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RESUMEN

Los conocimientos adquiridos en genética y biologia
moleculares a lo largo de las 2 tltimas décadas han per-
mitido progresar en el diagnéstico molecular de algunas
enfermedades, entre ellas las formas de cancer colorrec-
tal hereditario como el cancer colorrectal hereditario no
polipésico y la poliposis adenomatosa familiar. El descu-
brimiento de los genes causantes de estas enfermedades
ha tenido, ademas, repercusiones mas alla de las propias
enfermedades hereditarias, ya que en muchas ocasiones
los mismos genes causantes de las formas hereditarias
de cancer también participan en las formas esporadicas
mucho mas frecuentes.

El diagnostico genético permite la confirmacion de un
diagnostico clinico, la realizacion de un diagnéstico pre-
sintomatico o incluso prenatal, con las consecuencias
que ello implica para los pacientes afectados de estas en-
fermedades hereditarias y sus familias.

GENETIC AND MOLECULAR BIOLOGY
TECHNIQUES FOR THE ANALYSIS
OF HEREDITARY COLORECTAL CANCER

The knowledge acquired in genetics and molecular bio-
logy over the last 2 decades has led to advances in the
molecular diagnosis of some diseases, among them here-
ditary forms of colorectal cancer such as hereditary
non-polyposis colorectal cancer and familial adenoma-
tous polyposis. Moreover, the discovery of the genes
causing these diseases has had implications beyond he-
reditary diseases since the same genes that cause heredi-
tary forms of cancer also play a role in the much more
frequent sporadic forms.

Genetic diagnosis allows clinical diagnosis to be confir-
med, as well as presymptomatic and even prenatal diag-
noses to be made, with implications for patients with
these hereditary diseases and their families.
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Introduccion

El cancer es una de las enfermedades mds comunes y
graves en el hombre. Los datos estadisticos muestran
que un tercio de la poblacién estd afectada de alguna
forma de cancer, es causante del 20% de todas las
muertes y, en paises desarrollados, es causa de mas
del 10% del gasto sanitario. El diagndstico y trata-
miento tempranos, asi como la identificacién me-
diante técnicas de biologia y genética moleculares de
los individuos con una mayor probabilidad de desa-
rrollarlo antes de que ello ocurra, son objetivos prio-
ritarios de la investigacién biomédica actual'.

El desarrollo del céncer colorrectal (CCR) comporta
una serie de cambios histopatolégicos en la mucosa
colorrectal bien caracterizados y conocidos, como la
secuencia adenoma-carcinoma?. Esta progresion es el
resultado de una serie de cambios genéticos secuen-
ciales que consisten en la activacién de oncogenes y
la inactivacién de genes supresores de tumor®*, asi
como cambios epigenéticos’.

El CCR es una de las enfermedades mas frecuentes
en las poblaciones occidentales y la segunda causa
de muerte por cancer. En Europa se diagnostican
cada afio 215.000 casos nuevos, que ocasionan mas
de 110.000 muertes. En Espafia, con una incidencia
de 30-35 casos por 100.000 habitantes, representa el
segundo tumor mds frecuente tras el cancer de pul-
mon y la segunda causa de muerte por cancer®’. El
riesgo de desarrollar CCR es del 5% en la poblacién
general, aunque esta cifra aumenta exponencialmente
con la edad® y es mucho mds elevado en individuos
con una historia familiar de CCR.

En el CCR existe un gran componente hereditario o
familiar, el cual podria ser mayor que en cualquier
otra enfermedad humana adulta. Asi, se ha estima-
do que el 20-30% de los casos de CCR afectan a in-
dividuos predispuestos genéticamente®. Sin embar-
go, en la actualidad tan sélo un pequefio porcentaje
puede atribuirse a un sindrome hereditario especifi-
co'l.
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Tabla I. Genes implicados en formas de cancer colorrectal hereditario

