescencia con un riesgo resultante de CCR de aproximadamente el 90% a la edad de
45 afos. Este sindrome se relaciona con la presencia de variantes en linea germinal en el

gen APC. El 25% de las mutaciones son de novo (Kasmintan A. et al., 2015).

-Poliposis asociada al gen MUTYH (MAP): Sigue un patron de herencia autosémico
recesivo. Hasta el 30% de los pacientes con adenomas multiples que dan negativo para
mutaciones en APC son portadores de mutaciones bialélicas en MUTYH, genera un riesgo
de cancer colorrectal de al menos el 50% a los 48 afios (Kasmintan A. et al., 2015; Garultti
M., et al., 2023).
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4.3 Sindrome de Li-Fraumeni

Este sindrome aparecio por primera vez en la literatura médica alrededor de 1969 (Li, FP.,
& Fraumeni, JF., 1969), el cual se caracteriza por la aparicion de tumores en mdltiples
organos a edad temprana. Esta condicion genética se hereda con un patron autosémico
dominante y presenta una penetrancia de aproximadamente el 70 % en los hombres y mas
del 90% en las mujeres. El 70% de los pacientes con diagndstico clinico de sindrome de
Li-Fraumeni tiene una variante patogénica germinal en el gen TP53 y quienes cumplen
con los criterios de Chompret tienen 20 % de probabilidades de presentar una PV
identificable en este gen. La enfermedad se presenta en dos formas clinicas, el sindrome
de Li-Fraumeni clasico (LFS) y el sindrome de Li-Fraumeni like (LFL), cuyos criterios
clinicos de clasificacion difieren, ya que en este Ultimo la prevalencia de variantes
germinales en el gen TP53 es menor y su aparicién estd probablemente relacionada a
otros genes alterados (Vogel W.H., 2017).

Cinco tipos de cancer representan la mayoria de los tumores LFS (Schneider K., 1999):
cancer de mama, sarcomas, tumores cerebrales, leucemias agudas, carcinoma de la
corteza suprarrenal, en conjunto estos representan hasta el 77% de todos los tipos de
tumores que ocurren en los pacientes con LFS. Los mas comunes en el grupo de 0 a 10
afos de edad son los sarcomas, los tumores cerebrales y el carcinoma cortical suprarrenal;
en el grupo de 11 a 20 afios, los tumores 6seos, y en mayores de 20 afios, el cancer de
mama Yy los tumores cerebrales, también en estos pacientes existe un riesgo mayor de
desarrollar una segunda neoplasia maligna (entre 30% al 57%) (Garber JE., & Offit K.,
2005; Chompret A., et al., 2000).

1- El cancer de mama femenino representa el 27% -31% de los canceres LFS, lo que lo
convierte en el cancer mas comun en mujeres con LFS. Se estima que las mutaciones de
la linea germinal TP53 son responsables de alrededor del 1% de los canceres de mama
hereditarios, también parece haber una asociacion entre las mutaciones de la linea
germinal TP53 y el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2)
(Schneider K., 1999; Chompret A., et al., 2000)

Dentro de los fenotipos clinicos identificados es mas probable encontrar variantes
patogénicas en TP53 cuando se trata de una mujer con antecedentes personales de
cancer de seno a una edad mas temprana y no tiene una mutacion identificable en los

genes BRCAL1 o BRCAZ2, si es diagnosticada con cancer de seno antes de los 30 afios
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tiene una probabilidad estimada de 4% a 8% de tener una mutacion TP53. Las mujeres
con diagnostico de este cancer entre los 30 y los 39 afios también pueden tener un
pequefio aumento en el riesgo de tener una PV en TP53, mientras que en mujeres mas
jovenes con cancer de seno, una PV en TP53 puede presentarse con cualquiera de las
siguientes caracteristicas: antecedentes familiares de cancer, especialmente canceres
relacionados con LFS, antecedentes personales de un tumor de mama que es positivo
para receptor de estrogeno (ER), receptor de progesterona (PR) y marcadores HER2/neu,
también conocidos como cancer de seno “triple positivo”, y antecedentes personales de

un cancer adicional relacionado con LFS*.

2-. Los sarcomas representan entre el 3% y el 16% de los canceres de LFS y generalmente
ocurren antes de los 30 afios, aunque se han informado diagnésticos posteriores hasta los

55 afios.

3- Los tumores del sistema nervioso central representan del 9% al 14% de los canceres
de SLF.

4- Las leucemias primarias y secundarias, especialmente la leucemia linfocitica aguda, la
leucemia mieloide aguda y el sindrome mielodisplasico representan alrededor del 2% al
4% de los canceres LFS. Los linfomas de Hodgkin y no Hodgkin representan

aproximadamente el 2% de los canceres notificados en personas con LFS.

5- Los carcinomas de la corteza suprarrenal se desarrollan en el 6% -13% de las personas
con LFS y la mayoria de los diagnésticos ocurren antes de los cinco afios, también ocurre

en adultos generalmente antes de los 40 afios.

Otros canceres adicionales notificados en familias con una PV en TP53 identificada o un
diagnostico clinico de LFS han incluido canceres de cabeza y cuello, rifién, laringe,
pulmén, piel (melanoma), ovario, pancreas, prostata, testiculo y tiroides (Weiss JM, et al.,
2021).

4.4 Gen TP53

Las variantes patogénicas germinales en el gen TP53 son las principales responsables del
sindrome de Li-Fraumeni, sin embargo, solo se pueden confirmar en aproximadamente el

70% de las familias sospechosas, por lo que su diagndstico generalmente se basa en la

L https://www.Ifsassociation.org/what-is-Ifs/Ifs-critieria/
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evaluacion clinica y el cumplimiento de criterios estrictos independiente del estado
mutacional (Chompret A., et al., 2000; Penkert J., et al., 2018). Estas variantes genéticas
ocurren principalmente en el dominio de union al DNA, y los del LFL estan relacionados

con variantes en otros genes de predisposicion.

El gen TP53 es un gen supresor tumoral que codifica la proteina p53, el cual induce la
transcripcién de genes involucrados en la reparacion del material genético, el control del
ciclo celular y apoptosis. Se localiza en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13), tiene 11
exones, la mayoria de las variantes patogénicas, es decir aproximadamente el 80% se
ubican en los exones 5, 6, 7 y 8 que codifican para el dominio de union al DNA. Este gen
codifica una proteina de 400 residuos de aminoacidos con 7 dominios, la cual forma
tetrAmeros en solucién, que se cree que son los predominantes. Los dominios incluyen el
dominio de activacion de la transcripcion (entre el aa 1-67), la region rica en prolina (67-
98), el dominio central de unién al DNA (98-303), la regi6on que contiene la sefial de
localizaciéon nuclear (303-323), el dominio de oligomerizacion (323—-363) y dominio basico
C-terminal (363-393) (Gargallo P., et al., 2020).

