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Resumen

Las alteraciones en BRCA1 y BRCA2 alcanzan el 20-40% en los casos de cancer de mama
hereditario, por lo que se las considera los factores de riesgo genético mas significativos para
identificar los casos de cancer de mama y/u ovario. Algunas mutaciones en estos genes parecen
distribuirse de forma particular en cada poblacién y comunidades étnicas. En un estudio previo
sobre cancer de mama hereditario en la poblacidon asturiana se describieron cinco mutaciones
noveles en los genes BRCA1 y BRCA2. El objetivo del presente trabajo ha sido determinar los
haplotipos en el entorno del gen BRCA2 en las familias con las dos mutaciones novel en este gen,
con el fin de conocer si existe un haplotipo Unico relacionado con cada mutacién que sugiera un
efecto fundador. Se analizaron un total de 9 marcadores (6 SNPs y 3 microstélites) en una region
gendmica cercana a BRCA2 en 65 individuos pertenecientes a 9 familias independientes y 42
individuos control. A partir de los datos de genotipado se dedujeron los haplotipos, utilizando el
programa PHASE2.0. Se ha podido deducir un haplotipo especifico de los portadores de la
mutacién 1, presente en 23 de 24 portadores. Se ha detectado un haplotipo relacionado con la
mutacion 2, el cual presenta varios eventos de recombinacion dentro de las 3 familias estudiadas,
por lo que no se puede establecer un haplotipo fundador con seguridad. La identificacion de las
mutaciones fundadoras y de aquellas que mantienen una mayor prevalencia en cada poblacién y
el conocimiento de su distribuciéon geografica pueden ser de utilidad a la hora de disefar
métodos de screening o cribado mutacional eficientes y de ofrecer consejo genético a las

familias.



1. Introduccion

El cancer se constituye, junto con las enfermedades cardiovasculares, como la principal causa de
muerte en los paises industrializados. La aparicién de células cancerosas es, generalmente,
producto de una acumulacién progresiva de mutaciones en el DNA, tanto genéticas como
epigenéticas, que otorgan a estas células la capacidad de crecer de forma descontrolada y
excesiva, invadiendo y dafando tejidos y o6rganos circundantes, asi como también pueden
adquirir capacidad invasiva que les permita migrar a zonas distantes donde metastatizar. Estas
caracteristicas ofrecen a las células tumorales una cierta ventaja selectiva ante aquellas células
sanas; esto se debe a que presentan mutaciones en genes tumorales implicados en el control del
crecimiento y la reparacién de dafos a nivel gendmico, principalmente. Muchos de los distintos
tipos de cancer se pueden prevenir evitando la exposicién a agentes carcinogénicos, como el
humo del tabaco; ademas, existe una proporcién significativa de casos en los que se puede curar
si son detectados en estadios tempranos, mediante cirugia, radioterapia y quimioterapia (fuente:

Organizacidon Mundial de la Salud).

En la actualidad, la tasa global de incidencia del cancer estandarizada por edad es un 25% mayor
en hombres que en mujeres, con tasa de 205 y 165 por 100000, respectivamente. La mortalidad
en hombres en los paises mas desarrollados es un 15% mayor que en los menos industrializados,
y un 8% mayor en el caso de las mujeres (Figura 1.1). Asimismo, en hombres los tipos de tumores
mas frecuentes son de pulmon, préstata, colon, estdomago e higado, mientras que las mujeres
presentan mayor incidencia en cancer de mama, colon, cérvix, pulmén y Utero (fuente:
GLOBOCAN (IARC) 2012). Es por esto por lo que ha cobrado cada vez mas relevancia la
investigacion oncolégica, screening y seguimiento de los pacientes afectados y de la poblacién en
riesgo; en el caso de las mujeres, en particular, los esfuerzos se han centrado en la deteccion y

tratamiento del cancer de mama (Cancer hereditario, SEOM, 2006; Lakhani et al., 1998).
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Figura 1.1. Estimacion de la incidencia de cancer a nivel mundial (fuente: GLOBOCAN (IARC)
2012).

1.1. CANCER HEREDITARIO

La mayoria de los tumores se desarrolla por la aparicién de distintas mutaciones en células
somaticas, pero solo en caso de que se produzca una mutacién en linea germinal tendra lugar el
conocido como cancer hereditario. Este se desarrolla debido a la adquisicién de una copia
mutada de un determinado gen a través de los progenitores. Los genes causantes del cancer
hereditario por una mutacién son proto-oncogenes, genes supresores de tumores o genes
encargados de la reparacién, integridad o estabilidad del ADN, siendo estas mutaciones
altamente penetrantes. De esta forma, individuos que presenten tan solo una copia normal de un
gen implicado en el desarrollo tumoral tendran una fuerte predisposicidon genética a desarrollar
determinados tipos de cancer a una edad temprana. La identificacion de las familias afectadas
por un sindrome de predisposicién al cancer (SPC) es muy importante para un adecuado
asesoramiento genético, ya que se estima que entre el 5 y el 10% de los tumores tienen como

causa la herencia familiar (Cancer hereditario, SEOM, 2006).



1.2. CANCER DE MAMA Y BRCA

El cancer de mama se establece como la afeccién maligna mas comun entre las mujeres de paises
industrializados, diferenciandose cuatro subgrupos en funcién de los perfiles de expresion génica
y sus caracteristicas fenotipicas diferenciales: luminal, HER2, normal y basal-like (o triple
negativo). Esta division se realizé en un principio mediante estudios inmunohistogquimicos v,
posteriormente, mediante estudios moleculares. Dependiendo del fenotipo tumoral la respuesta
a los tratamientos es diferente, por lo que la clasificacion tumoral es relevante en la toma de

decisiones terapéuticas (De Abreu et al., 2013).

Los principales genes de susceptibilidad, que incrementan diez veces el riesgo de desarrollar
cancer de mama/ovario respecto al resto de la poblacién, son BRCA1, BRCA2 y TP53. A dia de
hoy, los genes asociados a un mayor niumero de casos de cancer de mama y ovario hereditario
son BRCA1 y BRCA2. Estos genes apenas se encuentran mutados en los casos de cancer de mama
esporadico; en cambio, hasta el 40% de los casos de cancer de mama y ovario familiar presentan
mutaciones en uno de estos dos genes. La mayoria de los casos dan lugar a carcinomas ductales
invasivos, mientras que los tumores de mama no debidos a estos genes tienden a presentar
grados histolégicos e indices mitéticos menores que los asociados a la mutacién (Lakhani et al.,

1998).

Desde un punto de vista histérico, la demostracién de la existencia de un supuesto gen causante
de la predisposicion genética para el desarrollo temprano de cancer de mama hereditario,
BRCA1, fue llevada a cabo por mas de una docena de laboratorios entre 1974 y 1990, estimando
su localizacién en el locus 17921 (King, 2014; Hall et al. 1990). Durante los siguientes 4 afios,
multiples laboratorios intentaron determinar la localizacion exacta y lograr la clonacidn
posicional del gen de susceptibilidad. El grupo de M.C. King estudié 1579 familias y analizé los
resultados obtenidos mediante analisis de segregacién complejos, obteniendo como resultado un
supuesto gen de susceptibilidad al cancer de alta penetrancia y de herencia autosémica
dominante. En este momento, el Proyecto Genoma Humano aln no habia comenzado y, por ello,
la busqueda del gen se estaba llevando a cabo sin disponer de una secuencia genémica de

referencia, lo que hacia un reto pretender mapearlo. En cuanto se logré reducir la region donde



se encontraba el supuesto gen, se pudo comenzar a clonar en cromosomas artificiales de
levadura (YACs) y bacterias (BACs) y césmidos. Finalmente, se lograron secuenciar 15 genes
comprendidos en una regién de 1Mb. De estos 15 genes, 5 ya se conocian pero no habian sido
mapeados previamente y los otros 10 no se conocian, pero ninguno era BRCA1. A pesar de que el
laboratorio de King fuera el primero en evidenciar la existencia de dicho gen, el gen fue clonado
finalmente por el grupo de Skolnick de la Universidad de Utah en 1994 (Miki et al., 1994). Ese
mismo ano, Michael Stratton y Richard Wooster clonaron el gen BRCA2 en el Institute of Cancer

Research en Reino Unido (King, 2014).

