Premios y

Becas

Bases Convocatoria

Becas SEOM para Formacion en
Investigacion Traslacional en Centros de
Referencia en el Extranjero

Numero de Becas: 4 (1 Beca con la colaboracién de Novartis).
Dotacion: 70.000 € cada una.
Duracion: La dotacién econémica prevista es de dos afios.

Requisitos de los solicitantes:

* Médicos Especialistas en Oncologia Médica hasta 5 afios desde el término de la residencia o Residentes de Oncologia
Médica de cuarto ano.

* Miembro de la SEOM.

¢ Alto nivel de inglés hablado y escrito.

Ambito: Europa, Estados Unidos y Canada.

Formato de la solicitud:

* Nombre del solicitante.

* CV del solicitante.

* Justificacién solicitud de ayuda (Carta cerrada del solicitante en inglés)- Anexo2.

e Cartas de recomendacién — Anexo 2.

* Después de la preseleccion del solicitante por la Comision de Becas de la SEOM, este debera ser entrevistado por el
grupo receptor y una vez confirmada su aceptacion, debe presentar un proyecto a realizar durante el tiempo de la beca.

Plazos:

* En mayo 2010 se realiza la convocatoria y difusion a los miembros de SEOM.
* El 30 de junio de 2010 finaliza el plazo de presentacion de proyectos.

* En julio 2010 resolucién convocatoria y comunicacion.

Presentacion: Enviar original de la solicitud en papel a la Secretaria de la SEOM en C/ Conde Aranda 20-5° dcha. 28001

Madrid y copia en formato electrénico a marinacasanueva.congresos@seom.org. En el exterior del sobre debera constar
la modalidad de Beca, la fecha de solicitud y nombre del solicitante.
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Evaluacion: Cada solicitud presentada serd revisada por dos evaluadores que emitirdn un informe en base a los siguientes
criterios (max 50 ptos):

Curriculum vitae del solicitante (puntuar de 0 a 16) — Seguir plantilla modelo.
Cartas de recomendacion (de 0 a 4) — Anexo 2.

Carta del solicitante (de 0 a 10) — Anexo 2.

Entrevista personal en inglés (de 0 a 20) — Anexo 2.

Dicho informe sera remitido al Jurado.

Jurado: El Jurado estara formado por miembros designados por la Junta Directiva de la SEOM. Los miembros del Jurado
realizardn una evaluacién estratégica posterior a la evaluacién técnica que realicen los evaluadores.

Adjudicacion: La decision del Jurado se transcribird en un Acta y el fallo serd inapelable. El Jurado podra decidir no ad-
judicar la totalidad de las ayudas previstas si considera que las solicitudes presentadas no alcanzan el nivel adecuado.

Informes: El investigador debera aportar unos resultados de PhD extranjero/europeo. Es deseable que la actividad de-
sarrollada por el candidato durante los 2 afos de la beca permita alcanzar el grado PhD europeo o del pais receptor
del investigador, o en caso de contar ya con un PhD la estancia debera encuadrarse en un Post-doc con posibles pu-
blicaciones que avalen el adecuado aprovechamiento de la estancia.

A criterio de la Comisién se solicitard una exposicion presencial cuando se considere necesario.

Publicacion: Las publicaciones o comunicaciones generadas a raiz de esta Beca deberan consignar explicitamente la
existencia del soporte de la SEOM. La no mencidn explicita puede ser causa de reclamacién por parte de la Sociedad.
Cualquier opinion expresada en estas publicaciones o comunicaciones son las de sus autores y no reflejan necesa-
riamente las de la Sociedad Espanola de Oncologia Médica (SEOM). La SEOM y su Fundacidn no se responsabilizan
de los criterios expuestos en ellos.

El Boletin de la SEOM podra publicar o reproducir los resultados parciales o finales del estudio.

Pagos: Se realizaran dos pagos:

* 35.000 € en el momento de la concesion de la Beca.

* 35.000 € una vez transcurrido el primer afio de la estancia.

* Si el proyecto supera los dos afos, el solicitante podra pedir la Beca FIS de ampliacién de estudios para el tercer

ano y sucesivos donde la SEOM se compromete a ayudarle en los tramites necesarios para dicha solicitud.

Las Memorias remitidas seran archivadas en la Secretaria de la SEOM y no se mantendra correspondencia sobre las
mismas.

Caracteristicas de las becas e incompatibilidades:
1.- La concesion y disfrute de estas Becas no implica relacién laboral alguna con la SEOM ni con su Fundacién, ni

supone ninglin compromiso de incorporacion posterior de los becarios a sus plantillas.

2.- El disfrute de una Beca al amparo de esta convocatoria es compatible con cualquier otra Beca o ayuda otorgada
para la misma finalidad cualesquiera que sea los fondos publicos o privados.

3.- El becario podra durante la vigencia de la Beca desarrollar otros trabajos o estudios, siempre que no interfieran
con el cumplimiento de las obligaciones establecidas por la SEOM.

La participacion en la Convocatoria supone la aceptacion de sus bases.
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p Anexo 1

Lista de Investigadores, centros y lineas de investigacion.

Professor Alan Answorth

The Institute of Cancer Research.
London, United Kingdom.

DNA repair.

Professor Paul Workman

The Institute of Cancer Research.
Sutton, United Kingdom.

Heat Shock Proteins and drug
development.

Professor Michael Stratton

The Wellcome Trust Sarger Institute.
Cambridge, United Kingdom.
Cancer genome project.

Professor Peter Carmeliet

Versalius Research Centre, Katholieke
Universiteit Leuven.

Leuven, Belgium.

Angiogenesis and cancer.

Professor Joan Massague

Memorial Sloan Kettering Cancer
Centre.

Manhattan, New York, United States.
Cancer Metastasis.

Professor Robert Kerbel
Sunnybrook Health Science Centre,
University of Toronto.

