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RESUMEN

Introduccion

Los cdnceres renales constituyen el octavo grupo de tumores en incidencia en poblacién espafiola.
Se estima que un 5% de los casos son hereditarios, la mayoria por mutaciones en genes implicados
en vias de senalizacion metabdlicas celulares. El sindrome de leiomiomatosis multiple y cdncer
renal hereditario (Hereditary Leiomyomatosis and Renal Cell Cancer, HLRCC) es un trastorno
hereditario muy raro caracterizado por leiomiomas cutaneos (LMC), leiomiomas uterinos (LMU),
quistes renales (QR) y cancer renal (CR) y se debe a mutaciones o variantes patogénicas (VP) en el
gen FH que codifica para la enzima fumarato hidratasa. No se ha descrito una correlacién entre el
genotipo y el fenotipo. El riesgo de CR oscila entre 10-16%, a edad mas joven que los casos
esporadicos y con mal prondstico. Su identificacion y diagndstico genético tiene especial
importancia para establecer medidas de deteccién precoz. Es un sindrome muy poco frecuente,
aungue en la Unidad de Consejo Genético en Cancer del Hospital General Universitario de Elche
se han diagnosticado 28 familias, 26 aparentemente no relacionadas entre si y con la misma VP
FH (NM_000143.4): c.1118A>G;p.(Asn373Ser). En otras unidades de cancer familiar y hereditario
de Espaiia se han diagnosticado a otros individuos portadores de esta misma VP, asi como con

otras distintas VP.

Objetivos

En primer lugar, analizar las caracteristicas genéticas y clinicas de individuos con sindrome HLRCC
diagnosticados en distintas consultas y unidades de cancer hereditario de Espafia, junto los
factores de riesgo conocidos para CR, y las posibles asociaciones genotipo-fenotipo. En segundo
lugar estudiar el posible caracter fundador de la VP recurrente FH (NM_000143.4):

c.1118A>G;p.(Asn373Ser).



Material y métodos

Estudio multicéntrico y retrospectivo de individuos con diagndstico genético o clinico de HLRCC.
Se recogid informacién de caracteristicas genéticas, de factores de riesgo para CR y de las
manifestaciones clinicas. La construcciéon de haplotipos se realizd utilizando 38 marcadores
polimérficos que flanquean el gen FH. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software
R 3.6.0. (R Foundation for Statistical Computing).

Resultados

Se han incluido 197 individuos: 74 casos indice y 123 familiares, con 27 VP y variantes
probablemente patogénicas diferentes, 12 (44%) no descritas previamente en bases de datos. Se
diagnosticaron LMC en el 65% de los pacientes, LMU en el 90% de las mujeres, QR en el 37% y CR
en el 10,9%. Los pacientes con VP missense mostraron mayores frecuencias de LMC, LMU y QR
qgue aquellos con VP de tipo nonsense, frameshift, splicing y grandes reordenamientos, con
pérdida de funcidén (p = 0,0380, p=0,001y p =0,017, respectivamente). Ciento cuatro individuos,
de 31 familias no relacionadas, son portadores de la VP FH (NM_000143.4):
¢.1118A>G;p.(Asn373Ser), presentando LMC el 64,6%, LMU el 98%, y CR el 10,4% de ellos. Se ha
realizado analisis de haplotipos en 27 individuos de diferentes familias portadores de la VP
recurrente, confirmando que comparten un haplotipo comdn (32/38 marcadores) y que la VP ha
sido heredada de un ancestro fundador.

Conclusiones

En esta serie de pacientes con HLRCC, la mas numerosa publicada hasta el momento, la frecuencia
de CR es inferior a la previamente descrita. Los individuos portadores de VP y variantes
probablemente patogénicas de tipo missense presentan mayor frecuencia de LMC, LMU y QR que
los portadores de VP de tipo pérdida de funcién. La VP FH (NM_000143.4):
¢.1118A>G;p.(Asn373Ser), de tipo missense, es una variante patogénica con efecto fundador en la

provincia de Alicante.



ABSTRACT

Introduction

Renal cancers constitute the eighth group of tumours in incidence in the Spanish population. It is
estimated that 5% of cases are hereditary, mostly due to mutations in genes involved in cellular
metabolic signalling pathways. Hereditary Leiomyomatosis and Renal Cell Cancer (HLRCC)
syndrome is a very rare hereditary disorder characterised by cutaneous leiomyomas (CLM),
uterine leiomyomas (ULM), renal cysts (RCyst) and renal cancer (RC) and is due to mutations or
pathogenic variants (PV) in the FH gene that codes for the enzyme fumarate hydratase. No
correlation between genotype and phenotype has been described. The risk of RC ranges between
10-16%, at a younger age than sporadic cases and with a poor prognosis. Its identification and
genetic diagnosis is of particular importance to establish early detection measures. It is a very rare
syndrome, although in the Cancer Genetic Counselling Unit of the General University Hospital of
Elche 28 families have been diagnosed, 26 unrelated to each other and with the same PV FH
(NM_000143.4): c.1118A>G;p.(Asn373Ser). In other hereditary and familial cancer units in Spain,
other individuals have been diagnosed with this same PV, as well as with other different PV and

probably pathogenic variants (PPV).

Objectives

Firstly, to analyse the genetic and clinical characteristics of individuals with HLRCC syndrome
diagnosed in different hereditary cancer units in Spain, together with the known risk factors for
RC, and the possible genotype-phenotype associations. Secondly, to study the possible founder

character of recurrent PV FH (NM_000143.4): c.1118A>G;p.(Asn373Ser).

Materials and methods

Multicenter and retrospective study of individuals with a genetic or clinical diagnosis of HLRCC.

Information was collected on genetic characteristics, risk factors for RC and clinical manifestations.



Haplotype construction was performed using 38 polymorphic markers flanking the FH gene.
Statistical analyses were performed using R 3.6.0 software (R Foundation for Statistical

Computing).

Results

One hundred and ninety-seven individuals were included: 74 index cases and 123 relatives, with
27 different PV and PPV, 12 (44%) not previously described in databases. CLM was diagnosed in
65% of patients, ULM in 90% of women, RCyst in 37% and RC in 10.9%. Patients with missense PV
and PPV showed higher frequencies of CLM, ULM and RCyst than those with loss-of-function PV
(p = 0.0380, p = 0.001 and p = 0.017, respectively). One hundred and four individuals, from 31
unrelated families, carry the PV FH (NM_000143.4): c.1118A>G;p.(Asn373Ser), with 64.6% having
CLM, 98% having ULM and 10.4% having RC. Haplotype analysis has been performed in 27
individuals from different families carrying the recurrent PV, confirming that they share acommon

haplotype (32/38 markers) and that PV has been inherited from a founding ancestor.

Conclusions

In this series of patients with HLRCC, the largest published to date, the frequency of RC is lower
than previously described. Individuals with missense PV and PPV have a higher frequency of CLM,
ULM and RCyst than those with loss-of-function PV. The missense PV FH (NM_000143.4):

¢.1118A>G; p.(Asn373Ser) is a variant with founder effect in the province of Alicante.
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INTRODUCCION

1. CANCER RENAL Y SINDROMES DE PREDISPOSICION A CANCER RENAL
HEREDITARIO.

1.1. Epidemiologia del cancer renal

Los cdnceres constituyen uno de los grupos principales de enfermedades que mas
frecuentemente causan morbilidad y mortalidad en la poblacidn. De acuerdo con las ultimas
estimaciones del proyecto Global Cancer Observatory, el nimero de tumores continla creciendo,
habiendo aumentado desde los 14 millones de casos en el mundo en el afio 2012 a los mds de 19
millones en 2020 (1,2). Los datos indican que el nimero de casos nuevos aumentara en las dos
préximas décadas, y que alcanzara los 30 millones en 2040. En Espafia se estima que en 2040 la

incidencia alcance los 375.000 casos (3).

La Red Espafiola de Registros de Cancer (REDECAN), que integran todos los registros cancer
poblacionales espafioles, ha publicado las estimaciones de la incidencia de los canceres
(excluyendo los de piel no melanoma) en Espafia para el afio 2022, que seria de 280.100 casos,
160.065 en hombres y 120.035 en mujeres. La pandemia de la COVID-19 ha afectado a los
programas de cribado y diagndstico precoz poblacionales, por lo que las cifras reales pueden ser
algo inferiores. En los proximos afios veremos estos casos diagnosticados en estadios mas

avanzados (4,5).

La edad es principal factor de riesgo para el desarrollo de la mayoria de los canceres, junto
con la exposicidn a lo largo de la vida a factores de riesgo exdgenos, gran parte dependientes de
habitos de vida del individuo como tabaco, alcohol, contaminacién, obesidad, sedentarismo, rayos
ultravioletas, infecciones, en interaccidn con caracteristicas individuales. En mujeres la incidencia
de los canceres ha aumentado en los Ultimos afios ligado a la mayor prevalencia del tabaquismo,

que se ha reducido en hombres (6).



REDECAN previd que en 2022 habria 8.078 casos de canceres de rifidn, constituyendo el 82
grupo en incidencia, mas frecuentes en hombres (en 62 lugar) que en mujeres (en 132 lugar) (4).
La edad media de aparicidn es los 65 afios, aunque cada vez se diagnostican mas casos en personas
jovenes. Los factores de riesgo principales son el tabaquismo, la obesidad, la hipertensién arterial
y, sin una clara evidencia, la enfermedad renal terminal, asi como la dieta y la exposicidn a factores
ocupacionales y ambientales (7,8). Los fumadores activos, asi como los exfumadores tienen un
riesgo relativo 1,31-1,38 comparado a los no fumadores (9,10). Un aumento del indice de masa
corporal (IMC) en 5 kg/m2 se asocia a un riesgo relativo de 1,34 (11). Realmente se debe hablar
de canceres renales, ya que son un grupo de diferentes entidades con distintas caracteristicas

histopatoldgicas y moleculares, asi como prondstico y respuesta a tratamientos.

Los datos de estudios del atlas del genoma del cancer (The Cancer Genome Atlas y el
PanCancer Atlas Germline Group) muestran que un 3-5% de los cdnceres renales se deben a
predisposicién genética hereditaria (12), la mayoria por mutaciones o variantes patogénicas (VP)
gue inactivan o alteran genes implicados en vias metabdlicas celulares como son VHL, MET, FLCN,
TSC1, TSC2, FH, y los genes SDHs entre otros (13,14). Estudios de casos en centros de referencia
estiman que el 55% se debe a VP en los genes asociados a cdncer renal (CR) referidos
anteriormente y hasta el 10,5% a VP en otros genes asociados a predisposicién a otros canceres
(15). En los ultimos afios nuevos genes de predisposicion a CR han sido identificados, muy
infrecuentes, con menos datos sobre su penetrancia y su comportamiento clinico (Tabla 1) (16,17).
Los sindromes de predisposicidon genética a CR, asi como a otros tumores, siguen el modelo de
Knudson de desarrollo tumoral (18) segun el cual deben producirse en los dos alelos del gen
eventos mutacionales para que este quede inactivado, siendo el primer evento la variante

germinal heredada y el segundo una mutacidn somatica sufrida por una célula.

El asesoramiento y estudio genético ofrece la posibilidad de diagndstico de la predisposicion

hereditaria a uno o unos determinados tipos de cancer e intervenir mediante diagndstico precoz.



Trasmitir la informacidn a los familiares directos para que, a su vez, sean asesorados y puedan

acceder al estudio genético, permite ampliar la prevencidon al mdximo nimero de personas

(19,20).

Tabla 1. Principales sindromes de predisposicion hereditaria a cancer renal

cromosoma 3

(3:6, 3:8, 3:11)

Riesgo
Sindrome cancer renal Genes Histologia Prevalencia
(%)
. . , 1/27.000-
Von Hippel - Lindau 25-45 VHL Células claras 43.000
Lol ooz
multiple y cdncer 10-32 FH . e ’ 0,5/100.000
renal hereditario Cancer renal asociado
LMCRH
Paraganglioma/ SDHA, SDHB, | Células claras, variante
Feocr(.)m(?atoma =10 SDHC, SDHD | eosinofilica, no clasificado by 2lotiong
hereditario
Carcinoma refal” 100 MET Papilar tipo 1 0,14/100.000
papilar hereditario
Oncocitico, hibrido,
Birt-Hogg-Dube 30 FLCN cromaéfobo, mixto, 0,5/100.000
oncocitoma
Esclerosis Tuberosa <5 TSC1, TSC2 CeIuIa{s claras, papilar, 1/5.800
croméfobo
Cowden 10-15 PTEN Células claras, papilar, 0.5/100.000
croméfobo
MIFT <10 MIFT Células claras, papilar-like Desconocida
BAP1 9-13 BAP1 Células claras 1/27.000
Translocacion Translocaciones | _, .
30 Células claras Desconocida

Adaptado de: Shuch and Zhang (2018).




1.2. Patologia de los canceres renales y aspectos moleculares

Los carcinomas se originan en el epitelio de los tubulos renales. Segun la ultima clasificacion de
tumores renales publicada por la Organizacién Mundial de La Salud (OMS) que considera hasta 14
diferentes entidades de carcinomas de células renales (21), el carcinoma de células claras es la
variedad mas frecuente (70-80%), seguido del carcinoma papilar tipo 1 (5-10%), del carcinoma
papilar tipo 2 (5-10%) y del carcinoma cromdfobo (3-5%), a los que se afiaden otras entidades
inusuales (22,23). En la ultima clasificacion de tumores renales publicada por la OMS en 2016, se
incluyeron entre las nuevas entidades reconocidas como diferentes por sus caracteristicas
moleculares y patoldgicas, el CR asociado a déficit de fumarato hidratasa (FH) especifico del
sindrome de leiomiomatosis multiple y cadncer renal hereditario (Hereditary Leiomyomatosis and
Renal Cell Cancer, HLRCC) y el CR por déficit del complejo enzimatico succinato deshidrogenasa
(SDH) asociado al sindrome de paraganglioma/feocromocitoma hereditario, ambas entidades

hereditarias (Tabla 2) (21,24).

Tabla 2: Clasificacidn de subtipos histoldgicos de canceres de células renales de la Organizacion
Mundial de la Salud 2016.

SUBTIPOS DE CARCINOMA DE CELULAS RENALES CcODIGO MORFOLOGICO ICD-0
Carcinoma células claras 8310/3
Neoplasia quistica multilocular bajo potencial maligno 8316/1
Carcinoma papilar 8260/3
Carcinoma asociado a HLRCC 8311/3
Carcinoma cromofobo 8317/3
Carcinoma conductos colectores 8319/3
Carcinoma medular 8510/3
Carcinoma con translocacion MiT 8311/3
Carcinoma con déficit de succinato dehidrogenasa 8311/3
Carcinoma mucinoso tubular y fusocelular 8480/3
Carcinoma tubuloquistico 8316/3
Carcinoma asociado a enfermedad quistica adquirida 8316/3
Carcinoma papilar de células claras 8323/1
Carcinoma inclasificado 8312/3

Adaptado de Moch et al.(2016).



El estudio de los casos hereditarios de CR, junto con los datos del atlas del genoma del
cancer ha permitido entender las bases moleculares genéticas, las alteraciones metabdlicas

subyacentes y la importancia de la via celular de regulacion de la hipoxia (Figura 1).
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VHL, FH, SDH, MIFT, FLCN, TSC1, TSC2, PTEN, MET son las proteinas codificadas por genes de predisposicion
hereditaria a cancer renal.

Gracias a estos datos se han producido grandes avances en el desarrollo de terapias

dirigidas, principalmente agentes antiangiogénicos, que han modificado el curso vital de los



pacientes afectos. Cada tipo histolégico de cancer renal se relaciona con unas caracteristicas
moleculares concretas (Tabla 3), que incluye VP somaticas en genes de vias metabdlicas que
responden a cambios en los niveles de oxigeno, hierro, nutrientes y energia, y en genes de
proliferacidén, supervivencia celular y metastasis en 72-92% de los tumores con potenciales

terapias dirigidas actualmente en vias de investigacion (14,25-29).