1.3. FUNCIONES DE BRCA

Desde su clonacién hasta la actualidad, son numerosos los estudios encaminados a descifrar las
funciones bioldgicas de BRCA1 y BRCA2. Ambas proteinas son las encargadas de mantener la
estructura e integridad numeérica de los cromosomas durante el ciclo celular, por lo que
funcionalmente se les puede considerar supresores tumorales (Venkitaraman, 2014). La
mutagénesis dirigida de ambas copias de BRCA1 o BRCA2 en linea germinal de ratén demostro la
letalidad temprana embrional e impidid la proliferacién celular (Liu et al., 1996; Sharan et al.,
1997; Connor et al., 1997), ademas de presentar una hipersensiblidad a las genotoxinas que
afectaban a la migracién de estas proteinas al nucleo (Sharan et al., 1997; Patel et al., 1998;
Scully et al., 1997; Chen et al., 1998). Las células deficientes en BRCA2 muestran translocaciones,
grandes deleciones o fusiones que afectan a varios cromosomas no homélogos, y tienen como
consecuencia la mala segregacion de los mismos (Yu et al., 2000); las células deficientes para
BRCA1 presentan efectos similares (Shen et al., 1998). Estos datos indican que la inactivacién de

BRCA fomenta la carcinogénesis por inestabilidad cromosomal.

A dia de hoy, auin no se conoce con fiabilidad cémo BRCA1 y BRCA2 protegen la integridad de los
cromosomas, aunque se han observado multiples interacciones de estas proteinas con otras. Se
cree por ello que puedan pertenecer a un pequefo conjunto de proteinas que sirven como
centros activos dindamicos para multiples complejos macromoleculares. Se ha sugerido que estas

grandes proteinas actlan como entidades segmentadas, donde la distintas regiones, y a veces



regiones intrinsecamente desordenadas, pueden interactuar fisicamente de diferentes formas
para llevar a cabo distintas funciones bioldgicas; aunque no todas sus funciones tienen por qué

ser relevantes para la supresidén tumoral (Venkitaraman, 2014).

Las aberraciones cromosdémicas estructurales se acumulan de forma espontanea durante la
divisién de las células deficientes en BRCA, donde las rupturas de doble hebra de DNA (double
strand brakes) y los huecos de las hebras hija (double strand gaps) son las principales lesiones
celulares (Cox, 2000). La recombinacion homoéloga es la principal solucién para estos problemas.
Tanto BRCA1 como BRCA2 son esenciales para que la recombinacién homadloga sea eficiente en
las células de mamiferos (Moynahan et al., 1999; Moynahan et al., 2001). En su ausencia, las
roturas en el DNA asociadas a la replicacion pueden ser reparadas por mecanismos propensos a
errores como los de unidon de extremos no homdlogos (non homologous end joining) y
microhomologia mediada por unién de extremos (Patel et al., 1998; Yu et al., 2000; Moynahan et
al., 2001), mecanismos que ligan los extremos rotos, a menudo mediante microhomologias. De
esta forma, aquellos tumores que tengan mutaciones en homocigosis para los genes de interés,
ademas de presentar grandes reordenamientos estructurales a nivel cromosomal, también
tendran muchas deleciones cortas (50 pb) por la superposiciéon de microhomologias en los puntos

de rotura (Alexandrov et al., 2013).

Cabe sefalar que se pueden observar caracteristicas particulares ante la pérdida de
heterocigosidad en los canceres cuya mutacién esta en el gen BRCA1 frente a los que al
presentan en BRCAZ2. Los portadores de una mutacién en BRCA1 presentan un marcado exceso
en canceres de ovario y mama en mujeres, mientras que aquellas mutaciones hereditarias en
BRCA2, ademas, tienen una importante predisposicion a canceres de mama en hombres,
pancreas, prostata y otros érganos (Breast Cancer Linkage Consortium, 1999; Thompson &
Easton, 2001). Por otra parte, los canceres de mama debidos a deficiencias en BRCA1 tienden a
presentar una predominancia en las caracteristicas del subgrupo basal-like, asi como una falta de
expresion del receptor de estrégenos que no se observa en aquellos tumores con deficiencias en

BRCA2 (Lucas et al., 2013).



1.4. CANCER DE MAMA HEREDITARIO Y MUTACIONES FUNDADORAS

Las alteraciones en BRCA1 y BRCA2 alcanzan el 20-40% en los casos de cancer de mama
hereditario (Wooster & Weber, 2003; Fackenthal & Olopade, 2007), lo que convierte a las
mutaciones en dichos genes en los factores de riesgo genético mas significativos para identificar
los casos de cdncer de mama y/u ovario hasta la fecha. El riesgo de desarrollar cdncer de mama
asociado a una mutacién de BRCA en personas con riesgo genético a la edad de 70 afios asciende

al 85% y para cancer de ovario es del 44% (Ford et al., 1998).

La mayoria de las mutaciones descritas hasta la fecha en BRCA1 y BRCA2 son debidas a cambios
en la pauta de lectura, mutaciones nonsense y alteraciones en los sitios de splice que provocan el
truncamiento de las proteinas BRCA1 y BRCA2. Se han descrito mas de 3000 mutaciones en estos
dos genes y, aproximadamente, el 60% de las alteraciones se han detectado en una sola familia
(fuente: Breast Information Core, BIC). Algunas mutaciones en estos genes, sin embargo, parecen
distribuirse de forma particular en cada poblacidon y comunidades étnicas (Szabo & King, 1997).
Asi, se han descrito mutaciones fundadoras en distintas poblaciones, estando entre las mas
estudiadas las procedentes de los judios Ashkenazi (Rubinstein, 2004). También se han descrito
mutaciones fundadoras en distintas regiones europeas, americanas y asiaticas (Campos et al.,
2003; Ferla et al., 2007; Janavicius, 2010; Kwong et al., 2012). La identificacidon y determinacién
de la distribucién geografica de las mutaciones fundadoras y de aquellas que mantienen una
mayor prevalencia pueden ser de utilidad a la hora de disefiar métodos de screening o cribado
mutacional eficientes y de ofrecer consejo genético a las familias (Diez et al., 2010; Janavicius et

al., 2013).

El efecto fundador es detectable mediante estudios del desequilibrio de ligamiento (DL) existente
en determinadas regiones del genoma. El desequilibrio de ligamiento o asociacion alélica se
define como un exceso en la co-aparicién, dependencia estadistica, de dos alelos por encima de
lo esperado si los dos alelos fueran independientes (Shifman & Darvasi, 2001). De esta forma, en
una poblacién aislada que se haya constituido a partir de unos pocos individuos fundadores, la
deriva genética reducira el nUmero de mutaciones causantes de enfermedad en dicha poblaciéon

(Daly et al., 2001). Dichas mutaciones se convierten en "mutaciones fundadoras" dado que todos



los individuos de la poblacidon aislada portadores de la mutaciéon seran descendientes del

individuo fundador.

