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Identificacién del paciente
Nombre del paciente

Fecha de nacimiento

Numero de Biopsia
Doctor solicitante

Institucion

Fecha de recepcion de la muestra:
Fecha de emision del informe:

Historia clinica

XXX XXX XXX
XXX XXX XXX

XXX XXX XXX

XXX XXX XXX
XXX XXX XXX

XXX XXX XXX

/

Mujer de 52 afios con cancer de mama estadio IV. Se analiza biopsia de tumor primario incluida
en parafina, con diagndéstico previo de carcinoma triple negativo (TNBC) y un grado de infiltracién

tumoral del 85%

Pruebas realizadas

1. Secuenciacion completa del exoma (“profundidad media >200x”)

2. Analisis de alteraciones somaticas en el nUmero de copias

Nota: Para una explicacion mas detallada de los métodos, ver el anexo 2 del informe
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Resultados Relevantes

GEN

BRCAl

ESTATUS ALTERACION

Mutado p.E23fs*8

(mutacion inactivadora)

RELEVANCIA CLINICA

Las mutaciones inactivadoras de
BRCA1/2 se asocian con respuesta a
inhibidores de PARP (refs 1-5) y a
platinos (refs 5, 6). Existen ensayos
clinicos abiertos para pacientes con este
tipo de mutaciones.

Ademas, se recomienda estudio en
leucocitos aislados de sangre periférica
para determinar si se trata de una
mutacién germinal

Resultados de otros Genes IMPORTANTES en TNBC

GEN
BRAF
CDKN2A
FGFR1
FGFR2
HER2
KRAS
NRAS
PTEN
RB1
TP53

ESTATUS

. Sin amplificacion
. Sin amplificacion

. Sin amplificacion

£ 8 %8 3 8 8 8 3 8

Mutacion ¢.993+1G>T

COMENTARIOS

Mutacion de significado incierto.
Podria afectar al splicing de TP53, produciendo una
proteina truncada.

En el estudio se encontraron otras mutaciones de relevancia terapeutica incierta, que se detallan en el

anexo 1.
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Discusion
Resultados relevantes: Mutacion activadora en BRCA1

La secuenciacién del genoma tumoral ha determinado la presencia de una mutacion en el gen
BRCAL, que codifica para una proteina de reparacion del DNA. La mutacién detectada es una
insercién en el codon 23 del gen, que provoca un corrimiento del marco de lectura y la produccién
de una proteina truncada, totalmente inactiva.

La proteina BRCAL tiene un papel clave en dos mecanismos de reparacion del DNA. El primero es
la reparacién por recombinacién homéloga, que elimina las roturas en la doble cadena del DNA
originadas por diversos agentes ambientales (como las radiaciones). El segundo es la llamada
reparacion por escision de nucleétidos, que corrige los dafios provocados en una cadena de DNA Yy
es especialmente importante en la eliminacion de los dimeros de timina provocados por la radiacion
ultravioleta. Las mutaciones inactivadoras de BRCAL alteran de forma significativa el mecanismo
de reparacion por recombinacion homaologa del DNA.

Las mutaciones de BRCAL pueden ser somaticas o germinales. En el primer caso solo se detectan
en el tumor; en el segundo caso, aparecen en cualquier célula corporal (por ejemplo, leucocitos
sanguineos). La mayoria de mutaciones de BRCAL en cancer de mama triple negativo (TNBC) son
germinales, aunque existe un pequefio porcentaje de mutaciones somaticas.

Las mutaciones germinales de BRCAL estan ligadas a predisposicioén hereditaria a cancer de mama.
De hecho, BRCAL es el gen mutado con mas frecuencia (24%) en las familias afectadas por el
sindrome hereditario de cancer de mama y ovario (HBOC) (ref 7). En el estudio mas extenso
publicado hasta el momento (ref 8), se estudiaron 1824 pacientes de cancer de mama triple
negativo, sin seleccionar por antecedentes familiares o por una aparicion temprana de la
enfermedad. Se detectaron mutaciones de BRCA1 en un 8,5% de los casos, y mutaciones en otros
genes de la via de reparacién por recombinacién homdéloga (como BRCA2, PALB2, RAD51) en un
6,1% adicional.