Toronto, Canada.

Angiogénesis y cancer.

Professor Charles L. Sawyers
Memorial Sloan-Kettering Cancer
Centre.

Mahanttan, New York, United States.
Molecular targeted drugs and
resistance.

Professor Lisa S. Coummens

Helen Diller Family Comprehensive
Cancer Center, UCSF.

San Francisco, California,

United States.

Inflammation and Cancer.

_

Ana Maria Gonzélez - Angulo, M.D.,
M.Sc.

MD Anderson Cancer Center,
Houston, TX.

Laboratorio de Biologia Molecular de
Mama.

Bruce E. Johnson

Dana Farber Cancer Center/Harvard
University (Boston).

Transduccién de senal en cancer de
pulmén.

Tyler Jacks

MIT Center for Cancer Research,
Harvard University (Boston).
Ciclo celular, genes supresores y
oncogenes.

Stephen Baylin

The Sidney Kimmel Comprehensive
Cancer Center at Johns Hopkins (Bal-
timore).

Epigenética.

Kenneth Kinzler

Ludwig Center at Johns Hopkins Uni-
versity, (Baltimore).

Alteraciones genéticas en cancer de
colon.

W. K. Alfred Yung

The University of Texas

M. D. Anderson Cancer Center
(Houston).

Neuro-oncologia.

James L. Abbruzzese

The University of Texas

M. D. Anderson Cancer Center
(Houston).

Cancer de pancreas.

Michael F. Clarke

Stanford Cancer Center

(Stanford University, Palo Alto, CA).
Cancer stem cell.

Patrick O. Brown

Stanford Cancer Center (Stanford
University, Palo Alto, CA).
Expresion génica y regulacién de la
expresion génica.

Jaap Verweij

Department of Oncology, Erasmus
University Medical Center
(Rotterdam).

Fases-1 en nuevos farmacos.

Bruce Ponder

Cancer Research UK Cambridge
Research Institute (Cambridge, UK).
Susceptibilidad genética en cancer.

Stephen Smale

UCLA's Jonsson Comprehensive
Cancer Center (Los Angeles).
Regulacion transcripcional.

Allan Weissman

National Cancer Insitute, NIH
(Betheseda).

Transduccién de sefnal en
proliferacién y apoptosis.

Paul Meltzer

National Cancer Insitute, NIH
(Betheseda).

Inestabilidad genética y
cromosOmica en cancer.

Michael Gottesman

National Cancer Insitute, NIH
(Betheseda).

Mecanismos moleculares de
resistencia.

Antonio Jimeno M.D., Ph.D.
University of Colorado Cancer
Center (USA).

Investigacion traslacional de eventos
moleculares en muestras de pacien-
tes tratados con inhibidores de hed-
gehog y PI3K.

/
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g Anexo 2

Baremo de puntuacion: Maximo 50 puntos.

1) Valoracion de los meritos del candidato/a.
Maximo 16 puntos:

a) Nota media del expediente académico (Aprobado = 1,
Notable = 2, Sobresaliente = 3 y Matricula de honor =
4). Maximo 4 puntos.

b) Estudios de post-grado (Cursos de doctorado =1 punto,
Suficiencia investigadora = 2 puntos, Titulo de doctor =
3.5, Titulo de doctor “Cum Laude”= 4). Maximo 4 puntos.

c) Otra Diplomatura o Licenciatura o maestria 1 punto.
Maximo 2 puntos.

d) Publicaciones. Maximo 3.5 puntos.

° Revistas indesadas en el primer cuartil: 1¢" autor o co-
autor (0.5 ptos), 2% o 3¢ autor (0.35 ptos).

° Revistas indesadas después del 1¢ cuartil: 1¢ autor o
co-autor (0.25 ptos), 2% o 3¢ autor (0.15 ptos).

e) Comunicaciones a congresos cientifi cos Maximo 2
puntos.

e Comunicaciones orales en congresos internacionales:
1erautor (0.35 ptos), 2% o 3¢ autor (0.2 ptos).

» Comunicaciones orales en congresos nacionales: 1¢
autor (0.2 ptos), 2% o 3¢ autor (0.1 ptos).

* Poster a congresos internacionales: 1¢ autor (0.25
ptos), 2% o posterior (0.1 ptos).

* Poster a congresos nacionales: 1¢ autor (0.15 ptos),
240 o posterior (0.05 ptos).

d) Otros méritos (conocimiento de Ingles, premios cienti-
ficos, otras titulaciones no universitarias). Maximo 0.5
punto.

2) Cartas de recomendacion (2 referencias).
Maximo 4 puntos.

Las cartas de recomendacioén seguirdn el modelo adjun-
to preestablecido en el cual el referente detallara su re-
lacion con el solicitante, del cual valoraran y argumen-
taran las siguientes caracteristicas:

a) Potencial investigador.

b)Capacidad de pensamiento critico.

c) Capacidad de trabajo.

d) Capacidad de creativa.

e) Mayor/es logros durante su residencia/formacion.
f) Interés y capacidad de alcanzar objetivos.

De acuerdo con la argumentacién de cada punto, el re-
ferente asignard una puntuacién de 0 a 4 a cada una

_

~

de las caracteristicas (0= mediocre, 1= bueno, 2 = muy
bueno, 3= excelente, 4 = extraordinario).

Finalmente, un revisor independiente y ciego para las pun-
tuaciones asignadas, asignara puntaciones basadas Gnica-
mente en la argumentacién de ambos referentes. La pun-
tuacion final correspondera a la media final de estas tres
puntuaciones.

3) Carta del solicitante. Mdximo 10 puntos.