1.5. HAPLOTIPOS

La combinacién particular de los alelos de los loci junto con la mutacién/alelo de la enfermedad
de estudio constituyen un haplotipo (Genotipo haploide) fundador; un haplotipo es un conjunto
de alelos en fase. Al conjunto de haplotipos presentes en la poblacién se le conoce como
haplogrupo (Gabriel et al., 2002; Phillips et al., 2003). La existencia de este desequilibrio de
ligamiento entre distintos marcadores hace posible conocer la historia de la poblacién y la

localizacidon de las variantes genéticas subyacentes a caracteres complejos (Zhao et al., 2003).

Cabe decir que, a medida que se va transmitiendo, el cromosoma que contiene la mutacién
fundadora con su respectivo haplotipo ira sufriendo cambios exponenciales en cada generacion,
al verse afectado por distintos factores como la edad de las variantes, |a historia poblacional, las
tasas de recombinacidn, la conversién génica y la seleccidon natural entre otros factores (Zhao et
al., 2003). De esta forma, el DL en el que se encuentran la mutacién y los marcadores especificos
se ird deteriorando a causa de la frecuencia de recombinacidn. Es por esto que, en poblaciones
donde la mutacién de estudio se haya establecido recientemente, los individuos portadores de
dicha mutacidén compartiran una regién cromosomal de mayor tamano (millones de pares de
bases) que en aquellas poblaciones donde haya existido durante mas tiempo una mutacion

concreta.

1.6. CANCER DE MAMA HEREDITARIO EN ESPANA

En Espana, se ha descrito el espectro mutacional de BRCA1 y BRCA2 en familias con sindrome de
cancer de mama y ovario procedentes de numerosas regiones. Se han encontrado distintas
frecuencias de mutaciones descritas y también ndveles en Galicia (Vega et al, 2002), Salamanca
(Salaza et al., 2006), Castilla y Ledn (Infante et al., 2006), Pais Vasco (Beristain et al., 2007),

Aragdn (Miramar et al., 2008), Catalufia (Llort et al., 2002), Valencia (Esteban-Cardenosa et al.,



2008) y Asturias (Blay et al., 2013). Las discrepancias entre las distintas regiones reflejan la
heterogeneidad geografica de las familias, aumentando la variedad de mutaciones que se
pueden encontrar en las poblaciones espafiolas y modificando las frecuencias relativas de

mutaciones particulares dentro de cada grupo de estudio (Diez et al., 2010).

En el caso de Asturias, se ha llevado a cabo un estudio mutacional en 256 familias de alto riesgo.
Los criterios de seleccion para llevar a cabo el estudio en BRCA1 y 2 de los casos indices,

afectados de la enfermedad en estas familias fueron uno de los siguientes:
1. Que en la familia haya tres o mas miembros con cancer de mama y/o cancer de ovario.
2. Pertenecer a una familia con dos afectadas con cancer de ovario.

3. Pertenecer a una familia con una afectada por cancer de ovario y una con cancer de

mama.

4, Uno de los miembros de la familia con un cancer de mama masculino y uno o mas con

cancer de mama y/o cancer de ovario.
5. Pertenecer a una familia con dos afectadas con cancer de mama antes de los 50 anos.

6. Pertenecer a una familia con una afectada con cancer de mama bilateral y otra con cancer
de mama, siendo la edad de aparicion del cancer en al menos una de ellas antes de los 50

anos.

7. Una Unica afectada ya sea con: cancer de mama bilateral antes de los 40 anos, cancer de

mama u ovario antes de los 30 anos.

8. Probandos afectados de familias cerca de cumplir alguno de los criterios anteriores, con

tumores de fenotipo triple negativo.

De las 256 familias estudiadas, 39 presentaron mutacion en BRCA1 y 20 en BRCA2. La mutacién
en BRCAI mas frecuentemente detectada es ¢.211A>G (p.Arg71Gly). Esta es una mutacién de
origen fundador en Galicia (Vega et al., 2001; Vega et al., 2002), presente en 9 de las 39 familias
(23% de las que presentan este gen mutado) y se explica por la proximidad de Galicia a Asturiasy

la ascendencia gallega de las personas estudiadas. Otra de las mutaciones en BRCA1



frecuentemente detectada en Asturias es c.3331_3334delCAAG (p.GIn1111Asnfs), afectando a 6
familias (15%). Es una mutacion ya descrita en 1996 en una familia canadiense (Durocher et al.,
1996), pero posteriores estudios sugieren que su origen pueda ser espafiol (Torres et al., 2007).
Las nuevas mutaciones descritas en BRCA1 en las familias de Asturias son: ¢.2900_2901dupCT
(p.Pro968Leufs), presente en 8 familias (20% de las familias con BRCA1 mutado) aparentemente
no relacionadas; c.1674delA (p.Gly559Valfs) y c.1965C>A (p.Tyr655*), presentes en una familia

cada una.

En relacién a BRCA2, las dos mutaciones mas frecuentes que se han encontrado en las familias
analizadas en Asturias son ¢.4030_4035delinsC (p.Asn1344Hisfs), no descrita anteriormente y
gue estd presente en 6 de las 20 familias con BRCA2 mutado, y ¢.2095C>T (p.GIn699%*), que

también es una mutacion nueva y esta presente en 3 de las 20 familias ya mencionadas.

Es posible que la existencia de estas mutaciones no descritas con anterioridad y solo presentes
en Asturias en un numero alto de familias pueda deberse al histérico aislamiento geografico de la
regiéon. En particular, las ocho familias con la mutacion en BRCA1 ¢.2900_2901dupCT
(p.Pro968Leufs) tienen un origen geografico en una zona concreta de Asturias, en una franja
geografica relacionada con la calzada romana de La Mesa. Por otra parte, en relacion a la
mutacién p.Asn1344Hisfs de BRCA2, se puede destacar que las 6 familias portadoras de esta
alteracion tienen su origen en una zona reducida del occidente asturiano, entre dos valles (rios
Eo y Navia) y donde, ademas, existe un dialecto propio (eonaviego) que apoya la existencia de
aislamiento de dicha poblacién (Blay et al., 2013). Estos datos sugieren que estas mutaciones

sean fundadoras en esta poblacién.

De acuerdo con la hipétesis anterior, el objetivo del presente trabajo ha sido determinar los
haplotipos en el entorno del gen BRCA2 en las familias con las dos mutaciones novel en este gen,
con el fin de conocer si existe un haplotipo Unico relacionado con cada mutacién que sugiera un

efecto fundador.

10



2. Objetivos

A partir de un estudio previo sobre cancer de mama hereditario en la poblacién asturiana (Blay et
al., 2013) en el que se reportan cinco mutaciones néveles en los genes BRCA1 y BRCA2, se
considera que el estudio y determinacion de los haplotipos asociados a dichas mutaciones podria
resultar de interés para demostrar el efecto fundador de las mutaciones mencionadas, poniendo
de manifiesto el aislamiento geografico y genético que ha sufrido Asturias a lo largo de la
Historia. Por ello, se propone el estudio de los haplotipos de las dos mutaciones presentes en el
gen BRCA2, p.Asn1344Hisfs (6 familias) y p.GIn699* (3 familias), junto al estudio de una poblaciéon
control. Asimismo, también se pretende calcular cudntas generaciones transcurrieron desde que
surgieron ambas mutaciones. Especificamente, los objetivos que se han planteado para el

presente proyecto son:
1. Seleccionar una serie de marcadores moleculares en el entorno del gen BRCA2.

2. Realizar un estudio de genotipado con estos marcadores en individuos portadores de las
mutaciones de BRCA2 p.Asn1344Hisfs y p.GIn699*, en familiares no portadores y en

poblacién control.

3. Analizar los datos de genotipado, inferir los haplotipos de cada individuo y determinar el

haplotipo fundador.

4, Calcular la antigliedad de las mutaciones a partir de los datos obtenidos.