Tabla 2. Caracteristicas moleculares de subtipos de carcinoma renales

Subtipo histolégico carcinoma renal|Caracteristicas moleculares

Pérdida cromosoma 3p

Células claras Mutaciones y metilacion promotor VHL Mutaciones en TCEB1, PBRM1, SETD2, BAP1,
KDM5C, TP33, MTOR
Papilar 1 Mutaciones en MET
Pérdida o hipermetilacion de promotor de CDKN2A, mutaciones en SETD2, BAP1
Papilar 2 PERM1, NF2, CUL3, FH, promotor TERT
Ganancia cromosomas 7,12, 16y 17
Cromdfobo Pérdida de cromosomas 1, 2, 6, 10, 13, 17 y 21, mutaciones TP53, PTEN
Carcinoma conductos colectores Mutaciones en NF2, SETD2, SMARCB1, FH, CDKN2A
Carcinoma medular Mutaciones en SMARCBI, INI1

Carcinoma con translocacian MiT Translocaciones TFE-3, TEF-B

Carcinoma no clasificado i
cromatina/ADM.

NF2, SETD2, BAP1, KMT2C, MTOR, alteraciones vias NF2/Hippo, MOTRCI, dafio de

En el carcinoma renal de células claras la inactivacion del gen VHL, que ocasiona proteinas
VHL no funcionantes, es el evento molecular mas frecuente. Puede ser debida a VP somaticas o
germinales y a hipermetilacion del promotor de VHL. La proteina VHL forma parte del complejo
proteico que regula la respuesta a los niveles de oxigeno y hierro en la célula y que incluye la
elongina B, la elongina Cy la cullina-2, y posee actividad de ubiquitina ligasa E3. En condiciones de
normoxia los factores inducibles por la hipoxia alfa (HIF1la y HIF2a) y beta son hidroxilados en los
residuos prolina, donde se une VHL y se produce la poliubiquitinaciéon y su degradacién. En
hipoxemia no se produce la hidroxilacion y hay acimulo de proteinas HIFa, que se dimeriza con
HIFB en un complejo en el nucleo de la célula con funcidon de factor de transcripcion de ARNm que

codifica las proteinas eritropoyetina, factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el factor



de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento transformante o tumoral
a (TGFa), factor de crecimiento epidérmico (EGF), y el transportador de glucosa (GLUT1), para
recuperar la normoxia. Si las proteinas VHL no son funcionantes se produce una situacién de
seudohipoxia, aumenta la actividad del complejo HIFa-HIFB y se transcriben genes de respuesta
que favorecen la proliferacion tumoral (Figura 1). Agentes antiangiogénicos contra VEGF y PDGF

muestran actividad antitumoral en este tipo tumoral (14,27,30).

El carcinoma renal papilar tipo 1 se relaciona con VP activantes del protooncogen MET
gue codifica para un receptor tirosin kinasa del factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF).
Datos del proyecto The Cancer Genome Atlas muestran que casi todos los tumores renales de tipo
papilar 1 presentan ganancia del cromosoma 7, donde se localiza el gen MET, y el 17% presentan
VP en MET tanto en linea germinal como somaticas. Como resultado se activan las vias de
sefializacion celular que aumenta el transporte de nutrientes a la célula y las vias de sefializacién
de la fosfatidilinositol-3-quinasa — proteina cinasa B (PI3K—AKT1-mTOR) y de las proteinas
quinasas RAS, RAF y quinasas activadas por mitégenos (RAS—-RAF—MEK1/2—-ERK1/2) para el

crecimiento y la proliferacidon tumoral (14,27,31).

En el sindrome HLRCC, las VP en el gen FH dan lugar a proteinas FH sin funcionalidad. FH
es una enzima que participa en el ciclo de Krebs también llamado ciclo de los acidos tricarboxilicos
(Figura 2), ruta metabdlica anfibélica de catabolismo de glicidos y lipidos, de anabolismo de
precursores de algunos aminodacidos y asi como de generacidn de energia para la célula. La falta
de FH activa lleva a disminucién del NADH y acumulo de sus sustratos fumarato y succinato,
produciendo succinacién de residuos cisteina (2—succinico—cisteina, 2SC), en péptidos y proteinas
entre las que se incluye el factor de transcripcion Kelch—like ECH—associated protein 1 (KEAP1) y
actian como oncometabolitos ademds de activar la via de sefializacién de la hipoxia a través de
HIF1. Se ha observado aumento del estrés oxidativo y activacidén de las vias del Factor nuclear

eritroide 2 relacionado con el factor 2 y el elemento de respuesta antioxidante (NRF2—ARE),



metilacion de islas CpG del ADN, y aumento de expresién de genes implicados en la glicolisis

(Figura 1) (13,14,26,32-35).
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1.3. Diagnéstico de los canceres renales

La gran mayoria de los tumores renales son hallazgos incidentales a partir de una prueba de
imagen realizada por otra indicacion. Los sintomas de presentacién mdas frecuentes son la
hematuria, dolor en flanco o abdomen, alteraciones digestivas, u otras manifestaciones de
enfermedad avanzada metastasica. Las pruebas de imagen diagndsticas son la tomografia
computerizada (TC) con contraste y la resonancia magnética (RM) con contraste (7). La ecografia

abdominal presenta limitaciones, aunque con el uso de contraste mejora sus resultados (36). La

8



tomografia por emisiéon de positrones con Deoxi-2[18F]fluoro-d-glucosa tiene baja sensibilidad,

aunque se esta investigando su utilidad diagndstica con otros radiotrazadores (37).

La biopsia percutanea guiada por imagen, ecografia o TC permite el diagndstico mas preciso
de las masas renales. Segln un metaanalisis, la tasa de diagndstico para todos los tipos de biopsia
renal percutdnea es del 92%. La biopsia con aguja gruesa tiene una sensibilidad del 99,1% y una
especificidad del 99,7% mientras que la puncidn con aguja fina tiene una sensibilidad del 93,2% vy

una especificidad del 89,8% para el diagndstico de malignidad (38).

1.4. Tratamiento de los canceres renales

El tratamiento de los tumores renales localizados depende del tamafio del tumory de la edad
del paciente, tras evaluar riesgos y beneficios. En casos de tumores menores de 3 cm se puede
optar por la ablacion térmica, aunque tiene riesgo de recurrencia y se requiere un seguimiento
activo. La nefrectomia radical, laparoscépica o abierta, es la técnica mas definitiva y se considera
el gold standard especialmente en tumores >4 cm. La nefrectomia parcial es de eleccién en casos
en que se requiera conservar la funcién renal, por lo que debe ser una decisidn individualizada. El
seguimiento activo sin intervencidn puede considerarse en pacientes con lesiones < 2 cm, lesiones
quisticas complejas (Tipos 3 y 4 de la clasificacién de Bosniak, para lesiones estudiadas mediante
TC) o pacientes con riesgo quirurgico alto, y se debe realizar cada 3-6 meses con ecografia, TC o
RM de abdomen durante el primer afio y después el intervalo se ajusta segun la velocidad de

crecimiento o progresion (7,39,40).

En tumores avanzados, la quimioterapia cldsica no aporta beneficios. Si se ha demostrado la
utilidad de farmacos contra dianas moleculares caracteristicas de los CR. Los farmacos mas
efectivos son los dirigidos a bloquear la via de la angiogénesis, entre los que se encuentran los
inhibidores tirosin—kinasa del receptor de VEGF, como son Sunitinib, Pazopanib, Sorafenib o

Axitinib, los inhibidores tirosin—kinasa multi-diana, como Cabozantinib y Lenvatinib, y los



inhibidores directos de VEGF como Bevacizumab. También es efectiva la inhibicidon de la via de
crecimiento y proliferacidn celular PI3K—AKT1-mTOR, mediante los inhibidores de mTOR, entre

los que se encuentran Temsirolimus y Everolimus.

Por otra parte, la observacion de que en algunos pacientes con CR metastdsico la enfermedad
remitia espontaneamente tras extirpar el tumor primitivo llevd a la investigacion y el desarrollo
de lainmunoterapia, disponiéndose actualmente de farmacos que bloquean los puntos de control
proteina de muerte celular programada 1, PD-1, como Nivolumab y Pembrolizumab, el ligando de
la proteina de muerte celular programada, PD-L1, como Avelumab, e inhibidores del antigeno 4

del linfocito T citotdxico, CTLA-4, como Ipilummab entre las opciones de tratamiento (7,40).

1.5. Sindromes de predisposicion genética hereditaria a cancer renal

1.5.1. Sindrome de Von Hippel — Lindau (OMIM 193300)

Su herencia es autosdmica dominante, con muy alta penetrancia (> 90% a los 65 afios). Se
estima una prevalencia de 1/30.000-50.000 hab., con edad media de inicio de las manifestaciones
clinicas a los 26 afios. Los tumores mas caracteristicos de este sindrome son los
hemangioblastomas formados a partir de vasos sanguineos, que aparecen tipicamente del sistema
nervioso central y retina, y que producen graves complicaciones como pérdida de vision, déficits
motores, o ataxia. El tumor maligno mas frecuente es el CR, el 25-45% de los afectos a edad media
de 37 ailos y con rango 16-67, especialmente de tipo histoldgico de células claras. Suelen ser
multifocales y bilaterales, con frecuencia asociados a quistes, de bajo grado (Fuhrman 2) y poco
invasivos cuando son <3 cm. En estos casos se puede tener una actitud expectante, de vigilancia.
Los tumores > 3 cm pueden progresar en grado y capacidad de metastasis, por lo que esta indicado
tratamiento quirdrgico. También pueden desarrollar feocromocitomas (25-30%), con una edad

media de 30 afios y paragangliomas (19%). Se han descrito tumores neuroendocrinos de pancreas,
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que aparecen a edad media de 38 afios. Otras manifestaciones son los quistes renales, quistes
pancreaticos y quistes del tracto genital. La identificacion de VP en heterocigosis en el gen VHL,
locus 3p25-26, como causantes de este cuadro fue establecida en 1988 (13,17,41,42). El desarrollo
tumoral sigue el modelo de Knudson (18), siendo el primer hit la VP germinal heredada vy el
segundo hit la VP somatica sufrida por una célula. Portadores homocigotos o doble heterocigotos
de variantes en VHL desarrollan la policitemia de Chuvash o eritrocitosis familiar tipo 2, de
herencia autosdmica recesiva. Los individuos desarrollan policitemia, pero ninguna de las

manifestaciones del sindrome de Von Hippel — Lindau (42).

La recomendacién de diagnédstico precoz del CR consiste en realizar a partir de los 16 afios

ecografia abdominal anual y RM abdominal cada dos afios (42).

1.5.2. Sindrome de Birt — Hogg — Dube (OMIM 135150)

Este sindrome se caracteriza por lesiones cutaneas (84%) como fibrofoliculomas,
tricodiscomas, acrocordones y angiofibromas, por quistes pulmonares (70-85%) que al romperse
producen neumotdrax espontaneo, y CR multiples (19-35%). Pueden ser de diversos tipos como
croméfobo, de células claras, oncociticos mixtos y papilares, habitualmente antes de los 50 afios.
Ha sido descrito un incremento moderado de riesgo de melanoma, patologia tiroidea (nddulos,
quistes, bocio), tumores parotideos (adenoma, tumor de Warthin, oncocitoma), y pélipos de colon
gue pueden malignizar a carcinoma de colon. Sigue un patrdon de herencia autosémica dominante,
su prevalencia es 0,5/100.000 hab. en poblacién europea. Es debido a VP en linea germinal del
gen FLCN, locus 17p11.2, que codifica la proteina foliculina (FLCN) que participa en vias de

sefializacion celular, activando AMPK y modulando AKT-mTOR (17,41,43-45).

No hay hasta el momento un consenso sobre las recomendaciones de diagndstico precoz
de los tumores renales para este sindrome, aunque por las caracteristicas de presentacidn se

acepta la realizacién de RM abdominal anual a partir de los 20 afios. En caso de no haber
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antecedentes familiares de CR y tras dos o tres exploraciones consecutivas normales, se podria

ampliar el intervalo a cada dos afios (43,46).

1.5.3. Sindrome de cancer renal papilar tipo 1 (OMIM 164860)

Se caracteriza por el desarrollo de CR papilar tipo 1, multiples y bilaterales. Debido a VP
activantes del protooncogén MET, locus 7q21-31, y que codifica para el receptor tirosin-kinasa,
MET, situado en la membrana celular. Su ligando es el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF).
La activacidon de MET produce una cascada de sefiales para la proliferacién y supervivencia celular.
La penetrancia es muy alta, casi del 100% a los 80 afos. Se puede optar por una actitud expectante
como en el sindrome de Von Hippel — Lindau. La herencia es autosdmica dominante. Se estan
realizando ensayos clinicos de tratamientos dirigidos con inhibidores de MET, con resultados muy

prometedores (17,41,47).

Como medida de diagndstico precoz del CR se realiza RM abdominal anual a partir de los

30 afios, aunque no hay guias ni consensos de expertos al respecto (46).

1.5.4. Sindrome de leiomiomatosis multiple y cadncer renal hereditario (OMIM
150800)

En 1973, Reed et al. (48) describieron dos familias cuyos miembros, en generaciones
sucesivas, presentaban leiomiomas cutdneos (LMC) y leiomiomas uterinos (LMU), uno de los
individuos afecto de CR a los 20 afios de edad, con un patrén de herencia autosémico dominante.
A esta entidad se le denomind leiomiomatosis cutanea y uterina multiple o sindrome de Reed. En
2001, Launonen et al. (49) propusieron el término leiomiomatosis y cancer de células renales
hereditarios (Hereditary leiomyomatosis and renal cell cancer, HLRCC). En 2002, Tomlinson et al.

(50) demostraron que se debe a VP germinales en heterocigosis en el gen FH, que codifica para la
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FH. Esta enzima participa en varias vias metabdlicas entre las que destaca el ciclo de Krebs (Figura
2), esencial para la produccidn de energia para la célula. Recientemente se ha establecido un

nuevo nombre: sindrome de predisposicién tumoral FH (51).

Se han propuesto unos criterios clinicos diagndsticos, uno mayor y tres menores.

Criterio mayor:

- Presencia de multiples LMC, al menos uno confirmado por examen histolégico.

Criterios menores:

- Undnico LMC e historia familiar de HLRCC.
- CR de tipo papilar 2 a edad temprana.

- LMU multiples a edad temprana, menor de 40 afios.

El diagndstico definitivo se establece cuando se identifica una variante patogénica en el gen FH

(33).

En sujetos con mutaciones germinales bialélicas en el gen FH se produce la deficiencia
grave de FH también denominada aciduria fumarica (OMIM#136850), que es un error innato del
metabolismo con patron de herencia autosdmica recesiva. Se caracteriza por encefalopatia
neonatal o en la infancia, hipotonia, ataques epilépticos y letargia. Los sujetos tienen rasgos
faciales dismorficos (prominencia frontal, ojos separados, puente nasal deprimido y microcefalia)
y anormalidades del desarrollo sistema nervioso como atrofia cerebral, ausencia de cuerpo
calloso, retraso en la mielinizacion y tronco cerebral pequefio. Pocos individuos llegan a la edad
adulta, y la mayoria son incapaces de hablar y deambular. Presentan niveles elevados de acido
fumarico en orina, y la actividad de la FH es generalmente menor del 10%. El diagndstico se
confirma por identificacién de la deficiencia de la enzima en fibroblastos, linfoblastos, o en

leucocitos y/o estudio del gen FH (52).
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El asesoramiento genético a los individuos portadores heterocigotos es fundamental no
solo por su riesgo individual de desarrollar las patologias asociadas al sindrome HLRCC y sus
complicaciones, sino por el riesgo de aciduria fumarica si tienen hijos con otro portador. Siendo
una enfermedad rara en general, en dreas geograficas de mayor prevalencia podria darse esta

circunstancia.

El gen FH, locus 1g43, [NC_000001.11 (241497603..241519755, complement)
GRCh38.p14], abarca 22.153 nucledtidos, con una secuencia codificante de 1.533 nucledtidos que
codifica para una proteina de 510 aminodacidos con dos dominios funcionales principales: el
dominio liasa codificado por los exones 2 a 8 y el dominio fumarasa C codificado por los exones 9
y 10. Sus secuencias de referencia son, para nucleétidos: NM_000143.4 y, para aminodcidos:
NP_000134.2 (Figura 3). Este gen codifica dos isoformas de la proteina FH, una localizada en la
mitocondria donde cataliza la hidratacidon de fumarato a I-malato en el ciclo de Krebs, y la otra se
localiza en el citosol participando en el ciclo de la urea y en el metabolismo de la arginina (53). En
la base de datos Leiden Open Variation Database (LOVD) estan descritas unas 431 variantes (54),
y en la base de datos ClinVar se recogen 333 VP, 142 variantes probablemente patogénicas (VPP),
615 variantes de significado desconocido y 123 con conflicto de interpretacion. Entre las VP y VPP,
116 tipo missense, 108 frameshift, 63 nonsense, 50 splicing y 24 grandes deleciones (55) causantes
de HLRCC o aciduria fumarica. También se ha descrito pérdida de FH en tumores esporadicos como
feocromocitomas, paragangliomas, carcinoma adrenocortical, sarcomas éseos y tumores de

sistema nerviosos central (45).
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Figura 2. Gen FH y proteina FH

A) Representacion esquematica del gen FH y de la proteina FH. B) Reaccion catalizada por FH convirtiendo
el fumarato en malato. C) Canceres y tumores producidos por la pérdida de funcion de FH: germinal
(sindrome HLRCC) y somética (en cadnceres esporddicos). De: Schmidt C et al. (2019).