El solicitante completara junto a la solicitud una car-
ta del solicitante explicando su motivacién, interés, ex-
pectativas y planes de futuro. Dicha carta sera redacta-
da en inglés y siguiendo un modelo adjunto en el que se
responderd a las siguientes preguntas cerradas:

a) Which is the applicant experience and interest in me-
dical and/or translational research?

b)What is the interest of the applicant in becoming a
Clinician (medical oncologist) Scientist?

¢) Which are the strongest applicant abilities to become
a successful researcher?

d)How would receiving this award affect the applicant’s
career in short term?

e) What's it the applicant medium and long-term career plan?

f) How would awarding the applicant with this training
fellowship help the Spanish oncology?

g) In which project/s would the applicant be more inter-
ested and why?

Esta carta serd revisada y puntuada por dos revisores de
forma independiente, puntuando cada uno de ellos los
siguientes aspectos con una valoracion de 1 a 5. La pun-
tuacion final correspondera a la suma de la puntuacién
media de ambos evaluadores.

4) Entrevista personal. Mdximo 20 puntos.

El solicitante serd finalmente entrevistado por un panel consis-
tente en dos miembros de la Comisién de becas, y dos evalua-
dores externos incluyendo al menos un investigador bésico.
Parte de la entrevista podra ser realizada en inglés. Las pre-
guntas en dichas entrevistas se basardn tantos en los méritos
curriculares del solicitante, como en sus cartas de recomen-
dacién y carta personal. Asi mismo podrian ser introducidas
preguntas tipo similares para todos los solicitantes. La puntua-
cion final se otorgara por consenso del panel evaluador.

/

83



Informe final. Beca SEOM 2006-2007 para

proyectos de investigacion

Evaluacion Integral de las variantes
Genéticas de Significado Clinico Desconocido
en Familias con Sindrome de Lynch

Investigadora principal: Dra. Carmen Guillén Ponce

El sindrome de Lynch supone alrededor del 3% de todos
los tumores colorrectales. El diagnéstico genético del sin-
drome se lleva a cabo mediante el andlisis de los genes
responsables del sindrome MLH1, MSH2, y MSH6. Del es-
tudio de estos genes se pueden obtener diferentes tipos de
variantes genéticas, que atendiendo a su implicacién en
la patogénesis pueden clasificarse en tres grandes grupos:

a) Mutaciones deletéreas o patogénicas que se consideran
causantes del sindrome.

b)Neutrales o polimorfismos que estin presentes en po-
blacién normal y no se relacionan con la patologia.

c) Variantes de significado incierto o sin clasificar (UV).

Este tercer grupo constituye un verdadero problema desde
el punto de vista de la actividad del Consejo Genético en
Céncer, ya que no puede ser utilizado en los test predicti-
vos para discriminar entre familiares de alto y bajo riesgo.

En el presente proyecto se plantea el estudio de las dife-
rentes lineas de evidencia que pueden aportar informa-
cion para la clasificacion final de estas variantes de signi-
ficado incierto, asi como la evaluacién integral de dicha
informacion. Estas lineas de evidencia incluyen:

a) La simultaneidad de mutaciones deletéreas en el mismo
caso.

b) Andlisis in silico de la repercusién funcional con res-
pecto a la naturaleza y posicion del cambio de ami-
noacido y el grado de conservacion de la variante entre
especies.

) Generacion de formas aberrantes en el procesamiento
del RNA.

d) Estudios de co-segregacién de la variante con la enfer-
medad en los pedigries, asi como la frecuencia de la
variante en casos y controles; y las caracteristicas anato-
mopatoldgicas del tumor que se asocian al sindrome.

Se analizaron un total de 16 de estas UV obtenidas en el
contexto de las Unidades de Consejo Genético en Cancer
de la Comunidad Valenciana. Se evaluaron las lineas de
evidencia expuestas y se valoraron de acuerdo a los cri-
terios establecidos por el IARC Unclassified Variants Wor-
king Group. Los resultados permitieron clasificar un total
de cinco de las variantes analizadas (31%). La integracién
de la informacién obtenida por diferentes grupos en una
Gnica base de datos, es fundamental para tratar de sol-
ventar la incertidumbre que crean estas UV en el manejo
clinico de las familias portadoras.

Introduccion

El Cancer Colorrectal Hereditario no Polipdsico (CCHNP)
es una enfermedad autosomica y dominante que predis-
pone a los portadores de mutacién al desarrollo de dife-
rentes tipos de tumor. La incidencia de este sindrome en
la poblacion espanola es del 2.5% de todos los tumores
colorrectales y supone el sindrome hereditario de CCR mas
frecuente (V. Los individuos de estas familias portadores de
mutacion tienen un riesgo acumulado del 80% de padecer
CCRy del 60% de cancer de endometrio. Existe asi mismo,
un incremento significativo de riesgo de otros tipos de tu-
mores como estémago, ovario, intestino delgado, tracto bi-
liar, rifién y sistema nervioso central. Los tumores colorrec-

84

tales que aparecen en este sindrome se caracterizan por
una edad temprana aparicion, localizacién proximal (en el
60-70% de los casos), riesgo incrementado de CCR sincré-
nicos y metacrénicos y mejor prondéstico @, Para que una
familia sea diagnésticada como CCHNP han de cumplirse
los criterios consensuados de Amsterdam y modificados en
1998: al menos tres miembros de la familia (con relacion
de primer grado) en dos generaciones consecutivas han de
haber presentado CCR 6 alguno de los tumores relaciona-
dos con el sindrome. Al menos uno de los afectos ha de
haber sido diagnosticado antes de los 50 afos de edad.
Poliposis adenomatosa debe haber sido excluido .