Mediante paneles por NGS que incluyen el gen TP53, los pacientes sin antecedentes
familiares de LFS y que no cumplen con los criterios de Chompret se les puede identificar
una PV en este gen, a menudo con un VAF (Variant Allele Frequency) que es compatible
con herencia germinal (es decir, ~ 50%), no obstante, en aproximadamente el 14% de los
pacientes con PV en TP53 se consideran de novo ya que la variante no se identifica en
ninguno de los padres. La frecuencia de las mutaciones de novo en TP53 no esta bien
establecida; sin embargo, segun dos estudios, se ha estimado que la tasa de novo es tan
baja como 7% y tan alta como 24% (Sorrell A. D., et al., 2013).

Las variantes patogénicas de novo en TP53 pueden deberse a un mosaicismo gonadal,
gue resulta de una variante presente en el gameto de uno de los padres. Se desconoce la
penetrancia de estas variantes en TP53 en pacientes con un genotipo de LFS sin
antecedentes personales o familiares representativos de cancer. En ausencia de datos de
estudios longitudinales, las personas con PV de linea germinal de novo actualmente se
manejan de la misma manera que otras personas con LFS y antecedentes familiares
concordantes. Para la interpretacion de una PV en TP53 con una frecuencia alélica baja
(<30%) se debe pensar o en un mosaicismo clasico (somatico), hematopoyesis clonal,
interferencia técnica en el ensayo o PV tumorales detectados en la sangre a partir de una

neoplasia maligna hematolégica circulante o de tumores sélidos. La confirmacion del
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mosaicismo soméatico se puede lograr mediante la identificacion de la PV TP53 en un
segundo tejido a través de cultivos de fibroblastos, o células obtenidas de hisopados
bucales (Mester J. L., et al., 2020; Schwartz A. N., et al., 2021). La identificacién de una
PV TP53 a través de cualquiera de estos medios confirma el mosaicismo, mientras que la
falta de identificacion del PV no excluye el mosaicismo. La identificacion del mosaicismo
clasico debe ir seguida de asesoramiento genético para discutir estrategias de vigilancia
para el individuo afectado y pruebas de descendencia. Ademas, identificar la PV en otro
miembro de la familia excluiria la hematopoyesis clonal; por lo tanto, es importante evaluar
a otros miembros de la familia, incluida la descendencia (Batalini F., et al., 2019; Berry D.
K., etal., 2023).

En el estudio de Subasri, V. et al., 2023 se identificaron epimutaciones asociadas con el
riesgo de cancer en individuos con LFS portadores de variantes en TP53. Entre las
epimutaciones identificadas, se encontraron hiper e hipometilacion en el gen LEF1
(lymphoid enhancer binding factor 1), que se asociaron con un mayor y menor riesgo de
cancer, respectivamente. En general, estos hallazgos sugieren que las epimutaciones
pueden ser un mecanismo importante que contribuye a la variabilidad en la penetrancia
del cancer en pacientes con LFS y la identificacion de estas epimutaciones puede tener
implicaciones importantes para la prediccién del riesgo de cancer (Subasri, V., et al., 2023).

4.5 Metilacion de TP53

Se ha observado que algunos pacientes que presentan criterios clinicos para LFS o LFL
no tienen ninguna variante patogénica, probablemente patogénica o variante de
significado desconocido (VUS) en el gen TP53, por lo que se plantea la hipétesis de que
tanto la generacién o pérdida de isoformas de p53 como la metilacion de este gen podria

desempenfiar un papel crucial en esta aparente falta de correlacion genotipo-fenotipo.

La metilacion en el gen TP53 ocurre independiente de la presencia o no de variantes
deletéreas en TP53, se da principalmente en los exones 5 a 8, lo cuales contienen
secuencias de nucleétidos que son reconocidas por enzimas metiltransferasas, que
agregan grupos metilo a los residuos de citosina en las secuencias CpG (Tornaletti, S., &
Pfeifer, G. P., 1995). La metilacién de estos exones puede afectar tanto la seleccion de
exones al modular procesos de empalme, como la generacién de diferentes isoformas de

p53, lo que a su vez puede afectar la funcion de la proteina p53 en la célula, asi como la
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unién de proteinas reguladoras del empalme, como los factores serina/arginina (SR)
(Kouidou, S., et al. 2009).

Las isoformas de p53 se generan a partir del mismo gen TP53, pero difieren en su
estructura y funcion. Se han identificado varias isoformas de p53 en diferentes tejidos y
condiciones fisioldgicas, y se ha demostrado que tienen diferentes roles en la regulacion
del ciclo celular, la apoptosis y otros procesos celulares. La isoforma A133p53 es una de
las isoformas de p53 mas estudiadas y se ha demostrado que tiene un papel importante
en la regulacion de la apoptosis y la senescencia. Esta isoforma se produce a partir de un
empalme alternativo del transcrito de TP53 y se expresa en varios tejidos, incluyendo el
cerebro, el corazén y el higado. Se ha demostrado que la pérdida de la isoforma A133p53
se asocia con la predisposicion a desarrollar cancer en el contexto de LFS y LFL. La
regulacion del empalme alternativo esta controlada por diferentes elementos reguladores
del empalme exdnico, como los exonic splicing enhancers (ESE) y los exonic splicing

silencers (ESS), asi como por factores de empalme especificos (Kouidou, S., et al. 2009).

Los ESE son secuencias de nucleétidos en los exones del gen que promueven el
reconocimiento y el empalme de los intrones adyacentes durante el proceso de corte y
empalme del ARN; estas secuencias facilitan la unién de proteinas reguladoras del
empalme, como los factores de empalme serina/arginina (SR), lo que promueve el
empalme alternativo y la inclusion de ciertos exones en el ARN maduro. Por otro lado, los
ESS son secuencias de nucle6tidos en los exones del gen que inhiben el reconocimiento
y el empalme de los intrones adyacentes durante el proceso de empalme del ARN. Estas
secuencias actian como sitios de union para proteinas reguladoras del empalme que
bloquean o inhiben el empalme alternativo y la inclusion de ciertos exones en el ARN
maduro. La interaccién dinamica entre los ESE y ESS, junto con los factores de empalme
especificos, regula la seleccion de exones y la generacion de diferentes isoformas de p53,

lo que a su vez afecta la funcién de la proteina p53 en la célula (Lamolle, G., et al., 2006).