El sindrome HLRCC tiene una alta penetrancia, por sus manifestaciones clinicas

caracteristicas que son los LMCy los LMU, asi como los quistes renales (QR) y el CR (17,32,45,50).

Los pacientes con sindrome HLRCC desarrollan LMC aproximadamente en el 71,5-78% de los casos
a una edad media de 25 afios (56-58). Son lesiones que pueden pasar desapercibidas. Es el
dermatdlogo el que suele hacer el diagndstico clinico o por biopsia cuando el paciente consulta
ante la aparicién de lesiones de color marrén o purpura, que a menudo son confundidas con
lesiones por acné o abscesos persistentes pese a tratamientos tépicos (Figura 4). Aparecen
progresivamente, pudiendo aumentar en nimero, a veces con distribucién lineal o coalescentes
en placas (56,59,60) y pueden llegar a ser muy molestas, por prurito o dolor que en algunos casos
requieren cirugia (Figura 4B) o tratamiento especifico por Unidad del Dolor. Se han publicado

casos de malignizacion a leiomiosarcoma cutaneo (57).
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Figura 4. Diferentes presentaciones de leiomiomas cutaneos.
A) Leiomioma cutdneo uUnico. B) Leiomiomas multiples con cicatrices post-cirugia.

Los LMU aparecen hasta en el 42-83% (56-58) de las mujeres, a edad joven. Suelen ser
grandes y numerosos, por lo que sufren dismenorrea y metrorragias abundantes con anemizacion
crénica. Con frecuencia requieren miomectomias multiples e incluso histerectomia a edad media
mas joven que los casos esporadicos (<30 vs 45 afios, respectivamente), con la consecuente
repercusién en su capacidad reproductiva. Se desarrollan en el periodo fértil de la mujer y remiten
después de la menopausia (61). Morfolégicamente se caracterizan por tener gran celularidad,
presencia de células multinucleadas, atipias y nucleo con nucleolo rodeado de un halo, similar a
lo observados en el cancer renal asociado a este sindrome (62). El Gtero normal sufre cambios
ciclicos en la angiogénesis, de forma fisioldgica regulado por estrégenos y progestagenos, para
poder suministrar hormonas y nutrientes ante un posible embarazo y asi garantizar el desarrollo
fetal. En los LMU esporadicos se observa mayor expresion de receptores para estrogenos y de
progesterona, asi como de receptores de factores de crecimiento tirosin-kinasa como EGF, PDGF,
IGF, TGFalfa, VEGF, y que activan la cascada de sefiales de las vias RAS—ERK/MAP-kinasa y PI3K—
AKT—-mTOR comparando con el miometrio normal (63,64). Ademas, presentan diferencias en la
vascularizacién, de menor densidad central y mayor acimulo en la cdpsula, pero mayor presencia

de factores angiogénicos y respuesta aberrante a la hipoxia (65). Sin embargo, los LMU de mujeres
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con HLRCC presentan una mayor densidad de microvasos, estdn mas vascularizados y presentan
mayor sobreexpresion de HIF1 y de VEGF, que los leiomiomas esporddicos (66,67), y aumento de
la expresidn de genes de la glicolisis, de la oxi-reduccion y de la homeostasis del metabolismo del
hierro (68). Estos aspectos deben ser tenidos en cuenta por el ginecélogo de cara a prevenir las
complicaciones hemorragicas en el momento de la cirugia. Se han reportado casos de evolucion a
leiomiosarcomas uterinos, pero recientes revisiones los re-clasifican como leiomiomas atipicos,

no malignos (62,69,70).

En el 36% de los individuos con HLRCC se identifican QR, igual que en individuos con otros
sindromes de predisposicién a CR hereditarios como el sindrome de Von Hippel — Lindau, el
complejo de esclerosis tuberosa y el sindrome de Birt — Hogg — Dubé (42,71-73), mientras que en
la poblacion general se estima que la prevalencia es 4,6-8,2% (69). Un estudio en ratones
deficientes en FH demostré que la formacién de QR estd mediada por NRF2, pero es
independiente de HIF (74). Modelos de quistes benignos en células deficientes en FH y quistes
renales de pacientes con HLRCC muestran por tincién inmunohistoquimica (IHQ) positividad para

2SC, y lo que sugiere que dichos quistes son lesiones precursoras de CR (Figura 5) (75,76).
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Figura 5. Fotomicrografias de quistes uniloculares revestido por capa unicelular, de paciente con
HLRCC.

A) Tincién hematoxilina-eosina, no se observan células tumorales. B) Inmunohistoquimica 2SC
positiva. C) Inmunohistoquimica FH negativa. De: Muller M, et al.(2018).

El CR es la manifestacién mas grave de este sindrome. Segun diferentes publicaciones el

riesgo de desarrollarlo es de 10-16%, pero a edad mas temprana que los casos esporadicos,
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habitualmente con mayor agresividad y mal prondstico vital (13,17,32,41). Varias publicaciones
refieren una frecuencia en torno al 20-30%. Sin embargo, son series de pacientes de centros de
referencia especializados en la patologia, por lo que existiria sesgo de seleccion de casos
(56,77,78). Habitualmente son lesiones Unicas, pero también se han descritos casos bilaterales y

multiples

El tipo histoldgico clasicamente asociado al HLRCC era el carcinoma papilar tipo 2, pero se
han descrito otros tipos o patrones como tubulocistico, tubulo-papilar, tubular, de los conductos
colectores, oncocitico y células claras (Figura 6). Con frecuencia presentan lesiones quisticas
macro o microscépicas asociadas. En las primeras descripciones se remarcaba unas caracteristicas
especificas que lo diferencian del carcinoma papilar tipo 2 habitual (79) recogidas en la
Clasificacién de Tumores del Sistema Urinario de la OMS de 2016, que como ya se ha dicho incluye
el CR asociado a HLRCC como una nueva entidad (cédigo 8311/3) (21). Puede presentarse con
caracteristicas patoldgicas variables, pero con una arquitectura papilar especifica con citoplasma
eosinofilico abundante, nucleos grandes, nucleolos muy prominentes, halos perinucleolares y
generalmente grado Fuhrman de tres a cuatro (Figura 7) (79,80). Esto subraya la importancia de
buscar las caracteristicas subcelulares en el examen histopatoldgico y el uso de técnicas IHQ para
detectar residuos de 2SC como expresion proteinas succinadas (IHQ positiva) o el déficit de
expresion de FH (IHQ negativa), lo que permite confirmar el diagnéstico de esta entidad (Figura 8)
(76,81-83). Los QR benignos y los quistes asociados al carcinoma presentan positividad para 2SC
(76,83). El estudio genético en tejido tumoral identifica la mutacion germinal y la pérdida del
segundo alelo (lost of heterozygosity, LOH) simultdneamente en el 90% de los casos, y en algunos

CR esporadicos se detectan mutaciones inactivantes somaticas bialélicas de FH (17).
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Figura 6. Patrones morfoldgicos carcinomas renales de HLRCC.
Fotomicrografias (tincion hematoxilina-eosina) de canceres renales: A) Papilar. B) Tubulo-papilar. C)
Sarcomatoide. D) Tubulocistico. De: Muller M, et al. (2018).

“d

Figura 7. Patrén microscopico de carcinoma renal de paciente con HLRCC.
Fotomicrografia a gran aumento (tincion hematoxilina-eosina). Se observan nucleos eosinofilicos, nucleolos
grandes con halo alrededor (flechas). De: Muller M, et al. (2018).
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Figura 8. Inmunohistoquimica de carcinoma renal de paciente con HLRCC.

A) Fotomicrografia donde se muestran células tumorales FH inmuno-negativas, mientras que algunas
células del estroma no tumorales son FH inmuno-positivas. B) Microfotografia donde se observan células
tumorales inmuno-positivas a 2SC . De: Muller M, et al. (2018).

En el Segundo Simposio sobre Leiomiomatosis Hereditaria y Cadncer Renal celebrado en
Paris en 2013, el consenso de expertos recomendd como medida de cribado o diagnédstico precoz
la realizacién de RM renal preferiblemente una vez al afio a partir de los 8-10 afios, aunque el

riesgo es bajo antes de los 20 afios (84,85).

Otros tumores que han sido asociados a HLRCC son adenoma y carcinoma
corticosuprarrenal, tumor de Wilms, tumor de células de Leydig, GIST, cistadenomas ovaricos,

feocromocitoma y paraganglioma (57,86,87).

FH es una proteina homotetramera. Cada subunidad que la forma tiene tres dominios, D1,
D2 y D3. El dominio D2 facilita la tetramerizacién y los dominios D1 (liasa N-terminal) y D3
(fumarasa C-terminal) de diferentes subunidades forman los sitios activos en las cuatro esquinas
de la estructura tridimensional de la enzima fumarato hidratasa. Los residuos de aminoacidos 176-

193, 228-247 y 359-381, conservados evolutivamente, forman parte de los sitios con actividad

20



catalitica y de unidn al sustrato (Figura 9). Las mutaciones que afectan a estas regiones o a la

estructura de la proteina disminuyen o eliminan la actividad enzimatica (88-91).

Figura 9. Estructura la enzima FH.

a) Mondmero de FH con los distintos dominios D1, N-terminal, D2 y D3, C-terminal. b) Homotetramero
ensamblado, sitios activos marcados por flechas. c) Sitio de uniéon de FH, resaltados los residuos con
actividad catalitica. De: Shorthouse D et al. (2021).

La pérdida total de funcién de FH puede ser letal para las células debido a su papel esencial
en el metabolismo celular. Asi, si la mutacion de la linea germinal genera una pérdida total de la
funcién, como un coddén de parada prematuro o grandes reordenamientos, sélo las segundas
mutaciones somaticas con una inactivacién parcial, como las mutaciones missense o in-frame

indel, tendran un potencial efecto oncogénico, ya que las células conservan una funcion
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enzimdtica residual. La pérdida de heterocigosidad se ha descrito como el evento mds frecuente

de inactivacidn del segundo alelo en CR y LMU de pacientes con HLRCC (49,62).

Varios mecanismos pueden estar implicados en el desarrollo de los tumores:

El déficit de FH conlleva a la detencién del ciclo de Krebs, con acumulacién de fumarato y
succinato y disminucion de la fosforilacién oxidativa. Para compensar esto, se produce un
cambio metabdlico hacia la glucélisis aerdbica para la produccién de energia que aumenta
el lactato y las especies reactivas de oxigeno (ROS) (92). Las ROS vy los altos niveles de
fumarato inhiben la degradacion de HIFa por parte de las PHD dependientes de oxigeno,
lo que conduce a una situacion de pseudohipoxia (32,82).

El exceso de fumarato produce succinacion de, entre otras proteinas, KEAP1 que da lugar
a la regulacién al alza de genes de la respuesta antioxidante como NRF2, lo que conduce
a la proliferacién celular (93,94).

Por otra parte, el fumarato causa la supresién epigenética por hipermetilacién de CDKN2A
gue codifica para la ciclina p16, y supresién de la familia de microRNAs antimetastaticos,
MIR200, lo que lleva a la transicion epitelial-mesenquimal, un cambio fenotipico que

promueve la iniciacion del tumor, la invasion y las metdstasis (45,95).

El sindrome HLRCC se considera una enfermedad rara por su baja frecuencia (44,58), y en las

publicaciones de casos revisadas hasta el momento de inicio de este proyecto no se ha

evidenciado una correlacién entre el genotipo y el fenotipo.
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2. ASESORAMIENTO Y DIAGNOSTICO GENETICO

2.1. Asesoramiento genético en cancer familiar y hereditario

2.1.1. Definicidon

El asesoramiento genético en cancer familiar y hereditario es un proceso cuya finalidad es
dar la informacién que permita al individuo comprender cdmo la genética contribuye al desarrollo
de un determinado tipo de cancer, las posibilidades de su estudio, las consecuencias médicas para
él y sus familiares de los resultados obtenidos, ayudando a su adaptacidn psicolégica y social a la
situacidn (National Society of Genetic Counselors' Definition). Esto requiere de la colaboracién de
un equipo de profesionales sanitarios (enfermera/o, médica/o, psicdloga/o) con habilidades de
en comunicacién especialmente desarrolladas en este campo. Los objetivos primordiales son
asegurar que el individuo y familiares entienden correctamente toda la informacién con las
opciones de tratamiento y prevencion, valorando el impacto emocional y la necesidad de soporte
psicoldgico. Con todo, el individuo serad capaz de dar el consentimiento para la realizacion del

estudio (19).

2.1.2. Marco legal

En Espafa, para garantizar a los individuos el desarrollo del proceso de asesoramiento
genético, este esta regulado mediante la Ley de Investigaciones Biomédicas (96). En ella se
establecen los diferentes aspectos que debe incluir: la indicacidon del estudio, la informacion
previa, el consentimiento informado, la confidencialidad, proteccion, acceso y preservacion de los
datos, asi como los requisitos de idoneidad de los profesionales que lo lleven a cabo. En la
Comunidad Valenciana, en el afio 2005 se puso en marcha el Programa de Consejo Genético en

Céancer regulado mediante la Orden de 5 de junio de 2015 de la Conselleria de Sanitat, que ha sido
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modificada por el Decreto 170/2021 de 15 de octubre del Consell, de regulacién y organizacion de

la realizacion de analisis genéticos y biomarcadores moleculares con fines asistenciales (97).

2.1.3. Programa de Consejo Genético en Cancer de la Comunidad Valenciana

Tal y como se recoge en la Guia de Practica Clinica en Cancer Hereditario de la Comunidad
Valenciana, el objetivo general del programa de cdncer hereditario es reducir la incidencia y
mortalidad por cancer en aquellas personas con una predisposicién genética conocida, ofreciendo
asesoramiento a pacientes y a sus familiares de primer grado (98). Este programa incluye los
sindromes/genes en los que la identificacion de una VP determinante influye en su manejo clinico,
es decir que tienen accionabilidad clinica como son el sindrome de cancer de mama y ovario
hereditario, el sindrome de Lynch, la poliposis adenomatosa familiar, el sindrome de neoplasia
endocrina multiple tipo 2 y carcinoma medular de tiroides, el sindrome de Von Hippel — Lindau, el
sindrome de retinoblastoma hereditario, el sindrome de Cowden, el sindrome de Peutz — Jeghers,
el sindrome de neoplasia endocrina multiple tipo 1, el sindrome de feocromocitoma

/paraganglioma hereditario y el sindrome de cancer gastrico difuso hereditario.

Este programa ha obtenido el reconocimiento de Buena Practica del Sistema Nacional de
Salud en la Estrategia en Cancer, otorgado por el Pleno del Consejo Interterritorial con fecha de

16 de marzo de 2016.

2.1.4. Validez y utilidad clinica del estudio genético en el sindrome de

leiomiomatosis multiple y cancer renal hereditario

La validez clinica indica que la presencia de una variante en un gen se relaciona con el
desarrollo o riesgo de desarrollar un tumor. La utilidad clinica del estudio genético de un gen

resulta en informacidn para el diagndstico, tratamiento, o intervencién con medidas especificas y
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asi evitar desarrollo de un cancer o la gravedad de éste. Su evaluacion es importante teniendo en

cuenta la gran heterogeneidad y las implicaciones de las diferentes mutaciones.

La validez y utilidad clinica del estudio del gen FH ante la sospecha de sindrome HLRCC ha

sido demostrada (99):

- El diagndstico de confirmacion del sindrome HLRCC solo puede hacerse mediante estudio
genético.

- El manejo clinico cambia segun los resultados del estudio genético, estableciendo unas
medidas de seguimiento para los individuos portadores encaminadas a la deteccion
precoz de tumores malignos: cancer renal, leiomiosarcomas.

- El asesoramiento genético es esencial en estas familias por el riesgo de transmision a su
descendencia del sindrome HLRCC, y por el riesgo para su descendencia de Aciduria
Fumdrica si su pareja fuese también portadora o portador en heterocigosis de una VP en

FH.