11



3. Material y métodos

3.1. PACIENTES

Se han analizado 6 familias en las que se identificé la mutacién que denominaremos Mutacién 1

[BRCA2 c.4030_4035delinsC (p.Asn1344Hisfs)]. Dentro de estas 6 familias se estudiaron 24

portadores de la mutacion y 20 familiares de los afectados no portadores de la misma. Para la

Mutacidén 2, [BRCA2 c.2095C>T (p.GIn699%*)], se han estudiado 3 familias, con 11 afectados por la

mutacién, y 10 individuos familiares no portadores de dicha mutacion. En la tabla 3.1 se resumen

los casos analizados por familias. Todas las personas analizadas habian firmado el consentimiento

informado para realizar estudios genéticos y para participar en estudios de investigacién

derivados de los mismos, tras asesoramiento en la consulta de Cancer Familiar del HUCA.

MUTACION | FAMILIA INDIVIDUOS CON MUTACION FAMILIARES NO PORTADORES
27 4 4
208 8 4
331 3 0
! 424 5 5
609 3 4
795 1 3
176 5 5
2 293 2 0
696 4 5

Tabla 3.1. Familias de estudio.

De forma adicional, se analizaron 42 muestras de ADN de donantes sanos no relacionados

residentes en Asturias, utilizadas como poblacién control.
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3.2. DETERMINACION DE MUTACIONES EN BRCA2

El DNA fue obtenido a partir de sangre periférica utilizando el método DNAzoI® (MRC, USA),
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tras llevar a cabo una PCR de amplificacion de la regién especifica de estudio del gen BRCA2 se

realizé la secuenciacién del fragmento amplificado mediante el método de Sanger con el kit

comercial BigDye® 3.1 (Applied Biosystems, Foster City, USA). Los fragmentos secuenciados se

purificaron con BigDye® Xterminator™ Purification Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) y

se analizaron mediante electroforesis capilar con el secuenciador ABI PRISMT™ 310 Genetic

Analyser (Applied Biosystems, Foster City, USA). La deteccion de las mutaciones se llevé a cabo o

bien de forma manual o utilizando el software Mutation Surveyor® 4.0.

3.3. GENOTIPADO DE MICROSATELITES Y SNPs

Se analizaron un total de 9 marcadores en la region gendmica cercana a BRCA2: 3 microsatélites y
6 SNPs. Todas las posiciones cromosdmicas mencionadas en este estudio estan referidas a la

version del genoma humano hgl9 (GRCh37).
Seleccion de microsatélites

Se eligieron tres microsatélites, o marcadores de repeticiones cortas en tandem (STR Short
Tandem Repeats), descritos por Neuhausen (Neuhausen et al., 1998) en el analisis de haplotipos

relacionados con mutaciones en BRCAZ2. Estos marcadores fueron:

STR Localizajcic’.)n Repeticién Oligonucleétidos
cromosomica Directo Reverso
D13S260 32436833 AC agatattgtctccgttccatga cccagatataaggacctggcta
D1351698 32704522 AC gtccataccactaagtctgac aacctcaggctaatagtctca
D13S1695 33523563 TG agaatcattgccctactta gataacttaccagcatgtga

13



Tabla 3.2. Microsatélites seleccionados para el estudio y oligonucleétidos utilizados para la
amplificacién de los mismos.

Para la amplificacién de los fragmentos se utilizaron las parejas de oligonucledtidos descritas,
estando una de ellas marcada con un fluoréforo (6-FAM o HEX). La reaccidén de amplificacion se
realizé en un volumen de 15 ul, utilizando 60 ng de DNA gendmico por reaccién, 2,5 mM de

MgCl,, 0,025mM de dNTPs y 0,04U de Taq polimerasa por reaccién.

El programa de amplificacién de PCR para estos marcadores fue el siguiente:

Activacién | Desnaturalizacién | Alineamiento | Elongacién| Desnat. | Alin. |Elong.

95¢eC 94¢eC 55eC 72°C 89eC | 55°C | 72°C | 72°C | 60¢C
5 min 15s 15s 15s 15s 15s | 15s | 10 min |30 min
x10 x20

Tabla 3.3. Programa PCR microsatélites.

Una vez finalizada la reaccidn, se analizaron los fragmentos amplificados mediante electroforesis

capilar en un ABI PRISMTM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City, USA). Los
resultados se analizaron utilzando el software Genemapper 4.0. Un ejemplo de genotipado de los

microsatélites analizados se presenta en la figura 3.1.
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Figura 3.1. Muestra de resultados de analisis de dos microsatélites (D135260 y D13S1695) en tres
individuos (a, b, c) utilizando el software Genemapper 4.0. El individuo a es homocigoto para
ambos microsatélites, mientras que los individuos b y ¢ son heterocigotos para ambos

marcadores genéticos.
Seleccion de SNPs

A partir de los datos obtenidos con el chip Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 6.0 en 4
casos indice con la mutaciéon 1 de BRCA2 y un caso control (datos aportados por el Dr. X. Puente
de la Universidad de Oviedo, analizados por la Dra. L. Fernandez en nuestro laboratorio), se
procedié a seleccionar 6 SNPs en las proximidades del gen BRCA2, cuya frecuencia del alelo
menor (MAF, minor allele frequency) fuera lo mas baja posible (en nuestro caso, MAF<0,30) y
dicho alelo, en la medida de lo posible, no apareciera en ninguno de los otros haplotipos. Tras

realizar las modificaciones oportunas en el formato del archivo procedente del chip (facilitado
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por R. Valdés, Universidad de Oviedo), estos datos se analizaron con el software SHAPEIT2, a fin
de establecer la fase de los haplotipos en las cinco muestras. Estos haplotipos se fueron
extendiendo de forma manual a partir de la mutacidon hasta aquellas posiciones en las que se
rompia el desequilibrio de ligamiento. De esta manera, se encontré que el haplotipo compartido
por los cuatro pacientes portadores de la mutacion tiene un tamafo aproximado de 1 Mb.
Dentro de esta region se seleccionaron 6 SNPs (tabla 3.4) para analizar los haplotipos tanto en

individuos con mutacion como en familiares o controles no afectados.

SNP Localizacién cromosémica Alelos Minor Allele Frequency
rs455805 13:32588825 A/G G=0,1377
rs17077090 13:32688074 Cc/T T=0,0358
rs9315161 13:32789242 Cc/T C=0,2470
rs206085 13:32842335 Cc/T T=0,1483
rs9943888 13:32928202 A/G G =0,2309
rs3848093 13:33496899 C/G C=0,2507

Tabla 3.4. SNPs seleccionados y caracteristicas.

Para el analisis de los SNPs en las muestras a estudio, se utilizd la técnica de PCR cuantitativa (g-
PCR) mediante un ensayo comercial con sondas TagMan para discriminacién alélica Tagman®
SNP Genotyping Assays de Applied Biosystems. Estos ensayos constan de dos oligos especificos
que flanquean a un SNP y de dos sondas fluorescentes especificas para cada alelo, cada una
marcada con distinto fluorocromo. Cada sonda consta de un quencher no fluorescente (NFQ) en
el extremo 3'y de un fluoréforo (reporter) en el extremo 5', siendo el quencher el que evita la
liberacion de fluorescencia si la sonda no es degradada. Estos ensayos se basan en la actividad
exonucleasa 5'-3' de la Tag Polimerasa, que rompera la sonda que haya hibridado, liberando el
fluoréforo (ver figura 3.2). Esta fluorescencia es cuantificada con el software del termociclador

(7500 Real Time PCR System, Applied Biosystems) y es proporcional al nimero de copias del gen
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en estudio presente en la muestra. Asi, el programa de analisis mostrara los resultados indicando

si el DNA analizado era heterocigoto u homocigoto para un SNP (fuente: Applied Biosystems).

