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RESUMEN

El cancer colorrectal (CCR) es el tercer tipo de cancer de mayor incidencia a nivel mundial, con altas
tasas de mortalidad reportadas anualmente. A pesar de que la secuenciacidn de proxima generacién
(NGS) ha permitido caracterizar perfiles gendmicos mutacionales en diversas poblaciones, la
informacidn especifica sobre pacientes colombianos con CCR es limitada. El objetivo de esta
investigacion es identificar variantes germinales asociadas al CCR en dicha poblacion, utilizando un
panel de 206 genes que incluye tanto genes de paneles de diagndstico clinico como genes
candidatos obtenidos de estudios de literatura.

La metodologia empleada incluyd dos enfoques de clasificacion: uno basado en las
recomendaciones de la ACMG/AMP (American College of Medical Genetics and Genomics and the
Association for Molecular Pathology) para identificar variantes patogénicas y probablemente
patogénicas (P/PP), y otro utilizando el modelo de inteligencia artificial BoostDM. Los resultados
obtenidos revelaron tasas significativas de variantes patogénicas, con un 12% de pacientes con
variantes P/PP y un 65% con variantes “oncodriver” identificadas mediante BoostDM. Estos
hallazgos sugieren la importancia de utilizar un panel ampliado en la deteccidon de variantes
germinales y la consideracion de adoptar e indagar en nuevas estrategias de clasificacion de
variantes. Entre las variantes P/PP, se identificaron tres variantes intrdnicas en sitios de splicing en
genes candidatos. La validacién funcional de estas variantes mediante un ensayo de minigenes
demostré la generacidn de transcritos aberrantes, debido a la alteracién en el splicing.

En conclusién, esta investigacidon proporciond informacion valiosa sobre la presencia y frecuencia
de variantes patogénicas en pacientes colombianos con CCR, usando un analisis gendmico ampliado
mediante NGS, utilizando dos enfoques bioinformaticos. Adicionalmente, se logré probar
funcionalmente el efecto de tres variantes intrdnicas de interés, que demostrd la consecuencia
molecular de estas y la potencial implicacién a nivel de la proteina. En conjunto, este estudio
contribuye al conocimiento del perfil gendmico de pacientes no seleccionados con CCR en la
poblacién colombiana, generando nuevas perspectivas para la aplicacion clinica y traslacional que
busca la identificacion temprana y la aplicacién de estrategias que mejoren el prondstico y
supervivencia de los portadores de variantes de interés. Para nuestro conocimiento, esta
corresponde a la primera aproximacion en el pais que aborda esta estrategia en pacientes no
seleccionados con CCR.

Palabras clave: Secuenciacién de proxima generacion (NGS), variantes germinales patogénicas,
inteligencia artificial, minigenes, validacién funcional, cdncer colorrectal.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer worldwide, with high mortality rates
reported annually. While next-generation sequencing (NGS) has facilitated the characterization of
mutational genomic profiles in several populations, our understanding of Colombian patients with
CRC is limited. The aim of this research is to identify germline variants associated with CRC in this
population, using a panel of 206 genes that includes clinically diagnostic panel genes and candidate
genes obtained from literature studies.

The methodology included two classification approaches: one based on ACMG/AMP (American
College of Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular Pathology)
recommendations to identify pathogenic and likely pathogenic variants (P/LP), and the other one
using an artificial intelligence model called BoostDM. The results revealed significant rates of
pathogenic variants, with 12% of patients having P/PP variants and 65% with oncodriver variants
identified through BoostDM. These findings suggest the importance of using an extended panel for
germline variant detection and considering the adoption of new variant classification strategies.
Within the P/LP variants, three intronic variants located at splicing sites in candidate genes were
identified. Functional validation of these variants using a minigene assay demonstrated the
generation of aberrant transcripts attributed to splicing alterations.

In conclusion, this study provided valuable insights into the prevalence and frequency of pathogenic
variants in Colombian patients with CRC through NGS, using two different classification approaches.
Additionally, the functional effect of three intronic variants was successfully tested, supporting the
hypothesis of protein-level damage induced by these variants. Overall, this study contributes to the
genomic knowledge of unselected CRC patients in the Colombian population, producing new
perspectives for the clinical and translational application aimed at early identification and the
implementation of strategies to improve the prognosis and survival of carriers of pathogenic
variants. To our knowledge, this study represents the first approach in the country to address this
strategy in unselected CCR patients.

Key words: Next Generation sequencing (NGS), pathogenic germline variants, artificial intelligence,
minigenes, functional validation, colorectal cancer.



1. Introduccién
El cdncer colorrectal (CCR) es el tercer tipo de cdncer mas frecuente en todo el mundo, y constituye
la segunda causa principal de muerte por cancer (Globocan, 2020). Anualmente, el CCR tiene una
incidencia de 1.8 millones de casos nuevos y se le atribuyen mas de 900.000 muertes a nivel global
(Globocan, 2020; Sung et al., 2021). En este contexto, alrededor de 1 de cada 23 hombres y 1 de
cada 24 mujeres podrian ser diagnosticados con CCR en algin momento de sus vidas (Ferlitsch et
al., 2011). Aunqgue el CCR es mas comun en los paises desarrollados, las tasas de mortalidad han
disminuido gracias a las estrategias de deteccidon temprana, como la colonoscopia y la prueba de
sangre oculta en heces (Ahmad et al., 2021). Segun Globocan se estima que Colombia presenta una
incidencia y tasa de mortalidad similar a la reportada globalmente, con aproximadamente 10.738
nuevos casos y 5.417 muertes reportadas anualmente (Globocan, 2020). En 2022, Colombia registré
44.371 nuevos casos de cancer, de los cuales 3.851 correspondieron a CCR (Cuenta de Alto Costo
(CAC) /HIGIA, 2022).

El CCR es una enfermedad compleja en la que las alteraciones genéticas y los factores ambientales
desempenan un rol crucial en su desarrollo y progresién (Lewandowska et al., 2022; Xu et al., 2021).
Aunque mas del 30% de los pacientes con CCR muestran historia familiar, se han detectado
variantes patogénicas (P) y probablemente patogénicas (PP) en genes de predisposicién al CCR en
aproximadamente del 5 al 16% de los casos (T. J. Jiang et al., 2020; Patel & Ahnen, 2012; Rebuzzi et
al., 2023). Las variantes germinales patogénicas (VPs) en los genes relacionados con el CCR dan lugar
a sindromes hereditarios, como el sindrome de Lynch (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 y EPCAM), la
poliposis adenomatosa familiar (APC), la poliposis asociada a MUTYH y otros sindromes menos
frecuentes, que en conjunto representan el 5% de todos los casos diagnosticados de CCR (Poliani et
al., 2022). Dado que los pacientes que portan VPs en estos genes, estan sujetos a estrategias
adecuadas de vigilancia, seglin lo recomendado por las pautas de la Red Nacional Integral del Cancer
(NCCN, por sus siglas en inglés) para el CCR hereditario (National Comprehensive Cancer Network,
2023), se dispone de analisis genéticos de variantes germinales candnicas.

Informes recientes que utilizan secuenciacion de proxima generacién (NGS, por sus siglas en inglés)
para evaluar variantes germinales en multiples genes relacionados con el cancer, han identificado
VPs no candnicas potencialmente asociadas con el CCR en poblaciones seleccionadas y no
seleccionadas (Gong et al., 2019; Poliani et al., 2022; Yurgelun et al., 2017). Por lo tanto, aumentar
la tasa de deteccidn de VPs a través de NGS maximizara la identificacidn de alteraciones moleculares
en pacientes con CCR. En consecuencia, ademas de los genes relacionados con sindromes vy
trastornos genéticos que confieren un alto riesgo de CCR, se deben analizar otros genes de alta
penetrancia tales como: AKT, ATM, BMPRI1A, BRAF, BRCA1/2, CHEK2, CTLA4, KRAS, MYO3A, PI3KCA,
PTEN, RAS, SMAD2, SMAD3, TCF7L2, TGFBR2, TP53, y otros clasificados como genes de penetrancia
moderada o menos definida. Esta estrategia podra potencialmente mejorar la identificacion del
riesgo conferido por variantes genéticas con la predisposicion al CCR (Olkinuora et al., 2021; Rebuzzi
et al., 2023; Stodolna et al., 2021).

En Colombia, los estudios de mutaciones germinales en CCR se han centrado principalmente en
genes sindrémicos como APC, MLH1 y TP53 (Alonso-Espinaco et al., 2011; Alvarez-Gomez et al.,



2021; Palacio-Rua et al., 2014; Palacio Rua et al., 2013). Sin embargo, la falta de datos gendmicos
en los pacientes con CCR y la frecuencia de las mutaciones germinales de susceptibilidad al CCR,
dificultan la construccidn de un perfil gendmico de la poblacidon colombiana. El objetivo de esta
investigacion fue identificar variantes moleculares potencialmente relacionadas con la enfermedad
en pacientes colombianos con CCR no seleccionado y determinar su frecuencia en genes asociados.
El estudio analizd 100 pacientes afectados con CCR, y generd un panel gendmico que fue evaluado
mediante NGS y que incluyd 206 genes de interés. Adicionalmente, se realizd la validacion de
mutaciones intrénicas mediante ensayos funcionales de minigenes.

2. Materiales y métodos

2.1. Muestra Poblacional
Este estudio incluyé 100 pacientes que recibieron atencién en el servicio de coloproctologia del
Hospital Méderi en Bogotd. Los pacientes colombianos mayores de 18 afios, con una biopsia
confirmatoria de cualquier tipo de cancer colorrectal fueron elegidos y se les invitd a participar en
el estudio, previa obtencién de su consentimiento informado. Los datos sociodemograficos y clinicos
se recopilaron a través de entrevistas y revision de historias clinicas. Las variables evaluadas
incluyeron sexo, edad, comorbilidades (hipertension, diabetes mellitus, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, cancer y otras), antecedentes familiares de cancer, habitos de estilo de vida,
pruebas de deteccién de CCR, altura, peso, edad al diagndstico, ubicacién del tumor, infiltracidn
linfovascular, estadio y metdstasis. El tamafio de la muestra se determind por conveniencia e incluyo
a pacientes atendidos en el hospital Méderi desde 2020 hasta 2022. Todos los procedimientos
experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica de la Universidad del Rosario y se llevaron
a cabo de acuerdo con los principios establecidos en la Declaracién de Helsinki (DVO005 1607-
CV1436).

2.2, Secuenciacion de Exoma Completo
Se realizo la extraccion de ADN de los pacientes se extrajo utilizando el kit Quick-DNA 96 plus (Zymo
Research). La calidad y cantidad de ADN se determind utilizando el sistema Quantifluor ONE dsDNA
en un instrumento GloMax Discover (Promega). La preparacion de la biblioteca se realizo utilizando
250 ng de ADN utilizando el kit de preparacion de bibliotecas MGIEasy FS DNA. Se llevé a cabo la
fragmentaciéon enzimatica del ADN para obtener fragmentos que oscilaran entre 200 y 400 pb,
seguida de la reparacién de extremos y la amplificacidn por PCR. Se capturaron regiones especificas
de interés utilizando la sonda de captura de exoma V5 y perlas de estreptavidina. Se emplearon
cebadores especificos para el enriquecimiento en la reaccion final de PCR. Para la secuenciacién, el
ADN se circularizé y la biblioteca se desnaturalizé después de la ligacidn de oligos divididos, seguida
de la digestién y purificacion utilizando perlas especificas. El ADN circularizado se utilizé para
generar DNBs (nanobolas) a través del proceso de amplificacién de rolling circle (MGI Tech Co,
2022). Los DNBs se cuantificaron y posteriormente se secuenciaron en la plataforma DNBSeqG400.
Las lecturas obtenidas se asignaron al genoma de referencia hgl9 utilizando el software de
alineamiento Burrows-Wheeler (BWA) y se organizaron con la herramienta SAMtools
(https://github.com/samtools/samtools). Las lecturas duplicadas se identificaron y eliminaron
utilizando el software Picard (https://broadinstitute.github.io/picard/). El andlisis de cobertura y
profundidad se realizé utilizando la herramienta BAMBA, y se considerd un umbral aceptable de
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50X. Mas del 93% de las bases totales Ilamadas tenian una puntuacién de calidad con escala Phred
superior a 30 (>Q30).

Se obtuvo un minimo de 7 Gb de datos crudos, y el porcentaje de lecturas correctamente mapeadas
fue >99.99% (56,446,362-101,662,468) por muestra. La eficiencia de mapeo promedio fue >99%,
con una profundidad de secuenciacién en el objetivo y una cobertura de la region objetivo de >50x
y >94%, respectivamente. La fraccién promedio del objetivo cubierta con >20x fue >72%. La
uniformidad de la cobertura (10x) fue 290%, y la fraccién promedio del objetivo cubierta con al
menos 10x, 20x, 50x y 100x fue >90%, >72%, >40% y >19%, respectivamente. El nimero promedio
de lecturas pareadas que se asignaron al genoma de referencia fue de 72,351,272 (99.99%).

La preparacion de la biblioteca y la secuenciacion fueron realizadas por Gencell Pharma (Bogota,
Colombia). El panel analizado incluyd 206 genes, que fueron seleccionados por su evidencia segin
estudios de asociacidn caso-control en CCR, su relevancia biolégica, su participacion en los procesos
fisiopatoldgicos asociados con el CCR, derivados del andlisis de GWAS vy sus roles en la oncogénesis
(este grupo fue considerado como genes candidatos). Adicionalmente, se incluyeron los genes
incluidos en paneles de diagndstico de CGC genetics, ICM Atrys division, Mayo Clinic Laboratories,
GENDIA-genetics and molecular biology, CD Genomics disease panel, Centogene e Invitae. El panel
definitivo quedd conformado por 102 genes de los paneles de diagndstico establecidos y 104 genes
candidatos (Tabla 1).

Tabla 1. Panel de genes (206 genes).