Mas del 60% de los tumores del CCHNP presentan ines-
tabilidad de microsatélites como sintoma inequivoco de
defectos en la reparacién del DNA de tipo mismatch. Mu-
taciones en los genes reparadores MLH1, MSH2 mayorita-
riamente, MSH6 con menor frecuencia y PMS2 6 PMS1 en
raras ocasiones son causantes del CCHNP™ |

Los estudios genéticos para la deteccion de mutaciones en
genes de alta penetrancia para cancer comenzaron a ser
abordados en el ambito clinico hacia la segunda mitad de
la década de los "90. Actualmente en nuestro pais viene
siendo una practica habitual en la mayoria de Comunida-
des Auténomas. En el afio 2005 se inici6 el programa de
Cancer Hereditario en la Comunidad Auténoma Valencia-
na que faculté a diferentes centros de referencia en el ma-
nejo especializado de las familias con cancer hereditario.

La aproximacion para el diagnéstico genético utilizada en
la mayoria de casos, comprende la secuenciacién de la re-
gion codificante y zonas de unién intrén-exén de los genes
MLH1, MSH2 y MSH6. Ademds, también se contempla el
estudio de reordenamientos genéticos; mayoritariamente

grandes deleciones; mediante la técnica de MLPA /),

Desde un punto de vista clinico, las variantes genéticas iden-
tificadas en estos estudios se han venido clasificando en:

a) Mutaciones deletéreas con cardcter patogénico, que
generalmente cursan con la generacion de proteinas
aberrantes. Estas, pueden ser consecuencia de mutacio-
nes puntuales sin sentido, pequefias inserciones y dele-
ciones que alteran el patrén de lectura, mutaciones que
afectan a zonas del procesamiento del RNA o grandes
reordenamientos genéticos.

Figura 1:
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b) Polimorfismos, en los que se asume un papel neutral
desde el punto de vista del riesgo a la enfermedad.

¢) Variantes con relevancia clinica incierta o no clasifica-
das (UV). Frecuentemente se trata de sustituciones de
nucleétidos que implican cambios en la secuencia de
aminodcidos en la proteina.

Esta Gltima categoria de variantes genéticas plantea eviden-
tes problemas en la practica del consejo genético. Las va-
riantes de las que se carece de informacion suficiente para
poder determinar su relacion causal con el sindrome, han
de ser considerados de la misma forma que un resultado
no informativo; donde no se encuentra mutacién patogénica
alguna en el rastreo de los genes implicados. En consecuen-
cia, no se pueden ofrecer tests predictivos a los familiares a
riesgo, y todos ellos han de ser considerados como de alto
riesgo con vistas a medidas de vigilancia y profilaxis.

Para el caso de los genes BRCAT y BRCA2 en el cancer
de mama vy ovario hereditario, las Ilamadas variantes
no clasificadas suponen aproximadamente la mitad de
todas las variantes Gnicas detectadas (excluyendo los
polimorfismos) (ver Breast Cancer Information Core
Database: BIC).

Actualmente, desconocemos la dimension real del proble-
ma de las UV en el sindrome que nos ocupa. Nuestros datos
indican que aproximadamente el 25% de las variantes gené-
ticas Unicas que se detectan en los estudios; una vez exclui-
dos los polimorfismos; corresponden precisamente a UV.

Desde un punto de vista genético, los tipos y frecuencias de
las variantes descritas hasta el momento en los genes MLHT,
MSH2 y MSH6 se representan graficamente en la Figura 1:

MLH1

O Missense

B Monsense

BInsertions/ Deletions

W Silent

BSphecing

|@Large Genomie Deletions/Duplhications

MSHE

Mismatch Repair Genes Variant Database
http://www.med.mun.ca/mmrvariants/statistics.aspx
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Al inicio del presente estudio, la informacién recogida
en las bases de datos pdblicas disponibles de variantes
genéticas para el sindrome de Lynch, estaba fragmentada
y no se consignaban las variantes de significado desco-
nocido como grupo diferenciado, ni existia un consenso
para el anadlisis de estas UV. En los dltimos dos afios,
se han ido produciendo una serie de avances que han
permitido sentar las bases para la estandarizacién en la
clasificacion de estas variantes de significado clinico
desconocido:

* La creacion de un grupo de trabajo de expertos para el
estudio de variantes genéticas no clasificadas en el seno
de la Agencia Internacional para la Investigacion en Can-
cer (IARC Unclassified Variants Working Group) que ha
consensuado la estrategia de andlisis, estudio y clasifi-
cacion de estas UV integrando diferentes lineas de infor-
macion (7-15). Se ha propuesto una clasificacion de las
variantes genéticas en cinco grupos (Tabla 1). Los funda-
mentos y consecuencias clinicas de este nuevo sistema
de clasificacion se detallan en Plon et al, 2008 (10).

Tabla 1
Clase # Clasificacion (nomenclatura abreviada)
1 Neutral (-)
2 Probablemente neutral (-?)
3 Desconocida (?)
4 Probablemente patogénica (+?)
5 Patogénica (+)

Probabilidad patogenicidad*
<0.1%
0.1-5%
5-95%
95-99%
>99% probabilidad

*La probabilidad de patogenicidad se obtiene calculando el LR global (likelihood ratio: OR de causalidad) como producto de los LR individuales para

cada una de las lineas de evidencial3.

Las lineas de evidencia que se contemplan desde el grupo de expertos son 13:

Tabla 2

Lineas de evidencia

Evidencia genética directa
Frecuencias en casos y controles

Co-ocurrencia con mutaciones deletéreas
Consegregacién con la enfermedad en los pedigris
Historia Familiar

* Recientemente, se ha procedido a la integracion de las
tres bases de datos de variantes genéticas asociadas al
sindrome de Lynch:

1. International Society for Gastrointestinal Hereditary
Tumors: http://www.insight-group.org/

2. Mismatch Repair Genes Variant Database:
http://www.med.mun.ca/MMRvariants/

3. Mistmatch repair gene unclassified variants database
(University of Groningen): http://www.mmrmissense.info/.

La nueva base de datos forma parte de la Leiden Open
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Evidencia indirecta
Estudio in silico:
Conservacion del cambio entre especies
Severidad del cambio de aa
Prediccion de splicing aberrante
Estudios funcionales
Clasificacién patolégica

Variation Database (LOVD) y se accede desde la pagina
de web de InSiGHT: http://www.insight-group.org/muta-
tions. Esta nueva base de datos aglutina toda la informa-
cién conocida sobre cada una de las variantes que en
ella se recogen, incluyendo estudios caso-control, and-
lisis funcionales, in silico, etc..., asi como las referen-
cias bibliograficas. Se convierte asi en la herramienta de
consulta de referencia obligatoria para este sindrome.