Polymerization R = Reporter
¥ Q = Quencher
Forward 0
Primer Probe
5' e g 5
3 .
5' &
< 5
Reverse
Primer
Strand Displacement g
5's > Q:ﬂ'
3 "
5' "
< 5
Cleavage
5@
o = > 3
3 ”
2
< 5
Polymerization
Completed 9
X % e 1 %
5' = y s
: 7
3 .
.
N 5

Figura 3.2. Principio del método TagMan.

Los ensayos se realizaron siguiendo las pautas establecidas por la casa comercial, Applied
Biosystems, haciendo duplicados para cada muestra. Cada ensayo se realizé en 10 ul, utilizando

20 ng de DNA por reaccién.

El programa de amplificacion en el termociclador 7500 Real Time PCR System (ABI7500) fue el

siguiente:
Activacion AmpliTaq PCR
x40
Hold
Desnaturalizacion Alineamiento / Elongacién
952C 92°2C 602C
10 min 15s 1 min

Tabla 3.5. Programa g-PCR.
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Un ejemplo de los resultados obtenidos en el analisis de SNPs se representa en la figura 3.3.

Ademas de obtener una grafica de discriminacién alélica, el programa de analisis genera un

informe detallado para cada muestra.

Allelic Discrimination
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0.000 .
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Allele X (Alelol_rs3315161)
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Figura 3.3. Grafica de discriminacidn alélica. En ella se muestran con el simbolo . aquellas

muestras homocigotas para el alelo X, con ‘. las homocigotas para el alelo Y, ‘. representan las

muestras heterocigotas y mm para aquellas muestras control (NTC, non template control). En caso

de existir alguna muestra que no fuera posible situar en ninguno de los grupos anteriormente

mencionados se mostraria como indeterminada mediante el simbolo”.

3.4. ANALISIS DE LOS DATOS DE GENOTIPADO Y GENERACION DE HAPLOTIPOS

La obtencién de haplotipos a partir de los resultados de genotipado, tanto de los SNPs como los

microsatélites, fue realizado utilizando el software PHASE 2.0 (University of Washington, Seattle,

2004). Este programa implementa un método estadistico bayesiano para la reconstruccion de

haplotipos a partir de los datos de los genotipos de una poblacidon. Permite el analisis de SNPs,
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microsatélites y loci multi-alélicos, en cualquier combinaciéon y permite la falta de datos

(Stephens et al., 2001; Stephens et al., 2003).

Se compararon los datos de varias formas: entre el grupo de pacientes portadores de la mutacion
y los donantes no relacionados; entre el grupo de pacientes portadores de la mutacién y sus
familiares no portadores y entre los datos de los controles donantes no relacionados y los
familiares no portadores de la mutacion. El programa se ejecuté 5 veces para cada prueba. En

caso de existir diferencias en los resultados se tomd la mediana como resultado final.

Para ejecutar cada prueba con este programa es necesario especificar ambos grupos en el

archivo de entrada. El programa se ejecuta entonces con la siguiente linea de comando:
>PHASE.exe -c archivoin.txt archivoout.txt -5x

El programa genera una lista de archivos, siendo los mas representativos los siguientes: un
archivo resumen donde se describen los haplotipos que ha determinado para cada individuo; un
archivo con las frecuencias de cada haplotipo en la muestra de la poblacidon estudiada total y
relativa para cada grupo; otro archivo muestra las distintas parejas de haplotipos posibles para
cada muestra con su respectiva probabilidad; y por ultimo, el archivo donde se indica la

significacidn estadistica (p-valor) de la comparacion de los dos grupos estudiados.

Con los datos obtenidos por el programa se otorgd a cada individuo analizado su haplotipo
correspondiente. Estos haplotipos se ajustaron posteriormente en algunos casos de forma

manual al analizar los individuos dentro de cada pedrigri familiar.

3.5. CALCULO DE LA ANTIGUEDAD DE LA MUTACION

Se utilizé el método descrito por Peixoto et al. (2011) en el que estiman la edad de una mutacion
a partir de la variacién acumulada desde el haplotipo ancestral. El método tiene en cuenta tanto
las tasas de recombinacién como de mutacidn en la generacién de variacién. Asi, la probabilidad

de cambio por generacién () viene dada por la férmula:

e=1-[(1-c)(1-p)]



donde c es la tasa de recombinacién y U es la tasa de mutacién.

La estimacién de p varia si se estan analizando microsatélites o SNPs. Se considera u = 7,8 - 10™

(Gyapay et al., 1994) para microsatélites de dinucleétidos y u = 10° (Weber & Wong, 1993) para
SNPs.

La tasa de recombinacién (c) se puede estimar a partir de la distancia fisica entre los dos
marcadores mas distantes, usando un factor de conversién calculado con el programa “Rutgers
Map Interpolator” (http://compgen.rutgers.edu/old/map-interpolator/). Con estos datos se
puede calcular € y con ello el tiempo transcurrido desde la apariciéon de la mutacién mediante la
formula A = e-t, donde A es la media de eventos (recombinacién y mutacidn) hallados en el total

de las familias estudiadas y t el tiempo (en generaciones) que hace que surgié dicha mutacién.

Conociendo t se puede calcular el nimero de afios (20-25 afios/generacién) que transcurrieron

desde que aparecio el individuo fundador.
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4. Resultados

Se han genotipado 9 marcadores (3 microsatélites y 6 SNPs) para un total de 65 individuos y 42
controles con el fin de determinar si existe un haplotipo comun para cada una de las dos
mutaciones a estudiar: p.Asn1344Hisfs (Mut. 1) y p.GIn699* (Mut. 2). Ambas mutaciones en el
gen BRCA2 producen el truncamiento de la proteina y estan asociadas a cancer de mama y ovario
hereditario; los marcadores empleados en el estudio se encuentran en las proximidades del gen
antes mencionado y la determinacion de un haplotipo comin podria poner de manifiesto la
existencia de un ancestro comun para la mutacién que lo presente. La localizacion de todos los

marcadores respecto al gen BRCA2 se muestra en la figura 4.1.
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Figura 4.1. Posicion cromosémica de los marcadores analizados en relacién con la posicion del
gen BRCA2 (en rojo). El nombre del marcador se describe en la parte superior de la figura y su
posicién cromosdmica en la parte inferior. Se han marcado como M1 Y M2 las mutaciones
estudiadas en BRCA2.

4.1. Genotipado y obtencion de haplotipos

Una vez realizadas las PCR para los microsatélites, el analisis mediante electroforesis capilar y los
ensayos de discriminacion alélica para los SNPs mediante PCR cuantitativa en tiempo real, se
obtuvieron los genotipos para cada uno de los 107 individuos analizados. Estos genotipos se

presentan en el Anexo 1.

21



Para la obtencion de los haplotipos correspondientes, se analizaron los datos genotipicos con el

programa PHASE 2.0 realizando las siguientes comparaciones:

@ 1.1 Individuos mutados (casos) de la Mutaciéon 1 frente a controles (donantes no

relacionados).
o 1.2 Casos Mutacion 1 frente a familiares no mutados de éstos.
@ 1.3 Familiares no mutados (Mutacién 1) frente a controles (donantes no relacionados).
@ 2.1 Casos Mutacion 2 frente a controles (donantes no relacionados).
o 2.2 Casos Mutacién 2 frente a familiares no mutados de éstos.
@ 2.3 Familiares no mutados (Mutacién 2) frente a controles (donantes no relacionados).