Sindrome Gen

Poliposis adenomatosa APC

familiar
Poliposis adenomatosa
famlllar atenuada

Smdrome de Gardner APC

Smdrome de Turcot

Cancer colorrectal

Sindrome de Peutz-Jeghers

Poliposis juvenil
Enfermedad de Cowden PTEN

Sindrome de
Bannayan-Ruvalcaba-Riley

APC (mutaciones en la regién 5’)
MYH (herencia autosémica recesiva)

APC (MSH2 enuna fam|I|a)

MSH2( 40% casos) MLH1 ( 50% casos)
hereditario no asociado a poliposis
MSH6 (7-10% casos) PMS2 (raro)

LKBT (STK11) (30-40%)
SMAD4 (DPC4) (3~28%, Europa; 35-60%

en EE.UU.), BMPR1 (40% en Europa) PTEN

PTEN

Caracteristicas clinicas

Pélipos adenomatosos colorrectales (>100);
ocasionalmente hiperplasia fundica en estomago
y adenomas duodenales

Igual que Ia poI|p05|s adenomatosa fam|||ar
excepto en eI ndmero de pollpos (< 100)

Igual que poI|p05|s adenomatosa fam|||ar
y tumores desm0|des u osteomas

Igual que PAF y tumores cerebrales

Cancer coIorrectaI sin poI|p05|s extensa; tamblen
tumores de endometrio y estémago;
ocasionalmente tumores uroteliales,
hepatoblllares y cerebrales

Pollpos hamartomatosos a Io Iargo deI tracto
gastrointestinal; pigmentacién mucocuténea;
riesgo incrementado de cancer gastrointestinal
y no gastromtestmal

Multlples pdlipos hamarlomatosos Juvemles
|ncremento deI rlesgo de cancer gastromtestlnal

Pollpos colonlcos hamartomatosos tumores
benignos y malignos de tiroides, mama, utero
y pleI (multlples tncolemomas)

Mlcrocefalla fibromatosis, poI|p05|s
hamartomatosa, hemangiomas, pigmentacion
en el pene

PAF: poliposis adenomatosa familiar.

Los sindromes de CCR hereditario conocidos se sub-
dividen en los asociados o no a poliposis'*'2. Los
sindromes polipésicos se subdividen a su vez, en fun-
cion del tipo histolégico, en adenomatosos y hamarto-
matosos. Los sindromes de CCR asociados a poliposis
representan el 0,5% del total de casos y los adenoma-
tosos son mucho més frecuentes que los hamartomato-
sos. Por el contrario, el CCR no asociado a poliposis
representa un 1-5% del total. Finalmente, los casos fa-
miliares que no corresponden a los sindromes antes
descritos constituyen un 20-25% de la totalidad de
CCR, aunque esta fracciéon podria ser mucho mayor
segin se deduce del estudio de genealogias'®'3,

En los tdltimos afios se han identificado muchos de los
genes responsables de las distintas formas hereditarias
de CCR (tabla I), lo que ha abierto la posibilidad del
diagnéstico molecular para este subgrupo de
pacientes®!*13, Dada su mayor prevalencia, la presente
revision se centrard en la poliposis adenomatosa fami-
liar y el CCR hereditario no asociado a poliposis.

Poliposis adenomatosa familiar

La poliposis adenomatosa familiar (PAF) es un sin-
drome hereditario de predisposicion genética al CCR
en el cual se desarrollan multiples adenomas (habi-

tualmente mas de 100) distribuidos a lo largo del co-
lon y/o recto. La enfermedad acostumbra presentarse
alrededor de los 16 afios de edad (rango: 7-36 afios) y
los pélipos estan presentes en mas del 95% de los pa-
cientes a los 35 afios. Ademds, la aparicién de CCR
es inevitable si no se realiza una colectomia profildc-
tica; la edad media de presentacion en los individuos
no tratados es de 39 afios (rango: 34-43 afios). Alre-
dedor del 60% de los pacientes presentan lesiones
gastroduodenales asociadas, como poliposis glandu-
lar findica, pdlipos hiperpldsicos o adenomas, y es
muy frecuente la existencia de lesiones hiperpigmen-
tadas de la retina'®. Se estima que esta enfermedad
afecta a uno de cada 15.000 individuos y presenta una
penetracién practicamente del 100%.