* La creacién y puesta en marcha del Human Variome
Project (http://www.humanvariomeproject.org) como
iniciativa global para coleccionar y depurar la informa-
cién concerniente a las variaciones genéticas que se
asocian a enfermedad (16).



Este nuevo escenario, nos ha obligado a adaptar el pro-
yecto inicial a los nuevos avances. En este sentido, hemos
asumido el modelo global de clasificacién propuesto re-
cientemente por el IARC Unclassified Variants Working
Group (Tabla 1). Las lineas de evidencia contempladas
en el proyecto inicialmente engloban todas las propues-
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tas por la IARC, a excepcién de los estudios funcionales
con modelos in vitro (Tabla 2). Los resultados obtenidos,
fruto del presente trabajo son compartidos con el grupo
de trabajo en UV de la IARC con objeto de consolidar la
solidez de la informacién para la clasificacion de las va-
riantes genéticas.

Material y Métodos

Sujetos a estudio:

Familias con sospecha de sindrome de Lynch remitidos a
las Unidades de Consejo Genético en Cancer de los Hos-
pitales Universitarios de La Fe y Elche que cumplen crite-
rios de estudio genético 17. Se incluyeron en el estudio
aquellas familias que presentaban variantes no clasifica-
das (n=17) asi como otras con mutaciones patogénicas
puntuales y polimorfismos de tipo missense que se utiliza-
ron como controles (n=5). El periodo de reclutamiento de
casos abarca entre Abril del 2005 hasta Marzo del 2009.

Variantes genéticas a estudio:

Tras el rastreo de mutaciones rutinario en los casos indi-
ce de familias con sospecha de sindrome de Lynch (ge-
nes MLH1, MSH2 y MSH®6); se consideraron variantes de
significado clinico desconocido o sin clasificar -objeto de
estudio del presente proyecto- a todas aquellas variantes
genéticas de tipo sustitucion de nucleétido simple que ori-

gine un cambio de aminodcido (missense), en las que no
haya sido demostrada su patogenicidad.

En el presente trabajo se han analizado un total de 16 va-
riantes genéticas no clasificadas correspondientes a 17 fa-
milias aparentemente no relacionadas, que han sido anali-
zadas en el laboratorio de Genética Molecular del Hospi-
tal General Universitario de Elche dentro del Programa de
Cancer Hereditario de la Comunidad Valenciana (Tabla 3a).

Ademads, se analizaron otras cinco variantes genéticas con
significado conocido a modo de control. Tres de ellas cla-
sificadas como mutaciones patogénicas, y otras dos como
polimorfismos neutrales (Tabla 3b).

Previamente a su entrada en el estudio, todos los indivi-
duos: casos indice, y familiares a riesgo, firmaron el pre-
ceptivo consentimiento informado.

Tabla 3: Descripcién de las variantes genéticas incluidas en el estudio:

a) Variantes genéticas no clasificadas.

MLH1 p. Thr82AIa
MLH1 9 p.Gly244Asp
MLH1 12 p.Ser406Asn
MLH1 12 p.Ser406Asn
MLH1 10 p.Arg265Cys
MLH1 16 p.Lys618Ala
MLH1 16 p.Lys618Ala
MLH1 16 p.Leu622His
MSH2 3 p.lle145Met
MSH2 4 p.Arg243GlIn
MSH2 6 p.Gly322Asp
MSH2 10 p.lle544Thr
MSH2 6 p.Pro349Ala
MSH6 2 p.Ser144lle
MSH6 4 p.Val480Glu
MSH6 4 p.Val878Ala
MSH6 4 p.Pro462Leu
MSH6 2 p.Leu95Val

MSI+
ACIl MSI+
ACII
BG MSI+
BG MSI+
BG MSI+
BG MSI+
BG MSI+
ACII MSI+
ACII
ACII
ACII MSI+
ACII MSI+
ACII MSI+
ACII MSI+
ACII
ACII MSI+
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b) Variantes genéticas clasificadas.

MUTACION MLH1 p. G|y67Arg
MUTACION MLH1 15 p.Ser577Ser
MUTACION MLH]1 4 p.Thr117Met
POLIMORFISMO MLH1 8 p.lle219Val
POLIMORFISMO MSH6 1 p.Gly39Glu

c.199G>A ACII
c.1731G>A ACII MSI+
c.353C>T ACII

€.655A>G BG MSI+
c.116G>A ACII MSI+

BG se cumplen criterios de Betesda para analisis de inestabilidad de microsatélites. ACII: la familia cumple criterios de Amsterdam Il. MSI: inestabi-
lidad de microsatélites.

Lineas de evidencia:

1

.Frecuencia en casos y controles: Las variantes genéti-

cas a estudio son sometidas a estudio caso-control con
tres grupos: 500 casos de CCR esporadico, 500 contro-
les sanos y 75 individuos con sospecha de sindrome de
Lynch. Este estudio se lleva a cabo mediante plataformas
Sequenom (Genoma Espana).

. Co-ocurrencia con mutaciones deletéreas: Todos los

casos incluidos en el estudio fueron analizados por
PCR y secuenciacién directa de la secuencia codifican-
te completa y uniones intron-exon de los genes MLHT,
MSH2 y MSH®6, para la deteccién de mutaciones pun-
tuales. Asimismo, se abordé el estudio de grandes reor-
denamientos (inseciones y deleciones) mediante MLPA
de estos mismos genes.