Panel de diagnéstico molecular Panel de genes candidatos
AlP EGFR NF2 RUNX1 ACTR1B EDN1 MAMSTR SBF2
ALK EPCAM NOTCH2 SDHA ALCAM EIF3H MGMT SEMA4A
APC EPM2A NOTCH3 SDHAF2 APE1 ERCC1 MRE11 SF3A3
ATM FAN1 NRAS SDHB ARFGEF2 EXO1 MRE11A SFMBT1
AXIN2 FH NTHL1 SDHC ATF1 FAM109A myYc SH2B3
BAP1 FLCN PALB2 SDHD ATXN2 FANCC MYO3A SHROOM?2
BARD1 GALNT12 PDGFRA SMAD4 B9D2 FANCE NABP1 SLC15A4
BLM GATA2 PHOX2B SMARCA4 BMP2 FEN1 NCAPG SLC6A18
BMPRIA GPC3 PIF1 SMARCB1 BMP4 FKBP5 NXN SMAD6
BRAF GREM1 PIK3CA SMARCE1 BMP5 FMN1 0GG1 SMAD7
BRCA1 HOXB13 PMS1 STK11 BORA FUT2 PIAS1 SMAD9
BRCA2 HRAS PMS2 SUFU Cliorf53 GLI3 PITX1 SMARCD1
BRIP1 KIT POLD1 TELO2 CABLES2 GNL1 PLCB1 TBX3
CASR KRAS POLE TERC CCND2 HHIP PLGLA TCF7L2
CCND1 MAX POT1 TERT CD44 HNF4A PNKD TFEB
CDC73 MEN1 PRKAR1A TGFBR2 CDKN2B IL12RB1 POLD3 TLE4
CDH1 MET PTCH1 TMEM127 CHRDL2 KDR POU5F1B TMBIM1
CDK4 MITF PTEN TP53 COL4A2 KLF5 PRDM1 TMEM59
CDKN1B MLH1 RAD50 TSC1 COLCA1 LAMAS PREX1 TNS3
CDKN1C MLH3 RAD51C TSC2 COLCA2 LAMC1 PTPN1 TOX2
CDKN2A MSH2 RAD51D VHL COX14 LGR5 PTPN12 TP53BP1
CEBPA MSH3 RB1 WRN CRTC3 LIG1 RBBP8 TTC22
CHEK2 MSH6 RBL1 Wwr1 CTNNB1 LIMA1 RHPN2 VTI1A
CTNNA1 MUTYH RECQL4 XAF1 DCLREIC LIMK2 RPS20 WNT4
DICER1 NBN RET DIP2B LRP1 RTEL1 XRCC2
DIS3L2 NF1 RNF43 DUSP10 MACC1 SATB2-AS1 ZAP70
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2.3.  Andlisis Bioinformatico
Los archivos en formato Variant Call Format (VCF) se analizaron utilizando el software Varseq
(Golden Helix). Incorporamos las siguientes anotaciones de bases de datos: ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html), RefSeq
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/), predicciones funcionales de dbNSFP, dbSNP, REVEL,
Ontologia de Fenotipos OMIM  (https://www.omim.org/), Variantes de UniProt
(https://www.uniprot.org/) y gnomAD v2.1 (https://gnomad.broadinstitute.org/).

Para identificar las variantes patogénicas, probablemente patogénicas y las variantes oncodriver en
los 206 genes relacionados con el CCR, aplicamos un andlisis bioinformatico utilizando dos
estrategias de filtrado y clasificacion: A) clasificacién manual siguiendo las recomendaciones de la
ACMG/AMP (Hampel et al.,, 2015) y B) utilizando el sistema de inteligencia artificial BoostDM
(Muinos et al., 2021). Para la estrategia A, priorizamos las variantes moleculares con una frecuencia
alélica menor (MAF) del 1%, incluyendo aquellas con pérdida de funcién (LoF) (nonsense, frameshift
y en sitio de splicing) y mutaciones missense. El impacto funcional potencial de las variantes de
splicing se evalud utilizando los puntajes de los algoritmos adaptative boosting (ADA) y random
forest (RF) (umbral > 0.6). Para las variantes missense, priorizamos aquellas con resultados de
patogenicidad in silico positivos en al menos 3 de los 6 predictores incorporados en el software
VarSeq (SIFT, Polyphen2, Mutation Taster, Mutation Assessor, FATHMM y FATHMM MKL Coding).
Las variantes clasificadas como relevantes desde el punto de vista funcional se clasificaron
manualmente siguiendo las recomendaciones de la ACMG/AMP. Los datos finales consideraron
variantes que cumplian con los criterios de patogénicas y probablemente patogénicas segun lo
definido por Hampel et al (2015). Para el filtro B, se consideraron todas las variantes con una MAF
de menos del 5% y se analizaron utilizando el modelo de inteligencia artificial BoostDM, este andlisis
se llevd a cabo con la colaboracidn del Dr. Andrés Lépez de la Universidad de Ecuador. Los datos
finales consideraron las variantes clasificadas como mutaciones oncodriver segin lo descrito por
Muifos et al (2021) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema metodoldgico del filtrado de variantes gendmicas en pacientes con cancer colorrectal.
Abreviaturas: ADA, adaptative boosting; CCR, cancer colorrectal; MAF, frecuencia alélica minima; n, nimero
de pacientes; LoF, pérdida de funcién; RF, random forest.

2.4, Anilisis Genético Poblacional

Para cada variante identificada a través de NGS, evaluamos la frecuencia alélica, la frecuencia
genotipica y el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) utilizando el software SNP-Stats
(https://www.snpstats.net/start.htm). La desviacidn del equilibrio de Hardy-Weinberg se determiné
mediante la prueba de bondad de ajuste de x2 con 1 grado de libertad. Las frecuencias alélicas del
estudio se compararon con las poblaciones global y latinoamericana, que fueron obtenidas de la
base de datos gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org), y la significancia estadistica se evalué
utilizando la prueba de chi-cuadrado (x2), estableciendo la significancia en p<0.05.

2.5. Anilisis Estadistico
Para determinar la asociacion entre la presencia de una variante patogénica/probablemente
patogénica u oncodrivery los factores no genéticos (todas las variables clinicas descritas), aplicamos
un analisis bivariado. La significancia estadistica se establecié en un umbral de p<0.05.
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2.6. Construccion de plasmidos

Se usd ADN gendmico de pacientes para amplificar la region que abarcd el exén mas cercano a la
mutacion, junto con 300 pb de las secuencias intrénicas flanqueantes (up y downstream del exdn).
Los primers fueron disefados siguiendo la guia de Putscher et al., 2021 y verificados mediante
Primer-BLAST (Tabla 2) (Putscher et al., 2021). La PCR se realizo utilizando Master Mix Q5 de New
England Biolabs (Q5® High-Fidelity 2X Master Mix, cat: MO049). Los productos de PCR se
recombinaron con el vector pSpliceExpress utilizando la mezcla de enzimas Gateway™ BP Clonase™
Il (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. La secuencia de la construccion del vector
se confirmé mediante secuenciacién de Sanger.

Tabla 2. Secuencias de primers de recombinacion.

Gen Variante Transcrito Secuencia de primers aE::izg: ?:L)
ERCC1 | ¢.702+1G>A | NM_202001.3 | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTGAAATGGAGTTTCACTCTTGTTGC 868
IL12RB1 | ¢.1791+2T>G | NM_005535.3 | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAGGGAAGGGATAGTAACTTTTGG 918
SMADS | c.781+2T>A | NC_000013.11 | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAAAGTCTTGCCCTGAAGTCATTAG 664
2.7. Transfeccion en cultivos celulares

Las lineas celulares HCT-116 y HEK-293 se cultivaron en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM),
suplementado con un 10% de suero fetal bovino, 100 U/mL de penicilina/estreptomicina a 37°C en
un ambiente con un 5% de CO.. Las células se sembraron a una densidad de 60.000 células por pozo,
con triplicados para cada condicion experimental. Se transfecté 1 ug de vector en las células y se
incubé durante 48 horas utilizando el reactivo de transfeccion FUGENE® 6 (Promega), segun el
protocolo del fabricante.

2.8. Extraccion total de ARN y analisis de RT-PCR
Se extrajo el ARN total usando TRIzol®. Se usaron 500 ng de ARN para sintetizar ADNc con
SuperScript Ill cDNA first strand (Invitrogen). Utilizando primers dirigidos a los exones 2 y 3 de la
insulina 2 de rata (cuya secuencia se encuentra en el vector pSpliceExpress y rodean las secuencias
intronicas del proceso de clonacién Gateway), se realizé la PCR bajo las siguientes condiciones: 95°C
durante 1 minuto, 60°C durante 40 segundos y luego 3 minutos a 72°C durante 30 ciclos. Los
productos de RT-PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1,2%.

Las bandas obtenidas fueron analizadas mediante densitometria utilizando el software Image Lab
(BIO-RAD). Para cada una de las bandas obtenidas en los ensayos de RT-PCR en las versiones Wild-
type (WT) y mutante (MUT) se realizé la medicién de la intensidad, que permitié establecer
posteriormente diferencias en los transcritos obtenidos. Para las comparaciones entre los dos
grupos experimentales y sus réplicas, se utilizd una prueba t de grupos independientes (t de
Student), utilizando el software SPSS V.29 y GraphPad Prism 10. Se considera una diferencia
estadisticamente significativa si p<0.05.

Los productos de RT-PCR WT y MUT se clonaron utilizando el Kit de Clonacion TOPO® TA para
Secuenciacién (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego del proceso de

transformaciéon bacteriana usando las células quimiocompetentes One Shot Top 10
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(https://www.thermofisher.com/) se seleccionaron al azar 10 colonias, para las cuales se realizd la
secuenciacion de Sanger luego de la extraccién del ADN plasmidico.

3. Resultados

3.1. Caracteristicas demograficas y clinicopatoldgicas
Este estudio incluyd una cohorte de 100 pacientes no seleccionados con un diagndstico
histopatoldgico de CCR. Las caracteristicas de los pacientes se resumen en la Tabla 3. Entre estos
individuos, las mujeres constituian la mayoria, representando el 55% (n=55) de los pacientes. El 63%
(n=63) de los pacientes tenian antecedentes familiares de cancer, con un 11% (n=11) de los casos
correspondientes al CCR. En cuanto a la ubicacién del tumor, el CCR del lado derecho era el mas
prevalente, seguido por el sigmoide y rectal (44% y 29% respectivamente). La muestra analizada
mostro una heterogeneidad en cuanto a la histologia tumoral y el estadio del cancer, con una mayor
proporcién de adenocarcinoma moderadamente diferenciado y estadio Il (30% y 36%
respectivamente). La mayoria de los pacientes no presentaron metdstasis en el momento de su
inclusién en el estudio (76%). La edad promedio en el momento del diagndstico de CCR fue de 65.5
afios y el 12% (n=12) de los pacientes fueron diagnosticados antes de los 50 afios. El analisis de
asociacién de variables clinicas con la edad del diagndstico mostré diferencias estadisticamente
significativas con antecedentes familiares de CCR (p<0.05) (Tabla 3).

Tabla 3. Caracterizacidon demografica y clinico-patolégica

Edad del diagnéstico p-valor
Caracteristicas Total <50 >50 p-valor Correccion de
Yates
Numero de pacientes 100 12 88
Género 0.035%* 0.073
Hombres 45 2 43
Mujeres 55 10 45
Edad del diagndstico de CCR
Promedio (SD) |65,5(12,6) |41,25(8,4) | 68,8(8,9)
Antecedentes familiares de cancer 0.632 0.889
No 32 3 29
Si 63 8 55
Desconocido 5 1 4
Antecedentes familiares de CCR 0.004* 0.017*
No 81 6 75
Si 11 4 7
Desconocido 8 2 6
Localizacion del tumor
Colon derecho 44 2 42 0.042* 0.085
Sigmoide 29 6 23 0.087 0.171
Recto 17 4 13 0.108 0.232
Todo el colon 1 0 1 0.711 1
Multiples sitios 9 0 0.246 0.533
Estado histoldgico del tumor
Adenocarcinoma bien diferenciado 7 0 7 0.311 0.682
Adenocarcinoma moderadamente
diferenciado 30 4 26 Oht) L
Adenocarcinoma mal diferenciado 1 0 1 0.711 1
Adenocarcinoma mucinoso 3 1 2 0.248 0.801
Adenocarcinoma infiltrante 3 1 2 0.248 0.801
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Multiples estados histoldgicos 56 6 50 0.655 0.892
Estadio del cancer 0.484 0.484
0 2 1 1
| 14 1 13
] 36 4 32
1] 32 3 29
v 15 2 13
Desconocido 1 1 0
Infiltracidn linfovascular 0.188 0.319
Si 53 8 45
No 45 3 42
Desconocido 2 1 1
Metastasis 0.719 1
Si 22 2 20
No 76 9 67
Desconocido 2 1 1
Variantes patogénicas o probablemente patogénicas (ACMG/AMP) 0.140 0.315
Si 12 3 9
No 88 9 79
Variantes Oncodriver (BoostDM) 0.156 0.273
Si 65 10 55
No 35 2 33

*Estadisticamente significativo

3.2. Variantes germinales patogénicas, probablemente patogénicas y Oncodriver identificadas

en la muestra de pacientes colombianos con CCR

3.2.1. Variantes moleculares identificadas de acuerdo con las recomendaciones del
ACMG/AMP.

Siguiendo el flujo de trabajo bioinformatico descrito en la metodologia (Figura 1) y aplicando el Filtro
A, que identific6 mutaciones patogénicas y probablemente patogénicas de acuerdo con las
recomendaciones de la ACMG/AMP, nuestro estudio detectd un total de 248 variantes (Figura 2A).
De estas, 5 (2%) se clasificaron como patogénicas (P), 8 (3.2%) como probablemente patogénicas
(PP), 153 (61.7%) como variantes de significado incierto (VUS) y 82 (33.1%) como probablemente
benignas (PB) (Tabla 4, Tabla 5 y Figura 2A). La tasa de deteccion de variantes P/PP fue del 12% (12
pacientes). Un total del 11% de los pacientes presentaron una sola mutacién P/PP en estado
heterocigoto, mientras que un paciente fue identificado con dos variantes, MLH1 c.1039delA e
IL12RB1 ¢.1791+2T>G, clasificadas como PP y P, respectivamente.