4.6 Otros genes asociados al sindrome de Li-Fraumeni

CHEK?2 es otro gen relacionado con la etiopatogenia del sindrome de Li-Fraumeni, este
gen codifica para una serina treonina quinasa del punto de control del ciclo celular, fosforila
la fosfatasa CDC25C, de manera que la inhibe evitando la entrada de la célula a mitosis
ademés de estabilizar a p53, lo que conduce a la detencion del ciclo celular. Variantes

patogénicas en este gen han sido detectadas en algunas familias de LFS o LFL sin
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mutaciones detectables en TP53, varios estudios apoyan la hipétesis de que el gen CHEK?2
puede actuar como un factor que contribuye al desarrollo de tumores individuales en
familias con tumores LFL (Vahteristo, P., et al., 2001; Schneider K., et al., 1999). Sin
embargo, en los ultimos afios se ha debatido la relacion de CHEK2 con el LFS, tal como
lo plantea Fortuno, C. et al, 2023 pues establecen diferencias obvias entre la presentacion
clinica de los portadores de variantes patdégenas de TP53 y CHEK2, sin evidencia de que
CHEK2 esté asociado con ninguno de los canceres centrales de LFS relacionados con
TP53, e incluso proponen reemplazar el "sindrome de Li-Fraumeni 2" como aparece en

OMIM con el nombre de “enfermedad asociada a CHEK2”,

Otras variantes patogénicas menos frecuentes y en estudio son las del gen POT1
(proteccion de los teldmeros 1) este gen codifica una proteina nuclear que es esencial para
el mantenimiento de los telémeros y se ha demostrado una mayor fragilidad telomérica en
pacientes afectados por variantes patogénicas de POT1. Se ha asociado con el riesgo de
desarrollar varios tipos de tumores y se han detectado en familias de LFL. En el estudio
de Calvete, O. et al., se identifico una nueva variante missense en POT1 (p.R117C) como
responsable del LFL asociado especificamente con angiosarcoma cardiaco (CAS) y
demuestran que los portadores de esta variante muestran niveles reducidos de POT1
unido a los teldmeros, que son anormalmente largos y fragiles, destacando un nuevo papel
de POT1 como un gen de alta susceptibilidad en cancer familiar y abriendo oportunidades
terapéuticas para el prondstico y tratamiento en familias con CAS (Calvete, O., et al.,
2015).

El gen CDKN2A, es otro gen relacionado con LFS y LFL, codifica dos proteinas, la
pl6INK4a y la pldarf, ambas actian como supresores de tumores regulando el ciclo
celular. La p16 inhibe las quinasas dependientes de ciclina 4 y 6 que bloquean el paso de
la fase G1 ala S y por otro lado la p14 activa p53 es decir la estabiliza, ya que corriente
arriba puede interactuar y degradar MDM2 que es la proteina responsable de la estabilidad
y actividad de p53, de esta manera p53 se acumula y hace la detencién del ciclo celular.
En los casos en los que se ha identificado variantes en este gen frecuentemente esta

asociado a un caso indice de sarcoma (Jouenne F., et al., 2017).

4.7 Criterios clinicos diagnoésticos del LFS

Para realizar el diagnéstico clinico de LFS y LFL se han planteado unos criterios en

términos de severidad, historia familiar, edad de aparicion y espectro de neoplasias
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malignas, de esta forma se plantearon los criterios clasicos de LFS, los criterios de LFS -
Birch y Eeles-, y varias versiones de los criterios de Chompret (originales, versién 2008,
2009 y 2015), que son en los que se basan las guias de la NCCN (Daly MB, et al., 2021).

Los portadores de variantes germinales en TP53 pueden estar cubiertos por los criterios
LFS/LFL y de la misma forma muchas familias que cumplen clinicamente con los criterios
LFS/LFL carecen de variantes patogénicas germinales detectables en TP53, lo que se
demuestra por las tasas de deteccién de variantes en TP53 que varian de 55 al 70% con
los criterios de clasificacion clasicos, 25% a 30% en los criterios de LFL y del 20% al 35%
en los criterios de Chompret; esto significa que hasta el 45% de los pacientes que cumplen
los criterios clasicos de LFS y hasta el 80% de los pacientes que cumplen los criterios de
Chompret o LFL quedan sin explicacién en términos de saber la causa genética (Penkert,
J., et al., 2018). De forma antagénica también se ha encontrado en poblacién control, es
decir individuos sanos sin antecedentes de enfermedades severas una prevalencia de
variantes patogénicas o probablemente patogénicas en TP53 estimada de 1:9.908 (UK
Biobank) (De Andrade, K. C. et al., 2024).

Dentro de los criterios clasicos se enumeran los siguientes: diagnoéstico de sarcoma antes
de los 45 afios, un pariente en primer grado con diagndstico de cancer antes de los 45
afios, un pariente en primer o segundo grado con cualquier cancer y edad de aparicion

menor de 45 afios o sarcoma a cualquier edad.

No obstante, dado que no todas las familias con variantes en linea germinal en TP53
cumplian estos criterios, se describieron los Criterios de Chompret (Chompret A., et al.,
2000) que abarcan un espectro de pacientes mas amplio y se incluyen los siguientes: Caso
comprobado de tumor relacionado con LFS (sarcoma, cancer de mama, tumor cerebral,
carcinoma corticosuprarrenal) en persona menor de 46 afios y al menos un pariente en
primer o segundo grado con un tumor relacionado con el LFS (excepto cancer de mama
si el probando lo tiene) detectado antes de los 56 afios de edad, o con multiples canceres
primarios a cualquier edad. O un caso comprobado con multiples tumores (excepto cancer
de mama multiple), dos de los cuales estén relacionados con el LFS y el primero haya
aparecido antes de los 46 afios. O Caso con diagnostico de tumor corticosuprarrenal o un
carcinoma de plexo coroides, rabdomiosarcoma subtipo embrionario anaplasico
independientemente de la historia familiar. O cancer de mama antes de los 31 afios sin

variantes patogénicas en BRCA1 o BRCA2.
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La guia médica para el sindrome de Li-Fraumeni 2019, versiéon 1.1 (Kumamoto T, et al.,
2019), remarca que los criterios de Chompret (versibn 2015) han demostrado una
sensibilidad del 75% y una especificidad del 64.5%, de manera que resultan Gtiles al evitar
pasar por alto a individuos con variantes patogénicas en el gen TP53 al diagnosticar LFS,
con una tasa de falsos negativos del 25%. Se debe tener en cuenta que, para pacientes
pediatricos con cancer, los miembros de la familia también suelen ser jévenes y, por lo
tanto, es posible que aun no hayan desarrollado cancer, lo que dificulta obtener un historial
familiar preciso, mientras que el LFS clasico tiene una alta especificidad (91-98.1%), su
sensibilidad es baja (alrededor de 25-40%). Se ha informado que el 25% de los casos

son LFS de novo.