. Co-segregacion con la enfermedad en pedigris: Los fa-

miliares relacionados con el caso indice, tanto sanos
como afectos de cancer, son analizados con objeto de
establecer su estatus como portadores de la variante en
cuestion. Con la informacién del genotipado de la va-
riante en cada miembro de la familia y su relacion con
el caso indice, se calcula el factor de Bayes de causali-
dad, cuantificando de forma relativa la probabilidad de
que la variante sea de tipo causal frente a la probabili-
dad de que sea neutral 18,19.

. Historia Familiar: Todas las familias analizadas cumplen

criterios de estudio genético. Se aplican los criterios de
Bethesda modificados y los de Amsterdam Il para deter-
minar la historia familiar de cancer 16.

. Analisis in silico:

SNPs3D: www.SNPs3D.org

Utiliza el Support Vector Machine (SVM score) y datos
de 15 pardmetros basados en al estructura de la proteina
y 5 parametros basados en alineamiento de secuencias
para analizar las sustituciones. Valores SVM negativos
indican variante deletérea, mientras que valores positi-
vos indican variantes neutrales. Valores entre -0.5 y +0.5
tienen un reducido valor predictivo.

PolyPhen: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/
Se basa en la toma de decision que combina un ndmero
de atributos de la estructura de proteinas con un alinea-
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miento de secuencias filogenético predisenado que in-
cluye solamente especies de mamifero. Calcula el PSIC
score para cada sustitucion de nucledtidos introducida.
Provee una clasificacién binaria sobre la transcendencia
funcional estimada en la proteina (tolerada / afecta a la
funcién de la proteina), ademas de la mediana de con-
servacion de la secuencia en el alineamiento.

Prediccién de splicing aberrante:

Los diferentes modelos de prediccién de splicing utili-
zan diferentes algoritmos y matrices para identificar si-
tios de unién intron-exon-intron asi como los Exon Spli-
cing Enhancers.

* ESE Finder: http:/rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/
esefinder.cgi?process=home

* Rescue ESE: http:/genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese

* NNSPLICE: http://biologyhelp.awardspace.com/desc.php?
id=1478&type=biotech

* Human Spice Site Finder: http://www.umd.be/HSF

* PESX: http://cubweb.biology.columbia.edu/pesx

* Analsis experimental de splicing aberrante:

Todas las variantes analizadas fueron analizadas expe-
rimentalmente para determinar la presencia de splicing
aberrante; y en su caso, caracterizarlo.

Para ello, se aisl6 RNA total de leucocitos (RNA easy
mini kit, and Qiacube system, Qiagen). La reaccién de
retrotranscripcion se llevé a cabo con oligo-dT (Rever-
se Transcription Reagents and using random primers
(Applied Biosystems). Finalmente la reaccién de PCR se
realiz6 con sistema de amplificacion de fragmentos lar-
gos, conteniendo toda la regién codificante de cada uno
de los genes analizados en uno o dos amplicones (Long
Expand PCR System, Roche). Los productos de PCR fue-
ron analizados en geles de agarosa.

. Clasificacion patolégica:

MSPath: férmula que -utilizando diferentes variables anato-
mopatoldgicas de los tumores colorrectales- calcula la pro-
babilidad de que el tumor sea de origen hereditario 2°.



Premios y Becas

Resultados y Discusion

Decisiones importantes sobre el manejo clinico de sindro-
mes de predisposicién a cdncer son tomadas, basandose
en el dato de si un individuo es portador o no de una va-
riante patogénica. La existencia de variantes genéticas con
un significado clinico desconocido -generalmente sustitu-
ciones nucleotidicas de tipo missense- representa un serio
problema en la practica clinica. Es necesario por tanto un
abordaje especifico, multidisciplinar y multicéntrico, con
objeto de poder clasificar adecuadamente dichas varian-
tes. En este contexto se ha desarrollado el presente trabajo.

Prevalencia de las UV: La primera cuestion que se plantea
es la dimension real del problema en cuanto a prevalen-
cia. No existen dados precisos en la bibliografia sobre este
aspecto. Nuestros datos, con una experiencia acumulada
de cuatro afios y un total de 420 familias que cumplian

criterios de estudio detectamos un total de 18 familias con
UV. Esto implica que, en nuestro entorno, alrededor del
13% de casos que son sometidos a rastreo genético en
MLH1, MSH2 y MSH®6 son portadores de una UV (Tabla
4a). Cuando el célculo lo realizamos en relacion a las va-
riantes patogénicas, observamos que el 28% de las varian-
tes genéticas detectadas (excluidos los polimorfismos) son
UV (Tabla 4b). Del total de variantes patogénicas detecta-
das, Gnicamente tres fueron mutaciones de tipo missense.
En consecuencia, el 86% (18/21) de las variantes de tipo
missense encontradas (excluyendo los polimorfismos) son
no clasificables.

Se trata sin duda de un ndmero no despreciable de fami-
lias, cuyos miembros, no pueden ser beneficiarse de una
estimacion precisa de riesgo.

Tabla 4a
] (%)"; (%)?
Cumplen criterios* 420
Rastreo mutaciones 138 (32.8%)"
Identificacion mutaciones 46 (10.9%)" (33.3%)
Identificacion de UV 18 (4.3%)’ (13%)?

* Cumplen al menos, criterios de Bethesda 1 % sobre el total de casos que cumplen criterios. 2 % sobre el total de casos que han sido sometidos a

rastreo de mutaciones.