Entre las variantes P/PP identificadas en la poblacién de estudio, el 38.5% (5/13) se encontraban en
genes que normalmente no se incluyen en los paneles de diagndstico de rutina en la préctica clinica.
Estas variantes corresponden a ERCC1 ¢.702+1G>A, EXO1 c.1465delA, IL12RB1 c.1791+2T>G, OGG1
c.137G>A y SMAD9 c.781+2T>A (Tabla 4). De las variantes que cumplieron con los criterios de
clasificacion P/PP, el 61.5% (8/13) se encontraban en genes seleccionados de los paneles de
diagndstico molecular. Cuatro de ellas pertenecen a genes de alta penetrancia (BMPR1A c.176T>A,
MLH1 c.1039delA, MSH6 ¢.3516_3517delAG y PTCH1 ¢.3241G>A) y una pertenece a un gen de
penetrancia moderada (BARD1 c.2229dupT). Para ocho de los genes analizados donde se
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encontraron variantes de interés, la penetrancia no ha sido definida claramente (FLCN, NOTCHS3,
NTHL1, ERCC1, EXO1, IL12RB1, OGG1y SMAD9) (Tabla 4 y Figura 2B).

En cuanto a los tipos de variantes, observamos 6 de pérdida de funcion (LoF), 4 missense y 3 en sitios
candnicos de splicing. De manera interesante, 2 variantes PP eran nuevas y no se habian reportado
en bases de datos publicas como gnomAD (MLH1: c.1039del, p.Thr347Leufs*20 y EXO1:c.1465delA,
p.Arg489Glyfs*32) (Tabla 4). Todas las variantes clasificadas como P/PP se confirmaron mediante
secuenciacién de Sanger.
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Tabla 4. Variantes germinales patogénicas y probablemente patogénicas identificadas en pacientes con CCR - Filtro A (ACMG/AMP).

. . . . S . Clasificacion Criterios No.
Penetrancia Gen Transcrito Variante Proteina rs Cigocidad Tipo ACMG/AMP Il De L
Alta Diagndstico BMPR1A NM_004329.3 c.176T>A p.Leu59Ter rs1564714834 Het Missense Patogénica PVS1 +PM2 + 1

PM4 + BP1
Alta Diagndstico MLH1 NM_000249.4 c.1039delA p.Thr347Leufs*20 No reportada Het LOF Probablemente  PVS1+PM2 1
patogénica
Alta Diagndstico MSH6 NM_000179.3 ¢.3516_3517delAG p.Argl172Serfs*4 rs398123232 Het LOF Patogénica PVS1 +PM2 + 1
PM4
Alta Diagndstico PTCH1 NM_000264.5 c.3241G>A p.Val1081Met rs587778629 Het Missense Probablemente  PS3 +PM2 + 1
patogénica PP3
Menos Diagndstico FLCN NM_144997.7 c.1285delC p.His429Thrfs*39 rs80338682 Het LOF Probablemente  PVS1+PM2 1
definida patogénica
Menos Diagndstico NOTCH3 NM_000435.3 c.1345C>T p.Argd49Cys rs762734007 Het Missense Probablemente  PM1+PM2 + 1
definida patogénica PP2 + PP3
Menos Diagndstico NTHL1 NM_002528.7 c.244C>T p.GIn82Ter rs150766139 Het LOF Patogénica PVS1 +PM2 + 1
definida PM4
Moderada Diagndstico BARD1 NM_000465.4 €.2229dupT p.Asn744Ter rs1259296823 Het LOF Patogénica PVS1 +PM1 + 1
PM2 + PM4
Menos Candidato ERCC1 NM_202001.3 c.702+1G>A - rs747911302 Het Splice Probablemente  PVS1+PM2 1
definida patogénica
Menos Candidato EXO1 NM_130398.4 c.1465delA p.Arg4d89Glyfs*32 No reportada Het LOF Probablemente  PVS1+PM2 1
definida patogénica
Menos Candidato IL12RB1 NM_005535.3 c.1791+2T>G - rs554063682 Het Splice Patogénica PVS1 +PM2 + 1
definida PP3
Menos Candidato 0GG1 NM_002542 c.137G>A p.Argd6GIn rs104893751 Het Missense Probablemente  PS3 + PM2 1
definida patogénica
Menos Candidato SMAD9 NM_001127217.3 c.781+2T>A - rs770716081 Het Splice Probablemente  PVS1+PM2 + 1
definida patogénica BP4
Abreviaturas: Het, heterocigoto; LOF, Pérdida de funcién.
Tabla 5. Variantes germinales de significado incierto (VUS) identificadas en pacientes con CCR — Filtro A (ACMG/AMP).
Panel Gen Transcrito Variante Proteina rs Tipo Clasificacion Criterios cumplidos No.
ACMG/AMP pacientes
Diagnéstico AlIP NM_003977.4 c.296C>T p.Pro99Leu rs1388668435 Missense VUS PM1 + PM2 + PP3 1
Diagnéstico ALK NM_004304.5 c.4425C>A p.His1475GIn rs139039449 Missense VUS PM2 2
Diagnéstico APC NM_000038.6 c.4178T>C p.Leu1393Pro No reportada Missense VUS PM2 + PP3 +BP1 1
Diagnéstico ATM NM_000051.4 c.295A>G p.Ser99Gly rs137882485 Missense VUS PM2 1
Diagndstico ATM NM_000051.4 c.610G>A p.Gly204Arg rs147915571 Missense VUS PM2 1
Diagnéstico ATM NM_000051.4 c.1082C>A p.Thr361Asn rs1565378803 Missense VUS PM2 1
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Diagnéstico ATM NM_000051.4 ¢.5039C>T p.Pro1680Leu rs587782153 Missense VUS PM2 + PP3 1
Diagndstico ATM NM_000051.4 c.6313A>G p.Arg2105Gly rs879253983 Missense VUS PM1 + PM2 + PP3 2
Diagndstico ATM NM_000051.4 c.7375C>G p.Arg2459Gly rs730881383 Missense VUS PM1 + PM2 + PP3 1
Diagndstico ATM NM_000051.4 c.7381C>T p.Arg2461Cys rs201314561 Missense VUS PM1 + PM2 + PP3 1
Diagnéstico ATM NM_000051.4 c.7502A>G p.Asn2501Ser rs531617441 Missense VUS PM1 + PM2 1
Diagnéstico AXIN2 NM_004655.4 c.733C>T p.Pro245Ser rs62640028 Missense VUS PM2 1
Diagndstico AXIN2 NM_004655.4 c.1419_1421delCCA p.His474del rs570443161 LOF VUS PM2 1
Diagndstico BLM NM_000057.4 c.2452C>T p.Arg818Cys rs1279814185 Missense VUS PM1 + PM2 1
Diagnéstico BRCA1 NM_007294.4 c.5225A>G p.Asn1742Ser rs864622104 Missense VUS PM1 + PM2 1
Diagnéstico CHEK2 NM_007194.4 c.1427C>T p.Thr476Met rs142763740 Missense VUS PM1 + PM2 1
Diagnéstico CHEK2 NM_007194.4 c.320-5T>A - rs121908700 Splice VUS PM2 + PP3 1
Diagnéstico EGFR NM_005228.5 c.2380C>A p.Pro794Thr rs370289230 Missense VUS PM2 + PP3 +BP1 1
Diagnéstico FH NM_000143.4 ¢.535G>A p.Asp179Asn rs1553341588 Missense VUS PM1 + PM2 + PP3 1
Diagnéstico FLCN NM_144997.7 ¢.535C>T p.Argl79Trp rs774358971 Missense VUS PM1 + PM2 + PP3 1
Diagnéstico GALNT12 NM_024642.5 c.544C>T p.His182Tyr rs1835864292 Missense VUS PM2 1
Diagnéstico HOXB13 NM_006361.6 c.23C>T p.Thr8lle rs747307642 Missense VUS PM2 1
Diagnéstico MLH1 NM_000249.4 c.1514G>A p.Ser505Asn rs771044689 Missense VUS PM2 + PP3 1
Diagnéstico MSH2 NM_000251.3 c.128A>G p.Tyr43Cys rs17217723 Missense VUsS PM2 + PP3 1
Diagnéstico MSH2 NM_000251.3 c.743A>G p.Lys248Arg rs1064794704 Missense VUS PM2 1
Diagnéstico MSH2 NM_000251.3 c.2537A>G p.GIn846Arg rs140754514 Missense VUS PM2 1
Diagnéstico MSH3 NM_002439.5 c.1622C>T p.Thr541lle rs1178614269 Missense VUS PM2 + PP3 1
Diagnéstico MSH6 NM_000179.3 c.1403G>A p.Arg468His rs41295268 Missense VUS PM2 + PP3 1
Diagnéstico MSH6 NM_000179.3 c.2041C>T p.Leu681Phe rs1553413412 Missense VUS PM2 + PP3 1
Diagnéstico MSH6 NM_000179.3 €.2653A>C p.Lys885GIn rs587782593 Missense VUS PM2 1
Diagnéstico MSH6 NM_000179.3 c.3961A>G p.Argl321Gly rs41295278 Missense VUS PM2 + PP3 1
Diagnéstico MUTYH NM_001128425.2 c.1276C>T p.Arg426Cys rs150792276 Missense VUS PM2 1
Diagnéstico NBN NM_002485.5 c.643C>T p.Arg215Trp rs34767364 Missense VUS PM2 1
Diagnéstico NOTCH2 NM_024408.4 ¢.5927A>G p.His1976Arg No reportada Missense VUS PM1 + PM2 + PP2 + BP1 1
Diagnéstico NOTCH3 NM_000435.3 c.6464G>A p.Gly2155Glu rs567953412 Missense VUS PM2 + PP2 1
Diagnéstico NOTCH3 NM_000435.3 ¢.6305T>C p.Val2102Ala No reportada Missense VUS PM2 + PP2 1
Diagnéstico NOTCH3 NM_000435.3 c.2935G>A p.Ala979Thr rs1286854173 Missense VUS PM1 + PM2 + PP2 1
Diagnéstico PALB2 NM_024675.4 c.3044C>A p.Thr1015Asn No reportada Missense VUS PM1 + PM2 1
Diagnéstico PIF1 NM_001286496.2 c.838C>T p.Pro280Ser rs201566855 Missense VUS PM2 4
Diagnéstico PIF1 NM_001286496.2 c.314T>A p.Leul05His rs960648006 Missense VUS PM2 + PP3 1
Diagnéstico PMS1 NM_000534.5 c.329C>G p.Thr110Arg rs372752293 Missense VUS PM2 + PP3 1
Diagnostico PMS1 NM_000534.5 c.2311C>A p.Pro771Thr rs143686298 Missense VUS PM2 1
Diagnostico PMS2 NM_000535.7 c.2395C>T p.Arg799Trp rs149202766 Missense VUS PM2 + PP3 + BS2 2
Diagnéstico PMS2 NM_000535.7 c.880C>T p.Arg294Trp rs563433235 Missense VUS PM2 1
Diagnéstico POLD1 NM_002691.4 ¢.520C>T p.Argl74Trp rs749334182 Missense VUS PM2 1
Diagndstico POLD1 NM_002691.4 c.2017G>A p.Glu673Lys rs61751955 Missense VUS PM2 1
Diagnostico POLD1 NM_002691.4 €.2052G>C p.GIn684His rs144143245 Missense VUS PM2 1
Diagnéstico POLE NM_006231.4 c.4145G>A p.Arg1382His rs143229302 Missense VUS PM2 2
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Diagnéstico POLE NM_006231.4 c.686A>C p.His229Pro rs1482513360 Missense VUS PM2 + PP3 1
Diagndstico POLE NM_006231.4 c.4952+5G>A - rs1555222548 Splice VUS PM2 1
Diagndstico PTCH1 NM_000264.5 c.3487G>A p.Gly1163Ser rs113663584 Missense VUS PM2 + PP3 + BP1 1
Diagndstico PTCH1 NM_000264.5 c.1664A>G p.Asn555Ser rs181192122 Missense VUS PM1 + PM2 + PP3 + BP1 1
Diagnéstico PTCH1 NM_000264.5 c.1808G>A p.Arg603His rs199523893 Missense VUS PM2 + PP3 + BP1 1
Diagnéstico RAD50 NM_005732.4 c.113A>G p.Asn38Ser rs750480943 Missense VUS PM2 1
Diagndstico RAD50 NM_005732.4 ¢.3036+5G>A - rs181016343 Splice VUS PM2 + BS2 1
Diagndstico RAD51C NM_058216.3 €.659T>C p.Leu220Pro No reportada Missense VUS PM1 + PM2 + PP3 1
Diagnéstico RBL1 NM_002895.5 ¢.3142C>G p.GIn1048Glu rs765000152 Missense VUsS PM2 1
Diagnéstico RBL1 NM_002895.5 c.2205A>G p.lle735Met rs78413638 Missense VUS PM2 1
Diagnéstico RBL1 NM_002895.5 c.1991A>T p.Asp664Val rs200548883 Missense VUS PM2 1
Diagnéstico RBL1 NM_002895.5 c.781G>A p.Val261lle rs746560730 Missense VUS PM2 1
Diagnéstico RNF43 NM_017763.6 c.2276A>C p.Tyr759Ser No reportada Missense VUS PM2 1
Diagnéstico RUNX1 NM_001754.5 €.998C>G p.Pro333Arg rs200104203 Missense VUS PM2 1
Diagnéstico SDHA NM_004168.4 c.1367C>T p.Ser456Leu rs76896145 Missense VUS PM2 + PP3 2
Diagnéstico SDHA NM_004168.4 c.1396G>A p.Alad66Thr rs111387770 Missense VUS PM2 2
Diagnéstico SDHD NM_003002.4 c.149A>G p.His50Arg rs11214077 Missense VUS PM2 + PP3 + BS2 3
Diagnéstico SMARCA4 NM_001128849.3 c.403C>G p.Pro135Ala rs150949949 Missense VUS PM2 + PP2 + BP1 1
Diagnéstico TELO2 NM_016111.4 c.1547G>A p.Arg516Gin rs141154049 Missense VUS PM2 1
Diagnéstico TERT NM_198253.3 €.1210C>G p.Pro404Ala rs1561213668 Missense VUS PM1 + PM2 + PP2 + BP1 1
Diagnéstico TERT NM_198253.3 c.316G>C p.Gly106Arg rs1751265277 Missense VUS PM1 + PM2 + PP2 + BP1 1
Diagnéstico 75C2 NM_000548.5 c.2161G>A p.Val721Met rs768261185 Missense VUS PM2 + PP3 + BP1 1
Diagnéstico WRN NM_000553.6 c.1192A>G p.Thr398Ala rs532554615 Missense VUS PM2 1
Diagnéstico WRN NM_000553.6 c.1717A>G p.Thr573Ala rs150148567 Missense VUS PM1 + PM2 1
Diagnéstico WRN NM_000553.6 c.4216C>T p.Argl406Ter rs11574410 LOF VUs PVS1 + PM1 + PM2 + PM4+ 2
BS2 + BP4
Candidato ALCAM NM_001627.4 c.1679A>G p.His560Arg No reportada Missense VUS PM2 1
Candidato APEX1 NM_001641.4 c.5C>G p.Pro2Arg rs752031447 Missense VUS PM1 + PM2 1
Candidato ATXN2 NM_002973.4 c.57_59delACA p.GIn28del rs751377502 LOF VUS PM1 + PM2 1
Candidato C110RF53 NM_198498.3 €.194T>C p.Val65Ala rs371749769 Missense VUS PM2 1
Candidato COL4A2 NM_001846.4 c.349G>A p.Aspl17Asn rs374976511 Missense VUS PM2 1
Candidato COL4A2 NM_001846.4 c.923G>A p.Gly308Asp No reportada Missense VUS PM2 + PP3 1
Candidato COL4A2 NM_001846.4 c.4064T>C p.Met1355Thr rs199956455 Missense VUS PM2 1
Candidato COL4A2 NM_001846.4 c.4561G>A p.Glu1521Lys rs182278784 Missense VUS PM1 + PM2 + PP3 1
Candidato CRTC3 NM_022769.5 c.1789A>C p.Met597Leu rs777546566 Missense VUS PM2 1
Candidato CTNNB1 NM_001904.4 €.991T>C p.Tyr331His No reportada Missense VUS PM1 + PM2 + PP2 1
Candidato FANCC NM_000136.3 c.851C>T p.Ala284Val rs201281511 Missense VUS PM2 2
Candidato FANCC NM_000136.3 €.1393_1395del p.Pro465del rs587778328 LOF VUS PM2 + PM4 1
Candidato FANCE NM_021922.3 c.1316G>T p.Gly439Vval rs776298967 Missense VUS PM2 1
Candidato FEN1 NM_004111.6 c.787C>G p.Leu263Val rs148519764 Missense VUS PM2 1
Candidato FMN1 NM_001277313.2 c.1307G>T p.Gly436Val rs537060596 Missense VUS PM2 1
Candidato FUT2 NM_000511.6 c.436C>T p.Argl46Cys rs201915844 Missense VUsS PM2 + PP2 + BS2 19
Candidato IL12RB1 NM_005535.3 c.1295C>T p.Thr432Met rs200875188 Missense VUS PM2 1
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Candidato KDR NM_002253.4 €.2555A>T p.Asp852Val No reportada Missense VUS PM1 + PM2 + PP3