2.1.5. Inclusién del sindrome de leiomiomatosis multiple y cancer renal
hereditario en el Programa de Consejo Genético en Cancer de la Comunidad
Valenciana

En nuestra actividad asistencial en la Unidad de Consejo Genético en Cancer del Hospital

General Universitario de Elche hemos diagnosticado 26 familias con el sindrome HLRCC entre los

afios 2009 y 2019, no relacionadas entre si y con la misma variante patogénica.

Se solicitd la inclusion del sindrome HLRCC en la Cartera de Servicios de la Comunidad
Valenciana en 2018, previa aprobacion por el Grupo de Asesoramiento en Cancer Hereditario del
Programa de Consejo Genético en el Cancer de la Comunidad Valenciana. Debe indicarse que el
CR asociado, aunque infrecuente, puede tener una alta agresividad, mortalidad y morbilidad, con

una importante pérdida de afios de vida ya que se desarrolla a edades jovenes.
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La inclusién en el Programa de Cancer Hereditario permitiria regular el asesoramiento a
las familias de forma integral y con la experiencia que ya poseen las UCGC de la Comunidad
Valenciana y la realizacién del estudio genético que en la mayoria de los individuos originarios de
la provincia de Alicante seria mds sencillo, rdpido y barato por encontrarnos ante una VP
recurrente. Todo ello redundaria en beneficio para los pacientes y de forma secundaria en ahorro

de costes para el Sistema Sanitario.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Justificacion

En nuestra actividad asistencial en la Unidad de Consejo Genético en Cancer del Hospital
General Universitario de Elche se ha diagnosticado genéticamente a distintas familias no
relacionadas de nuestra provincia, a partir del estudio de individuos remitidos por presentar LMC
multiples, con la VP de tipo missense FH (NM_000143.4): c.1118A>G; p.(Asn373Ser), causante del
sindrome HLRCC. Esto nos hizo pensar en la posibilidad de que fuese una variante con efecto
fundador en la poblacion alicantina. En 2016, durante la reunién de los miembros de la Seccidn
de la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM) de Cancer Familiar y Hereditario en el
Congreso SEOM 2016, se constatd que en otras unidades clinicas como la Unidad de Consejo
Genético en Cancer del Instituto Catalan de Oncologia de Hospitalet de Llobregat (Barcelona) y la
Unidad de Genética Clinica del Hospital Universitario Principe de Asturias de Alcala de Henares
(Madrid) también se habia realizado diagndstico genético de otras familias espafiolas con
sindrome HLRCC, lo cual permitiria comparar sus resultados con los nuestros y tratar de esclarecer
si la VP FH (NM_000143.4): c.1118A>G; p.(Asn373Ser) tiene un efecto fundador en poblacién
alicantina. Por otra parte, teniendo en cuenta las diferentes repercusiones funcionales que
pueden causar las VP que causan pérdida de funcion de FH frente a las VP que permiten
conservarla parcialmente, planteamos la hipdtesis de una asociacion entre el tipo de VP germinal

y el fenotipo clinico del HLRCC.

Se planificd estudiar (i) las caracteristicas clinicas y genéticas de individuos con sindrome
HLRCC, (ii) comparar y valorar diferencias entre familias espafiolas con diferentes VP, y (iii)
estudiar si la VP FH (NM_000143.4): c.1118A>G; p.(Asn373Ser) es una variante fundadora en la
poblaciéon alicantina. Esto ultimo implicaria que es una situacion de endemismo genético, con

importantes repercusiones en salud publica sobre las que la Direccién General de Salud Publica, a
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través de la Subdireccion General de Promocién de la Salud y Prevencién y el Servicio del Plan
Oncolégico de la Comunidad Valenciana (Programa de Consejo Genético en Cancer) podria
establecer un programa especifico de prevencidon de cancer renal y otros tumores para esta
poblacién. Para ello se realizé un informe para su inclusion en el programa, aprobada por el Grupo
de Asesoramiento en Cancer Hereditario del Programa de Consejo Genético en el Cancer de la
Comunidad Valenciana, pero a fecha de hoy esta pendiente de la aprobacion definitiva por parte

de la Conselleria de Sanitat i Salut Universal.

3.2. Hipoétesis planteadas
Hipotesis 1. Los portadores de las variantes patogénicas de tipo missense presentan diferencias
a nivel de expresividad y penetrancia en el fenotipo clinico asociado al sindrome con respecto al

los de portadores de variantes patogénicas de tipo pérdida de funcién en el gen FH.

Hipdtesis 2. La variante patogénica recurrente en poblacion alicantina FH (NM_000143.4):

¢.1118A>G; p.(Asn373Ser) responsable del sindrome HLRCC es una mutacion fundadora.

3.3. Objetivos
Objetivo 1: Describir y comparar las caracteristicas clinicas y genéticas de los sujetos portadores
de variantes patogénicas de tipo missense y de los portadores de variantes patogénicas de tipo

pérdida de funcion en el gen FH.

Objetivo 2: Estudio de haplotipos para la caracterizacion de la posible variante patogénica

fundadora: FH (NM_000143.4): c.1118A>G; p.(Asn373Ser) en las familias ya caracterizadas.
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MATERIAL Y METODOS

4. PACIENTES Y RECOGIDA DE DATOS
Se incluyeron pacientes con criterios clinicos de HLRCC y diagndstico familiar confirmado
mediante estudio genético, asi como portadores obligados, entre 2009 y 2019, de 11 diferentes

centros espafioles.

Los pacientes fueron asesorados e informados de la utilidad del estudio genético, tras lo
cual firmaron consentimiento informado para estudio genético y para donaciéon de muestra de

ADN excedente para Biobanco (anexos Il y V).

Se cred una base de datos para recoger la informacion clinica, que incluia las
caracteristicas clinicas del sindrome como la presencia y edad de diagnéstico de LMC, LMU,
leiomiosarcomas, QR, CR; también los datos de cirugias realizadas como histerectomia y edad,
nefrectomia y edad. De los CR se recogieron los datos de la histologia, el estadio tumoral al
diagnéstico, el tratamiento médico realizado, la respuesta al tratamiento y la supervivencia. Se
detallé la presencia de otros tumores como adenomas suprarrenales o canceres de otras
localizaciones. Se recogieron datos de la presencia de factores de riesgo para CR como son el
tabaquismo (fumador activo o pasivo), la obesidad (definida como IMC > 30 kg/m2), la
hipertension arterial, y si el individuo practicaba actividad fisica intensa, definida como la
realizacion de actividades deportivas mas de 3 dias en semana (como posible desencadenante de
desarrollo tumoral por demanda aumentada de actividad metabdlica y energia). Los CR habian
sido confirmados por estudio histopatoldgico tras exéresis tumoral. Los quistes renales y los
adenomas adrenales habian sido diagnosticados mediante pruebas de imagen, como TC, RM o
ecografia. Algunos QR fueron confirmados en la pieza quirudrgica de la nefrectomia efectuada

debido al CR.
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4.1. Deteccidn de variantes patogénicas en linea germinal

Se tomaron muestras de sangre periférica para extraccion de ADN y realizacion de estudio
de la secuencia codificante completa del gen FH y las uniones intrén-exén mediante amplificacion
por PCR (polymerase chain reaction) y secuenciacion de tipo Sanger para variantes de nucleétidos
simples y de tipo insercidon/delecion. Variantes de tipo variaciones en el nimero de copias (CNV)
fueron analizadas mediante la prueba multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)
segun el protocolo del fabricante (SALSA MLPA Probemix P198, MRC-Holland, The Netherlands).
En algunos centros el estudio se hizo mediante secuenciacion masiva de nueva generacion (next-
generation sequencing, NGS) y posterior confirmacion de los hallazgos por secuenciacién Sanger
o por MLPA, dependiendo del tipo de variante, ya que disponian de esta tecnologia. Los estudios
directos en familiares se realizaron mediante secuenciacion Sanger o por MLPA. Las variantes
fueron descritas usando la version actual de la nomenclatura de busqueda de variantes gendmicas
humanas (100) teniendo en cuenta como secuencia de referencia de la transcripcidn
(NM_000143.4). El significado clinico de las variantes se evalué usando los criterios del American
College of Medical Genetics and Genomics ACMG (101). Unas 70 bases de datos gendmicas fueron
consideradas a través de la herramienta de mineria de datos VarSome (102) incluyendo The FH
mutation database especifica para el gen FH (55) y ClinVar (103) que proporciona pruebas de las

relaciones entre las variaciones genéticas humanas y los fenotipos.

Para la busqueda de asociaciones genotipo-fenotipo, las VP y VPP (C-4 y C-5) se
clasificaron en dos grupos: a) pérdida de funcién (Loss of Function, LOF), que incluye aquellas
variantes disruptivas que generarian proteinas truncadas o pérdida de expresidon proteica
(nonsense, frameshift, splicing y grandes deleciones); y b) variantes missense en las que el efecto

funcional previsto seria mas leve.
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4.2. Estudio caracter fundador de la variante patogénica FH (NM_000143.4):
c.1118A>G; p.(Asn373Ser)

4.2.1. Muestras

Se seleccionaron 27 portadores heterocigotos no emparentados de FH (NM_000143.4):
c.1118A>G; p.(Asn373Ser) para el estudio de haplotipos. Ademas, se seleccionaron 20 controles
sanos sin cancer con ausencia confirmada de esta variante como poblacién de control. La
extraccion de ADN de sangre periférica de todos los pacientes incluidos en el estudio se realizé
utilizando un minikit de ADN QlAamp y QlAcube (QIAGEN, Alemania) de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

4.2.2. Andlisis de haplotipos

La construccion de haplotipos se realizd utilizando 38 marcadores polimdrficos
(marcadores microsatélite y variantes de un solo nucledtido) que flanquean el gen FH y abarcan
casi 14 Mb. Se seleccionaron de la base de datos MapViewer diez marcadores de microsatélite
que cubrian el locus FH. Los marcadores microsatélite se seleccionaron en funcién de los
siguientes criterios 1) posicion fisica alrededor del locus FH, 2) alta heterocigosidad (>0,5), y 3)

inclusion de repeticiones dinucleotidicas.

Ademas, se seleccionaron 28 variantes de un solo nucleétido localizadas alrededor del
locus FH y que presentaban una frecuencia alélica en la poblacién europea no finlandesa
(GnomAD) de entre 0,25y 0,75. Se disefiaron amplicones de PCR que incluian mas de una variante
cuando no se encontraron pruebas de vinculacién. Los marcadores seleccionados y su posicidn

gendmica se presentan en la Figura 10.
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del locus FH c.1118A>G.

Los marcadores genéticos, tanto variantes de un solo nucledtido como Short Tandem Repeats, se indican
en negro, mientras que su posicidn genética se indica en gris segin GRCh38/hg38. De arriba abajo, cada
regidon genética marcada en rojo se amplia a continuacidn.

4.2.3. Calculo del tiempo del ancestro comun mas reciente (Time of most recent

common ancestor, TMRCA)

La edad de la mutacidn se estimé utilizando el método del marcador Unico basado en el
decaimiento esperado del ligamiento, como se informd previamente (104). Las distancias
genéticas de Marshfield (cM) y las distancias fisicas (Mb) se obtuvieron de las bases de datos
Ensembl y UCSC (University of California, Santa Cruz), respectivamente (105,106). La estimacion

del ancestro comun mas reciente se realizdé asumiendo una media de 25 afios entre generaciones.

4.3. Analisis estadistico

El andlisis estadistico ha sido realizado usando el software de estadistica R versién 3.6.0 (R
Foundation for Statistical Computing). En el andlisis descriptivo, las variables cualitativas se
presentan en porcentajes y las variables continuas como media y con desviacién estandar (SD) o

como mediana y rango intercuartilico (IQR). Las variables categdricas fueron comparadas con los
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test de chi-cuadrado, test exacto de Fisher, y regresion logistica multivariante. Las Odds ratio (OR)
fueron calculadas para estimar la fuerza de la asociacién entre las variables. Se utilizaron
intervalos de confianza del 95% (Cl 95%). Se aceptd el nivel de significacién estadistica p = 0.05.
La incidencia acumulada de eventos se estimd con la funcidon de riesgo acumulado. La

supervivencia global fue estimada por el método de Kaplan-Meier.

4.4. Aspectos éticos y legales
El presente estudio se ha desarrollado segun los principios de la Declaracién de Helsinki,

Ultima actualizacion de Fortaleza, Brasil, octubre de 2013 (107).

El tratamiento de los datos generado se hecho segln la Ley Orgénica 3/2018, de 5 de
diciembre, de Proteccién de Datos Personales y garantia de los derechos digitales, y su normativa

de desarrollo (108).

Los pacientes incluidos en el estudio dieron previamente consentimiento informado para la
realizacion del estudio genético, asi como consentimiento informado de donacidon de muestras
para fines de investigacion, seglin la normativa de los articulos 48, 51 y 58.2 de la Ley 14/2007, de

3 de julio, de Investigacion Biomédica (109).

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital General

Universitario de Elche el 25 de enero de 2018 (cédigo Pl 42/2017) (Anexo V).
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RESULTADOS

5. SINDROME DE LEIOMIOMATOSIS MULTIPLE Y CANCER RENAL
HEREDITARIO EN ESPANA.

5.1. Variantes patogénicas en el gen FH. Objetivo 1.

Se incluyeron 197 portadores heterocigotos de 27 diferentes VP y VPP (clases 4 y 5 por su
significado clinico) en el gen FH, 74 casos indice y 123 familiares de 74 familias no relacionadas.
Ciento trece mujeres (57,4%) y 84 hombres (42,6%), con edad media de 51,1 afios [SD 13,4]. Los
tipos de variantes son: 13 missense, 5 frameshift, 4 grandes deleciones, 3 splicing y 2 nonsense.

Doce (44%) no han sido reportadas previamente en bases de datos (55,102,103) (Tabla 4).

34



0101[JU03 Uls ‘saqualiwel sepdnnw

SEALII[JUDD S3U0IDE1RIAIRIUT UOD O1J3}1D 0 3JUSIWRI 0d1Un Un

BAIDI[JUOD UpIDERIdIBU] raIjuoY| fedusfoled sluawR|qeqold rBoled "qodd ‘eaiuafoled rBoled

uglauny ap eplpsad ‘UoRIUN JO 550|407

‘esjuadoled :g {edjuadoled Ajuawe|qeqold iy DYDY UDIJEILISED SOLBLIL) iF

* Bunuoddns eoiuafoled: 44 ¢ 21esepow, esuadojed g { Suons, eojuaBoled gy ! Suoss Asaa, edluaBoled Tgpd IBWOSIR) SO1Ep 3P 358Q 3P SBIJUBPIAT T

ep epiodal ou iy

407 g €dd ‘TINd ‘TSAd au Ju Ju b uox3 uon3Ra ¢d ¢+06ET ¢LETTD
3suBssIIN e £dd ‘7dd ‘TNd ‘TIN u au Ju guUOX]  BSUBSSIN nyTysATd Y0P
asusssI e €dd ‘7dd ‘TNd ‘TIN 1 Ju Ju guoxy  asuassiiy 1y 90t usy'd JDVWLILTD
asuass|y 4 Sdd ‘Edd ‘TN ‘€5d Boieq qoag/Borey =« BO1E4 7TTY00000°0 guoxy  asuass|py Baysech|od Y<9681172

407 g €dd ‘TINd ‘Td ‘TSAd au Ju au guoxy  Hysswelq §RIsHa59/gu|9 d J13p9ZIT2
asusssI S Sdd ‘Sdd ‘Tdd ‘TNd 'vSd '€Sd @an/Boled  41puod | Ju guoxy  asuassiiy 135g/gusyd 9<y8TIIT?
3suBssI e €dd ‘7dd ‘T4 ‘TN 1 Ju au guoxy  asuassiiy 8iyTLeshrd 9YIITT?