Se han planteado otros criterios clinicos para el grupo de LFL y en estos se incluyen los
criterios de Birch y Eles. Los de Birch fueron descritos en 1994, alli se define: un probando
con cualquier cancer infantil o un sarcoma, tumor cerebral o tumor corticosuprarrenal
diagnosticado antes de los 45 afios y un familiar de primer o segundo grado con cualquier
cancer LFS a cualquier edad y un familiar de primer o segundo grado con cualquier cancer
antes de los 60 afos de edad (Birch, J. M., et al., 1994). Los criterios de Eles planteados
en 1995 definen la aparicion de dos tumores diferentes que hagan parte del LFS extendido
(sarcoma, cancer de mama, tumor cerebral, leucemia, cancer de la corteza suprarrenal,
melanoma, cancer de préstata y cancer de pancreas) en familiares de primer o segundo

grado a cualquier edad (Eeles RA., 1995).

En este escenario a pesar que ya se han identificado genes que explican un amplio
porcentaje de los pacientes con LFS o LFL, aun hay un nimero significativo de familias
gue cumplen los criterios para LF clasico o los criterios modificados para las que no se ha
identificado ninguin determinante genético relacionado. Esto plantea la posibilidad de otras
variantes genéticas de la linea germinal causantes de LFS o LFL, o de pacientes con

mosaicismo en TP53, que ya han sido reportados (Renaux-Petel M, et al. 2018).

Kratz, C. P., etal., 2021 plantean un espectro fenotipico del LFS asociado con las variantes
en linea germinal en TP53 con el fin de estudiar las asociaciones genotipo-fenotipo en
todo el espectro, lo que segun ellos facilitaria la busqueda de modificadores de riesgo en
el futuro (p. €j., a través de asociaciones de genotipo-fenotipo o mediante el estudio de
modificadores de riesgo en familias con variantes de puntos criticos), y no se basa en
predicciones de penetrancia A) LFS fenotipico: sin variante germinal P/LP en TP53 (o

mosaico de linea germinal) + ninguna otra explicacion genética + que cumple con los
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criterios clasicos de LFS. B) LFS: variante germinal P/LP en TP53 (0 mosaico de linea
germinal) + que cumple con los criterios de LFS y/o cualquier cAncer antes de los 18 afios.
C) Portador de LFS: variante germinal P/LP en TP53 + sin antecedentes personales de
cancer + LFS en la familia. D) LFS atenuado: variante germinal P/LP en TP53 (0 mosaico
de linea germinal) + antecedentes personales de cancer pero que no cumple con los
criterios de prueba de LFS + ningun cancer antes de los 18 afios. E) Portador de LFS
atenuado: variante germinal P/LP TP53 + sin historia personal de cancer + LFS atenuado
en la familia. F) LFS incidental: variante TP53 de linea germinal P/LP (o mosaico de linea
germinal) + sin historial de cancer + sin LFS o LFS atenuada en la familia (Kratz, C. P. et
al., 2021). Sin embargo, los portadores de variantes en TP53 que no son P/LP no estan
incluidas en la nueva definicion, si bien esta separacion es clinicamente practica, es
posible gue no refleje la verdadera biologia de TP53 y las variantes de significado incierto
(VUS) pueden volver a anotarse en el futuro, adicionalmente esta clasificacién actualmente
no tiene implicaciones inmediatas en los protocolos de vigilancia del cancer porque se

requieren mas analisis de riesgo.

4.8 Analisis por secuencia de nueva generacion (NGS)

El analisis por NGS ha facilitado la realizacion de pruebas de mudltiples genes
simultdneamente, a un costo menor y tiempos de respuesta rapidos, permitiendo la
implementacion de esta técnica como una prueba clinica de primera linea para las
personas que se sospecha de sindrome de cancer familiar y desde hace algunos afios se
implement6 también para el analisis rapido y de alto rendimiento de variantes en el nimero
de copias (CNVs), los cuales constituyen aproximadamente el 7% de las PV en los genes
de susceptibilidad al cancer y pueden identificarse mediante algoritmos especificos de
andlisis. Se ha demostrado que estos métodos computacionales detectan con precision
alteraciones en el nimero de copias de >50 pb, como deleciones y/o duplicaciones de
exon, y permiten detectar PV en un panel completo de genes al tiempo que disminuyen

los costos al evitar las pruebas paralelas como el MLPA o LR-PCR (Bhai P., et al. 2021).

En el 2018 Penkert et al., publicaron los resultados de un estudio con andlisis de secuencia
de nueva generacion y de numero de copias para un conjunto de 94 genes de
predisposicién al cancer en una cohorte de 83 pacientes alemanas con diagnéstico de
cancer de mama negativos para TP53, BRCA1 y BRCA2 y que su vez cumplieran los

criterios  clinicos para Li-Fraumeni sugeridos hasta el momento (criterios
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LFS/Chompret/LFL). Los resultados evidenciaron 13 variantes patogénicas o
probablemente patogénicas germinales en 10 pacientes y en nueve genes diferentes, de
manera que en cinco pacientes (5 de 83; 6% de la cohorte) se detectaron variantes
patogénicas causales en genes de susceptibilidad al cancer de mama establecidos
(PALB2, CHEK2, ATM) y en los restantes cinco (6%) variantes patogénicas en genes que
carecen de una asociacién firme con la susceptibilidad al cancer de mama (genes de la
via Fanconi, genes de la familia RECQ, CDKN2A/p1l4 y RUNX1), tres pacientes se
presentaron como portadores de doble variante con dos genes diferentes cada uno
(Penkert et al., 2018).

De esta manera se define un espectro mutacional amplio en pacientes con cancer de
mama con criterios para LF, sefiala la necesidad de intensificar la investigacion sobre
variantes monoalélicas en la via de Fanconi y genes de la familia RECQ y enfatiza la
necesidad de investigacion avanzada sobre nuevos genes de susceptibilidad, asi como
variantes de TP53 no codificantes en pacientes con resultados de prueba negativos para
variantes de TP53 en regiones codificantes, se plantea la hipétesis que para la aparicién
de un fenotipo LFL sin variantes patogénicas detectables en TP53 se da la aparicion
simultdnea y aditiva de alteraciones claramente patogénicas dobles o multiples en mas de
un gen de susceptibilidad al cancer.