Tabla 4b
Variantes patogénicas no clasificadas
MLH1 24 16 (67%) 8 (33%)
MSH2 23 17 (76%) 5 (24%)
MSH®6 18 13 (72%) 5 (28%)
total 64 46 (72%) 18 (28%)

De las variantes estudiadas en el presente trabajo, cua-
tro no estan recogidas en la base de datos del InSiGHT
(MLHT: Thr82Ala; MSH2: 1le544Thr; MSH2: Pro349Ala
y MSH®6: Pro462Leu). Las restantes aparecen en la citada
base de datos, pero su patogenicidad sigue alin en debate
(Tabla 6). Un caso presentaba dos UV simultaneamente
(MSH2: Arg243GlIn y Gly322Asp). Dos de las UV en es-
tudio fueron recurrentes en nuestra serie, habiéndose pre-
sentado cada una de ellas, en dos familias independientes
(MLHT1: Ser406Asn; MLHT1: Lys618Ala).

Historia Familiar: Once de las 17 familias portadoras de
UV cumplen criterios de Amsterdam I, lo que indica una
carga familiar importante de cancer asociado al sindrome

de Lynch. Las restantes seis familias cumplen criterios de
Bethesda modificados y presentan inestabilidad de micro-
satélites (Tabla 3A).

Co-ocurrencia de mutaciones patogénicas en casos en los
que se ha detectado UV: Cuatro de los casos analizados
presentaban simultdneamente mutaciones patogénicas en
heterocigosis (de tipo frameshift). Todos estos casos cum-
plen criterios de Amsterdam Il (Tabla 5). No se han aborda-
do estudios moleculares sobre el origen alélico, para esta-
blecer si las UV y las mutaciones patogénicas en cada uno
de los casos, proceden del mismo progenitor. No obstante,
en el analisis de las historias familiares de cancer de estos
cuatro casos, se puede precisar la rama de la familia de



la que procede el riesgo, lo que sugiere que en cualquier
caso, la variante patogénica es la responsable del sindro-
me, y la UV puede ser considerada neutral.

Andlisis in silico: En el andlisis combinado de los mode-
los de prediccion de patogenicidad utilizados; en los que
se integran diferentes algoritmos y matrices que tienen en
cuenta aspectos estructurales de las proteinas y conserva-
cién evolutiva de las secuencias (SNPs3D y Polyphen), se
observa en general, un comportamiento homogéneo con
cinco UVs en el que ambos modelos predicen patogenici-
dad y dos UVs en el que ambos predicen neutralidad. En
el resto de variantes, alguno de los modelos presenta re-
sultados no valorables o dudosos. De los siete casos en el
que hay coincidencia en la prediccion in silico, cuatro son
los que presentan co-ocurrencia de mutacién patogénica.
Es interesante destacar el hecho de que la prediccién de
dos de estos casos de UV con mutacion patogénica concu-
rrente resulté con efecto deletéreo. En las otras dos, el re-
sultado de la prediccion fue neutral. Se pone en evidencia
claramente la limitacién del uso de estos modelos in silico
para la clasificacién de las UV (Tabla 5). En el andlisis por
SNPs3D y Polyphen de las variantes utilizadas como con-
trol se observd, no obstante, una coherencia de resultados:

las dos mutaciones patogénicas missense que resultaron
valorables, tenian una prediccién de variantes deletéreas
por ambos modelos, mientras que la prediccién del tnico
SNP valorable, resulté neutral.

La generacién de un splicing aberrante es un fenémeno
que inevitablemente conduce a un efecto deletéreo en
la funcion de estas proteinas en la gran mayoria de los
casos. Las UV podrian estar potencialmente implicadas
en estos fendmenos. Se abordo este analisis con una es-
trategia en dos pasos. Primeramente, se utilizaron cinco
modelos diferentes de prediccién de splicing a modo
de cribado. La prediccién de una tedrica alteracién en
el procesamiento del mRNA; por al menos uno de los
modelos utilizados, nos obligaba a su confirmacién em-
pirica. Dicha confirmacion experimental se llev6 a cabo
mediante andlisis de los fragmentos de cDNA generados
de cada uno de los casos en cuestion. El resultado de los
analisis in silico sobre el splicing muestra una patente
heterogeneidad entre los diferentes modelos utilizados.
Todas las variantes mostraban, en al menos un modelo,
sospecha de splicing anémalo (Tabla 5a; Figuras 2a vy
2b). Algo muy similar, sucede con las UVs utilizadas
como control (Tabla 5b).

Figura 2: Prediccién in silico del splicing. a) ESE Zinder: MLH1, Leu622His. b) Rescue ESE: MLH1, Ser460Asn
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No obstante, el andlisis experimental demostrd la ausen-
cia de anomalias en el splicing en todos los casos (Tabla
5). Estos datos ponen en evidencia la limitacion real de la
informacién que aportan estos modelos de prediccion de
splicing. En general, la implicacion de una UV en un pro-
cesamiento aberrante de mRNA es sinénimo de variante
deletérea; si bien es cierto que este mecanismo de patoge-
nicidad en variantes missense es poco frecuente. En nues-
tra experiencia, la utilidad de estos modelos como cribado
de sospecha de splicing anémalo ha resultado ser comple-
tamente nula.

Co-segregacion: En el abordaje de los estudios de co-se-
gregacion, los datos obtenidos hasta la fecha, son del todo
insuficientes para poder sacar ningin tipo de conclusién
en la mayoria de los casos. Se han analizado un total de
40 familiares pertenecientes a 12 familias con UV (rango
entre 1 y 10 familiares). La mayor dificultad en estos es-
tudios estriba en la disponibilidad de los familiares para
su estudio. Es cada vez mds frecuente encontrarse con fa-
milias con un ndmero de individuos muy limitado; muy
dispersadas geograficamente; sin individuos afectos vivos;
con familiares disponibles pero demasiado jévenes como
para ser informativos para nuestro objetivo; o simplemen-
te, reacios a participar en el estudio genético.