1
Candidato LAMAS NM_005560.6 c.6421C>T p.Arg2141Cys rs745369447 Missense VUS PM1 + PM2 1
Candidato LAMAS NM_005560.6 c.6040G>A p.Ala2014Thr rs372254142 Missense VUS PM1 + PM2 1
Candidato LAMAS5 NM_005560.6 ¢.5539C>T p.Pro1847Ser No reportada Missense VUS PM1 + PM2 1
Candidato LAMAS5 NM_005560.6 €.5232C>G p.llel744Met No reportada Missense VUS PM1 + PM2 1
Candidato LAMAS5 NM_005560.6 c.4679G>A p.Arg1560His rs137986729 Missense VUS PM1 + PM2 1
Candidato LAMAS NM_005560.6 c.3671G>A p.Argl224His rs199705213 Missense VUS PM2 1
Candidato LAMAS NM_005560.6 €.2323C>T p.Arg775Cys rs201613863 Missense VUS PM1 + PM2 1
Candidato LAMC1 NM_002293.4 c.1162C>T p.Arg388Cys rs769003582 Missense VUS PM1 + PM2 + PP3 + BP1 1
Candidato LGR5 NM_003667.4 €.1909T>G p.Cys637Gly No reportada Missense VUS PM2 + PP3 1
Candidato LIG1 NM_000234.3 ¢.350G>A p.Gly117Glu No reportada Missense VUS PM2 1
Candidato LIG1 NM_000234.3 c.8G>A p.Arg3GlIn rs201713810 Missense VUS PM2 1
Candidato LIMA1 NM_016357.5 €.2134G>C p.Asp712His No reportada Missense VUS PM2 1
Candidato LIMA1 NM_016357.5 ¢.1383C>G p.His461GIn rs1474165830 Missense VUS PM2 1
Candidato LIMK2 NM_005569.4 ¢.308T>C p.Vall03Ala rs188450615 Missense VUS PM1 + PM2 1
Candidato LRP1 NM_002332.3 c.145G>A p.Gly49Ser rs375203123 Missense VUS PM2 + PP2 + BP1 1
Candidato LRP1 NM_002332.3 ¢.12685G>C p.Asp4229His No reportada Missense VUS PM1 + PM2 + PP2 + BP1 1
Candidato MACC1 NM_182762.4 c.2108A>T p.Asp703Val rs574575235 Missense VUS PM2 1
Candidato MRE11 NM_005591.4 c.2048G>A p.Gly683Glu rs764705257 Missense VUS PM2 + PP3 1
Candidato MYO3A NM_017433.5 c.170A>C p.Asp57Ala rs146511800 Missense VUS PM1 + PM2 1
Candidato MYO3A NM_017433.5 c.1145A>G p.GIn382Arg rs200715190 Missense VUS PM1 + PM2 1
Candidato MYO3A NM_017433.5 ¢.1559C>T p.Ala520Vval rs72787346 Missense VUS PM1 + PM2 + PP3 1
Candidato MYO3A NM_017433.5 ¢.3037C>T p.Arg1013Cys rs140154015 Missense VUS PM1 + PM2 1
Candidato MYO3A NM_017433.5 c.3217A>G p.Argl073Gly rs754613454 Missense VUS PM1 + PM2 2
Candidato NCAPG NM_022346.5 €.2980G>A p.Ala994Thr rs141707867 Missense VUS PM2 1
Candidato NXN NM_022463.5 c.709G>A p.Asp237Asn No reportada Missense VUS PM1 + PM2 + PP3 1
Candidato 0GG1 NM_002542.6 c.137G>A p.Arg46GIn rs104893751 Missense VUS PM2 1
Candidato 0GG1 NM_002542.6 €.565+5G>A - No reportada Splice VUS PM2 + PP3 1
Candidato PNKD NM_015488.5 c.323A>G p.His108Arg rs142536637 Missense VUS PM2 + PP3 1
Candidato PNKD NM_015488.5 ¢.559C>T p.Argl87Trp rs375550686 Missense VUS PM1 + PM2 1
Candidato PNKD NM_015488.5 c.964C>T p.Arg322Trp rs751050132 Missense VUS PM2 + PP3 1
Candidato PNKD NM_015488.5 c.1126C>T p.Arg376Cys rs200042352 Missense VUS PM2 + PP3 1
Candidato POUS5F1B NM_001159542.3 c.118G>C p.Gly40Arg rs1563683877 Missense VUS PM2 1
Candidato POUS5F1B NM_001159542.3 c.839G>A p.Arg280GIn rs751963914 Missense VUS PM1 + PM2 + PP3 1
Candidato PREX1 NM_020820.4 c.4943A>C p.Tyr1648Ser No reportada Missense VUS PM2 + PP3 2
Candidato PTPN1 NM_002827.4 c.707A>G p.Asp236Gly rs572308077 Missense VUS PM1 + PM2 1
Candidato RHPN2 NM_033103.5 c.652A>T p.Ser218Cys rs577697788 Missense VUS PM1 + PM2 1
Candidato RHPN2 NM_033103.5 c.347G>T p.Glylie6Val No reportada Missense VUS PM1 + PM2 1
Candidato RHPN2 NM_033103.5 c.1225+5G>A - rs765192413 Splice VUS PM2 1
Candidato RTEL1 NM_001283009.2 c.860C>T p.Thr287Ile rs561054389 Missense VUS PM1 + PM2 2
Candidato RTEL1 NM_001283009.2 €.3282G>T p.Lys1094Asn rs778086975 Missense VUS PM2 1
Candidato RTEL1 NM_001283009.2 ¢.3566C>T p.Pro1189Leu No reportada Missense VUS PM2 1
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Candidato SBF2 NM_030962.4 ¢.5192C>T p.Thr1731Met rs142041264 Missense VUS PM2 1
Candidato SBF2 NM_030962.4 c.4675T>G p.Leul559Val rs751615833 Missense VUS PM1 + PM2 1
Candidato SBF2 NM_030962.4 c.4592G>A p.Gly1531Glu rs1423180682 Missense VUS PM1 + PM2 1
Candidato SFMBT1 NM_016329.4 c.317C>T p.Prol06Leu No reportada Missense VUS PM2 + PP3 + BP1 1
Candidato SH2B3 NM_005475.3 €.232G>A p.Glu78Lys rs754838420| Missense VUS PM2 1
Candidato SLC15A4 NM_145648.4 c.964G>T p.Val322Phe rs149837040 Missense VUS PM2 1
Candidato SLC15A4 NM_145648.4 c.727G>A p.Gly243Ser rs35580712 Missense VUS PM2 + BS2 2
Candidato SLC6A18 NM_182632.3 c.131T>C p.Phe44Ser No reportada Missense VUS PM2 + PP3 1
Candidato SLC6A18 NM_182632.3 c.1486G>A p.Gly496Arg rs147278493 Missense VUS PM1 + PM2 + PP3 + BS2 1
Candidato SMAD6 NM_005585.5 c.802C>T p.Arg268Trp rs780080560 Missense VUS PM1 + PM2 + PP3 1
Candidato SMAD6 NM_005585.5 c.973G>A p.Ala325Thr rs199822239 Missense VUS PM2 1
Candidato SMAD7 NM_005904.4 c.234_251del p.Ala80_Ala85del rs556829501 LOF VUS PM1 + PM2 + BS2 + BP3 1
Candidato SMAD9 NM_001127217.3 c.17C>T p.Pro6Leu rs764161648 Missense VUS PM2 1
Candidato TCF7L2 NM_030756.5 ¢.1468T>C p.Ser490Pro rs754884239 Missense VUS PM2 18
Candidato TMBIM1 NM_022152.6 ¢.575T>C p.lle192Thr No reportada Missense VUS PM2 1
Candidato TOX2 NM_001098797.2 c.1073C>T p.Pro358Leu rs374248829 Missense VUS PM2 2
Candidato TP53BP1 NM_005657.4 c.5482C>T p.His1828Tyr rs780546857 Missense VUS PM1 +PM2 + PP3 + BP1 1
Candidato TTC22 NM_001114108.2 c.604A>G p.Met202Val rs1258636323 Missense VUS PM2 1
Candidato WNT4 NM_030761.5 c.877G>A p.Gly293Ser rs202139199 Missense VUS PM2 + PP3 1
Candidato ZAP70 NM_001079.4 c.202A>T p.Thr68Ser rs138628302 Missense VUS PM1 + PM2 1
Candidato ZAP70 NM_001079.4 ¢.1025T>C p.lle342Thr rs142702703 Missense VUS PM1 + PM2 2

Abreviaturas: LOF, Pérdida de funcion, VUS: Variante de significado incierto.
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3.2.2. Variantes moleculares identificadas con el modelo BoostDM

El modelo BoostDM, desarrollado por Muifios et al. en 2021, es una metodologia basada en el
aprendizaje automatico disefiada para evaluar el potencial oncogénico de las mutaciones. La
aplicacion de este modelo facilité la identificacidon de 68 variantes en 43 genes clasificadas como
oncodrivers (Tabla 6), las cuales se encontraron en 65 de los pacientes analizados, lo que resulté en
una tasa de deteccion del 65%. Se identificd, que el 27% de los individuos portaban mas de una
mutacion (Figura 2C). De las variantes identificadas a través de este analisis, el 72% estaban en genes
de paneles de diagndstico de cancer, mientras que el 28% restante estaban en genes candidatos.
Adicionalmente, el 18.3% (8/43) de los genes con variantes oncodriver estan relacionados con el
CCR sindrémico. El 20.5% (14/68) de las variantes del estudio se identificaron en estos genes. La
penetrancia se ha definido claramente para 18 de los genes en los que se identificaron mutaciones
oncodriver, con 14 de alta penetrancia y 4 de penetrancia moderada (Tabla 6, Figura 2D). En cuanto
a los tipos de variantes, el 82.3% (56/68) eran mutaciones missense, el 13.2% (9/68) eran
mutaciones de pérdida de funcién (LoF), el 1.5% (1/68) eran mutaciones en sitios candnicos de
splicing y el 3% (2/68) eran variantes sindnimas. Los genes con mayor numero de variantes
oncodriver fueron MSH6 (n=5)y MLH1, WRN, FANCC, KDRy TCF7L2 (cada uno con 3 variantes) (Tabla
6). Finalmente, cinco de las variantes oncodriver eran nuevas y no se habian reportado previamente
en bases de datos publicas (APC: ¢.3663_3665delTTC, MLH1: c.1039delA, RAD51C: c.659T>C,
CTNNB1:c.991T>Cy KDR: c.2555A>T). Todas estas variantes se confirmaron mediante secuenciacién
de Sanger.
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Tabla 6. Variantes oncodriver germinales identificadas en pacientes con CCR — Filtro B (BoostDM)