Finalmente, en cuanto a la frecuencia de las mutaciones somaticas en TNBC, podria estar entre el
1y el 2% de las pacientes de TNBC (ref 9).

Implicaciones Terapéuticas

La presencia de una mutacion inactivadora en el gen BRCA1 indica que la paciente puede obtener
un beneficio terapéutico de la administracion de un inhibidor de ADP-ribosa polimerasa (PARP), asi
como de derivados del platino (cisplatino o carboplatino).

La ADP-ribosa polimerasa (PARP) es otro de los enzimas implicados en la reparacion del DNA, en
concreto de roturas monocatenarias en el DNA (“single-strand breaks”). Diversos estudios y ensayos
clinicos han demostrado la correlacién entre la presencia de mutaciones en genes de la via de
recombinacion homéloga (como BRCAL1 y BRCA2) y la respuesta a inhibidores de PARP, como
olaparib (Lynparza). La FDA aprob6 a fines del 2014 el uso de olaparib en el carcinoma de ovario
avanzado con mutaciones de BRCAL1 y BRCA2 a partir del resultado de un ensayo clinico en fase
Il en el cual las pacientes mutadas tratados con olaparib obtuvieron un beneficio de 7 meses en
términos de supervivencia libre de enfermedad. La aprobacién se convertira en definitiva cuando se
disponga de los resultados de dos ensayos en fase Ill que comparan olaparib contra la terapia
estandar y evalGan su uso como terapia de mantenimiento frente a placebo.
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En el caso del TNBC con mutaciones de BRCA1/2, un primer ensayo clinico fase I, cuyos resultados
se publicaron en 2010 (ref 1), demostr6 que el tratamiento con olaparib era bien tolerado y las
pacientes obtenian beneficio en términos de tasa de respuesta objetiva (“objective response rate,
ORR”). En un ensayo clinico mas reciente, donde se ensayo el olaparib en monoterapia en diversos
tumores con mutaciones de BRCA1/2, la tasa de respuesta mas estabilizacion de la enfermedad
fue del 60% en TNBC (ref 4). Finalmente, otro ensayo en fase I/Ib demostr6é que la combinacion de
olaparib més carboplatino es bien tolerada. De las 8 pacientes con cancer de mama incluidas, una
tuvo una respuesta completa (de 23 meses) y 7 una respuesta parcial (con PFS mediana de 10
meses) (ref 2). Debemos también sefialar que estudios recientes de secuenciacion completa han
revelado numerosas similitudes moleculares entre el TNBC y el carcinoma seroso de ovario de alto
grado, hasta el extremo de sugerir que se deberia desarrollar un algoritmo comun para el
tratamiento de ambas enfermedades (ref 10).

Aunque el olaparib aun no se ha aprobado para uso en pacientes de cancer de mama, se puede
solicitar su uso compasivo o incluir a la paciente en alguno de los ensayos clinicos actualmente
abiertos que admiten casos de TNBC avanzado con mutaciones de BRCA1/2. Entre ellos se
encuentran ensayos de olaparib monoterapia frente a quimioterapia en TNBC mutado para
BRCAL/2 (ensayo OlympiAD, NCT02000622, que se desarrolla a nivel mundial, incluyendo México
o Peru) o de radioterapia y olaparib en carcinoma mamario no operable (NCT02227082).