La PAF se hereda de forma autosémica dominante y
estd causada por mutaciones en el gen supresor
APC". El gen APC es de un tamafio considerable, se
compone de 15 exones que codifican para una protei-
na de 2.843 aminodcidos implicada en la adhesion ce-
lular, la transduccién de sefial y la activacién trans-
cripcional.

La PAF es un ejemplo de cancer hereditario en el cual
las variaciones alélicas de un mismo gen dan lugar a
una diversidad en el fenotipo (tabla I). Asi, se ha des-
crito una variante denominada poliposis adenomatosa
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Analisis gen

|

PTT exon 15 (segmentos 2 y 3) (ADN)

l

PTT exon 15 (segmentos 4 y 5) (ADN)

l

PTT exones 1-14 (segmentos 1) (ARN)

A

Extraccionde
ADN y ARN

Identificacion de la

No se identifica la

mutacion mutacion
Informe

| SSCP exones 1-14 (ADN) |

A

Identificacion de la
mutacion

No se identifica la

mutacion

/

Informe

!

Diagnéstico indirecto

_por analisis de
ligamento (ADN) Fig. 1. Estrategia de diagndstico mo-

i lecular en la poliposis adenomatosa

Sfamiliar. PTT: protein truncation test;
SSCP: single strand conformation poly-
morphism.

Informe

Tabla II. Rendimiento de las distintas técnicas
empleadas en el diagnéstico genético de la poliposis
adenomatosa familiar y el cancer colorrectal
hereditario no asociado a poliposis”

SSCP + secuenciacion

Cancer colorrectal hereditario no asociado a poliposis

Método Sensibilidad
Poliposis adenomatosa familiar

Secuenciacion > 90%
Anélisis de ligamiento 99%
Prueba de la proteina truncada ~~ 70-80%
Prueba de la proteina truncada + CSGE +  80-90%

Secuenciacion > 90%

CSGE + secuenciacion ~ >90%
DOVAM-S (SSCP)  95-100%
Prueba de laproteina truncada ~ 50-65%

CSGE: conformation strand gel electrophoresis; SSCP: single-strand
conformation polymorphism testing; DOVAM-S: detection of virtually all
mutations-SSCP.

“Adaptada de Giardiello et al'*. Para més informacion, constiltese:
Www.genetests.org

familiar atenuada, que se caracteriza por un inicio mas
tardio y un menor nimero de pdlipos localizados de
manera preferente en el colon derecho, y cuya altera-
cién molecular consistiria en la presencia de mutacio-
nes en el extremo 5’ del gen APC. Por otra parte, la
identificacion de APC ha permitido confirmar que el
sindrome de Gardner forma parte del espectro clinico
de la PAF. En este sentido, se reserva esta denomina-
cién para los individuos que presentan lesiones ex-
traintestinales asociadas a la afectacién colorrectal.
Dado que los pélipos son de tipo adenomatoso, el
riesgo de malignizacién es idéntico al descrito en la
PAF. Las lesiones extraintestinales mds frecuentes son
osteomas en maxilares, crdneo y huesos largos, tumo-
res desmoides, fibromatosis mesentérica y quistes
subdentarios. Por ultimo, el sindrome de Turcot es
una enfermedad hereditaria autosdémica recesiva ini-
cialmente descrita como la asociacién de PAF y tumo-
res del sistema nervioso central. Sin embargo, recien-
temente se ha descrito la presencia de mutaciones
germinales tanto en el gen APC como en un gen res-
ponsable de la reparacién del ADN (MSH2). Por ello,
los tumores del sistema nervioso central deberfan in-
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cluirse entre las lesiones asociadas tanto a la PAF
como al CCR hereditario no asociado a poliposis.

En la actualidad, gracias a que se conoce el defecto
molecular en el gen APC, existe la posibilidad de rea-
lizar un andlisis genético para la confirmacién diag-
noéstica o la identificaciéon de portadores asintomati-
cos en familiares con riesgo en el caso de que se
conozca la mutacién causante en una determinada fa-
milia con PAF. Ademais, existe cierta correlacion ge-
notipo-fenotipo en el sentido de que la localizacién
de la mutacién en APC puede determinar el espectro
clinico de la enfermedad!®.