4.9 Panorama en Colombia

La prevalencia del sindrome de Li-Fraumeni no esta bien establecida, sin embargo, se
habla de 1:3.555 a 1:5.476 personas en todo el mundo (De Andrade KC, et al., 2019), con
una alta variabilidad interregional. En América Latina, Brasil es el pais que tiene la mayor
prevalencia, principalmente debido a una variante patogénica puntual en el gen TP53,
€.1010G>A (p.Arg337His). Esta variante no se encuentra dentro del dominio de unién al
DNA de la proteina p53, sino en un motivo estructural (una hélice a) que media la
formacion de dimeros p53 y que genera un alto riesgo de desarrollo de carcinoma de la
corteza suprarrenal; se considera una variante fundadora en el sur de Brasil. Los estudios
en dos ciudades (Porto Alegre y Curitiba) mostraron que 1 de cada 300 personas tiene Li-
Fraumeni, es decir hay aproximadamente 250.000 a 300.000 portadores en estas
poblaciones (Achatz MI, Zambetti GP., 2015).

En Colombia se han publicado tres articulos reportes de caso en los que se identifican

variantes patogénicas en linea germinal en TP53, el primero por Ossa en el 2016, la
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variante ¢.527G>T (p.Cys176Phe) en el exon 5 en una mujer de 31 afios de edad, natural
de Antioquia, con dos tumores sincronicos un leiomiosarcoma de antebrazo y un tumor
filoides de mama. Como antecedente de un hijo con diagnéstico de carcinoma cortical
suprarrenal a los tres afios, que murid a los cinco afios por la enfermedad, la abuela y
bisabuela maternas murieron de cancer gastrico a los 56 y 60 afios, y su mama y una
hermana de su abuelo materno presentaron cancer de mama entre los 40 a 60 afios (Ossa
CA., 2016).

El segundo reporte de caso por Cardona et al., en el 2018 informa la variante ¢.586C>T
(p.Arg196*) en una mujer que fue diagnosticada a los 12 afios con osteosarcoma y a los
24 afos se evidenciaron multiples adenocarcinomas pulmonares primarios sincrénicos
relacionados con la diseminacién tumoral intraalveolar, tenia historia familiar de cancer de
seno en madre a los 32 afios y tias maternas con astrocitoma anaplasico, cancer gastrico
(Cardona AF., et al., 2016). El tercer reporte de caso por Insuasty-Enriquez et al., en el
2022 también informa la variante ¢.586>T (p.Arg196*) en un hombre de 38 afios sin
antecedentes familiares de importancia quien desarrolla de forma metacrénica sarcoma
de tejidos blandos en region pretibial izquierda, adenocarcinoma gastrico y sarcoma

cardiaco (Insuasty-Enriquez, et al., 2021).
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5. Metodologia

5.1 Tipo de investigacion

Estudio analitico-descriptivo

5.2 Descripcidn de los pacientes

Sujetos de estudios: 25 muestras de sangre periférica en total. Se describe en cada
individuo el tipo de cancer (ver figura 5) y la edad del diagnéstico. Cada uno de los
individuos se etiquetd con una letra y un nimero. Para el estudio inicial se tomaron siete
individuos afectados, es decir aquellos con diagnéstico de cancer relacionado con LFL
(D5, F1, F3, F9, F11, G1, J3) y 18 de familiares sanos de una familia venezolana con
diagnéstico clinico de sindrome de Li-Fraumeni like (ver figura 1, 2, 3y 4), tomadas previo
consentimiento informado en las instalaciones de Servicios Médicos Yunis-Turbay, y

remitidas para estudio por uno de los investigadores principales.

El individuo D5, es un hombre de 58 afios con diagnéstico de micosis fungoide, un tipo de
linfoma cutaneo de células T. El individuo F1 se trata de una mujer que falleci6 a los 80
afios con diagnoéstico de cancer uterino. El individuo F3 es un hombre de 64 afios con
diagnostico de cancer de proéstata. El individuo F9 se trata del caso indice, que se describe
mas adelante con detalle. El individuo F11 es un hombre de 48 afios con diagnéstico de
Linfoma Hodgkin. El individuo G1 se trata de una mujer que fallecié a los 79 afios con
cancer de mama diagnosticado a los 49 afios. El individuo J3 se trata de una mujer que

falleci6 a los 44 afios con cancer de ovario diagnosticado a los 38 afios.
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Ampliacién 1

Ampliacién 2

Ampliacion 3

Ampliacién 4

Figura 1. Genealogia familia con diagnostico clinico de LFL

iy

1

O

Ampliacién 1

2

(A1) (B1) Breast cancer
Lung cancer
1 | 2 | 3 | 4 :* 5 * 6 *
(C1),d. Oyrs (D1) (E1) (F1), d. 80 yrs (F2), 99 yrs (G1), d. 79 yrs
Endometrial/uterine cancef Breast cancer, 49 yrs
(D2) (D3) (D4) (D5), 58 yrs (F3), 64 yrs (F6) (F7) (F8), 54 yrs
Lymphoma unspecified Prostate cancer
Mycosis Fungoides Tcells
1 3 4 #* 5
(F19) (F20) (F13) (F14), 28 yrs (F15)

Figura 2. Genealogia. Ampliacion 1
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Ampliacién 2
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Figura 3. Genealogia. Ampliacion 2

El caso indice (se sefiala con indicador rojo en figura 3) se trata de una mujer (IV-9(F9))
diagnosticada con cancer de seno a los 50 afios, con antecedente familiar de una prima
materna que fue diagnosticada con sarcoma a los 16 afios ya fallecida, una prima materna
con diagnostico de cancer de ovario antes de los 45 afios, fallecida, un primo materno con
linfoma cutaneo tipo micosis fungoides, un hermano con cancer de préstata otro con
linfoma Hodking y dos tias maternas con diagnéstico de cancer de seno ya fallecidas (ver
figura 3).

Ampliacién 3
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Figura 4. Genealogia. Ampliacion 3
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LEGEND Ampliacidn 4

M Lung cancer

M Breast cancer

M Endometrial/uterine cancer

B Lymphoma unspecified
Osteosarcoma

M Prostate cancer

M Hodgkins lymphoma

B Esophageal cancer

M Ovarian cancer

Figura 5. Genealogia. Ampliacion 4

5.3 Extraccion de DNA, cuantificacion y verificacién de
calidad

Los procedimientos y andlisis de datos se llevaron a cabo en las instalaciones de Servicios
Médicos Yunis-Turbay. Se realizo la extraccion de DNA gendmico de 25 muestras de
sangre periférica mediante QlAamp DNA Mini Kit de Quiagen, estas muestras de sangre
pertenecen a miembros de una familia con criterios clinicos para sindrome de Li-Fraumeni-
like, posteriormente se realizo la cuantificacion de DNA mediante Qubit y la medicion del
radio de absorbancias 260/280 nm entre 1.8-2.0, se hizo la comprobacion de la calidad del

DNA mediante gel de agarosa al 1%.