Penetrancia Panel Gen Transcrito Variante Proteina rs Tipo No. pacientes
Alta Diagndstico APC NM_000038.6 €.3663_3665delTTC p.Ser1223del No reportada LOF 1
Alta Diagndstico BMPRI1A NM_004329.3 c.176T>A p.Leu59Ter rs1564714834 LOF 1
Alta Diagndstico BRCA2 NM_000059.4 c.8851G>A p.Ala2951Thr rs11571769 Missense 11
Alta Diagndstico CDH1 NM_004360.5 ¢.1710T>C p.Asn570= rs202115589 Sinénima 1
Alta Diagndstico MLH1 NM_000249.4 c.1039delA p.Thr347Leufs*20 No reportada LOF 1
Alta Diagndstico MLH1 NM_000249.4 c.1514G>A p.Ser505Asn rs771044689 Missense 1
Alta Diagndstico MLH1 NM_000249.4 c.1852A>G p.Lys618Glu rs35001569 Missense 1
Alta Diagndstico MSH2 NM_000251.3 c.128A>G p.Tyr43Cys rs17217723 Missense 1
Alta Diagndstico MSH3 NM_002439.5 c.1622C>T p.Thr541lle rs1178614269 Missense 1
Alta Diagndstico MSH6 NM_000179.3 €.3516_3517delAG p.Argl172Serfs*4 rs398123232 LOF 1
Alta Diagndstico MSH6 NM_000179.3 c.1403G>A p.Arg468His rs41295268 Missense 1
Alta Diagndstico MSH6 NM_000179.3 c.2041C>T p.Leu681Phe rs1553413412 Missense 1
Alta Diagndstico MSH6 NM_000179.3 c.3961A>G p.Argl321Gly rs41295278 Missense 1
Alta Diagndstico MSH6 NM_000179.3 €.3245C>T p.Pro1082Leu rs191109849 Missense 1
Alta Diagndstico NTHL1 NM_002528.7 c.244C>T p.GIn82Ter rs150766139 LOF 1
Alta Diagndstico PALB2 NM_024675.4 c.2794G>A p.Val932Met rs45624036 Missense 1
Alta Diagndstico PMS2 NM_000535.7 €.2395C>T p.Arg799Trp rs149202766 Missense 2
Alta Diagndstico POLD1 NM_002691.4 €.2052G>C p.GIn684His rs144143245 Missense 1
Alta Diagndstico POLD1 NM_002691.4 c.2017G>A p.Glu673Lys rs61751955 Missense 1
Alta Diagnostico POLE NM_006231.4 c.686A>C p.His229Pro rs1482513360 Missense 1
Alta Diagndstico POLE NM_006231.4 c.6494G>A p.Arg2165His rs5745068 Missense 1
Alta Diagnostico PTCH1 NM_000264.5 c.3241G>A p.Vall081Met rs587778629 Missense 1
Alta Diagndstico PTCH1 NM_000264.5 c.1808G>A p.Arg603His rs199523893 Missense 1
Alta Diagndstico PTCH1 NM_000264.5 c.3487G>A p.Gly1163Ser rs113663584 Missense 1
Moderada Diagnostico ATM NM_000051.4 c.6313A>G p.Arg2105Gly rs879253983 Missense 2
Moderada Diagndstico ATM NM_000051.4 c.7502A>G p.Asn2501Ser rs531617441 Missense 1
Moderada Diagnostico BARD1 NM_000465.2 ¢.1075_1095del p.Leu359_Pro365del rs28997575 LOF 3
Moderada Diagndstico CHEK2 NM_001005735.2 c.1556C>T p.Thr519Met rs142763740 Missense 1
Moderada Diagndstico RAD51C NM_058216.3 €.659T>C p.Leu220Pro No reportada Missense 1
Moderada Diagndstico RAD51C NM_058216.3 ¢.859A>G p.Thr287Ala rs28363317 Missense 3
Menos definida Diagnostico BLM NM_000057.4 €.2452C>T p.Arg818Cys rs1279814185 Missense 1
Menos definida Diagndstico BLM NM_000057.4 €.2594A>G p.Tyr865Cys rs777842626 Missense 1
Menos definida Diagnostico BRIP1 NM_032043.3 c.517C>T p.Argl73Cys rs4988345 Missense 2
Menos definida Diagndstico EGFR NM_005228.5 €.2380C>A p.Pro794Thr rs370289230 Missense 1
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Menos definida Diagndstico FH NM_000143.4 ¢.535G>A p.Vall79lle rs1553341588 Missense 1
Menos definida Diagndstico FLCN NM_144997.7 c.1285delC p.His429Thrfs*39 rs80338682 LOF 1
Menos definida Diagndstico FLCN NM_144997.7 ¢.535C>T p.Argl79Trp rs774358971 Missense 1
Menos definida Diagndstico GPC3 NM_004484.4 c.1285G>A p.Vald29Met rs11539789 Missense 3
Menos definida Diagndstico NBN NM_002485.5 c.643C>T p.Arg215Trp rs34767364 Missense 1
Menos definida Diagndstico NF1 NM_000267.3 €.3498C>T p.Gly1166= rs2066733 Sinénima 1
Menos definida Diagndstico PDGFRA NM_006206.6 €.2282T>G p.Leu761Arg rs148654387 Missense 4
Menos definida Diagndstico PHOX2B NM_003924.4 c.738_776del p.Ala248_Ala260del rs757020181 Missense 1
Menos definida Diagndstico PMS1 NM_000534.5 €.329C>G p.Thrl110Arg rs372752293 Missense 1
Menos definida Diagndstico RAD50 NM_005732.4 c.113A>G p.Asn38Ser rs750480943 Missense 1
Menos definida Diagndstico RAD50 NM_005732.4 c.572C>T p.Thri91lle rs2230017 Missense 1
Menos definida Diagndstico T75¢C2 NM_000548.5 c.2161G>A p.Val721Met rs768261185 Missense 1
Menos definida Diagndstico WRN NM_000553.6 c.1717A>G p.Thr573Ala rs150148567 Missense 1
Menos definida Diagndstico WRN NM_000553.6 c.1192A>G p.Thr398Ala rs532554615 Missense 1
Menos definida Diagndstico WRN NM_000553.6 €.2500C>T p.Arg834Cys rs3087425 Missense 3
Menos definida Candidato CRTC3 NM_022769.5 c.1789A>C p.Met597Leu rs777546566 Missense 1
Menos definida Candidato CTNNB1 NM_001904.4 €.991T>C p.Tyr331His No reportada Missense 1
Menos definida Candidato ERCC1 NM_202001.3 c.702+1G>A - rs747911302 Splice 1
Menos definida Candidato ERCC1 NM_202001.3 c.875G>A p.Trp292Ter rs116640350 LOF 1
Menos definida Candidato FANCC NM_000136.3 c.851C>T p.Ala284Val rs201281511 Missense 2
Menos definida Candidato FANCC NM_000136.3 c.77C>T p.Ser26Phe rs1800361 Missense 3
Menos definida Candidato FANCC NM_000136.3 c.584A>T p.Asp195Val rs1800365 Missense 1
Menos definida Candidato FUT2 NM_000511.6 c.412C>T p.Arg138Cys rs1800022 Missense 2
Menos definida Candidato FUT2 NM_000511.6 c.812del p.Pro271Leufs*16 rs1799761 LOF 1
Menos definida Candidato KDR NM_002253.4 €.2555A>T p.Asp852Val No reportada Missense 1
Menos definida Candidato KDR NM_002253.4 c.2837G>A p.Arg946His rs140041720 Missense 1
Menos definida Candidato KDR NM_002253.4 €.2312C>T p.Thr771Met rs149745504 Missense 1
Menos definida Candidato MRE11 NM_005591.4 c.2048G>A p.Gly683Glu rs764705257 Missense 1
Menos definida Candidato SH2B3 NM_005475.3 €.232G>A p.Glu78Lys rs754838420| Missense 1
Menos definida Candidato TBX3 NM_005996.4 c.613C>T p.His205Tyr rs749487839 Missense 1
Menos definida Candidato TCF7L2 NM_030756.5 c.1466C>G p.Pro489Arg rs77673441 Missense 2
Menos definida Candidato TCF7L2 NM_030756.5 c.1466C>A p.Pro489His rs77673441 Missense 5
Menos definida Candidato TCF7L2 NM_030756.5 c.1472C>T p.Pro491Leu rs573425555 Missense 1
Menos definida Candidato TP53BP1 NM_005657.4 c.5482C>T p.His1828Tyr rs780546857 Missense 1

Abreviaturas: LOF, Pérdida de funcion.
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Figura 2. A) Variantes clasificadas segin recomendaciones de la ACMG/AMP. B) Penetrancia de los genes con variantes P/PP (Filtro A). C)
Pacientes con 1 o >1 variante oncodriver clasificadas con el modelo BoostDM. D) Penetrancia de los genes con variantes oncodriver (Filtro B).
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La comparacién entre las frecuencias alélicas de las variantes P/PP determinadas por el Filtro Ay las
variantes oncodriver identificadas por el Filtro B, mostro diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) en comparaciéon con las descritas para la poblacion global y latinoamericana, segin lo
establecido en la base de datos de gnomAD (Tabla 7). De las variantes P/PP clasificadas segun los
criterios del ACMG/AMP, el 46% exhibié frecuencias alélicas superiores a las descritas en la
poblacién global, mientras que solo el 23% de ellas diferian de la poblacion latinoamericana. Este
hallazgo es relevante ya que demuestra perfiles gendmicos distintos y especificos de nuestra
poblacién, con mayores frecuencias de variantes P/PP asociadas con el CCR.

De manera similar, el 42,6% de las variantes identificadas como oncodriver segun el modelo
BoostDM mostraron diferencias significativas en las frecuencias alélicas globales, mientras que el
70,6% de los datos poblacionales de nuestros pacientes fueron similares con los de la poblacién
latinoamericana (Tabla 7).

Tabla 7. Comparacién de frecuencias alélicas de variantes patogénicas/probablemente patogénicas y oncodrivers.

Filtro A — Clasificacion ACMG/AMP

Frecuencias

Frecuencias alélicas p-valor con Frecuencias p-valor con
Gen Variante rs alélicas® globales de p-valor correccion alélicas latinas de p-valor correccion
gnomAD de Yates gnomAD de Yates
BARD1 €.2229dupT rs1259296823 0,005 3,97902E-06 <0.00001 <0.00001* 2,89218E-05 <0.00001 <0.00001*
BMPR1A c.176T>A rs1564714834 0,005 NR NA NA NR NA NA
ERCC1 c.702+1G>A rs747911302 0,005 3,97763E-06 <0.00001 <0.00001* NR NA NA
EXO1 c.1465delA No reportada 0,005 NR NA NA NR NA NA
FLCN c.1285delC rs80338682 0,005 1,22287E-05 <0.00001 <0.00001* NR NA NA
IL12RB1 c.1791+2T>G rs554063682 0,005 0,000102081 < 0.00001 <0.00001* 0,000120034 <0.00001 <0.00001*
MLH1 €.1039delA No reportada 0,005 NR NA NA NR NA NA
MSH6  ¢.3516_3517delAG rs398123232 0,005 NR NA NA NR NA NA
NOTCH3 c.1345C>T rs762734007 0,005 NR NA NA NR NA NA
NTHL1 €.244C>T rs150766139 0,005 0,001417324 0,178 0,684 0,000705577 0,0248 0,3523
0GG1 c.137G>A rs104893751 0,005 0,002165888 0,388476 0,919451 0,001864091 0,31 0,84
PTCH1 c.3241G>A rs587778629 0,005 9,15182E-05 <0.00001 <0.00001* 0,000260191 0,00008 0,06
SMAD9 c.781+2T>A rs770716081 0,005 7,98433E-05 <0.00001 <0.00001* 3,91942E-05 <0.00001 <0.00001*
Filtro B - Clasificacion BoostDM
Frecuencias :
Frecuencias alélicas p-valor con Frecuencias p-valor con
Gen Variante rs alélicas® globales de p-valor correccion alélicas latinas de p-valor correccion
gnomAD de Yates gnomAD de Yates
APC ¢.3663_3665delTTC No reportada 0,005 NR NA NA NR NA NA
ATM c.6313A>G rs879253983 0,010 0,0000 <0.00001 <0.00001* NR NA NA
ATM c.7502A>G rs531617441 0,005 0,0002 <0.00001 <0.00001* 0,0001 <0.00001 <0.00001*
BARD1 ¢.1075_1095del rs28997575 0,015 0,0283 0,2665 0,3722 0,033728814 0,143 0,206
BLM c.2452C>T rs1279814185 0,005 0,0000 <0.00001 <0.00001* 0,0000 <0.00001 <0.00001*
BLM €.2594A>G rs777842626 0,010 0,0000 <0.00001 <0.00001* NR NA NA
BMPRI1A c.176T>A rs1564714834 0,005 NR NA NA NR NA NA
BRCA2 c.8851G>A rs11571769 0,060 0,0089 <0.00001 <0.00001* 0,0378 0,1689 0,2363
BRIP1 c.517C>T rs4988345 0,010 0,0026 0,5140 0,9698 0,0008 0,0468 0,4327
CDH1 c.1710T>C rs202115589 0,005 0,0000 <0.00001 <0.00001* 0,0001 <0.00001 <0.00001*
CHEK2 c.1556C>T rs142763740 0,005 0,0003 0,0002 0,0824 0,0002 <0.00001 <0.00001*
CRTC3 c.1789A>C rs777546566 0,005 0,0000 <0.00001 <0.00001* 0,0000 <0.00001 <0.00001*
CTNNB1 c.991T>C No reportada 0,005 NR NA NA NR NA NA
EGFR c.2380C>A rs370289230 0,005 NR NA NA NR NA NA
ERCC1 c.702+1G>A rs747911302 0,005 3,97763E-06 <0.00001 <0.00001* NR NA NA
ERCC1 c.875G>A rs116640350 0,005 0,0026 0,4989 9,8245 0,0021 0,0000 0,0507
FANCC c.851C>T rs201281511 0,010 0,0000 <0.00001 <0.00001* 0,0000 <0.00001 <0.00001*
FANCC c.77C>T rs1800361 0,005 0,0049 0,9774 0,6302 0,0041 0,3563 0,8890
FANCC c.584A>T rs1800365 0,005 0,0030 0,6012 0,8994 0,0027 0,5206 0,9633
FH c.535G>A rs1553341588 0,005 NR NA NA NR NA NA
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PMS2
POLD1
POLD1
POLE
POLE
PTCH1
PTCH1
PTCH1
RAD50
RAD50
RAD51C
RAD51C
SH2B3
TBX3
TCF7L2
TCF7L2
TCF7L2
TP53BP1
TSC2
WRN
WRN
WRN