Las técnicas empleadas para el diagndstico genético
de PAF son variadas y incluyen la técnica PTT (pro-
tein truncation test, prueba de la proteina truncada),
que permite detectar la mayorfa de las mutaciones
identificadas en este gen, las cuales comportan una
terminacién prematura de la proteina. Otras técnicas
empleadas para el cribado mutacional del gen APC
son SSCP (single strand conformation polymor-
phism), DGGE (denaturing gradient gel electropho-
resis), DHPLC (denaturing high-performance liquid
chromatography) y la secuenciacién. Ademads, tam-
bién pueden aplicarse técnicas como el andlisis Sout-
hern blot o la técnica MLPA (multiplex ligation-de-
pendent probe amplification), que permiten detectar
deleciones o duplicaciones en este gen. Por ultimo,
existe la posibilidad de realizar un diagndstico genéti-
co indirecto mediante andlisis de ligamiento en fami-
lias con PAF con mas de un miembro afectado me-
diante marcadores altamente polimérficos del gen
APC (microsatélites) y asi establecer el haplotipo li-
gado a la enfermedad. Este enfoque, sin embargo, no
permite identificar la mutacién causante. En la tabla
II se muestra el rendimiento de las diferentes técnicas
para la deteccion de mutaciones en el gen APC, mien-
tras que en la figura 1 se esquematiza la estrategia de
diagndstico molecular en la PAF que se emplea en
nuestro centro.

Recientemente, se han descrito mutaciones germinales
en el gen MYH en pacientes con multiples adenomas
colorrectales o PAF en los que no se habian identifica-
do mutaciones en el gen APC". El gen MYH est4 im-
plicado en la reparacion del ADN por escision de bases
y actda para paliar el dafio oxidativo al ADN. Este gen
parece actuar de forma autosdémica recesiva con muta-
ciones bialélicas necesarias para la expresioén del feno-
tipo, a diferencia de APC, que actiia de forma autoso-
mica dominante, y estd implicado en una proporcién
significativa de pacientes con PAF atenuada.

Una vez identificada la mutacién patogénica en APC
0 MYH en una determinada familia, se ha de ofrecer
la posibilidad de diagnéstico de confirmacién y/o
presintomatico al resto de los miembros de la familia
siguiendo las pautas correctas del consejo genético
(véase mas adelante).

Cancer colorrectal hereditario
no asociado a poliposis

El CCR hereditario no asociado a poliposis (CCHNP) es
una enfermedad hereditaria autosémica dominante y co-
rresponde a la predisposicidn genética mas comun a de-
sarrollar CCR u otras neoplasias como cancer de endo-
metrio, ovario, estdmago, intestino delgado, tracto
hepatobiliar, tracto urinario superior, cerebro y piel®. El
CCHNP constituye entre el 1 y el 3% de los casos de
cancer CCR dependiendo de la poblacién estudiada. En
la poblacién espafiola se estima que representa el 2,5%'°.
El CCHNP esta asociado a mutaciones germinales en
genes implicados en la via de reparacién del empare-
jamiento incorrecto del ADN (mismatch repair,
MMR), en especial MLHI, MSH2, MSH6 y PMS?2.
Las mutaciones en MLHI y MSH?2 son las mayorita-
rias y suponen alrededor del 90% de las mutaciones
identificadas en familias con CCHNP, mientras que
las mutaciones en MSH6 suponen alrededor del
7-10% y las mutaciones en PMS2 representan menos
del 5%. La penetracién del CCR asociado a mutacio-
nes en estos genes es del 80% aproximadamente.
También se han publicado mutaciones en los genes
MSH3, EXOI y TGFBR2 en algunas familias con
CCHNP, aunque su relevancia clinica no estd bien es-
tablecida®!. La base de datos de mutaciones de la In-
ternational Society for Gastrointestinal Hereditary
Tumours (InSiGHT) (http://www.insight-group.org)
contiene, en su ultima actualizacién, 448 mutaciones
identificadas en 748 familias de todo el mundo.