407 5 €dd ‘TINd ‘TSAd au Ju au g uox3 uon3RQ &d [PPé+9ETT ¢-801T2

407 § £dd ‘TINd ‘TSAd au du du LUoxX3  Hysawelq yRIsARNSTE RS d SRpYLED
3suBssI e €dd ‘7dd ‘T4 ‘TN o o1puo) | 086£00000°0 Luox3  IsuISSIA Apzzeiend 9<1596™

407 g €dd ‘TINd ‘TSAd au Ju au g uonu| Bupayds &d D<YT-S0672

407 5 €dd ‘TINd ‘TSAd au Ju au guox]  Hysswelq TER]s)eAgezelY d [PPERS™
asuessIy e 5dd ‘Tdd ‘Edd ‘T aan/soied du du guoxy  2suassIN Ieazgzhod 1<95¢82
3suBssI e Sdd ‘Sdd ‘Tdd ‘SId ‘TWd ww ,Boleq-goig $90¥00000°0 guoxy  @suassIiy A sezsind 1=2£0£
asuass|y g Sdd ‘Edd ‘Tdd ‘SN '€Sd Qan/Boeg =« BO1E4 65720000070 guoxy  asuass|iy sHggg8yd ¥<98697
asuassIy g Sdd ‘Edd ‘TNd ‘TINd @an/dored == 50184 au guoxy  asuassiiy skygegdayd 122269
asusssI e €dd ‘Tdd ‘TNd ‘TINd QIn - &214ueD 7| Ju guoxy  BsuassIiy ns1z6Tod4 d 12552
3suBssI e €dd ‘7dd ‘T4 ‘TN an Ju au guoxy  @suassIiy 13588 TUSY d 9<VE9SD

407 5 Sdd ‘Sdd ‘TINd ‘TSAd "Bojeq "qoid ,Boled "qoig au fuonu Bupayds ¢d V<OT+55572

407 § £dd ‘TINd ‘TSAd au Ju du puoxy  uysswelq LTR158y58Tu|d JBPESSD

407 g Sdd 'Sdd ‘TINd ‘TSAd 1 LJoieq au puoxy  ysswelq BLzETNaTd LPPS6E™
asuassIy 4 Sdd ‘Edd ‘Tdd ‘TN '75d Sorey s BO1E4 au guoxy  asuass|y o4g/TTElY d <06YED

407 5 Sdd ‘Sdd ‘TINd ‘TSAd “Bojed "qoid =x B0184 au guox]  IsuIsuoN BIT0T8 d 1210€

407 § 5dd ‘TINd ‘TSAd 8oreq <Joied du Zuonu| Surayyds & YI99IOWIORPOT+ 9T T+/92°2

407 g Sdd ‘Sdd ‘TINd ‘TSAd 1 «x D014 Ju guoxy  3suIsUON »1/puld 1=D6€T2

407 g TSAd au Ju Ju 7 uox3 uonapQ éd [3Pé+L92 ¢-EET

407 g €dd ‘TINd ‘TSAd au Ju Ju 0Tt uon3Ra ¢d PP{EEST ¢172

ajuelen 2P _ouowxmoswu_ [PWOSIEA - ( lejnaajow JjuElEp
ap odiL opeayiuEig UOREdISE]D 3P SEPLSPIAG anon Hd L Quietd HOREHIROL eausmsasuon supioaduz olque (HA)E E4TO00TININ

epuID

*JDYTH seljiwe; H4 sajeulw.ias sajuelieA ap uoedyise|) y ejqel

35



Tabla 5. Caracteristicas genotipicas y fenotipicas de las familias con sindrome HLRCC

ne familias
) Tipo de )
Variante Clase S arTRtS /n2 individuos LMC* LMU* QR* CR¥* Origen
(hombre; mujer)
N2 individuos afectos/Ne total individuos
Del FH 5 LoF 2/6(4;2) 2/6 1/2 2/6 0/6 Espafia
Del exon 2 5 LoF 1/1(0; 1) 1/1 0/1 0/1 1/1 Espafia
.139C>T 5 LoF 1/1(0; 1) 1/1 1/1 ? 0/1 Espafia
¢.267+1_267 + 10del 5 LoF 1/1(0: 1) 1/1 0/1 0/1 0/1 Espafia
¢.301C>T 5 LoF 1/1(0; 1) 1/1 1/1 1/1 0/1 Espafia
€.349G>C 4 Missense 2/3(1;2) 2/2 2/2 ? 0/3 Espafia
c.395delT 5 LoF 1/16(5; 11) 1/15 6/10 0/14 2/16 Espafia
c.553delC 5 LoF 1/1(0; 1) 1/1 1/1 ? ? Espafia
c.555+ 1G> A 5 LoF 1/1(0: 1) 1/1 1/1 1/1 0/1 Espafia
c.563A>G 4 Missense 1/2(1;1) 1/2 0/1 0/1 0/1 Espafia
c.575C>T 4 Missense 4/11(4;7) 11/11 7/7 5/11 0/11 Espafia
c.697C>T 4 Missense 5/10(5;5) 5/9 4/4 3/6 0/6 Espafia
c.698G>A 5 Missense 4/7(2;5) 4/6 4/4 1/1 1/3 Espafia
c.703C>T 4 Missense 1/1(0; 1) ? ? ? 0/1 Espafia
c.845G>T 4 Missense 3/6(2;4) 5/5 3/4 3/4 1/5 Espafia
c.893del 5 LoF 1/2(0;2) 2/2 1/1 0/1 0/1 Espafia
c.905-2A>G 5 LoF 1/1(1;0) 1/1 ] 1/1 0/1 Espafia
€.965T>G 4 Missense 1/1(0; 1) 1/1 1/1 0/1 0/1 Espafia
c.974delG 5 LoF 1/3(1;2) 1/1 ? 0/1 1/1 Espafia
Del exon 8 5 LoF 3/6(1;5) 4/5 4/4 3/6 1/6 Espafia
c.1112A>G 4 Missense 1/1(1;0) 1/1 = 0/1 0/1 Pert
c.1118A>G 5 Missense | 31/104(51;53) | 64/99 50/51 36/85 | 10/101 Espafia
c.1126delC 5 LoF 1/6(4:2) 5/6 2/2 0/6 0/6 Espafia
c.1189G>A 4 Missense 2/2(0;2) 1/2 2/2 0/2 0/2 Colombia
c.1217A>C 4 Missense 1/1(1;0) 1/1 = 0/1 0/1 Cuba
c.1240A>G 4 Missense 1/1(0; 1) 0/1 1/1 1/1 1/1 Bielorrusia
Del exon 9 5 LoF 1/1(0; 1) ? 1/1 ? 1/1 Espafia
118/182 | 93/103 | 57/153 | 19/175
Total | 74/197 (84;113) | ' c1'2ee) | (90.3%) | (37.3%) | (10.9%)
. 21/41 18/25 8/38 6/42
Loss of Function | 17/47(16;31) 51.2%) | (72.0%) | a.8%) | (14.3%)
. 97/141 | 7s5/78 | 49/115 | 13/133
Missense | 57/150(68; 82) 68.8%) | (96.1%) | (42.6%) (9.8%)

HLRCC: sindrome Leiomiomatosis multiple y cancer renal hereditario; LMC: leiomiomas cutaneos; LMU: leiomiomas
uterinos; QR: quiste renal; CR: cancer renal; LoF: Loss of Function, pérdida de funcién; * Informacidn clinica
confirmada; ?: sin informacion.
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5.2. Manifestaciones clinicas. Objetivo 1.
Segun la repercusién funcional sobre la proteina, 150 individuos presentaban VP y VPP
tipo missense y 47 VP tipo LoF (Tabla 5). Se describen a continuacién las manifestaciones clinicas

caracteristicas de HLRCC.

5.2.1. Leiomiomas cutaneos (LMC)

Ciento dieciocho de los 182 pacientes con examen dermatolégico presentaban LMC
(64,8%), 69 mujeres (58,5%) y 49 hombres (41,5%). La mediana de edad de diagndstico fue de 36,2
afos, [IQR 28,0-48,3] (Figura 11). La frecuencia de los LMC fue mayor en los individuos portadores
de VP y VPP tipo missense que en los portadores de VP de tipo LoF (68,8% frente a 51,2%, p =
0,038; OR 0,47, [IC del 95%: 0,23-0,96] (Tabla 6). La incidencia acumulada de LMC estratificada
por tipo de variante no mostré diferencias significativas (Figura 11). Los andlisis univariantes y el
analisis de regresién logistica multivariante no revelaron diferencias segln el sexo, el estado de la

presion arterial, exposicion a tabaco, la obesidad o la actividad fisica intensa (Tablas 7 y 8).

Cutaneous Leiomyomas

Variant type: === Lof . Missense

Cumulative hazard
F =Y

p=0.29

25 50 75 100
Years

(=1

Figura 11. Incidencia acumulada de leiomiomas cutaneos segun tipo de variante. Rojo: /oss
of function, Azul: missense. Las areas coloreadas representan los intervalos de confianza.
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Tabla 6. Asociaciones fenotipo/genotipo

Tipo variante Missense LoF
OR (I€95% -valor*
Manifestaciones clinicas | No. afectados/Total (%) | No.afectados/Total (%) (IC35%) P
LMC 97/141(68.8) 21/41(51.2) 0.47(0.23-096) 0.038
LMU 75/78(96.1) 18/25(72.0) 0.10{0.02-043) 0.001
R 19/115(42.6) 8/38(21.0) 035{0.15-0.85) 0017
R 13/133(9.7) 6/42(14.) 1.53(0,55-4,34) 0412

LMC, leiomiomas cutaneos; LMU, leiomiomas uterinos; QR, quistes renales; CR, cancer renal; LoF, loss
of function (pérdida de funcidn); OR, odds ratio; IC: intervalo confianza; * X? test.

Tabla 7. Modelo de analisis univariante de las manifestaciones clinicas y factores de riesgo

Manifestaciones clinicas LMc LMu QRr CR
Variable n (%) | p-valor n (%) I p-valor n (%) | p-valor n (%) p-valor
Tipo variante
Mi 97/141(68.8 75/78(96.1 49/115(42.6 13/133(9.8
1ssense ! { ) 0.038* /78 ) 0.001* / ( ) 0.017* / (9.8) 0.412*
Lof 21/41(51.2) 18/25(72) 8/38(21)) 6/42 (14.3)
Sexo
Hombre 49/81(60.5) " = 24/69(34.8) . 11/79(14) .
Mujer 69/101(683) | U272 - 33/8a(3a3) | 0°0° 8/o6(83) | 0°°
Obesidad
No 92/149 (61.7) 71/80(88.7) 47/136(34.5) 14/148(9.5)
0.669* 0.696* 0.058* 1t
si 10/14(71.4) 8/8 (100) 8/12 (66.6) 1/13(7.7))
HTA
No 84/132(63.6 67/76(88.1 40/119(33.6 11/129(8.5
: /132(63.6) 0.848* /76(88.1) 0.548* /115(33.6) 0.156* /129(8.5) 1t
Si 19/29(65.5) 10/10(100) 13/27 (48.1) 3/30(10)
|Actividad fisica intensa
No 82/136(60.3) . 67/75(89.3) 44/123(35.7) 9/134(6.7)
T T T
si 10/13(769)) | 2378 5/5 (100) ! 311273 | 0813 3/13(23) | 120
Tabaco
No 59/102 (57.8) . 55/62(88.7) N 29/93(31.2) . 9/102 (8.8) .
si 35/51(686) | U1°® 18/20(90) ! 21/a5(a66) | ©07° 6/a0(122) | °°1°

LMC: leiomiomas cutaneos; LMU: leiomiomas uterinos; QR: quistes renales; CR: cancer renal; LoF: Loss of

Function, pérdida de funcién; HTA: hipertension arterial; *test X?; "test exacto de Fisher.
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Tabla 8. Modelo de regresion logistica multivariante de las manifestaciones clinicas y
factores de riesgo.

Manifestaciones clinicas

LMC

LMU

QR

CR

Variable OR(95%Cl) | p-valor* | oOR(95%cI) | pvalor* | OR(95%c1) | pvalor* | oOR(95%cI) | p-valor*
Tipo variante
Missense Ref. Ref. Ref. Ref.

LoF 0,27 (0,11-0,64) 0,003 0,07 (0,01-0,43) 0,004 0,23 (0,07-0,64) 0,013 0,98 (0,23-4,12) 0,978
Obesidad

No Ref. Ref. Ref. Ref.

Si 1,18 (0,32-4,29) 0,801 Inf (0, inf) 0,996 2,51(0,66-9,56) 0,177 1,16 (0,12-11,45) 0,896
HTA

No Ref. 0,836 Ref. 0,996 Ref. 0,468 Ref. 0,968

Si 1,11 (0,43-2,86) ’ Inf (0, inf) ’ 1,44 (0,54-3,36) ’ 0,97 (0,18-5,19) ’
|Actividad fisica intensa

No Ref. Ref. Ref. Ref.

Si 2,81(0,67-11,71) 0,156 Inf (0, inf) 0,997 0,83 (0,19-3,59) 0,804 4,21(0,9-19,55) 0,067
Tabaco

No Ref. Ref. Ref. Ref.

Si 1,55 (0,71-3,40) 0,272 1,43 (0,13-15,96) 0,77 2,43 (1,07-5,509 0,033 0,93 (0,25-3,5) 0916

LMC: leiomiomas cutaneos; LMU: leiomiomas uterinos; QR: quistes renales; CR: cancer renal; LoF: Loss of
Function (perdida de funcion); OR: Odd Ratio; HTA: hipertensidn arterial; ; p-valor obtenido mediante test

de Wald.

5.2.2. Leiomiosarcomas cutaneos

Dos casos (1,7%), una mujer y un hombre, desarrollaron leiomiosarcoma cutaneo a la edad

de 46 y 56 afios, respectivamente. El tratamiento fue quirdrgico curativo en ambos casos.

5.2.3. Leiomiomas uterinos

De las 103 mujeres con examen ginecolégico, 93 (90,3%) fueron diagnosticadas de LMU,

a una edad media de 30,7 aios [IQR 24,9-34,2]. La frecuencia de LMU fue mayor en las mujeres

con VP y VPP de tipo missense que en las que tenian VP de tipo LoF (96,2% frente a 72%, p = 0,001;

OR 0,10, [IC95% 0,02-0,43]) (Tabla 6). La incidencia acumulada de LMU estratificada por tipo de

variante no mostré diferencias significativas (Figura 12). Los analisis univariantes y la regresion

logistica multivariante no encontraron diferencias segin el estado de la presion arterial, el

consumo de tabaco, la obesidad o la realizacién de actividad fisica intensa (Tablas 7 y 8). La

histerectomia se realizé en el 55,4% de las mujeres, a una edad media de 34,4 aios [IQR 32,0-
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38,9]. En una paciente de 21 afios el diagndstico patoldgico fue de leiomiosarcoma (1,3%), y

recibié radioterapia pélvica después de la cirugia. Una reciente revisidn patolédgica ha confirmado

el diagndstico de leiomioma atipico en este caso.

Uterine Leiomyomas

Variant type: Lof -Mlssense

Cumulative hazard
F -9

25 50 75 100

o

Figura 12. Incidencia acumulada de leiomiomas uterinos segun tipo de variante. Rojo: loss of
function (LoF), Azul: missense. Las areas coloreadas representan los intervalos de confianza.

5.2.4. Quistes renales

De 153 pacientes con registros radioldgicos, 57 (37,3%) presentaron QR, 33 mujeres (58%)
y 24 hombres (42%), con una mediana de edad de 53,3 afios (IQR 37,2-62,9). Un paciente operado
presentaba un QR de contenido hemorragico con atipias en el epitelio quistico. La frecuencia fue
mayor en los individuos con VP y VPP missense que en los con VP LoF (42,6% frente a 21,1%, p =
0,017; OR 0,35 [IC95% 0,15-0,85]) (Tabla 6). La incidencia estratificada por tipo de variante no
mostré diferencias significativas (Figura 13). El analisis univariante no mostré diferencias en

funcién del sexo, el estado de la presion arterial o la actividad fisica intensa, pero los sujetos con
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consumo de tabaco (p = 0,076) y obesidad (p = 0,058) mostraron una tendencia a desarrollar QR.
La regresion logistica multivariante no hallé diferencias segun el estado de la presién arterial, la
obesidad o la actividad fisica intensa, pero si con el consumo de tabaco (Tablas 7 y 8). Un modelo
de regresion logistica que incluia el tipo de variante y la exposicién al tabaco mostré que los
pacientes con variantes LoF tenian menos riesgo de desarrollar QR con la exposicidn al tabaco en
comparacion con los pacientes con variantes missense, pero esto carecia de significacidon

estadistica (OR ajustada 2,05 [IC 95% 0,96-4,39]) (Tabla 9).

Renal Cyst

Variant type: === Lof E Missense

Cumulative hazard
>

p=0.15

20 40 60 80
Years

O

Figura 13. Incidencia acumulada de quistes renales segun tipo de variante. Rojo: loss of
function; Azul: missense. Las areas coloreadas representan los intervalos de confianza.
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Tabla 9. Modelo de regresidn logistica multivariante para las variables quistes renales,

tipo de variante y tabaco.