En la Figura 3 se muestra el caso de la familia con la varian-
te en MSH6: p.Val878Ala, en la que se han analizado un
total de 10 familiares. Esta familia cumple criterios de Ams-
terdam II. En el rastreo de mutaciones puntuales y grandes
reordenamientos en los genes MLH1, MSH2 y MSH®6, el
Gnico hallazgo destacable fue la citada UV. Los cinco in-

Figura 3:
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dividuos afectos de cancer son portadores de la variante,
mientras que otros tres familiares no afectos son también
portadores. Estos tres portadores sanos tienen actualmente
menos de 40 afos, por lo que la informacién que apor-
tan es reducida. Lo mismo ocurre con los tres individuos
no portadores de la cuarta generacién. Globalmente, en
el andlisis de los datos de segregacion de la variante con
la enfermedad en esta familia, podemos considerar que
la probabilidad de que la variante sea patogénica versus
neutral es de aproximadamente 32:1. La informacién que
aporta los estudios in silico sobre esta variante es poco de-
terminante. No se observa la generacion de ninguna forma
anomala de splicing. Por otro lado, esta variante esta reco-
gida en la base de datos de SNP con rs2020912 con una
frecuencia alélica de 0.008 en poblacion europea. Barnet-
son et al (2008)21 clasifican esta variante como polimorfi-
ca basandose en un estudio caso control con 2000 indivi-
duos genotipados, si bien en la base de datos del InSiGHT
sigue apareciendo como UV. Tomando en consideracion
todos los datos expuestos, no podemos clasificar esta va-
riante objetivamente sin asumir un riesgo considerable. Por
consiguiente, continuamos con la misma incertidumbre
que al inicio del estudio, y consideramos la variante como
de significado clinico desconocido.

Este caso es un claro ejemplo de la necesidad absoluta de
integrar la mayor cantidad de informacién para minimizar
la incertidumbre inherente en estas UV. Es importante te-
ner informacion sobre co-segregacion de esta misma va-
riante en el mayor ndmero de familias posible, asi como
establecer estudios poblacionales con mayor nimero de
individuos.

MSH6E. Exon 4; p. Val878Ala
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En estos momentos estamos a la espera de recibir los re-
sultados de genotipado de las variantes genéticas a estudio
en 500 casos de CCR esporadico, 500 controles sanos y
75 individuos con sospecha de sindrome de Lynch. Este
estudio nos puede aportar una informacion dtil y directa
de la asociacién de cada variante con el riesgo a cancer.
La gran limitacién de estos estudios es su poder estadisti-
co reducido cuando la variantes son raras. En estos casos
frecuentes serfa necesaria una n>10.000 para obtener re-
sultados sélidos.

Asimismo, se estd procediendo a la valoracién anatomo-
patolégica de los tumores por dos patélgos para calcular el
indice MSPath. Esta informacién también puede contribuir
a un mejor conocimiento en el comportamiento clinico de
las variantes.

Considerando conjuntamente la informacién obteni-
da en este trabajo e integrandola con el conocimiento

acumulado previamente, podemos concluir clasificando
como patogénicas las cuatro variantes que se presentan
simultaneamente con mutaciones patogénicas. Los da-
tos de co-segregacion de la variante MSH®6: p.Val878Ala
con la enfermedad en nuestra familia confieren un peso
suficiente para ser considerada como probablemente pa-
togénica. El resto de variantes analizadas, no presentan
evidencia suficiente para ser clasificadas (Tabla 6). Esto
significa que un 31% de las variantes con significado
clinico desconocido (5/16), han sido debidamente cla-
sificadas con los criterios establecidos. Este dato no es
del todo decepcionante si consideramos por ejemplo,
que en un estudio con un planteamiento similar, donde
se intentaba clasificar un total de 196 variantes con sig-
nificado desconocido en genes BRCAT y 2, detectaron
un total de 29 variantes claramente patogénicas (14.8%),
mientras que las 167 restantes permanecieron como UV
(resultados no publicados, comunicados en el Il Con-
greso del InSiGHT, 2009).

Tabla 6

MLH1 p. Thr82AIa

MLH1 9 p.Gly244Asp
MLH1 10 p.Arg265Cys
MLHT 12 p.Ser406Asn
MLHT 16 p.Lys618Ala
MLH1 16 p.Leu622His
MSH2 3 p.lle145Met
MSH2 4 p.Arg243GlIn
MSH2 6 p.Gly322Asp
MSH2 6 p.Pro349Ala
MSH2 10 p.lle544Thr

MSH6 2 p.Leu95Val

MSH6 2 p.Ser144lle

MSH6 4 p.Val480Glu
MSH6 4 p.Val878Ala
MSH6 4 p.Pro462Leu

PO ~ B ~ |~ [N N S [ [V [P IR IO P
=) x| =
~

NR: no reportada. ?: variante de significado clinico desconocido. ?+: variante probablemente patogénica.

Las conclusiones fundamentales que transcienden de
este tipo de trabajo, es la imperiosa necesidad de es-
tablecer 1) un sistema de consenso de las lineas de
evidencia a considerar, 2) la forma de evaluarlas, 3) la
centralizacién de toda la informacién generada en una
base de datos Gnica y publica; y 4) el consenso sobre
las medidas de seguimiento clinico en cada una de las
situaciones 71%1214  Afortunadamente, en los dos dltimos
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anos hemos vivido el nacimiento de una iniciativa séli-
da en este sentido a través del grupo de trabajo en UV
de la IARC, y promocionado por la InSiGHT. Es necesa-
rio por consiguiente, una colaboracién activa de todos
los grupos que trabajan en este campo para lograr rapi-
dos avances en la minimizacion de la incertidumbre que
ocasionan las UV para un mejor manejo clinico de las
familias con riesgo de cancer.
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