En la tabla 4.1 se presentan los resultados de significacién estadistica (p-valor) de cada una de las
comparaciones entre los grupos descritos anteriormente. Se observa una diferencia significativa
en los haplotipos de los casos con mutacion frente a los controles. En los casos correspondientes
a la Mutacidén 1 también se observa una diferencia significativa entre los haplotipos de los casos y
de los familiares no afectados. Esto no ocurre entre los casos de la Mutacién 2 y los familiares no
afectados. No existen diferencias significativas entre el grupo control y los familiares no
afectados de portadores de la Mutacidon 1, asi como tampoco entre los portadores de la

Mutacidn 2 y sus familiares.

Mutacion Interaccion p-valor
1.1 Casos vs Controles 0,01
1 1.2 Casos vs Familiares 0,03
1.3 Familiares vs Controles 0,16
2.1 Casos vs Controles 0,01
2 2.2 Casos vs Familiares 0,2
2.3 Familiares vs Controles 0,01

Tabla 4.1. Significancia de los grupos comparados.
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Asimismo, se han analizado los haplotipos resultantes de la comparacién para los casos de la
Mutacion 1 frente a la suma de controles y familiares juntos, existiendo también diferencias
significativas entre estos grupos asi comparados. Se identifica un haplotipo Unico para 23 de los
24 individuos portadores de la mutaciéon 1, y ademas, el Unico que diferia presentaba en segundo

lugar con mas probabilidades el haplotipo comun de la mutacién.

Los haplotipos obtenidos con el programa PHASE 2.0 para todos los portadores de la mutacion y
familiares estudiados en el analisis se muestran en las siguientes figuras 4.2 y 4.3 en arboles
genealdgicos. Todos aquellos que presenten un asterisco (*) junto al nimero de muestra (en la
parte superior derecha de cada individuo) hacen referencia a aquellos cuyo haplotipo ha tenido
que ser ajustado en funcién de sus familiares, es decir, no era el haplotipo mas probable segln el

programa PHASE 2.0. Los loci se muestran en orden creciente de sus posiciones cromosoémicas.

El haplotipo correspondiente a la Mutacidn 1 se muestra en negrita, siendo [161 11 151 0110

250] donde “161”, “151” y “250” hacen referencia a los microsatélites, y el cédigo binario a los

SNPs, los cuales se especifican en la tabla 4.2. Este haplotipo es comun para 23 de los 24
portadores de la Mutacién 1 y no esta presente en ninguno de los familiares no afectados o

individuos control.

SNP
rs455805
rs17077090
rs9315161
rs206085
rs9943888

rs3848093 | C G
Tabla 4.2. Leyenda del cddigo binario de SNPs.
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Familia 331

161 111510110250 161111510110 250 51 11 151 0110 250
16500151 1000248 165001511000248 165900 151 1000 248
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Figura 4.2. Arboles genealdgicos de las familias con Mutacién 1. Los nimeros en la parte superior
derecha corresponden al n? de muestra analizada. La flecha corresponde al caso indice de la
familia. El asterisco al lado del n? de muestra indica que el haplotipo se ajusté manualmente en
relacién con los datos del resto de familiares. Los miembros portadores de la Mutacién 1 en
BRCA2 se muestran en color negro. Existe un haplotipo idéntico en todos los portadores de
mutacién, excepto en el caso indice de la familia 609, donde se ha producido una mutacién en
uno de los SNPs.
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En relacion a los haplotipos obtenidos en los casos y familiares de la Mutacién 2, no se observa

un haplotipo Unico definido para los individuos con mutacién, dado que los SNPs no son

informativos y los microsatélites no se mantienen en todos los portadores de mutacién, aunque

en este caso contamos con menos de la mitad de portadores y familias afectas que en la primera

mutacion. El haplotipo que es compartido por un mayor nimero de portadores de la mutacion 2

es 163 00 161 1000 250.

Familia 176

gl

6 6

161 00 161 1000 250
167 10 155 1001 240

N

01671000252 167 0g 155 1110 240

105 I

163 11151 0011 250
167 00 155 1110 240

!10 103* 104*

163 00 161 1000 250
159 00 167 1000 252

163 00 161 1000 250

159 00 167 1000 252
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31 106 15910167 0111 252

161 00 155 1000 252

163 00 161 1000 250
167 00 155 1100 248

167 00 155 1110 240

167 10 155 1001 248

Familia 293

5% 11

163 00 161 1000 250
159 00 151 0001 248

163 00 161 1000 250
15910151 0011 248
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157 00 161 1000 240
165 00 165 0011 250
W |33+ a1 48 49
163 00 151 1000 252 163 00 161 1000 252 147 00151 0011 248
165 00 161 1000 240 157 00 155 1001 248

15710 165 0011 250

a5 ‘46 !108* 107*

157 00 165 0011 250 163 00 165 1000 252 159 00 155 1001 250 163 00 161 1000 252

163 00 165 1001 248 169 00 165 1001 248 16500 161 1000240 159 00 165 1000 250

Figura 4.3. Arboles genealdgicos de las familias con la Mutacién 2. Los nimeros en la parte
superior derecha corresponden al n? de muestra analizada. La flecha corresponde al caso indice
de la familia. El asterisco al lado del n2 de muestra indica que el haplotipo se ajusté manualmente
en relacién con los datos del resto de familiares. Los miembros portadores de la Mutacion 1 en
BRCA2 se muestran en color negro. Se observan incongruencias entre los pacientes 44,33y 41:y
eventos de recombinacidn en el caso del tercer microsatélite (fragmento de 252 bases en lugar
de 250). También se observa recombinacidn para el segundo microsatélite en los pacientes 33 y
46.

4.2. Calculo de la edad de la mutacion

Para llevar a cabo el calculo de la antigiiedad de las mutaciones se tuvieron en cuenta los
siguientes parametros (Peixoto et al., 2011):

€ = probabilidad de cambio por generacién

¢ = tasa de recombinacién

M = tasa de mutacién

A = media de los eventos de recombinacién/mutacién (eventos/n? familias)

t = n2 de generaciones (20-25 afios/generacién)
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e=1-[(1-c)(1-p)]
t=M\e

Calculamos de dos formas diferentes la edad de la mutacién 1: por un lado teniendo en cuenta la
los datos de los haplotipos encontrados en un total de seis familias analizadas, y, por otro lado,
considerando bloques de recombinacion inferidos a partir de una ampliacién del estudio de los
datos del chip Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 6.0 con cuatro casos indice y un

control.

En la primera aproximacién, tuvimos en cuenta la existencia de un Unico evento de mutacion,
correspondiente a la variacidon encontrada para el SNP rs455805 en la paciente 32 (familia 609)
en las seis familias analizadas. Para el calculo de p sumamos las tasas de mutacion de los
marcadores seleccionados siendo p=7,8-10"y p=10° la tasa de mutacién de microsatélites y SNPs
respectivamente. Mediante la aplicacién Rutgers Map Interpolator calculamos la tasa de
recombinacion de la regién comprendida entre las posiciones cromosémicas 13:32436834 y
13:33523563, siendo ésta ¢=0,019905. De esta manera, el resultado obtenido fue 7,5
generaciones (150 afios) transcurridos desde el evento fundador (c=0,019905, u=0,002346,

A=1/6, 20 afos/generacion).