Manifestacion clinica QR
Variable OR (95% Cl) I p-valor*
Tipo variante
Missense Ref.
LoF 0.23(0.08-0.65) 0.005
Tabaco
No Ref.
Si 2.05(0.96-4.39) 0.065

QR: Quiste Renal; LoF: Loss of Function; OR: Odds Ratio; * Wald’s test.

5.2.5. Canceres renales

De 175 pacientes con informacién clinica confirmada, 19 presentaban CR (10,9%), 11

7y 8).
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hombres y 8 mujeres, 14 eran casos indice. Siete de ellos presentaban también QR. Un paciente
fue diagnosticado de dos CR, bilaterales, sincrénicos. La mediana de edad en el momento del
diagndstico fue de 37,4 afos ([IQR 30,2-53,2], rango 10-67) (Figura 14). Diez casos eran portadores
heterocigotos de la VP FH (NM_000143.4): c.1118A>G;p.(Asn373Ser), tres de ellos a una edad muy
temprana (un nifio a los 10 afios, un joven a los 20 afios y una mujer con CR bilateral a los 24 afios).
No se observaron diferencias significativas segun el tipo de variante, el sexo, el estado de presidn
arterial, el consumo de tabaco o la obesidad en el modelo de regresion logistica univariante y
multivariante, pero los que realizaban una actividad fisica intensa mostraron una tendencia no

significativa a desarrollar CR en el modelo de regresion logistica multivariante (p = 0,067), (Tablas




Casos y edad de diagnostico de CR
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Figura 14. Edad de diagndstico de cancer renal y tipo de variante.
CR, cancer renal.

El diagndstico histopatolégico de los 20 tumores identificéd diversos patrones de CR. La
morfologia papilar fue la mas frecuente (n = 14), con 10 casos (50%) de tipo 2 y 4 (20%) de tipo
papilar no subclasificados. Cuatro casos (20%) fueron de variedad células claras y 2 (10%) tenian
solo el diagndstico de carcinoma sin mas especificaciones (Tabla 10). Siete (35%) de los 20 tumores
presentaban componente quistico. Una paciente fue diagnosticada de CR después del estudio
genético directo positivo al revisar la prueba de imagen previa en la que presentaba un QR. Segun
la presentacion inicial, 6 fueron clasificados como estadio I, 2 estadio Il, 3 estadio lll, 4 estadio IV
y en 4 pacientes no se disponia de esta informacién. La mediana de supervivencia global fue de
8,01 aios [IC 95%: 4,0-12,8]. En los pacientes con estadios | y I, no se alcanzé la mediana de
supervivencia global y la media fue de 15,5 afios [IC 95%: 9,6-21,4]. En los pacientes con estadios
Il y IV, la mediana de supervivencia global fue de 2,9 afos [IC 95%: 1,4-4,4] (Figura 15). Un
paciente con CR en estadio | tenia un cancer de vejiga avanzado sincrénico y fallecié por este

segundo tumor a los 35,9 meses del diagndstico.
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Tabla 10. Variedades histolégicas canceres renales

Histologia n %

Papilar tipo 2 10 50
Papilar sin especificar 4 20
Células claras 4 20
Carcinoma sin especificar 2 10
Total 20 100
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Figura 15. Supervivencia global estimada (Kaplan—Meier) de pacientes con cancer renal estadios
'y Il vs. estadios Ill y IV. CR, cancer renal.

Siete pacientes que desarrollaron enfermedad metastasica recibieron tratamiento
antiangiogénico con y sin inmunoterapia, con una mediana de supervivencia global de 34,9 meses
[IC 95%: 29,0-40,9] (Figura 16). De ellos, una paciente con estadio | inicial recidivé y tras recibir
estos tratamientos sistémicos fallecido a los 32,1 meses. Otros 2 pacientes en estadio Il al

diagndstico recidivaron; en una se consiguié remisién completa con inmunoterapia y en el otro
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remision parcial con antiangiogénico. Dos de los 4 pacientes con CR en estadio IV estaban vivos y

en tratamiento con antiangiogénico a los 24 y 50,7 meses, respectivamente.

Supervivencia global pacientes tratados con terapias dirigidas
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Figura 16. Supervivencia global estimada (Kaplan—Meier) de pacientes con cancer renal
metastdsico tratados con terapias dirigidas. CR, cancer renal.

5.2.6. Otros tumores

Veintisiete (15,8%) de 171 pacientes en los que se disponia de informacion clinica
confirmada, 13 mujeres y 14 hombres, presentaban otras neoplasias. En 153 pacientes se pudo
revisar los estudios radioldgicos y nueve fueron diagnosticados de adenomas suprarrenales
(5,9%), con una mediana de edad de 55,1 afios (IQR 46,6-59,8). Los tipos de tumores malignos
fueron cinco casos con cancer de prdstata, tres con cancer de vejiga, dos con cancer de colon, dos
con cancer de mama, dos carcinomas basocelulares cutaneos, dos carcinomas escamosos
cutaneos, dos linfomas no Hodgkin, un melanoma, un cancer de pulmoén, un cancer de pancreasy

un tumor carcinoide.

45



6. VARIANTE PATOGENICA FH (NM_000143.4): c.1118A>G; p.(Asn373Ser)

6.1. Estudio caracter fundador. Caracterizacion de haplotipos. Objetivo 2.

Para la caracterizacién del haplotipo, se seleccionaron los casos indice de cada familia. Se
incluyeron 20 familias de la misma zona geografica (provincia de Alicante) y siete familias de otras
regiones espafiolas. Ademads, incluimos 20 controles sanos no emparentados para los calculos de

TMRCA como portadores de cromosomas no afectados.

El andlisis de haplotipos confirmé que las familias compartian un haplotipo comun (32/38
marcadores) que abarcaba entre 0,61y 0,82 Mb (1,40-1,89 cM) (Tablas 11 y 12). Se identificé un
haplotipo conservado que co-segregaba con la VP y estaba ausente en los controles sanos. Este
resultado sugiere fuertemente que la variante FH (NM_000143.4): c.1118A>G; p.(Asn373Ser) es
una mutacion fundadora, descartando asi la hipétesis del punto caliente (hotspot) de mutacién

recurrente.
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Tabla 12: Estudio de haplotipos a partir de microsatélites circundantes al locus de FH en familias
portadoras de FH_c.1118A>G (resaltada en rojo) de las provincia de Alicante, Madrid y
Barcelona. Na = No analizado (agotamiento de muestras).

‘ DlSZBDD‘ D1s2670| D1s2785 D153D4‘ D15130‘ D1S204 | FH ¢.1118A>G | D1S547 | D1s2842 | D1s2811 ‘ 0152532‘
Alicante 1 - 131 170 175 178 170 G 294 - - 141
Alicante 2 - - 170 175 178 170 G 294 229 - 141
Alicante 3 - 131 170 175 178 170 G 294 -
Alicante 4 - - - 175 178 170 G 294 229 164 141
Alicante 5 - 131 170 175 178 170 G 294 229 164 141
Alicante 6 - - - 175 178 170 G 294 - - 141
Alicante 7 - - 170 175 178 170 G 294 229 164 141
Alicante 8 - - 170 175 178 170 G 294 -
Alicante 9 - 170 175 178 170 G 294 229
Alicante 10 - - - 175 - 170 G 294 229 164 141
Alicante 11 - 131 170 175 - 170 G - 164 141
Alicante 12 - 131 170 175 178 170 G 294 - 164
Alicante 13 - 131 170 175 178 170 G 294 229
Alicante 14 - 131 - 175 178 170 G 294 229 164 141
Alicante 15 - - 170 175 178 170 G 294 229 164
Alicante 16 - - 175 178 170 G 229
Alicante 17 - 131 170 175 178 170 G 294 229 164 141
Alicante 18 - 131 170 175 178 170 G 294 -
Alicante 19 - - - 175 178 170 G 254 229 164 141
Alicante 20 - 131 170 175 178 170 G 294 -
Madrid 1 - - 170 175 178 170 G 294 -
Madrid 2 - T3T 170 175 178 170 G 294 229 na 141
Madrid 3 - 131 170 175 - 170 G 254 - na
Madrid 4 - 131 - 175 - 170 G 294 229 na 141
Barcelonal - 131 170 175 178 170 G 294 - na
Barcelona 2 - - 170 175 178 170 G 294 - na 141
Barcelona 3 - - 170 175 178 170 G 294 - na

Minimun shared haplotype (0,61-0,82 Mb)

El haplotipo minimo comun de 0,61-0,82 Mb identificado en portadores de la VP FH c.1118A>G
estd conservado en todos los portadores, independientemente de su lugar de procedencia.

La edad de la VP se estimé utilizando un método de marcador Unico (110), con D1S2785 y
D1S2842 como marcadores recombinantes principales, basandose en los genotipos observados
en los cromosomas afectados. El nimero estimado de generaciones desde la aparicion del
ancestro comun mas reciente se situé entre 12 y 26. Suponiendo 25 afios por generacidn, la

variante FH fundadora surgié entre 300 y 650 afios atras (ca. 1370-1720).
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6.2. Caracteristicas clinicas

En total se analizan los datos de 104 pacientes, pertenecientes a 31 familias diferentes,
portadores heterocigotos de la VP FH (NM_000143.4): ¢.1118A>G; p.(Asn373Ser) de los cuales 31
eran casos indice y 73 familiares. Este grupo incluia 53 mujeres (51%) y 51 hombres (49%) con una
edad media de 53,3 (rango, 12-91) afios; 94 pacientes de 26 familias procedian de la provincia de
Alicante. La prevalencia estimada de HLRCC por la variante fundadora en esta provincia es de

6,26/100.000 habitantes.

6.2.1. Leiomiomas cutaneos

De 99 pacientes con un examen dermatoldgico, 64 presentaban LMC (64,6%), 36 mujeres,
28 hombres (Figura 18). La edad media del diagnéstico fue de 35,8 afios [SD 13,6]. En comparacién
con los pacientes portadores de VP tipo LoF, la frecuencia de LMC fue mayor en la presente
cohorte (Tabla 13). No se detectaron diferencias en funcion del sexo. A la mayoria de los familiares
se les diagnosticé LMC mediante examen dermatoldgico tras un resultado positivo en las pruebas

genéticas. No se detectd ninglin caso de leiomiosarcoma cutaneo.

Tabla 13. Correlaciones genotipo-fenotipo por tipo de variante.

_ c.1118A>G LoF™
\Variante
n(%) n(%) p-valor*

Manifestaciones clinicas

LMC 64 (64,6) 21(51,2) 0,138
LMU 50 (98,0) 18(72,0) 0,002
QR 36 (42,4) 8(21,1) 0,022
CR 10 (10,4) 6(14,3) 0,716

LoF, loss of function; OR, odds ratio; *, X? test
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6.2.2. Leiomiomas uterinos

Cincuenta de las 51 mujeres (98%) que se sometieron a examen ginecoldgico presentaban
LMU, a una edad media de 28,7 afios [SD 6,8] (Figura 18). Esta frecuencia fue superior a la
detectada en mujeres con VP tipo LoF (Tabla 12). Una paciente fue intervenida mediante
histerectomia a los 21 afios por un mioma de rapido crecimiento, estableciéndose el diagndstico
anatomopatolégico de leiomiosarcoma y por el que recibié tratamiento complementario con
radioterapia pélvica. Una nueva revisién patoldgica reciente ha establecido el diagnostico de

leiomioma atipico, sin caracteristicas de malignidad o agresividad.
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Figura 17. Incidencia acumulada por edad al diagndstico de las diferentes manifestaciones
clinicas en portadores FH c.1118A>G. A) Mujeres y B) Hombres. Leiomiomas uterinos en purpura
(LMU), leiomiomas cutaneos en rojo (LMC), quistes renales en azul (QR), y carcinoma renal en verde (CR).

6.2.3. Quistes renales

Se diagnosticd QR en 36 (42,4%) de los 85 pacientes que se habian sometido a pruebas de
imagen (ecografia, TC, RM), 18 (50%) mujeres y 18 (50%) hombres (Figura 17), con una edad media
de 50,9 afos [SD 19,5]. Estas frecuencias fueron superiores a las observadas en individuos con VP

de tipo LoF (Tabla 12). Un paciente fue diagnosticado a los 21 afios de una masa renal, por la que
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fue intervenido; resulté ser un QR de gran tamafio con contenido hemorrdgico y el examen

anatomopatolégico mostré células atipicas en la pared del quiste.

6.2.4. Cancer renal

De 96 pacientes con informacidn clinica completa, 10 presentaron un CR (10,4%), siete
hombres y tres mujeres. Una mujer presenté dos CR bilaterales y sincrénicos. La mediana de edad
en el momento del diagndstico fue de 40,6 aios [SD 20], destacando tres casos con inicio a una
edad muy temprana: un nifio a los 10 afios, un joven a los 20 afios y la mujer con CR bilateral a los
24 afios (Figura 17). Ademas del patron papilar tipo 2, que fue el patrdn histologico mas frecuente,
otros subtipos fueron carcinoma de células claras, carcinoma papilar sin especificar, carcinoma de
conductos colectores y carcinoma no clasificado. No hubo diferencias en comparacién con los

pacientes portadores de las VP de tipo LoF (Tabla 12).
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DISCUSION

La HLRCC es un sindrome muy poco frecuente incluido en el catdlogo de enfermedades
raras de Orphanet (111). La prevalencia es muy baja, 1/200.000 (58). Sin embargo, puede estar
subestimada debido a diagndsticos errdneos (112,113). Las principales manifestaciones son LMC
y LMU. Las lesiones cutdneas a veces son escasas e individuales, como cicatrices de picaduras o
de acné. Ademas, los fibromas uterinos son relativamente frecuentes en mujeres de mediana
edad. Por ello, los profesionales sanitarios no suelen sospechar que los individuos puedan

padecer HLRCC.

En la base de datos ClinVar (103) se han notificado un total de 333 variantes patogénicas
y 142 variantes probablemente patogénicas de FH causantes de HLRCC o FMRD. Sin embargo,
segln la base de datos de genoma poblacional gnomAD v3.1.2 la frecuencia de portadores de
VP en FH es aproximadamente de 1778 por cada 100.000 individuos (114), lo que denota que el

sindrome HLRCC esta infradiagnosticado.

El gen FH se localiza en el cromosoma 1qg42.1, con 1533 nucledtidos y 10 exones. Codifica
dos isoformas de FH, una localizada en la mitocondria que participa en el ciclo TCA catalizando
la hidratacion del fumarato a I-malato, y otra en el citosol que participa en el ciclo de la ureay
en el metabolismo de la arginina (53). Se han descrito alrededor 333 VP y 142 VPP causantes de
HLRCC o aciduria fumdrica, principalmente VP missense, pero también hay variantes frameshift,
nonssense, splicing y deleciones (55,102). Aqui describimos 27 variantes causantes de HLRCC,
12 (44%) de las cuales no se habian descrito previamente en bases de datos (103,115). Catorce
variantes se clasificaron como VP disruptivas con pérdida de funcién, denominadas LoF, y 13

eran VP y VPP missense.

Las variantes disruptivas (nonsense, frameshift, splicing y grandes reordenamientos)
eliminan por completo la funcién génica proveniente del alelo mutado. Por el contrario, las

variantes de tipo missense pueden generar una disminucion parcial de la actividad enzimdtica
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quedando una funcionalidad residual, que previsiblemente se podria traducir en una menor
penetrancia y/o efecto fenotipico menos agresivo. Es esperable que la combinacién de la
naturaleza de la alteracion genética en linea germinal, junto con la naturaleza de la alteracién
somatica subsequente (second hit), determine el efecto global de penetrancia y expresividad.
Se ha descrito que la pérdida de heterocigosidad (LoH) de FH es la principal alteracion genética
en tumores de pacientes con mutacién germinal de FH (69,116). La LoH es una alteracion
disruptiva que elimina por completo la funcionalidad de alelo alterado. En consecuencia, la
naturaleza de la alteracién germinal cobraria relevancia para estimar la penetrancia y
expresividad del fenotipo clinico asociado. En el presente trabajo, no se ha abordado el estudio

de alteraciones a nivel somatico, por lo que no tenemos informacidn directa al respecto.