¢.535C>T
c.1285delC
c.412C>T
c.812delC
c.1285G>A
c.2555A>T
c.2837G>A
c.2312C>T
c.1039delA
c.1514G>A
c.1852A>G
c.2048G>A
c.128A>G
c.1622C>T
¢.3516_3517delAG
c.1403G>A
c.2041C>T
c.3961A>G
c.3245C>T
c.643C>T
c.3498C>T
c.244C>T
€.2794G>A
€.2282T>G
c.738_776del
¢.329C>G
€.2395C>T
€.2052G>C
c.2017G>A
c.686A>C
c.6494G>A
c.1808G>A
c.3241G>A
c.3487G>A
c.113A>G
c.572C>T
€.659T>C
c.859A>G
C.232G>A
c.613C>T
c.1472C>T
c.1466C>G
c.1466C>A
c.5482C>T
c.2161G>A
c.1717A>G
c.1192A>G
¢.2500C>T

rs774358971
rs80338682
rs1800022
rs1799761
rs11539789
No reportada
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rs764705257
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rs372752293
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rs749487839
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rs77673441
rs77673441
rs780546857
rs768261185
rs150148567
rs532554615
rs3087425

0,005
0,005
0,010
0,005
0,020
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,020
0,010
0,010
0,010
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,015
0,005
0,005
0,005
0,010
0,030
0,005
0,005
0,005
0,005
0,015

0,0001
1,22287E-05
0,0061
0,0015
0,0059
NR
0,0002
0,0012
NR
0,0000
0,0034
0,0000
0,0001
NR
NR
0,0000
NR
0,0001
0,0003
0,0025
0,0012
0,001417324
0,0051
0,0021
0,0020
0,0001
0,0005
0,0004
0,0001
0,0000
0,0000
0,0001
9,15182E-05
0,0005
0,0000
0,0018
NR
0,0056
0,0011
NR
0,0000
0,0044
0,0034
0,0000
0,0000
0,0014
0,0000
0,0026

<0.00001
<0.00001
0,8472
0,1953
0,0887
NA
0,0000
0,1282
NA
<0.00001
0,7020
<0.00001
<0.00001
NA
NA
<0.00001
NA
<0.00001
0,0002
0,4630
0,1220
0,178
0,9800
<0.00001
0,2580
<0.00001
0,0043
0,0021
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
0,0052
<0.00001
0,2700
NA
0,0750
0,0910
NA
<0.00001
0,2310
<0.00001
<0.00001
<0.00001
0,1700
<0.00001
0,0005

< 0.00001*
< 0.00001*
0,7912
0,7077
0,2160
NA
0,0410*
0,6080
NA
< 0.00001*
0.822
< 0.00001*
< 0.00001*
NA
NA
< 0.00001*
NA
< 0.00001*
0,0811
0,9860
0,5988
0,684
0,6360
< 0.00001*
0,7860
< 0.00001*
0,2040
0,1648
< 0.00001*
< 0.00001*
< 0.00001*
< 0.00001*
< 0.00001*
0,2160
< 0.00001*
0,7980
NA
0,1919
0,5400
NA
< 0.00001*
0,5080
< 0.00001*
< 0.00001*
< 0.00001*
0,6790
< 0.00001*
0,0054*

0,0001
NR
0,0049
0,0007
0,0204
NR
0,0002
0,0021
NR
0,0001
0,0045
0,0002
NR
NR
NR
0,0001
NR
0,0001
0,0014
0,0016
0,0006
0,000705577
0,0020
0,0159
0,0366
0,0002
0,0031
0,0003
0,0002
0,0000
0,0000
0,0004
0,000260191
0,0006
NR
0,0008
NR
0,0059
0,0001
NR
0,0001
0,0032
0,0219
NR
0,0029
0,0877
0,0058
1,9674

<0.00001
NA
0,9855
0,0248
0,6015
NA
<0.00001
0,3780
NA
<0.00001
0.8984
<0.00001
NA
NA
NA
<0.00001
NA
<0.00001
0,1881
0,2362
0,0123
0,0248
0,3466
0,6200
0,0410
0,0000
0,6230
0,0006
0,0000
<0.00001
<0.00001
0,0010
0,00008
0,0099
NA
0,0330
NA
0,0900
<0.00001
NA
<0.00001
0,0890
0,7300
NA
<0.00001
0,0525
<0.00001
0,6420

<0.00001*
NA
0,6239
0,3522
0,7896
NA
<0.00001*
0,9108
NA
<0.00001*
0.68
< 0.00001*
NA
NA
NA
< 0.00001*
NA
< 0.00001*
0,6980
0,7600
0,2800
0,3523
0,8799
0,8350
0,0690
0,04811*
0,8807
0,1129
0,04488*
<0.00001*
<0.00001*
0,1310
0,06
0,2640
NA
0,3860
NA
0,2190
<0.00001*
NA
<0.00001*
0,2800
0,9266
NA
<0.00001*
0,4490
<0.00001*
0,8374

a Variantes del filtro A del presente estudio
b Variantes del filtro B del presente estudio
* Estadisticamente significativo
NA: No aplica

NR: No reportado
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3.3.

Ensayo in vitro en variantes de sitios de splicing
Se realizd la validacion funcional de tres mutaciones de splicing identificadas en los genes ERCC1
€.702+1G>A, SMAD9 c.781+2T>A e IL12RB1 c.1791+2T>G, ya que corresponden a variantes en genes
gue generalmente no se consideran en paneles de diagndstico, por lo que representan factores
genéticos innovadores relacionados con el CCR.

La verificacion de la formacién de los transcritos potencialmente aberrantes, que fue confirmado
mediante RT-PCR posterior a la transfeccién en los modelos celulares HCT-116 y HEK-293, determind
que la mutaciéon SMAD9 c.781+2T>A conduce a la omisién del exdn 3 con la pérdida de 111 pb. La
versién mutante no genera un transcrito normal como el obtenido en la forma Wild-type, lo que
resulta en una pérdida de 37 aminodcidos en la proteina. Este hallazgo se observé en las tres réplicas
y en ambas lineas celulares analizadas (p<0.05). La omision del exdn se corroboré mediante
secuenciacién de Sanger del ADN plasmidico obtenido del proceso de clonacidn (Figura 3A).

Por otro lado, la mutacion /L12RB1 c.1791+2T>G se asocié con la formacién de dos transcritos
aberrantes, correspondientes a la retencion del intrén 14 de IL12RB1, introduciendo 98 pb, y a la
omisidn del exdn 15 del gen (76 pb). Las consecuencias predichas en la proteina indican que estos
transcritos conducen al corrimiento en el marco de lectura, p.Thr598Glyfs*21 y p.A573Lfs*21,
respectivamente (Figura 3C). Aunque estos transcritos aberrantes también se observaron en la
versiéon WT, se redujeron significativamente en relacién con la versién mutante (p<0.05). Estos
hallazgos se replicaron en ambos modelos celulares analizados y en las tres condiciones
experimentales. Los transcritos obtenidos se verificaron mediante secuenciacién de Sanger del ADN
plasmidico obtenido de la clonacién utilizando el Kit de Clonacién TOPO® TA para Secuenciacion
(Invitrogen) (Figura 3C).

Por ultimo, el andlisis funcional de la variante ERCC1 ¢.702+1G>A reveld la generacién de un
transcrito aberrante con una pérdida de 100 pb, correspondiente a la omisién del exén 6 del gen, lo
gue resulta en una mutacién por cambio del marco de lectura (p.Ser201Argfs*1) (Figura 3B). La
versién WT genera dos transcritos, uno de los cuales es normal, y el otro corresponde a la omision
del exdn. A pesar de que se evidencié diferencia estadisticamente significativa entre los transcritos
formados en las versiones WT y mutante en la linea HCT-116 (p<0.05), lo mas relevante de este
resultado fue la proporcion del transcrito de la omisién del exdn, tanto en su versién WT como MUT
(Figura 3B).
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Figura 3. Ensayo funcional en variantes P/PP intrdnicas en sitios candnicos de splicing. A) Andlisis funcional de
SMAD9:c.781+2T>A en células HCT-116 y HEK-293 transfectadas (WT y MUT), con una omisién de exdn
confirmada mediante secuenciacion de Sanger. B) Andlisis funcional de ERCC1:c.702+1G>A en células HCT-
116 y HEK-293 transfectadas (WT y MUT), con una omisién de exdn confirmada mediante secuenciacion de
Sanger. C) Analisis funcional de /L12RB1:c.1791+2T>G en células HCT-116 y HEK-293 transfectadas (WT y
MUT), mostrando una omisién del exdn 15 y una retencién de intréon 14, confirmados mediante secuenciacion
de Sanger. Abreviaturas: Ex, exdn; MUT, mutante; RI2, exdn insulina 2 de rata; WT, tipo salvaje; *Significancia
estadistica.

4. Discusion

Este estudio presenta, por primera vez, una descripciéon de la prevalencia y el espectro de las
variantes germinales en una cohorte de pacientes colombianos no seleccionados con CCR. Nuestro
enfoque implicé el uso de la secuenciacién de préxima generacion (NGS) para la identificacién de
variantes moleculares dentro de un panel integral de 206 genes asociados con el cancer (Tabla 1).
Este panel incluye genes que aparecen en paneles de diagndstico utilizados rutinariamente en la
practica clinica, asi como otros posibles genes candidatos identificados a través de una exhaustiva
revision de la literatura. El flujo de trabajo bioinformatico implementado permitié la identificacion
de variantes moleculares clasificadas de acuerdo con los criterios establecidos por ACMG/AMP vy el
modelo de inteligencia artificial BoostDM (Figura 1).

Nuestra cohorte estuvo compuesta por pacientes no seleccionados, siendo solo el 12%
diagnosticado con CCR antes de los 50 afios. Esto contrasta con la mayoria de los estudios sobre
mutaciones germinales, que suelen centrarse en individuos con cancer de inicio temprano o
sospechosos de tener sindromes de predisposicion hereditaria relacionados con el CCR (Djursby et
al., 2020; T. J. Jiang et al., 2020; Olkinuora et al., 2021; Poliani et al., 2022; J. Zhang et al., 2017). En
estos casos, la susceptibilidad al CCR suele atribuirse principalmente a las variantes germinales, lo
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gue es especialmente evidente en casos de CCR hereditario o sindrémico, donde el patrén de
herencia generalmente es autosdémico dominante. Ademas de la edad de inicio del CCR, nuestro
estudio demostré, a diferencia de los hallazgos previamente reportados, una mayor proporcion de
mujeres afectadas (55%). Esto difiere de la tendencia observada en la mayoria de los estudios en los
gue los hombres tienden a presentar una mayor incidencia de CCR (Gong et al., 2019; T. J. Jiang et
al., 2020; Pearlman et al., 2017; P. L. S. Uson et al., 2022). Nuestro hallazgo podria explicarse por el
tipo de muestreo, el cual fue por conveniencia y durante este periodo mas mujeres fueron atendidas
en el hospital.

Conocer y comprender como funcionan los factores genéticos relacionados con el CCR es de gran
importancia, ya que respalda la implementacion de estrategias de vigilancia adecuadas, como se
recomienda en las directrices internacionales, con el objetivo de reducir la incidencia y la mortalidad
por CCR en portadores de variantes P/PP (Poliani et al., 2022). En este contexto, este trabajo
propone el uso de NGS para el analisis de multiples genes, lo que permite la identificacién de VPs,
tanto candnicas como no candnicas, asociadas con la enfermedad. Las VPs no candnicas en genes
de predisposicion al cancer, aparentemente no relacionados con el CCR, han demostrado ser una
fuente significativa para identificar la causa molecular en casos no seleccionados (Yurgelun et al.,
2017). Ademas, se ha recomendado el analisis de poblaciones no seleccionadas, como lo hemos
estudiado, para evitar subestimar la verdadera prevalencia de factores hereditarios en la poblacién
global de CCR (Poliani et al., 2022).

En cuanto a la clasificacion de las variantes moleculares, aplicamos dos enfoques. En primer lugar,
esta el filtro A, que sigue las recomendaciones de ACMG/AMP (Hampel et al., 2015). Este enfoque
se utiliza tanto en la investigacidn como en la rutina clinica de diagndstico molecular y permitio la
deteccidn de 13 variantes P/PP en el 12% de nuestra cohorte (Tabla 4).

Nuestros hallazgos demostraron una tasa de detecciéon mas alta en comparacién con otros estudios
gue analizan poblaciones no seleccionadas, como el descrito por Yurgelun et al., 2017, que informé
una tasa del 10% (Yurgelun et al., 2017). Quizas el menor nimero de genes analizados por los
autores (n = 29) explique esta diferencia y respalde la ventaja de utilizar paneles ampliados, que
potencialmente mejoran el rendimiento diagnéstico (Poliani et al., 2022; Roht et al., 2022). Se ha
demostrado que las tasas de deteccion de VPs en casos con sospecha de CCR familiar o en pacientes
diagnosticados antes de los 50 afos son sustancialmente mds altas, con una tasa del 15,5% al 26,8%
(Gong et al., 2019; Pearlman et al., 2017; Poliani et al., 2022; P. S. Uson et al., 2021). El 61,5% de
estas variantes P/PP estaban asociadas con genes incluidos en paneles de diagndstico, mientras que
el 38,5% restante provenia de genes candidatos identificados en estudios. Esta proporcién
sustancial respalda la hipdtesis que el andlisis de genes actualmente no incluidos en paneles de
diagndstico rutinario de diferentes plataformas de secuenciacién, puede aumentar la deteccién de
variantes germinales P/PP relacionadas con el desarrollo del CCR.