A fin de tener en cuenta no sélo este Unico evento mutacional, sino también las posibles
recombinaciones que se hubieran producido a lo largo de las generaciones, procedimos a
aumentar la ventana de analisis, extendiendo los haplotipos mas alla de |la regién compartida por
todos los casos para identificar grandes bloques de recombinacién. De esta manera identificamos
cinco bloques en los haplotipos, con tamano variable en cuanto a nimero de SNPs y que estan
reflejados en la figura 4.4. El primer bloque que aparece en el individuo 12 fue descartado para
los calculos, al asumir que se trata de un evento mutacional mas que de un gran evento de
recombinacion. Mediante la aplicacion Rutgers Map Interpolator hemos calculado la tasa de
recombinacion de la regién comprendida entre las posiciones cromosdmicas 13:32286296 y
13:33696821, siendo ésta ¢=0,02502. El resultado derivado de esta estimacién fue de 40
generaciones (800 afios) transcurridos desde el evento fundador (c=0,02502, pu=4-10°, A=1 (4/4),

20 afios/generacion).
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Figura 4.4. Representacion grafica de una ventana cromosomica localizada en el cromosoma 13
entre las posiciones 32286296 y 33696821 (1,41 Mb), region dentro de la cual se encuentra
BRCA2. Los numeros de la izquierda hacen referencia al nimero de muestra analizado mediante
el chip. Las zonas amarillas representan el posible haplotipo “ancestral” siendo las bandas rojas
aquellas regiones donde éste Ultimo varia y, por lo tanto, se estima que haya existido
recombinacion cromosémica. Esta estimacion se ha llevado a cabo mediante la extension de
forma manual de los haplotipos. Las bandas azules representan la ubicacion de los nueve
marcadores genotipados.

En el caso de la mutacién 2, se tienen muy pocas familias y con algunas incoherencias en los
resultados, lo que hace que el calculo de la edad de la mutacién no tenga suficiente credibilidad.
Aun asi, se ha realizado el célculo de forma tedrica, teniendo en cuenta dos eventos de
recombinacién. Por un lado, el microsatélite D135260 ha recombinado/mutado en la paciente
numero 6 y, por otro, el microsatélite D1351695 que también difiere del supuesto haplotipo
fundador en la familia 696. De este modo, el resultado obtenido sugiere que la mutacion
fundadora podria haber surgido hace, aproximadamente, 30 generaciones (600 afos)

(c=0,019905, u=0,002346, A\=2/3, 20 afios/generacién).
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5. Discusion

En este estudio se ha llevado a cabo el analisis de haplotipos en relacion a un gen de
susceptibilidad a cancer de mama familiar como es BRCA2, el cual presenta dos mutaciones
restringidas a la poblacién asturiana descritas en el articulo de Blay et al., 2013. La mutacién 1 se
encuentra en un area muy reducida del occidente asturiano, delimitada por los rios Eo y Navia, lo
que pudo generar el aislamiento de la poblacion. Este hecho nos ofrece un primer indicio sobre la
posible existencia de un ancestro comun. La mutacién 2 se encuentra en un area de mayor
extension y en menor niumero de familias, por lo que la demostracion de dicho ancestro comun

para esta mutacion ha resultado menos precisa.

Seleccidon de microsatélites para el estudio de los haplotipos

La seleccion de los tres microsatélites se llevo a cabo a través del analisis de |a literatura hasta la
fecha, siendo seleccionados tres de los microsatélites empleados en el estudio de Neuhausen et
al. (1998), en el cual los marcadores D135260, D1351698 y D135S1695 se encontraban dentro del

mismo nucleo de microsatélites en fase.

La determinacion de haplotipos mediante microsatélites ha sido la forma tradicional de llevar a
cabo este tipo de estudio, siendo un método asequible aunque laborioso, ya que puede haber
multiples factores que afecten al resultado final. La identificacion de genotipos en heterocigosis
puede resultar compleja, debido a los numerosos picos satélites que se producen en la
amplificacién por PCR de las repeticiones de dinucledtidos. En nuestro estudio algunos de los
genotipos inicialmente establecidos sin tener en cuenta las asighaciones de los pedigris familiares
fueron redefinidos posteriormente al observar inconsistencias en los datos de las familias, siendo
la mayoria de los errores debidos a la asignacidn inicial de un genotipo como homocigoto cuando

en realidad era heterocigoto (figura 2.1).

La asignacién del tamano del fragmento amplificado también puede resultar confusa. En nuestro
caso, hemos utilizado siempre como controles para la asignacién de tamanos dos muestras de

DNA presentes en todas las amplificaciones que hemos realizado. Hemos observado que no
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siempre el resultado se ajustaba al inicial sino que el tamano de los fragmentos resultantes tras
cada PCR podia variar mas de una base, por lo que se ha tenido que duplicar el panel de analisis
para estandarizar el proceso. No obstante, no se deben descartar errores derivados de la técnica,

que puedan haber dado lugar a genotipos erréneos.

Seleccion de SNPs

Todos los avances derivados del Proyecto Genoma Humano y el abaratamiento de costes en
tecnologia de genotipado, han permitido afrontar multiples proyectos para un estudio mas en
profundidad del genoma humano, entre los que se encontraba el Proyecto Internacional
HapMap, el cual tenia como objetivo establecer el catdlogo de haplotipos presentes en las
distintas poblaciones humanas a fin de facilitar posteriores estudios de asociacion entre variantes
genéticas particulares y enfermedades. Para ello, se estudiaron en torno a 10 millones de SNPs
(aproximadamente 1 cada 1200 bases) y se determinaron los haplotipos creados a causa del

desequilibrio de ligamiento entre distintos SNPs.

Hemos utilizados los datos que teniamos disponibles del genotipado de cuatro casos indice
portadores de la Mutacién 1 junto con un paciente control que no presentaba BRCA2 mutado.
Dicho genotipado se llevo a cabo mediante el ensayo de Affymetrix “Genome-Wide Human SNP
Array 6.0”. Este ensayo caracteriza 1,8 millones de marcadores genéticos entre los que se

encuentran mas de 906600 SNPs y mas de 946000 variantes en el niUmero de copias (CNVs).

En estudios como el nuestro, la reconstruccion de haplotipos y su fase partiendo Unicamente de
datos genotipicos procedentes de un nimero pequeno de muestras presenta limitaciones. Una
estima adecuada de la fase de los haplotipos depende del nimero de muestras, densidad de
marcadores, disponibilidad de datos familiares, estructura poblacional y calidad del genotipado
(Browning & Browning, 2011). En nuestro estudio inicial, partimos de 4 casos no emparentados y
un control. SHAPEIT2 nos permitié inferir los haplotipos y su fase al no estar basado Unicamente
en analisis de datos procedentes de pedigris, sino que su algoritmo hace uso de datos genotipicos
a nivel poblacional obtenidos de los proyectos HapMap y 1000 Genomes. De esta manera, el

programa realiza interacciones del algoritmo de Markov Chain Monte Carlo (MCMC) a fin de

32



estimar cuales son los haplotipos con mayor probabilidad, teniendo en cuenta su frecuencia
poblacional global. En caso de disponer de datos familiares, en una segunda etapa los incluiria en
el analisis en vistas a aumentar la precisién de la prediccién. Los algoritmos que emplea estan
basados en el modelo genético de coalescencia con recombinacién desarrollado por Stephens et
al. (2001) en el programa PHASE 2.0, que en este caso han implementado para aumentar la
cantidad y velocidad de procesado de datos, de manera que sea compatible con plataformas de

genotipado de alto rendimiento.

Como entrada del programa se emplearon el conjunto de genotipos procedentes del array vy el

mapa genético de recombinacion, produciendo como salida el conjunto de haplotipos en fase.

Los haplotipos obtenidos se analizaron manualmente a partir de la posicién de la mutacién hasta
que se observd la ruptura del desequilibrio de ligamiento. Dicho haplotipo tenia un tamano
aproximado de 1 Mb. Para llevar a cabo la seleccién de los 6 SNPs se tomaron aquellos que se
encontraran dentro de este marco, cuya frecuencia menor de alelo (MAF) fuera lo mas baja
posible (MAF<0,3) y dicho alelo, en la medida de lo posible, ho se encontrase en el haplotipo
control. Con los seis SNPs y los tres microsatélites seleccionados se estudiaron los casos con
mutacién en BRCA2 vy los controles no mutados (familiares no afectados y otros individuos
control no relacionados) con el fin de estimar si los individuos con mutacién compartian un

haplotipo no presente en los individuos no mutados.