Los LMC son tumores benignos de los musculos arrector pili. Estos musculos participan
en la termorregulacién y en respuesta a emociones fuertes, pero en los humanos su accion se
considera un reflejo vestigial. En los pacientes de este estudio, los LMC estaban presentes en el
64,8%, similar a otras series en la literatura (48.6-84%) (57,58,117). Algunos pacientes fueron
diagnosticados errdneamente de cicatrices post-acné u otras lesiones cutaneas crénicas, como
han descrito previamente varios autores (50,77,78,117). Muchos de los familiares de los casos
indice fueron diagnosticados por dermatdlogos tras la prueba genética positiva, ya que no eran
conscientes de las lesiones. Los pacientes con VP y VPP missense presentaron una mayor
frecuencia de LMC que aquellos con VP de tipo LoF, lo que hasta ahora no se ha descrito en otras
series. Sin embargo, no se observan diferencias significativas en la incidencia acumulada cuando
se estratifica por tipo missense vs. LoF. Dos pacientes han sido diagnosticados de

leiomiosarcomas cutaneos (1,7%), frecuencia baja tal y como se ha publicado (77,118).

Casi todas las mujeres (77-100%) con LHRCC desarrollan LMU, mas numerosos, grandes
y a una edad mas temprana que los casos esporadicos. En nuestra serie, el 90,3% de las mujeres

fueron diagnosticadas de LMU a edad similar a la descrita (50,59,70,77,119-122) observandose
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una mayor frecuencia en mujeres portadoras de VP y VPP missense que en aquellas con VP de
tipo LoF, y esto tampoco se habia descrito antes. No se ha demostrado diferencias entre tipos
de VP en la incidencia acumulada. En algunos casos la miomectomia fue el tratamiento
quirdrgico, pero se realizo histerectomia al 55,4% de las mujeres a una edad media de 34,4 afios,
como el mejor tratamiento para sus sintomas. Los leiomiomas esporadicos se desarrollan
durante el periodo reproductivo de la mujer, remitiendo habitualmente tras la menopausia (61),
y muestran una mayor expresion de receptores de estrégenos y progesterona y factores
angiogénicos HIF en comparacién con el miometrio normal (63). Los LMU de pacientes con
HLRCC estdn mas vascularizados y muestran mas sobreexpresién de HIF1 y VEGF que los
leiomiomas esporadicos (66,67). Esto debe ser tenido en cuenta por los ginecélogos para
prevenir complicaciones hemorragicas en el momento de la cirugia. Se ha descrito
transformacion a leiomiosarcomas, aunque las nuevas directrices diagndsticas clasifican estos
tumores como leiomiomas atipicos, no malignos (62,69,77). Una paciente de esta serie fue
diagnosticada de leiomiosarcoma uterino a los 21 afios, y sobretratada con radioterapia después

de la histerectomia.

Se ha establecido la asociacidon entre QR y CR (71). En el sindrome HLRCC el 36% de
pacientes presentan QR, a una edad mas temprana que los casos esporadicos (69). El uso de la
clasificacion de Bosniak para los QR no parece adecuado en estos pacientes debido al mayor
riesgo de transformacién maligna. En nuestra serie, el 37,3% de los pacientes tenian QR y 7/19
de los CR tenian componentes quisticos confirmados. Los pacientes con VP y VPP missense
presentaban QR con mayor frecuencia que aquellos con VP de tipo LoF. Esta diferencia no se ha
descrito en otras series. No se observaron diferencias en la incidencia acumulada por tipo de

variante.

Los CR no son una Unica enfermedad, sino varias enfermedades diferentes con distintos

patrones histoldgicos y prondsticos, en los que el complejo HIF es la piedra angular de la
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patogénesis (26,33), y deben considerarse enfermedades metabdlicas. En el sindrome Von
Hippel — Lindau y en los CR esporadicos, las mutaciones germinales y somaticas en el gen VHL

conducen a la regulacién al alza del complejo HIF, con accién pro-angiogénica.

Tanto en el HLRCC como en el sindrome de paraganglioma/feocromocitoma hereditario
(causado por mutaciones en los genes del complejo SDH), hay sobreexpresion de HIF en los
tejidos tumorales. Ambos sindromes afectan al ciclo de Krebs, y en ambos se produce una
inhibicidn de las hidroxilasas PHD y la consiguiente estabilizacion de HIF por el fumarato y el
succinato acumulados. Sin embargo, debe haber otros mecanismos para explicar las diferentes
manifestaciones clinicas (123). El riesgo publicado de desarrollar CR en pacientes con HLRCC es
del 15-34%, con una media de edad de 44 afios; mas frecuente en hombres, generalmente
unilateral y diagnosticado en estadios avanzados con una evolucidén extremadamente agresiva
(50,69,77,78,80,84,117,119,120,124,125). En nuestra serie, la tasa fue inferior, del 10,9%. Esta
baja tasa podria ser mas realista que las publicadas en otras series seleccionadas por el
diagnédstico de CR. La mediana de edad en nuestros pacientes es menor (37,4 afios), incluyendo
cuatro casos menores de 25 anos. El tabaquismo, la hipertension y la obesidad son factores de
riesgo establecidos para el CR, que puede reducirse modestamente mediante la actividad fisica.
Sin embargo, no se han encontraron diferencias significativas para estos factores en este

estudio.

Durante muchos anos, el CR papilar tipo 2 se ha asociado especificamente con el
sindrome HLRCC, pero diferentes comunicaciones han descrito otros patrones morfolégicos
como el tubuloquistico, el de conductos colectores y de células claras (en nuestra serie cuatro
casos). En la clasificacién de la OMS de 2016 de Tumores del Sistema Urinario de la OMS, se
propuso el CR asociado a HLRCC (cddigo 8311/3) (21) como una nueva entidad con
caracteristicas patoldgicas variables, pero con una arquitectura papilar especifica con

citoplasma eosinofilico abundante, nucleos grandes, nucleolos muy prominentes, halos
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perinucleolares y generalmente grado Fuhrman de tres a cuatro. Esto subraya la importancia de
buscar caracteristicas subcelulares en histopatologia y el uso de técnicas inmunohistoquimicas
para detectar la presencia de residuos de 2SC o la ausencia de FH para evitar diagndsticos
erroneos. A diferencia de otras series publicadas, en nuestro estudio la mayoria de los pacientes
con CR diagnosticados en estadios |-l tuvieron una supervivencia similar a los casos esporadicos.

La media de supervivencia fue superior a la publicada en otra serie (15,5 vs. 7,3 afios) (58).

No hay resultados de ensayos clinicos de fase Il de tratamiento especifico para el cdncer
renal asociado a FH, por lo que el tratamiento es igual que para otros tipos de CR, basado en
terapia antiangiogénica y de inmunoterapia. Un estudio fase Il en pacientes con CR papilar 1y 2
avanzado o metastdsico tratados con Sunitinib como terapia de primera linea alcanzé una
mediana de supervivencia global de 17,8 meses para el subtipo 1 (IC95%: 5,7-26,1) y 12,4 meses
para el subtipo 2 (IC 95%: 8,2-14,3) (126). En otro estudio fase Il con Bevacizumab y Erlotinib en
pacientes con CR asociado a FH y carcinoma papilar esporddico metastasicos la tasa de respuesta
global fue del 51% (IC del 95%: 40-61) en todos los pacientes y del 64% (IC del 95%: 49-77) en la
cohorte de HLRCC, y la mediana de supervivencia sin progresion fue de 14,2 meses (IC del 95%:
11,4-18,6) en todos los pacientes, y de 21,1 meses (IC del 95%: 15,6-26,6) en los pacientes con
HLRCC (127). Varios ensayos en fases iniciales I-Il para pacientes con CR asociado a FH se estan
llevando a cabo (128-130). La inmunoterapia ha mostrado resultados prometedores en
pacientes con CR papilar. La combinacién de Savolitinib y Durvalumab consiguié una mediana
de supervivencia global de 12,3 meses (IC 95% 5,8-21,3) (131). En nuestro estudio, los pacientes
con CR metastasicos tratados con antiangiogénicos con o sin inmunoterapia obtuvieron una

mediana de supervivencia global de 35 meses.

Las recomendaciones de cribado o diagndstico precoz de CR en individuos con sindrome
HLRCC, consisten en la realizacidn de RM renal preferiblemente una vez al afio a partir de los 8-

10 afios de edad, aunque el riesgo es bajo hasta los 20 afios (85,125). El TC también resulta util,
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aunque implica mayor exposicién a radiacién lo que en la medida de los posible deberia ser
evitado. Dados los resultados de este estudio, apoyamos esta recomendacién, especialmente
en pacientes con la VP FH (NM_000143.4): c.1118A>G; p.(Asn373Ser) entre los que se han
diagnosticado los casos mas joévenes de CR (a los 10, 20 y 24 afios). No se recomienda el cribado
solo con ecografia, ya que las lesiones pueden ser isoecoicas y no detectarse. Por otra parte, los
criterios de Bosniak (132) para clasificar los QR por el riesgo de que se malignicen a CR no

deberian utilizarse en estos pacientes.

Se ha asociado un mayor riesgo de otros tumores a este sindrome, como adenomas y
carcinomas adrenocorticales, tumor de Wilms, tumor de células de Leydig, tumor del estroma
gastrointestinal, cistadenomas ovaricos, feocromocitomas y paragangliomas (86,87,120). La
posibilidad de feocromocitomas y paragangliomas debe tenerse en cuenta en los pacientes con
diagndstico de lesiones de las gldndulas suprarrenales detectadas por pruebas de imagen. Hasta
la fecha, no se ha diagnosticado ningun caso de feocromocitomas o paragangliomas en nuestra
serie, aunque nueve (5,9%) pacientes presentaban lesiones compatibles con adenoma
suprarrenal, con una edad media de 55,1 afios (rango 46,6-59,8). Los estudios radioldgicos
reportan una frecuencia de alrededor del 4,5% de este tumor en la poblacién general (133). No

se ha observado un aumento de la incidencia de otros tipos de canceres en este estudio.

La deteccidon de variantes patogénicas recurrentes en una poblacidon determinada
sugiere la posibilidad de que se trate de una mutacidon fundadora, que implica que todas las
familias que presentan la alteracidon estan genéticamente relacionadas y proceden de un
ancestro comun. Alternativamente, podria tratarse de un hotspot que indicaria que las distintas
familias que lo presentan no estan genéticamente relacionadas. Para evidenciar si una variante
recurrente en una poblacién concreta tiene un efecto fundador, la estrategia metodoldgica
utilizada es el analisis de haplotipos, que consiste en genotipar un conjunto de polimorfismos

(SNP y/o microsatélites) con un alto porcentaje de heterocigosidad, que se encuentren
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circundando la variante potencialmente fundadora a estudio. Si diferentes individuos
portadores de la variante a estudio procedentes de diferentes familias, aparentemente no
relacionadas, comparten un haplotipo comuin de un tamafio significativo, se asume que estdn
genéticamente relacionados y tienen un origen comun. El tamafio del haplotipo minimo comun
entre diferentes individuos es inversamente proporcional al tiempo transcurrido desde que se
generd dicha mutacién, ya que hay mayor oportunidad de recombinaciéon en la regién que
contiene la mutacién cuantas mads generaciones transcurren desde la generacién de la mutacién
al momento actual. Si el resultado del analisis de haplotipos presenta una gran variabilidad entre
diferentes individuos sin identificar un haplotipo comun, se rechazaria la hipdtesis de mutacién
fundadora y se asumiria que se trata de eventos mutacionales independientes,

probablemente debido a un comportamiento de hotspot.

Hemos confirmado un haplotipo comun compartido en 27 individuos, de 27 diferentes
familias, portadores de la VP FH (NM_000143.4): c.1118A>G; p.(Asn373Ser) y probado que en la
provincia de Alicante el sindrome HLRCC es frecuente debido al efecto fundador de esta
variante, con una prevalencia estimada de 6,33/100.000 habitantes, la mayor reportada hasta
el momento. Esta misma VP se ha descrito previamente en pacientes de origen espafiol en otras
series publicadas (78,134). Hemos podido datar el evento mutacional entre los afios 1370-1720,

gue en su mayor parte corresponde al periodo histdrico de la Edad Moderna en Espaiia.

En los portadores de la VP FH (NM_000143.4): c.1118A>G;p.(Asn373Ser), de tipo
missense, se confirman las mayores frecuencias de LMC, LMU y QR en comparacién con los
portadores de variantes LoF. Sin embargo, la frecuencia de CR es del 10,9%, una tasa inferior a
la de otras series publicadas (12,4% a 34%) (56,58,59,77,117,120). Esta baja tasa puede indicar
un riesgo de CR mas real que el publicado en otras series de pacientes, en las que habria un
sesgo de seleccion. Sin embargo, 3 pacientes fueron diagnosticados con edad inferior a 25 afos.

A pesar de la baja frecuencia del cancer renal, la edad temprana de aparicién aconseja el uso de
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la RM como procedimiento diagndstico precoz y se ha demostrado su rentabilidad (41,135). Este
grupo representa un modelo in vivo Unico en el que se podrian estudiar las bases metabdlicas

del desarrollo tumoral, asi como el efecto de factores de riesgo externos para el cancer renal.

No hemos detectado hasta el momento ningun caso de aciduria fumarica en las familias

la VP FH (NM_000143.4): c.1118A>G;p.(Asn373Ser).

Como limitaciones de este estudio se podria sefalar la falta de informaciéon de datos
clinicos en algunos individuos y la posible variabilidad en el seguimiento debido a la falta de
adherencia a las recomendaciones de diagndstico precoz, que puede afectar a la precision en la
estimacion de los riesgos asociados, especialmente en las manifestaciones clinicas menos graves

o llamativas.

La caracterizacion de una mutacidn fundadora utilizando un elevado numero de
portadores es el mejor escenario para la definicion de un fenotipo clinico especificamente
asociado a dicha alteracidn, y para el establecimiento mas preciso de los riesgos asociados a
cada una de las manifestaciones clinicas relacionadas. Ademas, la alta prevalencia de esta VP
fundadora en la poblacidn alicantina permite un diagndstico genético mas eficiente en los casos

sospechosos de HLRCC, mediante el estudio genético directo.
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CONCLUSIONES

Conclusiones correspondientes al objetivo 1

1.

Se ha realizado la primera publicacién de pacientes con sindrome HLRCC de Espafia, siendo
la que mayor numero de individuos portadores de VP en el gen FH ha reportado.

Las manifestaciones son similares a las descritas en otras series, pero hemos encontrado
diferencias fenotipicas en los pacientes con mutaciones missense, que presentan una mayor
frecuencia de LMC, LMU y QR.

La frecuencia de CR en esta serie de individuos es inferior a la comunicada en otras series
publicadas anteriormente. Se ha analizado la posible influencia de los factores de riesgo
establecidos de CR, aspecto que ningun otro grupo ha publicado hasta el momento, aunque
dado el pequefio nimero de casos los resultados no han sido concluyentes.

Los QR deben vigilarse estrechamente como posibles precursores de CR, con TC o RM
preferiblemente como técnicas de imagen dptimas para la deteccién precoz de CR.

En cuanto a la histopatologia el patrén papilar tipo 2 es el mas frecuente, pero otros

patrones histoldgicos no excluyen este sindrome.

Conclusiones correspondientes al objetivo 2

6.

En la provincia de Alicante existe una alta prevalencia de HLRCC debido a la VP fundadora
FH (NM_000143.4): c.1118A>G; p.(Asn373Ser), confirmada por analisis de haplotipos. Se ha
calculado que la VP aparecio entre los afios 1370y 1720.

Los individuos portadores de esta VP missense presentan una mayor frecuencia de LMC,
LMU y QR en comparacidén con las frecuencias descritas en otros individuos portadores de
VP tipo LoF. Sin embargo, la frecuencia de CR es inferior.

En individuos con sospecha de HLRCC de la provincia de Alicante, el test genético mediante
analisis directo de la VP fundadora FH (NM_000143.4): c.1118A>G; p.(Asn373Ser) puede ser
una herramienta diagndstica mas rapida y eficiente en comparacion con la secuenciacion

completa del gen.
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9. Es muy importante ofrecer asesoramiento genético a los portadores heterocigotos de VP en
el gen FH sobre el riesgo de padecer CR, leiomiomas y sus complicaciones, asi como el riesgo
de aciduria fumdrica en su descendencia si su pareja fuera también portadora o portador
heterocigoto.

10. Alertar a los profesionales sanitarios como los médicos de familia, dermatdlogos,
ginecdlogos, neurdlogos, radidlogos, patdélogos o urélogos es importante para un

diagndstico precoz y correcto de este sindrome.
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Simple Summary: Hereditary leiomyomatosis and renal cell cancer (HLRCC) syndrome is a very
rare hereditary disorder characterized by cutaneous leiomyomas (CLMs), uterine leiomyomas (ULMs),
renal cysts (RCys) and renal cell cancer (RCC), with no data on its prevalence worldwide. No genotype-
phenotype associations have been described. The aim of our study was to describe the genotypic
and phenotypic features of the largest series of patients with HLRCC from Spain reported to date.
Of 27 FH germline pathogenic variants, 12 were not previously reported in databases. Patients with
missense pathogenic variants showed higher frequencies of CLMs, ULMs and RCys, than those
with loss-of-function variants. The frequency of RCCs (10.9%) was lower than those reported in the
previously published series.