5.4 Panel genético de 111 genes relacionados con
cancer

Luego de obtener DNA gendmico de adecuada calidad se purifico, se tom6 50ng del mismo
para iniciar el proceso de secuenciacion y preparacion de librerias, se procesaron 7
muestras correspondientes a familiares afectados, se usé el Kit de captura con panel de
111 genes relacionados con cancer hereditario (ACD, AIP, APC, ATM, ATR, AXIN2, BAP1,
BARD1, BLM, BMPR1A, BRCAl, BRCA2, BRIP1, BUB1l, CDH1l, CDK4, CDKN1B,
CDKN2A, CHEK2, DDB2, DICER1, DIS3L2, DKC1, ELANE, EPAS1, EPCAM, ERCC1,
ERCC2, ERCC3, ERCC4, ERCC5, ERCC6, FANCA, FANCB, FANCC, FANCD2, FANCE,
FANCF, FANCG, FANCI, FANCL, FANCM, FH, FLCN, G6PC3, GF11, GREM1, HOXB13,
KIF1B, KIT, MAX, MDH2, MEN1, MET, MITF, MLH1, MNX1, MSH2, MSH6, MSR1,
MUTYH, NBN, NF1, NF2, NFIX, NSD1, NTHL1, PALB2, PARN, PDGFRA, PMS1, PMS2,
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POLD1, POLE, POLH, POT1, PRKAR1A, PTCH1, PTEN, RAD50, RAD51, RAD51C,
RAD51D, RB1, RECQL, RECQL4, RET, RTEL1l, SCG5, SDHD, SLX4, SMAD4,
SMARCA4, STK11, SUFU, TMEM127, TP53, TERT, TSC1, TINF2, TSC2, UBE2T, VHL,
VPS45, WAS, WRN, WT1, XPA, XPC, XRCC2 y XRCC3) a partir de DNA (Oncogene
Profile de SG KITS- SISTEMAS GENOMICOS), secuencia NGS MiSeq (SMYT) como se

describe a continuacion:

1.

Tagmentacion del DNA gendmico y purificacion: Se realizé la fragmentacion
enzimatica y se afiadieron simultdneamente unos adaptadores a los extremos de los
fragmentos. Posteriormente el DNA fragmentado se purificé usando beads magnéticas
(AMPure XP beads).

Amplificacion del DNA Tagmentado y purificacion: EI DNA tagmentado y purificado se
amplific6 mediante un namero reducido de ciclos de PCR. Tras la amplificacion, la
libreria se purifico utilizando beads magnéticas.

Validacion de la libreria obtenida: Se analizé una alicuota de la libreria en un equipo
Fragment Analyzer (Agilent).

Hibridacion: Las librerias obtenidas se mezclaron con las sondas que capturan las
regiones de interés.

Captura: Las beads cubiertas de estreptavidina capturan las sondas que a su vez estan
hibridadas con las regiones diana de interés. Se hicieron lavados posteriores para
eliminar las uniones no especificas de las beads.

Adicion de indices por PCR y purificacion: A cada libreria individual se le afiadié una
secuencia de nucleétidos especifica mediante amplificacién por PCR, lo que permitié
mezclar varias librerias enriquecidas para secuenciarlas juntas en un uUnico RUN o
lane.

Validacion de la libreria enriquecida: La calidad de la libreria enriquecida obtenida se
determind analizando una alicuota de la libreria en un equipo Fragment Analyzer
(Agilent).

Pooling de Librerias para secuenciaciéon: Se combinaron diferentes librerias
etiquetadas con diferentes indices para su posterior secuenciacion.

Secuenciacion: Con el sistema de SGkit para cancer hereditario se obtuvieron librerias
listas para proceder con la generacion de clusters y secuenciacién en plataformas
llumina. La concentracion de libreria o pool de librerias obtenidas con el Kit para llevar

a cabo la secuenciacion estuvo entre 8-12 pM, en un equipo MySeq de Illlumina.
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10. Andlisis de datos: Después de la secuenciacion de las librerias, los ficheros fastq
obtenidos en el secuenciador se analizaron y visualizaron en la plataforma de analisis
bioinformatico GeneSystems (Sistemas Genomicos, Paterna, Valencia Espafia).

11. Se generaron lecturas de “paired end” de longitud 101nt. Se tomaron como resultados
aceptables aquellos con profundidad mayor a 20x, verificando los valores de calidad
gue se proporcionan en una escala similar a Phred, verificando valores de >30 es decir
gue existe una probabilidad de 1 entre 1000 de que esa base sea incorrecta. El estudio
global de los valores de calidad proporciona informacién sobre la calidad de la
secuenciacion.

12. Se realizé la alineacién con el genoma referencia GRCh38 y la identificacion de
variantes genéticas. El analisis de las variantes encontradas se fundament6 en los
criterios del ACMG/AMP (Colegio Americano de Genética Médica y Gendmica y la
Asociacion de Patologia Molecular), validacion mediante herramientas de Clingen
(Clinical Genome Resource), se usé ademas softwares de prediccion in silico (como
MutationTaster, Human Splicing Finder) para la clasificacion final de las variantes como
patogénicas, probablemente patogénicas y de significado clinico incierto.

5.5 Exoma completo individuo indice

Con el objetivo de ampliar la busqueda de variantes en otros genes relacionados con el
fenotipo, se seleccioné el individuo indice (F9) para realizarle un exoma completo en
institucion externa mediante plataforma MGI. Se obtuvieron los archivos crudos fastq y
.vcf con los que posteriormente se realiz6 el llamado de variantes mediante la herramienta
WANNOVAR (Chang X., et al., 2012) en el que se filtraron las variantes no sinénimas,
aquellas con frecuencia <0.001 y con score >0.6 para evaluacién del predictor REVEL

eliminando aquellas que tuviesen un efecto neutral.