En la poblacién analizada, se evidenciaron 4 mutaciones de alta penetrancia en los genes MLH1,
MSH6, BMPR1A y PTCH1. Este hallazgo es de relevancia ya que la identificacion de mutaciones en
algunos de estos genes, particularmente MLH1 y MSH6 permite la adopcién de estrategias de
tamizaje, tratamiento y seguimientos en estos pacientes considerados de alto riesgo segun las
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recomendaciones descritas en las guias NCCN (National Comprehensive Cancer Network)
(https://www.nccn.org/patients/guidelines/content/PDF/colorectal-screening-patient.pdf). Las
variantes germinales en los genes MMR (mismatch repair) (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2) estan
relacionadas con el Sindrome de Lynch, uno de los sindromes de predisposicién genética mas
comun, que corresponde del 2-4% de todos los casos de CCR. Se ha determinado que en paises de
Latinoamérica y del Caribe hay mayor prevalencia de pacientes menores de 50 afios afectados con
CCR, por lo que se estima que los programas de tamizaje y la identificacidon de pacientes en alto
riesgo que portan mutaciones patogénicas germinales, pueden reducir de manera mas efectiva su
incidencia (Vaccaro et al., 2019).

Estudios previos han demostrado que la mayoria de las variantes P/PP encontradas en pacientes
con CCR se localizan en los genes MMR, cuyos productos se encargan de la reparacién de errores de
secuencia producidos durante la replicacidon del DNA. En este contexto, Gong et al., 2019 describié
que del 19.1% de variantes P/PP identificados en su estudio, 11.3% eran de los genes MMR. De
manera similar Yurgelun et al., 2017 evidencié una alta tasa de mutaciones en estos genes, y otros
estudios como el desarrollado por Zhang et al., 2017 ratificaron estos hallazgos con cerca del 50%
de variantes genéticas en genes MMR (Gong et al., 2019; Yurgelun et al., 2017; J. Zhang et al., 2017).
A diferencia de estos hallazgos previos, en nuestra poblacién se evidenciaron solo dos variantes en
los genes MMR (MLH1:c.1039del y MSH6:c.3516_3517delAG) que correspondieron al 15.4% del
total identificado. Este resultado, que demuestra una diferencia en la frecuencia de mutaciones en
MMR para la poblacion de estudio, puede ser debido al criterio de seleccién de la muestra, ya que
los estudios con mayor tasa de mutaciones en genes MMR incluyen pacientes con antecedente
familiar de CCR, con edad de diagndstico menor de 50 afios y con pélipos. Nuestro estudio analiza
casos no seleccionados y por tanto es plausible encontrar mutaciones diferentes a las relacionadas
con sindromes hereditarios.

Adicionalmente, mutaciones en otros genes relacionados con CCR sindromico fueron evidenciadas
en nuestro estudio. Una de ellas corresponde a la mutacién BMPR1A (c.176T>A p. Leu59Ter) que
genera un codén de parada prematuro que elimina 473 aminodcidos. Variantes en el gen BMPRI1A
se han asociado con el sindrome de poliposis juvenil, esta relacionado con la via de sefalizacion AKT
y es un receptor tipo 1 de la superfamilia TGFB (Blatter et al., 2020; Howe et al., 2013; Liu et al.,
2020; Waite & Eng, 2003). Ademas de su papel en la activacion de las funciones epiteliales del colon,
ejerce influencia sobre procesos celulares criticos, como el crecimiento, la diferenciacion y la
apoptosis (Cross et al., 2018; Howe et al., 2013; Massagué, 1996; Waite & Eng, 2003; Zhao et al.,
2018). Adicionalmente, esta mutacion se ha reportado previamente en un paciente con poliposis
adenomatosa (Ngeow et al., 2013). En este contexto, la mutacion identificada afecta la mayor parte
de la proteina, incluyendo sus dominios funcionales de activina tipo | y Il, asi como el dominio
Ser/Thr proteina quinasa. En consecuencia, se pierde la funcionalidad de la proteina, su interaccién
con otras proteinas e incluso su papel en las vias de sefializacién mencionadas anteriormente.

Finalmente, un paciente presentd una variante heterocigota en un gen que se ha descrito como de
alta penetrancia y correlacionado con potencial metastdasico de CCR (You et al., 2010). La variante
identificada corresponde a un cambio missense en el gen PTCH1 (c.3241G>A p.Val1081Met). PTCH1
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tiene un rol fundamental en la via se sefalizacidn Hedgehog, que esta involucrada en la
tumorigénesis, en la regulacién de la proliferacion, la angiogénesis y la renovacién de células madre,
eventos que se han asociado a procesos oncogénicos relacionados con CCR (Raleigh & Reiter, 2019).
El hallazgo de esta variante es de gran relevancia ya que estudios previos han demostrado que
PTCH1 debe ser considerado como un potencial biomarcador que puede discriminar CCR con altoy
bajo riesgo de metastasis, lo cual estd relacionado inversamente con los niveles de expresion de la
proteina PTCH1 (You et al., 2010). Adicionalmente, esta variante se ha reportado en pacientes con
sindrome hereditario de predisposicién al cancer (Chassaing et al., 2016) y contiene evidencia
funcional de pérdida de funcién en la proteina (Chassaing et al., 2016), lo que respalda los criterios
de patogenicidad sobre esta mutacion.

Para otras variantes P/PP identificadas segun las recomendaciones de ACMG/AMP no se tiene la
definicidon exacta de la penetrancia, pero dada su patogenicidad y su clara implicacién en vias de
sefializacion moleculares relacionadas con la fisiopatologia del CCR son de relevancia en su
etiopatologia molecular. El 46% de las variantes correspondieron a variantes de pérdida de funcion
(LoF) y alteraron la funcion de los genes FLCN, NOTCH3, NTHL1 y BARD1.

BARD1 codifica una proteina que interactta con la regién N-terminal de BRCA1. Se conoce que el
complejo BARD1/BRCA1 tiene un papel en la reparacidn del ADN, la recombinacién y el control del
ciclo celular (Bork et al., 1997; Gerloff et al., 2012; Q. Jiang & Greenberg, 2015; Leung & Glover,
2011; D. Wu et al., 2023). La variante BARD1:¢.2229dupT genera un codon de parada prematuro,
que afecta lalongitud de la proteina (p.Asn744Ter), exactamente en el dominio BCRT 2, el cual apoya
principalmente la interaccién proteina-proteina, y se ha relacionado con la reparacion,
recombinacién y control del ciclo celular, mecanismos involucrados en el desarrollo de neoplasias
malignas (Billing et al., 2018; Pefia-Guerrero et al., 2023). Por su parte, el gen FLCN esta asociado al
sindrome de Birt-Hogg-Dubé y aumenta el riesgo de CCR (Sattler et al., 2021). Recientemente, se
han detectado variantes patogénicas en este gen, principalmente en pacientes con CCR de inicio
temprano (Jirka et al., 2023; Nahorski et al., 2010; Schmidt & Linehan, 2018; van de Beek et al.,
2020; Whitworth et al., 2016). La variante FLCN:c.1285delC genera un corrimiento en el marco de
lectura de la proteina (p.His429Thrfs*39), con pérdida del dominio DENN terminal, importante en
las vias de sefializacion AMPK y mTOR (Ramirez Reyes et al., 2021). NOTCH3 es un receptor de la
superficie celular que desempefia un papel importante en la sefalizacién que induce la
proliferacidn, la polaridad/adhesion de las células epiteliales y la apoptosis (Huang et al., 2023; Xiu
et al., 2021; Y.-Q. Zhang et al., 2021). El paciente porta la variante NOTCH3:c.1345C>T p.Arg449Cys,
clasificada como PP. Investigaciones previas han establecido vinculos entre las variantes en este gen
y la susceptibilidad al CCR, especialmente en hombres (Alanazi et al., 2021). El gen NTHL1 esta
asociado con poliposis adenomatosa familiar y el sindrome de predisposicidn hereditaria al cancer,
de patrén de herencia autosémica recesiva. Actla en la reparacion de escision de bases (BER), que
es la via de reparacién principal para el dafio oxidativo en el ADN (Bessho, 1999; Das et al., 2020;
Rebuzzi et al., 2023; Williams & Parsons, 2018). La variante NTHL1:c.244C>T p.GIn82Ter induce la
pérdida del dominio HhH, importante en la unién al ADN y por tanto en la funcién normal de la via
BER (Carroll et al., 2021).
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De manera innovadora, nuestro estudio identificé que cerca del 40% de las variantes P/PP
identificadas mediante los criterios de clasificacién de la ACMG/AMP (Filtro A descrito en la
metodologia) se identificaron en genes no analizados en el &mbito del diagndstico clinico-molecular.
Nuestro hallazgo apoya la necesidad de implementar analisis moleculares que mediante NGS
permitan el andlisis simultaneo de cientos de genes potencialmente relacionados con CCR.

El 60% de dichas variantes se localizaron en sitios gendmicos involucrados con el proceso de splicing
y corresponden a las mutaciones ERCCI (c.702+1G>A), IL12RB1 (c.1791+2T>G) y SMAD9
(c.781+2T>A). Estos genes participan en las vias de sefializacién de reparacion del dafio celular y los
procesos relacionados con la carcinogénesis (Dai et al., 2015; Ngeow et al., 2015; Ni et al., 2014),
por lo que mutaciones en dichos genes pueden afectar estas vias de sefializacién y asi aumentar la
predisposicidn al CCR (Y.-K. Li et al., 2020; Pietrzyk et al., 2015).

Nuestro estudio identificd también mutaciones heterocigotas P/PP en los genes EXO1 y OGG1 que
participan en procesos de reparacion y recombinacion (Bolderson et al., 2010; Keijzers et al., 2018;
Reilly et al., 2019; Rubenstein et al., 2020; Y. Wu et al., 2001; Y. Zhang et al., 2011). Por lo tanto, si
esos genes se ven afectados por mutaciones, se alteran los procesos de replicacidon y post-
replicacion, incluida la activacion de puntos de control, lo que puede llevar a la inestabilidad
gendmica y al desarrollo del cancer (Keijzers et al., 2018; Lai et al., 2016; Moreno et al., 2006).

En conjunto, nuestros hallazgos indican que las variantes germinales P/PP se concentran
predominantemente en genes relacionados con las vias de reparacion y control del ADN, como
BARD1, BMPR1A, ERCC1, EXO1, MLH1, MSH6, NTHL1 y OGG1 (60% de las variantes). Estas vias son
cruciales para mantener la estabilidad gendémica (Wallace et al.,, 2012). En consecuencia, las
variantes germinales en genes vinculados a estas vias de sefalizacion pueden tener efectos
perjudiciales que aumentan la predisposicién al CCR.

Adicional a la busqueda de mutaciones germinales patogénicas, mediante estrategias usadas en la
rutina de diagndstico molecular y que permite la identificacidén de pacientes en alto riesgo de sufrir
CCR, usamos un método de inteligencia artificial para tal fin. BoostDM es una metodologia basada
en el aprendizaje automatico para llevar a cabo mutagénesis in silico de genes asociados con el
desarrollo del cancer. Este enfoque innovador evalla sistematicamente todos los posibles cambios
dentro de un gen o proteina para identificar factores que causan cancer (Hamamoto et al., 2022;
Muifios et al., 2021). Las variantes con efectos perjudiciales son categorizadas como "oncodriver".
Identificamos un total de 68 variantes en el 65% de los pacientes, y 27% de ellos presentaron mas
de una variante oncodriver. El 72% de estas variantes se encontraban en los genes usados en la
rutina clinica, mientras que el 28% restante, se encontraba en los demads genes analizados. Estos
hallazgos, al igual que con el filtro anterior, demuestran el impacto en términos de rendimiento
diagndstico con la incorporacion de métodos de secuenciacién masiva como la NGS, en el analisis
de mutaciones relacionadas con cancer. Recientemente, Garg et al., 2020 indicaron que el uso de
NGS incrementa la identificacion de mutaciones en cerca del 36% en comparacién con el andlisis de
gen Unico, lo que supone el claro beneficio del uso de estrategias de analisis molecular masivo (Garg
et al., 2020).
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Respecto al tipo de variante molecular predominante, el 82% de ellas corresponden a variantes
missense, hallazgo que discrepa de nuestro resultado segun el filtro A, en donde la mayoria de las
mutaciones fueron LoF. Estimamos que este hallazgo estd relacionado con la diferencia
metodoldgica de los dos filtros, con mayor astringencia para el caso del filtro A, cuyos criterios han
sido implementados para la descripcidon de variantes mendelianas y siguen criterios estrictos de
MAF, estudios funcionales y analisis in silico, entre otros (Richards et al., 2015). Adicionalmente, la
mayor representacion de variantes missense con el analisis de BoostDM puede ser potencialmente
explicado por la omisidn en este algoritmo del uso de predictores in silico como REVEL (Rare Exome
Variant Ensemble Learner), un método para predecir la patogenicidad de variantes raras que han
ensamblado los puntajes de 13 predictores tales como MutPred, PolyPhen, SIFT, PROVEAN entre
otros, haciéndolo altamente astringente (loannidis et al., 2016).