Las causas mds habituales de consulta genética por
CCHNP son una historia familiar de CCR o neopla-
sias extracolonicas anteriormente citadas, una historia
personal de tumores sincrénicos o metacrénicos y/o la
aparicién temprana de CCR en ausencia de poliposis.
Debido a la elevada incidencia de CCR, es posible
observar una agregacion de tumores presumiblemente
esporadicos en el seno de una determinada familia sin
que eso signifique que nos encontramos ante un caso
de CCHNP. De esa manera, debido a que no es facti-
ble efectuar el andlisis genético en todos los enfermos
afectados de CCR, se recomienda hacer una seleccién
clinica minuciosa de las familias con CCHNP previa
al andlisis molecular basdndose en criterios clinicos
establecidos. Dado que los criterios de Amsterdam
originales® o revisados® son muy especificos pero
poco sensibles, se ha propuesto utilizar los criterios
de Bethesda®, recientemente revisados?.

Para llevar a cabo el andlisis molecular se sigue un algo-
ritmo como el esquematizado en la figura 2. Una vez
identificado un caso indice de CCHNP con los criterios
clinicos anteriormente mencionados, se procede a efec-
tuar el andlisis molecular'“*?’. Si se dispone de muestra
tumoral, se pueden utilizar las técnicas de inestabilidad
de microsatélites y/o la inmunohistoquimica para las
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criterios clinicos de

Cumplimiento de los

Amsterdam o Bethesda

!

l

significado incierto

l

Muestra de Muestra de
sangre tejido
periférica tumoral/normal
Inmgnohisttoguimica Determinacion
e pro 3'”35 de la inestabilidad
reparacores de microsatélites
gr:g?izigl Altamente
mutacional E| indicativo de -
: defecto
al gen sin
expresion genes MMR
Deteccion de
mutaciones en <
genes MMR
Mutacion Mutacién
detectada detectada o de

Diagndstico
genético de los
familiares con riesgo

de CCHNP

Cribado de los familiares
con riesgo, segun protocolo

|
l !

Presentacion de Qgslgnaa
la mutacion mutacion

l

Cribado segun
protocolo de
CCHNP

l

Cribado de riesgo
medio de CCR

Fig. 2. Estrategia de cribado y
diagnostico molecular del cdn-
cer colorrectal hereditario no
asociado a poliposis. MMR: re-
paracion del emparejamiento in-
correcto del ADN (mismatch
repair); CCHNP: cdncer colorrec-
tal hereditario no asociado a po-
liposis; CCR: cdncer colorrectal.

proteinas reparadoras®. A nivel molecular, la inestabili-
dad de microsatélites constituye un marcador fenotipico
del CCHNP aunque no exclusivo, ya que también se
puede encontrar en el 7-15% de los tumores CCR espo-
radicos debido a hipermetilacion del promotor de MLH
0 mutaciones somadticas en algiin gen reparador.

La inmunohistoquimica para las proteinas reparado-
ras MLH1, MSH2, MSH6 y PSM2 en tejido tumoral
detecta la presencia o ausencia de la proteina repara-
dora analizada y, en caso de ausencia, permite dirigir

el anélisis molecular posterior. Sin embargo, algunas
mutaciones en genes reparadores no dan lugar a la
ausencia de la proteina correspondiente. Este andlisis
puede complementar al andlisis de inestabilidad de
microsatélites o, incluso, ser una alternativa a éste en
los centros que no disponen de laboratorio para la re-
alizacién de técnicas moleculares.

En cuanto al andlisis mutacional en los genes repara-
dores, se realiza mediante la deteccién de mutaciones
germinales en ADN gendémico. Actualmente se reco-
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Fig. 3. MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplifica-
tion). Cromatogramas en muestras con delecion de los exo-
nes 9 al 16 en MSH2 (A) o duplicacion de los exones 11 al 16
en MSH2 (C), y en muestra de controles (B 'y D). Los asteris-
cos indican los fragmentos delecionados o duplicados en las
muestras Ay C.