5.6 Exoma dirigido: 157 genes relacionados con cancer
en caso indice

Se realizdé un exoma dirigido en el individuo indice (F9) ampliando la busqueda a 157
genes en los que se ha establecido alguna relacion con cancer (ACD,
ABRAXAS1(FAM175A), AIP, AKT1, ALK, APC, ATM, ATR, AXIN2, BAP1, BARD1, BLM,
BMPR1A, BRCAL, BRCA2, BRIP1, BUB1, CCND1, CDC73, CDH1, CDK4, CDKN1B,
CDKN1C, CDKN2A, CHEK2, CTNNAL, CYLD, DDB2, DICER1, DIS3L2, EPAS1, EPCAM,
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ERCC1, ERCC2, ERCC3, ERCC4, ERCC5, ERCC6, FANCA, FANCB, FANCC, FANCD?2,
FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, FANCL, FANCM, FH, FLCN, GREM1, HNF1A, HNF1B,
HOXB13, HRAS, IL1B, IL1RN, KIF1B, KIT, LIG4, LZTR1, MAD2L2, MAX, MC1R, MDH2,
MEN1, MET, MITF, MLH1, MNX1, MRE11(MRE11A), MSH2, MSH3, MSH6, MSR1,
MUTYH, NBN, NF1, NF2, NFIX, NSD1, NTHL1, PALB2, PALLD, PDGFRA, PIK3CA,
PMS1, PMS2, POLD1, POLE, POLH, POT1, PRKAR1A, PRSS1, PTCH1, PTEN, RADS0,
RADS1, RAD51C, RAD51D, RASAL1, RB1, RECQL, RECQL4, RET, RHBDF2, RINT1,
RNF43, RPS20, SCG5, SDHA, SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD, SEC23B, SLX4, SMADA4,
SMARCA4, SMARCB1, SMARCE1, SPINK1l, SPRED1, SRGAP1, STK11l, SUFU,
TMEM127, TP53, TSC1, TSC2, UBE2T, VHL, WRN, WT1, XPA, XPC, XRCC2, XRCC3,
YAP1, DKC1, ELANE, G6PC3, GF11l, PARN, TERT, RTEL1, TINF2, VPS45, WAS,
CDKN1A, CEBPA, EGFR, GATA2, GPC3, PHOX2B, RUNX1) y determinar mediante

criterios de la ACMG aquellas variantes deletéreas o de significado clinico incierto.
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6. Resultados

6.1 Verificacion de calidad

Para cada uno de los siete individuos a los que se le realiz6 en panel dirigido de 111 genes,
se obtuvo una adecuada calidad de las secuencias (Phred QS) en forward y reverse (ver
figura 6y 7), el contenido de secuencia por base (ver figura 8 y 9) y los scores de calidad

por secuencia (ver figura 10 y 11).
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Fig. 1.1.1. Per base sequence quality: sample LF1.

Figura 6. Score de Calidad (Phred QS) forward Individuo F1
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Sequence content across all bases
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Figura 11. Score de calidad por secuencia - reverse Individuo F1

6.2 Analisis Panel de 111 Genes

Se realizé el analisis de 111 genes asociados con predisposicion al cancer hereditario
utilizando secuenciaciéon de nueva generacion en siete miembros afectados (D5, F1, F3,
F9, F11, G1, J3) (ver figuras 2, 3 y 4) de una familia con diagndstico clinico de sindrome

de Li-Fraumeni like.

Se obtuvo una profundidad promedio de 203.53x. El porcentaje total no cubierto (<20x)
fue en promedio de 0,017%. Se determiné en cada gen el porcentaje codificante no
cubierto, por ejemplo, para el individuo F1 en los genes de mayor interés los valores
fueron: TP53: 0.0%; POT1: 4.17%; CHEK2: 9.95%; RECQL4: 0.0%; BRCAL: 0.29%;
BRCAZ2: 3.49%.

En el individuo F1 se encontr6 una variante en el gen TP53 (NM_000546.6):c.1129A>C;
p.Thr377Pro, sin embargo segun guias de Clingen, no se puede dar los criterios PM2 y
PP2, por lo que la clasificacion resulta incierta, adicionalmente se realiz6 la bdasqueda en

los otros seis individuos sin encontrar segregacion de esta variante.
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No se identificaron variantes patogénicas, probablemente patogénicas ni variantes de
significado clinico incierto (VUS) en ninguno de los genes analizados en ninguno de los

siete individuos evaluados.

6.3 Analisis de Exoma Completo en Individuo F9

Ante la ausencia de resultados significativos en el panel de 111 genes, se realizd un
andlisis de exoma completo en el individuo F9 (caso indice), se trata de una mujer
diagnosticada con cancer de seno a los 50 afios, con antecedente familiar de una prima
materna que fue diagnosticada con sarcoma a los 16 afios ya fallecida, una prima materna
con diagndstico de cancer de ovario antes de los 45 afios, fallecida, un primo materno con
linfoma cutaneo tipo micosis fungoides, un hermano con cancer de préstata otro con

linfoma Hodking y dos tias maternas con diagnéstico de cancer de seno ya fallecidas.

En este analisis, no se encontraron variantes genéticas de interés que pudieran explicar

la predisposicién al cancer hereditario en este individuo.

6.4 Panel Dirigido de 157 Genes en Individuo F9

Para profundizar en la bausqueda de variantes relevantes, se llevé a cabo un panel dirigido

gue incluyd 157 genes asociados con cancer hereditario en el individuo F9.
Se identificaron las siguientes variantes:

RECQL4 (NM_004260): ¢.3251G>A; p.Serl084Asn. Criterios de clasificacion: PM2
soporte por frecuencia desconocida en poblacién control, metapredictor otorga un BP4
soporte, sin embargo, el metapredictor REVEL no calcula un score especifico. En Clinvar
esta con un ingreso clasificada como VUS para el fenotipo recesivo asociado, no esta
reportada en The Human Gene Mutation Database (HGMD) ni Leiden Open Variation
Database (LOVD). Este gen, aunque principalmente se asocia al sindrome de Baller-
Gerold y el sindrome de Rapadilino, ambos de herencia autosémica recesiva, no asociada
con el fenotipo de la paciente, también se ha relacionado con las vias de dafio al DNA e
insuficiencia ovarica primaria y aunque no hay asociacion firme con la susceptibilidad al

sindrome de Li-Fraumeni se ha descrito como gen candidato.

MAGI1 (NM_001033057): ¢.2108T>C; p.Val703Ala. Criterios de clasificacion: PM2 soporte
por frecuencia desconocida en poblacién control, metapredictores (BayesDel addAF,

BayesDel noAF y REVEL) no son conclusivos, no esta reportada en ninguna base de datos
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(Clinvar, The Human Gene Mutation Database (HGMD) ni Leiden Open Variation
Database (LOVD)). Este gen no tiene un fenotipo OMIM especifico, en Genecards se
asocia con tumores neuroendocrinos, sin embargo, no directamente con cancer de mama

ni osteosarcomas.
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7.Discusion

Se realiz6 un andlisis de segregacion de las dos variantes de significado clinico incierto
(VUS) identificadas en el individuo indice F9 en los genes RECQL4 (c.3251G>A;
p.Serl084Asn) y MAGIL (c.2108T>C; p.Val703Ala) sin embargo, al verificar la presencia
de estas variantes en los demas familiares estudiados no se identificé en ninguno de ellos.
La variante en RECQL4 se ha asociado previamente a un fenotipo de susceptibilidad a
neoplasias mamarias, este gen ha emergido recientemente como un posible gen candidato
implicado en algunos casos de sindrome de Li-Fraumeni en los que no se detectan
variantes patogénicas en el gen TP53 (Penkert, J., et al., 2018). RECQL4 codifica una
DNA helicasa involucrada en la estabilidad del genoma y vias de reparacion del DNA
(Croteau, D. L., et al., 2012); por su parte las variantes en MAGI1 se han implicado con
carcinoma neuroendocrino de células grandes de cuello uterino y papiloma atipico del
plexo coroideo (Alday-Parejo, B. et al., 2020; Zhu, R., et al., 2019).