Del total de variantes clasificadas como oncodriver por BoostDM, se identific6 una mayor
proporcién de cambios en genes relacionados con sindromes de predisposicion al CCR, comparado
al filtro A. De manera significativa, el 20.6% de las variantes moleculares se encontraron en estos
genes, y fue posible su identificacidon en genes relacionados con el Sindrome de Lynch; MSH6 (n=5)
y MLH1 (n=3). Como se menciond previamente, estos hallazgos permiten asesorar a los pacientes y
sus familiares siguiendo las guias internacionales, lo que potencialmente mejora la identificacion
temprana de personas en riesgo y el manejo de los portadores de dichas variantes (Benson et al.,
2021). Adicionalmente, este modelo permitié la identificacion de otras variantes en genes
relacionados con CCR sindrédmico, tales como APC, BMPR1A, MSH2, MISH3, NTHL1 y PMS2. Estos
cambios moleculares y los observados en los genes relacionados con las vias de sefalizacion de
reparacion del dafio del ADN demuestran la capacidad de este algoritmo de inteligencia artificial en
la deteccidn de variantes oncodriver (Reilly et al., 2019; Rubenstein et al., 2020; Williams & Parsons,
2018). Variaciones en estos genes han sido reportadas en grandes cohortes de pacientes con
asociaciones altamente significativas con el desarrollo de CCR, tal como es el caso de MSH2 (OR:
18.1), MLH1 (OR: 8.6) o APC (OR: 49.4), que apoya la importancia de los estudios de identificacion
de variantes germinales en poblacién no seleccionada para contribuir a la generacion de politicas
de evaluacién genética e interpretacion de variantes en el CCR (Fujita et al., 2022).

En la actualidad se ha reconocido la implicacion de las variantes sindnimas como causales de
fenotipos de enfermedades mendelianas y multifactoriales, incluidas el cancer (Bailey et al., 2014;
Giacoletto et al., 2023; Kaissarian et al., 2022; Lebeuf-Taylor et al., 2019; Lin et al., 2023; Zeng &
Bromberg, 2019; Zhou et al., 2021). De manera relevante, el modelo de BoostDM identific6 como
oncodriver dos variantes sindnimas en los genes CDH1 (c.1710T>C) y NF1 (c.3498C>T), cada una de
ellas en pacientes diferentes. Este hallazgo es interesante y mucho mdas por involucrar genes
relacionados con neurofibromatosis (NF1) y cancer gastrico hereditario difuso (CDH1). Aun asi, el
gen NF1 es un gen supresor tumoral que contribuye al desarrollo del cancer y se ha asociado a
adenocarcinoma del tracto gastrointestinal (Y. Li et al., 1992). Estudios llevados a cabo por Seminog
y Goldacre, 2013, determinaron que los pacientes con mutaciones patogénicas en NF1 tienen mayor
riesgo de cancer de colon comparado con la poblacién general, lo cual apoya el hallazgo del paciente
analizado en nuestro estudio (Seminog & Goldacre, 2013). Es importante resaltar que esta variante
en NF1 tiene una clasificacién oncodriver para el filtro B, sin embargo, no cumple los criterios
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suficientes para ser clasificada como P/PP por la ACMG/AMP, por tal razdon este hallazgo no es
reportado como una variante asociada a neurofibromatosis.

Por su parte, variantes germinales patogénicas en el gen CDH1 son las responsables de mas del 20%
del céncer gastrico difuso hereditario. Sin embargo, en concordancia con nuestros hallazgos,
estudios recientes han establecido que ser portador de una variante en este gen, genera una mayor
predisposicién de pdlipos colorrectales, lo que supone una posible asociacidn de variantes en CDH1
y riesgo de CCR. Estos datos son relevantes para la evaluacion del riesgo de cancer y el
asesoramiento de pacientes con variantes en el gen (Passi et al., 2023). Los mecanismos moleculares
asociados a la patogenicidad de variantes sindnimas han sido explorados, pero se considera que
mayoritariamente afecta el splicing, generando transcritos aberrantes (ej: exon skipping). Un
estudio reciente que analizé este tipo de variantes en mas de 3000 muestras de cancer demostré
que cerca del 6-8% de todas las variantes driver en oncogenes son sindnimas (Supek et al., 2014).
En este contexto, podemos resaltar la importancia de incorporar métodos adicionales de deteccién
de variantes relacionadas al desarrollo del cancer, dado que los criterios ACMG/AMP pueden excluir
estas variantes. Sin embargo, los hallazgos deben analizarse con cautela y ser apoyados por estudios
de validacién funcional.

Ademas, el aporte de variantes oncodriver en genes usualmente usados en los paneles de
diagnéstico, el andlisis molecular ampliado con genes candidatos es de impacto, tal como lo
demuestran nuestros resultados en los que fueron identificadas variantes en FANCC, KDRy TCF7L2.
FANCC participa en la reparacion del ADN y el proceso de transcripcién, y se ha relacionado con un
mayor riesgo de CCR (Esteban-Jurado et al., 2016; Laitman et al., 2016; Martinez-Romero et al.,
2018). Por otro lado, KDR codifica uno de los dos receptores del VEGF. Este es un receptor tirosina
quinasa de tipo lll y esta involucrado en la proliferacidn, supervivencia, migracién y morfogénesis
tubular de las células endoteliales, y se ha relacionado como un marcador prondstico en el CCR
(Dong et al., 2012; Toledo et al., 2018). Finalmente, TCF7L2 desempefia un papel clave en la via de
sefializacion Wnt, y también se han encontrado variantes en este gen en pacientes con CCR (Lu et
al., 2020; Testa et al., 2018). Tomando en conjunto los hallazgos derivados del modelo BoostDM,
podemos resaltar una alta capacidad de identificacion de mutaciones oncodriver, lo que apoya
recientes afirmaciones del uso de inteligencia artificial como una herramienta que podria mejorar
la precisién y la eficacia para la prediccion, el diagnédstico y el tratamiento del cancer (Sebastian &
Peter, 2022). El analisis genético-poblacional llevado a cabo en nuestro estudio identificd por
primera vez en el pais y en Latinoamérica la frecuencia de variantes patogénicas, probablemente
patogénicas y oncodriver de 206 genes relacionados con CCR. La comparacion de las frecuencias
alélicas con datos obtenidos de la base de datos gnomAD, permitié establecer diferencias
estadisticamente significativas con la poblacion mundial y con la Latinoamericana. Las mayores
diferencias fueron obtenidas en poblaciones no Latinoamericanas, evidenciando que cerca del 46%
de las variantes identificadas por nosotros, se presentan en mayor o menor frecuencia. Por el
contrario, solo del 23% al 29% de las variantes de este estudio fueron diferentes a otras
Latinoamericanas. Este hallazgo es de relevancia ya que reitera la necesidad de realizar estudios
como el presente, en donde se realice caracterizacién gendmica de poblaciones usualmente
subrepresentadas en las bases de datos publicas.

35



Finalmente, llevamos a cabo un analisis de validaciéon funcional de mutaciones patogénicas que
fueron identificadas en genes no convencionalmente involucrados en los paneles genéticos de
diagndstico molecular, con el fin de aportar nuevo conocimiento de la potencial implicacién en la
etiologia del CCR. En este contexto, mutaciones intrénicas en sitios candnicos de splicing fueron
evaluadas mediante ensayo de minigenes. Este tipo de variantes son reconocidas por su potencial
efecto sobre el splicing y la generacién de transcritos aberrantes por mecanismos de omisién de
exones, retencién de intrones o formacion de pseudogenes (Lim et al., 2011).

Nuestros hallazgos permitieron evidenciar que la variante SMAD9:¢.781+2T>A produce la omisién
de un exén, lo que resulta en la pérdida de 37 aminodcidos. Este efecto molecular afecta
potencialmente la funcién de la proteina, que desempefia un papel crucial en la via de sefializacién
del TGFp. Esta via se ha relacionado con la regulacién de procesos pro-oncogénicos, como la
invasion, la transicidn epitelial-mesenquimal y promocién de la angiogénesis (Maslankova et al.,
2022). Se han identificado SNPs en este gen en pacientes con CCR y se han asociado con un mayor
riesgo, principalmente debido a su papel en la via de sefializacién TGFB (Chen et al., 2022; Djursby
et al., 2020; Huyghe et al., 2019; Law et al., 2019; Yuan et al., 2021).

La variante c.702+1G>A en el gen ERCC1 produce una pérdida del exdn 6 (100 pb), que genera una
mutacion frameshift, con corrimiento en el marco de lectura y aparicion de un coddn de parada
prematuro (p.Ser201Argfs*1). En este caso particular, hubo una preferencia por la isoforma con la
omision del exén tanto en WT como en MUT. A pesar de que se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el WT Y mutante en HCT-116 (P < 0.05), el transcrito
predominante en las dos versiones fue el exon skipping, razén por la cual estimamos que no existe
un claro efecto funcional derivado de la mutacion ERCCI c.702+1G>A. En el contexto de la
implicacion bioldgica, no encontramos evidencia de literatura que soporte que la isoforma con el
exon skipping sea activa, por lo que sugerimos que este resultado puede ser debido a un efecto
inducido por el sistema in vitro utilizado. Este efecto ha sido previamente descrito en ensayos
previos de minigenes, usando diferentes vectores de expresion, incluido el pSpliceExpress (Kishore
et al., 2008).

La variante en [L12RB1:c.1791+2T>G tuvo el impacto mas significativo, lo que resultdé en la
generacién de dos transcritos aberrantes. Por un lado, provocé la omisién del exén 15 (76 pb) y, por
otro lado, la retencién del intrén 14 (98 pb). Ambos efectos causaron un cambio de marco de lectura
y la generacidon de un coddn de parada prematuro, lo que potencialmente afecta la integridad
estructural de la proteina. IL12RB1 es un receptor de interleucina que desempefia un papel en las
vias de reparacion del dafio celular (Pietrzyk et al., 2015). Variantes en este gen en pacientes con
CCR, y algunas proporcionan evidencia convincente de su papel en la predisposicion a esta neoplasia
(Chubb et al., 2016; Terradas et al., 2020).

Segln los resultados que hemos obtenido, los ensayos con minigenes demostraron ser una
herramienta robusta de validacién de la consecuencia funcional de las mutaciones de splicing. Este
enfoque proporciona un medio valioso para corroborar la patogenicidad de este tipo de variantes y
la determinacién del efecto molecular subyacente a este tipo de cambios genéticos (Bueno-
Martinez et al., 2022; Cooper, 2005; Putscher et al., 2021; Rhine et al., 2019).
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Comprender la predisposiciéon genética al CCR es esencial para el diagndstico temprano, la
prevencion y el tratamiento de los pacientes. Por esta razon, el uso de estrategias de NGS nos han
permitido enriquecer el perfil gendmico de pacientes colombianos de CCR, aportando al
conocimiento de variantes y frecuencias poblacionales en nuestra poblacién. Adicionalmente, la
aplicacion de filtros de clasificacion usados en la practica clinica, como ACMG/AMP, asi como
modelos de inteligencia artificial, nos permiten ampliar el nimero de variantes implicadas en la
predisposicién de CCR.

Si bien, las mejoras en las tecnologias de secuenciacion y la aparicién de plataformas bioinformaticas
avanzadas de inteligencia artificial, como el modelo BoostDM, han ampliado nuestras herramientas
para comprender los mecanismos por los cuales las variantes afectan a los genes o proteinas,
incluyendo las variantes sindnimas que a menudo no son consideradas como patogénicas, es
necesario ampliar la evidencia de la implicacion molecular con analisis de validacion funcional (Lin
et al., 2023).

5. Conclusiones

e Nuestros hallazgos son pioneros en la determinacidon del perfil gendmico de mutaciones
germinales en pacientes con CCR no seleccionados de la poblaciéon colombiana, utilizando un
panel customizado ampliado, que incluyd genes establecidos en los paneles de diagndstico y
genes candidatos.

e Se evidenciod la importancia de evaluar genes que suelen omitirse en el analisis molecular de
rutina, resaltando la omisién de una proporcién sustancial de variantes P/PP. Estos genes no son
incorporados en los analisis genéticos, quizas por la falta de evidencia de su relacién con la
aparicidon de CCR, por lo que proyectos como el desarrollado generan nuevos elementos de
potencial aplicacion traslacional.

e Por primera vez se pudo establecer la frecuencia de variantes P/PP y oncodriver en una muestra
de pacientes colombianos de CCR, usando un panel de 206 genes relacionados con CCR. Nuestros
hallazgos demuestran mayores semejanzas entre nuestros pacientes y la poblacién
Latinoamericana que entre las frecuencias globales.

e El uso de modelos de inteligencia artificial amplia el enfoque y las estrategias de identificacién
de nuevas variantes con efectos patogénicos sobre genes de predisposicion al CCR, ya que son
entrenados con algoritmos diferentes a los usados en la practica convencional de clasificacion de
variantes. Incluso, como fue demostrado en esta investigacidn, este nuevo enfoque resulta util
para evaluar la patogenicidad de las variantes sindbnimas, que comunmente no cumplen los
criterios suficientes para una clasificacién P/PP.

e Mediante el uso de minigenes, demostramos con éxito los efectos de tres variantes P/PP
encontradas en nuestros pacientes y como afectaron el splicing. Este hallazgo fortalece la
hipétesis de la potencial alteracidn a nivel de la proteina y proporciona criterios valiosos para
una clasificacion de patogenicidad mas precisa.

e Los resultados obtenidos demostraron la utilidad de implementar un panel de genes ampliado
para la identificacion de variantes germinales en pacientes con CCR no seleccionado, los cuales
son menos estudiados en relacién con los casos familiares.

37



Este proyecto genera perspectivas desde el punto de vista de la medicina traslacional, ya que
proporciona elementos para la inclusién de genes de interés en el andlisis de casos de CCR no
seleccionado. Asi mismo, aporta informacién relacionada con variantes que han sido recientemente
reconocidas por su implicacidn en el fenotipo, como es el caso de las variantes sinédnimas. En este
contexto, estimamos que la determinacién de su patogenicidad mediante andlisis in silico y de
validacién funcional es innovador. Con esta perspectiva, a la fecha hemos disefiado los protocolos
para la validacion funcional de variantes sindnimas derivadas de este trabajo, que representa una
oportunidad para trabajos posteriores.
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