LA
AL J».J JJULLLULLLJULLLLLL

(il

ct
MSH2 exén 9

ct
MSH1 exén 17|

ct ct ct ct
MSH2 exén 11|[MSH2 exén 13||MSH1 exén 15 Control 11p12

ct
MSH1 exén 10|

ct ct ct ct
MSH1 exén 12|| Control 4925 ||MSH2 exén 15||MSH1 exon 18|

ct ct ct ct ct
MSH2 exén 10|| MSH2 exdn 12||MSHT exén 14||MSH1 exén 16|[MSH1T exén 19

ct
MSH1 exén 11

ct ct
MSH2 exdn 16| Control 10p14

ct
MSH2 exén 14

ct
MSH1 exén 13

*

kl."( 1

kAL

L

ct
MSH2 exén 9

ct ct
MSH1 exén 17| Control 11p12

ct ct ct
MSH2 exén 11|[MSH2 exén 13||MSH1 exén 15

ct
MSH1 exén 10|

ct ct ct ct
MSH1 exén 12|| Control 4925 ||MSH2 exdn 15||MSH1 exdn 18|

ct ct ct ct ct
MSH2 exén 10|| MSH2 exdn 12||MSHT exén 14||MSH1 exén 16|[MSHT exén 19

ct
MSH1 exén 11

ct ct
MSH2 exdn 16| Control 10p14

ct
MSH2 exén 14

ct
MSH1 exén 13|

mienda realizar la deteccidon de reordenamientos ge-
némicos en los genes reparadores antes del cribado
de mutaciones concretas, debido a la relativa elevada
frecuencia de estas alteraciones en familias con
CCHNP y a su simplicidad técnica gracias a la dispo-
nibilidad de ensayos rdpidos, como la técnica MLPA
(fig. 3). En caso de detectar un reordenamiento geno-
mico se obvia el cribado posterior®.

El cribado de mutaciones concretas en los genes repa-
radores implicados se puede efectuar mediante diver-
sas técnicas (secuenciacién completa, PTT, SSCP,
DHPLC, DGGE u otras), dependiendo de las prefe-
rencias y disponibilidad del laboratorio. Este cribado
se suele realizar ex6n por exén o en varios fragmen-

tos de cada gen reparador y es, por tanto, una técnica

costosa y laboriosa. Si no se ha utilizado la secuen-
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ciacién completa como estrategia de cribado, una vez
detectado un patrén anémalo, se debe caracterizar la
mutacién causante mediante esta técnica en el ADN
original. En la tabla II se muestra el rendimiento de
las diferentes técnicas para el diagndstico molecular
del CCHNP.

Una vez identificada la mutacién patogénica en uno
de los genes reparadores en una determinada familia,
se ha de ofrecer la posibilidad de diagnéstico de con-
firmacién y/o presintomatico al resto de los miem-
bros siguiendo las pautas correctas del consejo gené-
tico (véase mas adelante).

Consejo genético en el cancer colorrectal
hereditario

Los nuevos conocimientos sobre las causas genéticas
del CCR hereditario no sélo tienen importancia para
el diagndstico y el manejo de los pacientes, sino tam-
bién para la estimacion del riesgo de padecer la enfer-
medad y el consejo genético de las familias.

Es muy aconsejable una evaluacién psicolégica de
los individuos en los cuales se va a proceder al anali-
sis genético con el fin de valorar el impacto que pue-
den tener sus resultados. Asimismo, la estimacion de
riesgo mediante pruebas predictivas debe incluir
siempre sesiones educativas o de consejo previas lle-
vadas a cabo por personal especializado con el objeti-
vo de informar ampliamente sobre los aspectos here-
ditarios de la enfermedad, las opciones de diagndstico
genético y sus posibles implicaciones. Del mismo
modo, cuando se informe del resultado de la prueba
genética debe hacerse con las maximas garantias de
claridad y comprensiéon por parte del paciente, asi
como realizar una posterior sesién informativa en el
caso de una prueba positiva con el fin de resolver
cualquier duda referente a la enfermedad.
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