Esto indica que muy probablemente estas VUS representan hallazgos incidentales o
polimorfismos raros en el individuo indice mas que variantes responsables del fenotipo de

susceptibilidad al cancer observado en esta familia.

La ausencia de variantes deletéreas, es decir aquellas patogénicas o probablemente
patogénicas en el gen TP53 en la familia estudiada, que cumple tanto con los criterios
clinicos clasicos para el sindrome de Li-Fraumeni como los modificados, es un hallazgo
esperable, si se tiene en cuenta que hasta el 45% de los pacientes que cumplen los
criterios clasicos de LFS y hasta el 80% de los pacientes que cumplen los criterios de

Chompret o LFL quedan sin explicacién genética (Penkert, J., et al., 2018).
Para ello se plantean algunas posibles explicaciones:

1. Alteracion de la metilacion de TP53: La metilacion del DNA es un proceso epigenético
clave que regula la expresion génica al agregar grupos metilo a las regiones

promotoras del gen. En el caso del gen TP53, la metilacion anormal podria resultar en
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la inactivacion epigenética de este gen, comprometiendo su funcién como supresor
tumoral. Esta inactivacion podria ser un factor determinante en la expresion clinica del
sindrome de Li-Fraumeni en aquellos individuos que no presentan variantes genéticas
identificables. Se ha demostrado que la metilacibn de exones puede afectar la
seleccion de exones y la generacion de diferentes isoformas de p53, asi como la unién

de proteinas reguladoras de splicing (Kouidou, S., et al., 2009).

2. Isoformas alternativas de p53: Ademas de la proteina p53 candnica codificada por el
gen TP53, se conocen al menos 13 isoformas de p53 generadas por promotores
alternativos, sitios de empalme diferentes o sitios de iniciacion de la traduccién (Marcel,
V., et al., 2011). Muchas de estas isoformas tienen funciones reguladoras sobre la
isoforma candnica de p53. Se ha propuesto que la expresion aberrante de isoformas
de p53 podria contribuir a la patogénesis del cancer en familias con Li-Fraumeni sin
variantes detectables en TP53, un ejemplo es la isoforma A133p53 que inicia en el
cododn 133, es decir en el exén 5, manteniendo los exones 10 y 11 en la proteina
(Vieler, M., & Sanyal, S., 2018), y se asocia con predisposicion a cancer, dado que
inhibe la senescencia celular inducida por p53 y su pérdida podria contribuir al fenotipo
en estas familias (Kouidou, S., et al., 2009). Otro punto importante es que la regulacion
del empalme alternativo implica elementos como los ESE y ESS, asi como factores de
splicing especificos, de manera que la interaccion entre estos elementos afectaria la

generacion de isoformas y la funcién de p53 (Lamolle, G., et al., 2016).

3. Variantes intrénicas profundas o en regiones reguladoras no detectadas: En este
estudio tanto en el panel como en el exoma completo se analizaron las regiones
codificantes y sitios canénicos de splicing del gen TP53, sin embargo, se sabe que
puede haber variantes en regiones intrénicas profundas o en regiones reguladoras
distantes que podrian afectar la expresion y/o funcién del gen y no haber sido

detectadas.

En cuanto al asesoramiento genético en esta familia, a la luz del conocimiento actual del
sindrome de Li-Fraumeni y la ausencia de variantes claramente deletéreas, se realiza una
cuidadosa asesoria genética a los individuos analizados. La evaluacién de riesgos y las
recomendaciones de seguimiento se basaron en una comprension completa de los

resultados genéticos y la consideracion de la historia clinica de cada uno de los familiares.
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Se establece entonces en esta familia una agregacion familiar al cancer que no se explica
por variantes deletéreas en regiones codificantes de genes relacionados con cancer
hereditario, mas posiblemente explicadas o por variantes intrénicas profundas, genes de

regulacién de TP53 o0 un sustrato epigenético.
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8. Conclusiones

En el analisis mediante panel dirigido de 111 genes asociados a cancer hereditario en los
7 miembros afectados de la familia con criterios de sindrome Li-Fraumeni Like no se
identificaron variantes patogénicas, probablemente patogénicas o de significado clinico
incierto (VUS) en regiones codificantes del gen TP53 ni en los otros genes relacionados

con LF.

El andlisis de exoma completo y el panel dirigido de 157 genes en el caso indice tampoco
revelaron la presencia de variantes genéticas convincentemente asociadas con la

agregacion familiar de cancer observada en esta familia.

Las variantes VUS identificadas en los genes RECQL4 y MAGI1 en el individuo indice no
segregaron en el resto de familiares estudiados, por lo que se descarta su implicacion

causal en la enfermedad.

La agregacion familiar de cancer observada en esta familia permanece sin explicacion

genética mediante las técnicas de secuenciacion aplicadas.

Entre los posibles mecanismos no evaluados que podrian contribuir al fenotipo se
encuentran: metilacién de regiones promotoras de TP53, variantes profundas intrénicas o

en regiones reguladoras de TP53 y alteraciones en la expresion de isoformas de TP53.

Se logra demostrar que este tipo de analisis de secuencia de nueva generacion se estan
realizando en el Colombia bajo estandares de alta calidad, con resultados éptimos, en

menor tiempo y a un costo equiparable con el de otros paises.

Se requieren estudios adicionales con técnicas complementarias para caracterizar mas a

fondo la posible base genética o epigenética de susceptibilidad al cancer en esta familia.
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9. Recomendaciones

Realizar estudios de metilacion diferencial del promotor y regiones intronicas del gen TP53
en esta familia con el fin de aclarar si existe un sustrato epigenético que explique la

aparicion de cancer.

Realizar un estudio de genoma completo en el que se pueda analizar las regiones intrénicas

profundas y regiones reguladoras de TP53 y de los demas genes candidatos.
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