Identificacion de haplotipos

Para la estimacion de la frecuencia de los distintos haplotipos y de qué pareja de haplotipos porta
cada individuo se pueden llevar a cabo distintos analisis. Muchos grupos aplican el algoritmo de
Expectacion-Maximizacién (EM) para obtener la estimacion de maxima probabilidad de las

frecuencias de haplotipos en la muestra (Dempster et al., 1977; Excoffier & Slatkin, 1995).

Por otra parte, se encuentran los modelos coalescentes y el método MCMC, utilizados por el
programa PHASE 2.0 (Stephens et al., 2001; Lin et al., 2002), que asignan fases a cada individuo y

estiman la frecuencia de los haplotipos. Estos algoritmos utilizan modelos de genética de
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poblaciones para relacionar distintos patrones de haplotipos, de tal manera que si un haplotipo
es mas similar a los patrones de haplotipos observados mas comunes, éste es mas probable que
sea inferido que aquellos que sean menos similares. Una ventaja de este programa es que
ademas de mostrar la pareja de haplotipos mas probable para cada individuo, también genera un
documento con las probabilidades de cada pareja de haplotipos, con las distintas combinaciones
de alelos, para cada individuo; de esta forma, no se pierde informacién y se puede evaluar la

eficiencia del analisis.

En nuestro estudio, utilizando el programa PHASE 2.0, hemos podido identificar un haplotipo en
torno a BRCA2 para la mutacién 1, donde hemos comprobado que los pacientes afectados
portadores de la misma comparten al menos 1 Mb. El haplotipo comun a todos estos individuos
es el 161 11 151 0110 250 (o bien, 161 GT 151 CTGC 250) correspondiente a los 9 marcadores
estudiados y no esta presente en ningun individuo sano no portador de la mutacidn, lo que nos

sugiere la existencia de un ancestro comun para esta mutacion.

Al contrario, en la mutacién 2, para los mismos marcadores, hemos observado coémo tan solo una
parte de los individuos afectos comparten un haplotipo, 6 de 11, por lo que éste no esta asociado
claramente a la mutacion, siendo el haplotipo que mas individuos presentan 163 00 161 1000

250 (163 AA 161 TCAC 250). Asumiendo este haplotipo como el asociado a la mutacidn, se

observan eventos de recombinaciéon en los tres microsatélites y siendo muy frecuente en la
poblacion sana la combinaciéon de alelos de SNPs asociada a los individuos portadores de la
misma. Esto no nos permite determinar si estas familias comparten un ancestro comun, pero en
caso afirmativo esta mutacién seria mas antigua que la mutacién 1, ya que se han dado mas

eventos de recombinacidn en este caso. Los eventos de recombinacion han sido:

o Familia 176, la paciente 6 presenta un evento de recombinacién para el primer

microsatélite, D13S270.

o Familia 696, todos los afectos presentan recombinacién para el tercer microsatélite,
D13S1695. La paciente 33 manifiesta recombinacién, ademas, para el segundo

microsatélite, D1351698.



Asimismo, hemos detectado incoherencias a nivel genotipico en las familias con la Mutacién 2 en
las relaciones padre/madre-hijos. Estas incoherencias podrian deberse a distintos factores, bien a
que los datos de las familias son erréneos o a que el método no es lo suficientemente robusto
para determinar con precisién los genotipos, tal como ya se ha senalado anteriormente en
relacién sobre todo a los microsatélites. Es por ello que los antes mencionados eventos de
recombinacidon no pueden tomarse como tales de forma definitiva hasta demostrar que no se

deben a errores del método.

Calculo de la antigiiedad de la mutacion

La edad de una mutacién fundadora se puede estimar de forma tedrica determinando la longitud
del haplotipo en la regidon de la mutacién, el cual se reduce en tamafio con cada generacidn,
debido a efectos de recombinacidon y mutacién. Se han propuesto diferentes métodos para

estimar la antigliedad de una mutacion (Greenwood et al., 2010; Peixoto et al., 2011).

En lo referente al estudio de la edad de la mutacion que hemos denominado Mutacién 1 de
BRCA2, la hemos calculado teniendo en cuenta los 9 marcadores que nosotros mismos hemos
genotipado. Por otra parte también la hemos calculado teniendo en cuenta los eventos de

recombinacion que hemos observado a partir de los datos obtenidos.

Para calcularla lo hemos hecho teniendo en cuenta tanto la Unica variacion encontrada en uno de
esos marcadores en un individuo como también analizando los bloques de recombinacién

observados tras la extension de los haplotipos a partir del gen de estudio.

En el primer caso hemos obtenido una edad de unos 150 afios mientras que en el segundo,
estudiando los bloques de recombinacién, hemos obtenido una edad de 800 afios. Esta diferencia
tan notable se debe a que los métodos de calculo de la antigliedad de las mutaciones tienen en
cuenta muchas asunciones. Cabe destacar que en el articulo de Greenwood et al. (2010) hicieron
un estudio para comparar los distintos métodos de analisis de edad de mutaciones fundadoras,

obteniendo resultados que diferian hasta en 80 generaciones dependiendo del método
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empleado y marcadores. Por ello, la robustez de estos calculos es incierta, y no se deben tomar

como datos fidedignos.

Por otro lado, la edad de la mutacién 2 se ha estimado en 600 afos, siendo esperable en nuestra
opinién que fuera mas antigua que la mutacion 1 debido a la presencia de un mayor numero de
variaciones en el haplotipo estudiado en los portadores de la mutacion. Cabe decir que en el caso
de esta mutacién, los SNPs no aportan informacion especifica de la misma, dado que el conjunto
de alelos de SNPs es muy frecuente en la poblacion general y el nimero de familias estudiadas

fue muy bajo, lo que no permite sacar conclusiones con fiabilidad.

Una mejor aproximacion para el calculo de la edad de estas mutaciones se podria obtener
seleccionando SNPs marcadores dentro de estos bloques de recombinacién para su genotipado y
analisis en el resto de familias reclutadas, junto a otros micrésatelites mas alejados de las
mutaciones en estudio, con la finalidad de dibujar un patrén mas preciso de los cambios que fue
sufriendo el haplotipo ancestral hasta nuestros dias. En el presente estudio no fue posible
realizar esta extension del analisis debido a restricciones temporales para la presentacién de la

presente memoria.
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6. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, extraemos las siguientes

conclusiones:

1.

2.

Se ha logrado determinar un haplotipo fundador constituido por 9 marcadores (6 SNPs y 3
microsatélites) localizados en una ventana de 1Mb en torno al gen BRCA2 y asociado a la

mutacién 1, p.Asn1344Hisfs, siendo éste 161 11 151 0110 250.

Se ha detectado un haplotipo relacionado con la mutacién 2, p.GIn699*, siendo éste 163
00 161 1000 250 (presente en 6 de los 11 casos de estudio) y el cual presenta varios
eventos de recombinacién dentro de las 3 familias estudiadas, por lo que no se puede

establecer un haplotipo fundador con seguridad.

No se ha podido establecer la edad de las mutaciones con fiabilidad debido a la falta de
datos. Para ello deberian haberse analizado marcadores mas alejados del haplotipo
asociado con la mutacidén, extendiendo la ventana de analisis a fin de tener en cuenta los
eventos de recombinacion y mutacion que fueron produciéndose en el haplotipo ancestral

durante las sucesivas generaciones.
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