Finalmente, diversos estudios preclinicos y clinicos indican que las mutaciones de BRCAL1/2 se
asocian a una mayor probabilidad de obtener beneficio del tratamiento con platinos en tumores
ginecolégicos (ref 5, 6). En el caso de los tumores mamarios, diversos ensayos clinicos han
demostrado que la combinacién de cisplatino o carboplatino con gemcitabina es mas efectiva en
pacientes de TNBC que en el resto, probablemente debido a la mayor frecuencia de alteraciones
en genes de la via de reparacién homologa como BRCAL (ref 11, 12). Existen actualmente ensayos
clinicos abiertos para evaluar la eficacia de la terapia basada platinos en pacientes de cancer de
mama con mutaciones de BRCAL. Entre ellos se encuentra un ensayo en fase Il de cisplatino frente
a antraciclinas/doxorubicina (NCT01670500).

Recomendacion de andlisis en linea germinal y posible consejo genético familiar

Existe una elevada probabilidad de que la mutacion detectada en el gen BRCA1 sea germinal, por
lo que se recomienda la extraccidn de sangre de la paciente y el analisis de dicha mutacién en DNA
purificado a partir de leucocitos. Un resultado positivo indicaria que la paciente sufre un sindrome
hereditario de cancer de mama y ovario (HBOC). En tal caso, se recomendaria incluir en consejo
genético a las mujeres de la familia de la paciente y repetir en ellas la determinacién de la mutacion,
a fin de determinar si también sufren predisposicion a desarrollar tumores ginecoldgicos.
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ANEXO 1: OTRAS Mutaciones de significado Terapeutico INCIERTO

GEN
ABHD2

ALS2CRS8
(CARF)
ARAP3

BID
CAD

DDP4

EPHB3

MDN1 (MINA)

NSMCE4A

TLEZ2

FUNCION

Regulador negativo de la migracién celular

Regulador de la senescencia y apoptosis

Reordenaciones del citoesqueleto.

Mutaciones en este gen se han relacionado con la metastasis
del carcinoma mamario a ganglios cercanos (ref 13)
Regulador clave de la apoptosis.

Iniciacién y regulacién de la sintesis de pirimidinas. Promueve
la division celular

Invasividad y angiogénesis

Se ha descrito la expresion aberrante de la proteina en
numerosos tumores, incluido mama.

Receptor tirosina quinasa

Mutaciones en receptores de la familia EPH aparecen en
numerosos tipos de tumores.

Histona demetilasa

Se ha propuesto que mutaciones en este gen se relacionan
con resistencia a terapia hormonal en el cancer de mama
luminal B (ref 14)

Componente del complejo SMC5-SMC6, que interviene (al
igual que BRCAL) en la reparacion del DNA por recombinacion
homdéloga.

Represor de la transcripciéon inducida por la via del wnt
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MUTACION
p.P283L

p.H237R

p.P129A

p.K203_A206
delKKVA
p.D791H
p.G741E
p.R649P

p.V211L

p.L218V

p.E52K
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ANEXO 2: METODOLOGIA

El DNA gendmico se purifico a partir de tejido normal y tumoral con el kit de Qiagen para
muestras de parafina y se verificé su calidad por espectrofotometria y electroforesis en gel
de agarosa. EI DNA gendmico se utilizé para generar librerias, que se enriquecieron con el
kit de Agilent para exones humanos (50 Mb). Las librerias se cuantificaron, normalizaron y
validaron.

A continuacién, se secuenciaron con la Plataforma “Hiseq” de llumina, siguiendo las
instrucciones del fabricante, para generar lecturas de 2 x 150 pb “paired-end”, que se alinearon con
el genoma humano de referencia obteniendo un fichero BAM. Las variantes somaticas se
identificaron mediante diversas herramientas bioinformaticas (“GATK Unified Genotype, samtools
mpileup, SHORE, Annovar, Indelocator”). Se obtuvieron asi tres predicciones independientes que
se combinaron y filtraron con dos herramientas adicionales (“GATK VariantFiltration and intersected
with GATK CombineVariants”) para obtener la lista final de alteraciones somaticas presentes en el
tumor.

Finalmente, las dos alteraciones mas relevantes (mutaciones de BRCAL1 y TP53) que se
validaron por PCR y secuenciacion estandar (método de Sanger) en la muestra tumoral
original.
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