Abstract: Hereditary leiomyomatosis and renal cell cancer syndrome (HLRCC) is a very rare hereditary
disorder characterized by cutaneous leiomyomas (CLMs), uterine leiomyomas (ULMs), renal cysts
(RCys) and renal cell cancers (RCCs). We aimed to describe the genetics, clinical features and potential
genotype-phenotype associations in the largest cohort of fumarate hydratase enzyme mutation carriers
known from Spain using a multicentre, retrospective study of individuals with a genetic or clinical
diagnosis of HLRCC. We collected clinical information from medical records, analysed genetic variants
and looked for genotype-phenotype associations. Analyses were performed using R 3.6.0. software.
We included 197 individuals: 74 index cases and 123 relatives. CLMs were diagnosed in 65% of patients,
ULMSs in 90% of women, RCys in 37% and RCC in 10.9%. Twenty-seven different pathogenic variants
were detected, 12 (44%) of them not reported previously. Patients with missense pathogenic variants
showed higher frequencies of CLMs, ULMs and RCys, than those with loss-of-function variants (p = 0.0380,
p = 0.0015 and p = 0.024, respectively). This is the first report of patients with HLRCC from Spain.
The frequency of RCCs was lower than those reported in the previously published series. Individuals
with missense pathogenic variants had higher frequencies of CLMs, ULMs and RCys.

Keywords: leiomyomas; hereditary leiomyomatosis; FH gene; missense pathogenic variants, renal
cell cancer

1. Introduction

More than 200 hereditary cancer susceptibility syndromes associated with specific gene mutations
are known: some of these are very rare. Genetic counselling and testing allow individuals to know their
risks, make choices for cancer screening, prevention and—in some forms of cancers—targeted treatment
therapies. Moreover, the study of hereditary tumours has improved understanding of the molecular
basis of tumorigenesis and in developing therapeutic target agents, especially for renal cancers.

In 1973, Reed et al. [1] described two families whose members presented with cutaneous leiomyomas
(CLMs) and uterine leiomyomas (ULMs) with an autosomal dominant pattern of inheritance, and a
20-year-old patient with renal cell cancer (RCC). First, it was named multiple cutaneous and uterine
leiomyomatosis or Reed syndrome. In 2001, Launonen et al. [2] proposed the term hereditary leiomyomatosis
and renal cell cancer (HLRCC; OMIM #150800). In 2002, Tomlinson et al. [3] proved that germline
heterozygous pathogenic variants in the gene encoding fumarate hydratase (FH) cause this syndrome,
adding to the group of known hereditary renal cancer genes such as VHL, MET, TSC1, TSC2, FLCN and SDH.

Pathogenic variants in FH generate inactivated fumarase or fumarate hydratase enzyme (FH)
and lead to failure of the tricarboxylic acid cycle (TCA), essential in cellular respiration to harvest or
release energy. Heterozygous carriers have an increased risk of CLMs and ULMs that rarely become
leiomyosarcomas, renal cysts (RCys) and RCCs [2-8] and other tumours such as paragangliomas or
suprarenal adenomas [9,10]. Homozygous carriers of FH suffer fumarate hydratase deficiency (FHD;
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OMIM 606812) or fumaric aciduria characterized by facial and brain abnormalities and very serious
encephalopathy [11]. The development of these patients is severely affected, with little life expectancy,
so it is very important to offer appropriate genetic counselling to heterozygous carriers.

Studies on more than 300 affected families have been published worldwide, but with no data on
prevalence [8,12]. Several large series have been published in the USA and Europe, but until now there
are no reports of cases of HLRCC in Spain, although the data of some patients have been included
in other series [7,8,13,14]. Here, we describe the clinical and genetic characteristics of carriers of FH
mutations in the largest series of patients diagnosed to date with HLRCC in Spain.

2. Materials and Methods

2.1. Patients and Data Collection

We included patients with clinical criteria of HLRCC and confirmed family diagnosis by genetic
testing on confirmed and obligated carriers between 2009 and 2019 from 11 different centers in Spain.
We created a database to collect clinical information from the medical records, such as presence and
age of diagnosis of CLMs, ULMs, leiomyosarcoma, RCys and RCCs, hysterectomy and age at surgery,
treatment of RCCs, presence and age of diagnosis of other tumours, presence of risk factors for RCCs
such as high blood pressure, tobacco use (smoking or passive smoking) and obesity (defined as a body
mass index >30 kg/m?), and if they did vigorous physical activity, defined as playing sports more
than 3 days per week (as a possible trigger of tumour development by increasing metabolic energy
demand). RCCs and other cancers were confirmed by histopathology of resected tumours. RCys
and adrenal adenomas were diagnosed by imaging procedures such as computed tomography scans,
magnetic resonance imaging or ultrasonography. Some RCys were confirmed by histopathology of
resected tumours.

2.2. Detection of Germline Mutations

DNA from peripheral blood samples was used for FH genetic testing. The whole coding sequence and
intron-exon boundaries were analysed by polymerase chain reaction amplification and Sanger sequencing
for single nucleotide variants and insertion/deletion type of variants. Copy number variations/variants were
analysed by multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) according to the manufacturer’s
protocol (SALSA MLPA Probemix P198, MRC-Holland, The Netherlands). Alternatively, next-generation
sequencing and further confirmation of findings by Sanger sequencing or MLPA, depending on the
variant type, were also performed in a subset of cases. Similarly, relatives at risk were tested using Sanger
sequencing or MLPA. The variants were described using the current version of human genomic variant
search nomenclature [15], considering LRG_504t1 (NM_000143.3) as the transcript reference sequence.
The clinical significance of variants was assessed using the American College of Medical Genetics and
Genomics criteria [16]. Over 70 genomic databases were considered through the VarSome [17] data mining
tool, including ClinVar [18]. ClinVar provides supporting evidence on the relationships among human
genetic variations and phenotypes.

All patients with a genetic diagnosis gave written informed consent for genetic testing according
to the Spanish legislation. This study was approved by the Research Ethics Committee of the Hospital
General Universitario de Elche on 25 January 2018 (code PI 42/2017).

2.3. Statistics

Statistical analyses were performed using R statistical software version 3.6.0 (R Foundation for
Statistical Computing). Concerning the descriptive analysis, the qualitative variables are presented as
percentages, the continuous quantitative variables are described as the mean and standard deviation
(SD) or as the median and the interquartile range (IQR). Categorical variables were compared using
chi-squared and Fisher’s exact tests and multivariate logistic regression. Odds ratio (OR) was calculated
to estimate de strength of association between variables. Confidence level used was 95% confidence
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interval (95%CI). Significance was accepted at p < 0.05. Cumulative incidence of events was estimate

40f16

with the cumulative hazard function. Overall survival was estimated by Kaplan-Meier method.

3. Results

We identified 197 heterozygous carriers of 27 germline variants in FH: 74 index cases and 123
relatives belonging to 74 different families. There were 113 women (57.4%) and 84 men (42.6%), with a
mean age of 51.1 years (SD 13.4). All 27 variants were class five or four: 13 missense, five frameshift,
four large deletions, three splice-site and two nonsense variants. Twelve (44%) were not previously

reported in databases [16,17,19] (Table 1, Table S1).

Table 1. Genotype and phenotype characteristics of HLRCC families.

No. Families/

Variant Class V;riam No. Individual CLM* ULM* RCy* RCC*  Origin
ype (Male; Female)
No. affected patients/Total no

Del FH 5 LoF 2/6 (4;2) 2/6 1/2 2/6 0/6 Spain
Del exon 2 5 LoF 1/1(0; 1) 1/1 0/1 0/1 1/1 Spain
c139C>T 5 LoF 1/1(0; 1) 1/1 1/1 ? 0/1 Spain
¢.267 +1_267 + 10del 5 LoF 1/1(0; 1) 1/1 0/1 0/1 0/1 Spain
c301C>T 5 LoF 1/1(0; 1) 1/1 1/1 1/1 0/1 Spain
c.349G > C 4 Missense 2/3(1;2) 2/2 2/2 ? 0/3 Spain
c.395delT 5 LoF 1/16 (5; 11) 1/15 6/10 0/14 2/16 Spain
c.553delC 5 LoF 1/1 (0; 1) 1/1 1/1 R ? Spain
555 +1G > A 5 LoF 1/1(0; 1) 1/1 1/1 1/1 0/1 Spain
c.563A > G 4 Missense 1/2(1; 1) 1/2 0/1 0/1 0/1 Spain
c575C>T 4 Missense 4711 4;7) 11/11 7/7 5/11 0/11 Spain
c.697C > T 4 Missense 5/10 (5; 5) 5/9 4/4 3/6 0/6 Spain
c.698G > A 5 Missense 4/7 (2;5) 4/6 4/4 1/1 1/3 Spain
c.703C >T 4 Missense 1/1(0; 1) ? ? ? 0/1 Spain
c.845G >T 4 Missense 3/6 (2; 4) 5/5 3/4 3/4 1/5 Spain
c.893del 5 LoF 1/2 (0; 2) 2/2 1/1 0/1 0/1 Spain
c.905-2A > G 5 LoF 1/1 (1, 0) 1/1 - 1/1 0/1 Spain
c.965T > G 4 Missense 1/1(0; 1) 1/1 1/1 0/1 0/1 Spain
c.974delG 5 LoF 1/3(1;2) 1/1 ? 0/1 1/1 Spain
Del exon 8 5 LoF 3/6 (1, 5) 4/5 4/4 3/6 1/6 Spain
c1112A > G 4 Missense 1/1 (1, 0) 1/1 - 0/1 0/1 Peru
c1118A > G 5 Missense 31/104 (51; 53) 64/99 50/51 36/85 10/101 Spain
c.1126delC 5 LoF 1/6 (4;2) 5/6 2/2 0/6 0/6 Spain

c.1189G > A 4 Missense 2/2 (0; 2) 1/2 2/2 0/2 0/2 Colombia

c.1217A > C 4 Missense 1/1 (1;0) 1/1 - 0/1 0/1 Cuba

c.1240A > G 4 Missense 1/1(0; 1) 0/1 1/1 1/1 1/1 Belarus
Del exon 9 5 LoF 1/1(0; 1) ? 1/1 ? 1/1 Spain

Loss of Function 17/47 (16; 31) (5211/2%,2) (;5/502) (231/.38%/0) (12/.%%/0)
Missense 57/150 (68; 82) (22/ s o o (4492/161/5) 293{31??

HLRCC, Hereditary leiomyomatosis and renal cell cancer; CLM, cutaneous leiomyomas; ULM, uterine leiomyomas;
RCy, renal cysts; RCC, renal cell cancer; LoF, Loss of Function; * Confirmed clinical information; ?, no information.
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One hundred and four patients from 31 non-related families were heterozygotic carriers of the
pathogenic variant c.1118A > G; p.Asn3735er: 53 women and 51 men. Twenty-two families (95 individuals)
originated from the province of Alicante in the south-east of Spain. Considering the population of Spanish
origin in this province, the estimated prevalence is 6.7/100,000 inhabitants.

In looking for genotype-phenotype associations, the pathogenic and probably pathogenic genetic
variants were classified into two groups: (a) loss of function, which includes those disruptive variants
that would generate truncated proteins or loss of protein expression (nonsense, frameshift, consensus
splice site and large deletions) and (b) missense variants, where the predicted functional effect would
be milder.

3.1. Cutaneous Leiomyomas

One hundred and eighteen of 182 patients with dermatologic examination results presented with
CLMs (64.8%), 69 women (58.5%) and 49 men (41.5%). The median age of appearance or diagnosis
was 36.2 years, (IQR 28.0-48.3) (Figure 1). Two cases (1.7%)—one woman and one man—developed
cutaneous leiomyosarcoma at the age of 46 years and 56 years, respectively. The frequency of CLMs was
higher in individuals with missense than those with loss-of-function (LoF) variants (68.8% vs. 51.2%;
p =0.038; OR 0.47, (95%CI 0.23-0.96)) (Table 2). The cumulative incidence of CLM stratified by variant
type did not show significant differences (Figure S1). Univariate analyses and multivariate logistic
regression analysis did not reveal differences according to gender, blood pressure status, tobacco use,
obesity or use of vigorous physical activity (Tables S2 and S3).

Cutaneous Leiomyomas

Cumulative event probability

0 25 50 75 100
Years

Figure 1. Cumulative incidence of cutaneous leiomyomas.
3.2. Uterine Leiomyomas

Of 103 women with gynaecological examinations, 93 (90.3%) had ULMs, at a median age of 30.7 years
(IQR 24.9-34.2) (Figure 2). The frequency of ULMs was higher in individuals with missense than those with
LoF variants (96.2% vs. 72%; p = 0.001; OR 0.10, (95%ClI 0.02-0.43)) (Table 2). The cumulative incidence of
ULM stratified by variant type did not show significant differences (Figure 52). The univariate analyses
and multivariate logistic regression did not find differences according to blood pressure status, tobacco
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use, obesity or use of vigorous physical activity (Tables S2 and S3). Hysterectomy was performed in 55.4%
of women, at a median age of 34.4 years (IQR 32.0-38.9). In one patient aged 21 years, the pathological
diagnosis was leiomyosarcoma (1.3%), and she received pelvic radiotherapy after surgery. A recent
pathology review has confirmed the diagnosis of atypical leiomyoma in this case.

Table 2. Phenotype/Genotype associations.

Mar?ilflt.;ltiions Affl\;[:ts:;?;:t:?%) Affecfe(:il;"s)(t)a;l (%) OR (95%CT) p-Value *
CLM 97/141 (68.8) 21/41 (51.2) 0.47 (0.23-0.96) 0.038
ULM 75/78 (96.1) 18/25 (72.0) 0.10 (0.02-0.43) 0.001
RCy 49/115 (42.6) 8/38 (21.0) 0.35 (0.15-0.85) 0.017
RCC 13/133 (9.7) 6/42 (14.2) 1.53 (0,55-4,34) 0.412

CLM, cutaneous leiomyomas; ULM, uterine leiomyomas; RCys, renal cysts; RCC, renal cell cancer; LoF, loss of
function; OR, odds ratio; C: confidence interval; * X? test.

Uterine Leiomyomas

Cumulative event probability

0 25 50 75
Years

Figure 2. Cumulative incidence of uterine leiomyomas.

3.3. Renal Cysts

Of 153 patients with radiological records, 57 (37.3%) presented with RCys, 33 women (58%) and
24 men (42%), at a median age of 53.3 years (IQR 37.2-62.9). One operated patient presented with a
haemorrhagic renal cyst with atypia. The frequency was higher in individuals with missense than those
with LoF variants (42.6% vs. 21.1%; p = 0.017; OR 0.35, (95%CI 0.15-0.85)) (Table 2). The cumulative
incidence of RCy stratified by variant type did not show significant differences (Figures S3 and S4).
Univariate analysis showed no differences according to gender, blood pressure status or vigorous
physical activity, but subjects with tobacco use (p = 0.076) and obesity (p = 0.058) showed a trend to
develop RCys. The multivariate logistic regression did not find differences according to blood pressure
status, tobacco use, obesity or use of vigorous physical activity (Tables 52 and S3). A logistic regression
model including type of variant and tobacco exposure showed that patients with LoF variants had
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less risk of developing RCys with tobacco exposure compared with patients with missense variants,
but this lacked statistical significance (adjusted OR 2.05, (95%CI 0.96—4.39)) (Table 3).

Table 3. Multivariate logistic regression model for Renal Cyst, variant type and tobacco variables.

Variable RCy
OR (95%CI) p-value *
Variant type

Missense Ref.

Lof 0.23 (0.08-0.65) 0.005
Tobacco

No Ref.

Yes 2.05 (0.96-4.39) 0.065

RCy: Renal Cyst; LoF: Loss of Function; OR: Odds Ratio; * Wald's test.

3.4. Renal Cell Cancers

Of 175 patients with confirmed clinical information, 19 presented with RCC (10.9%), 11 men and
eight women; fourteen were index cases. Seven of them also presented with RCys. One patient was
diagnosed with two synchronous bilateral RCCs. The median age at diagnosis was 37.4 years ((IQR
30.2-53.2), range 10-67) (Figure 3). Ten cases were heterozygote carriers of the pathogenic variant
c.1118A > G; p.Asn3735er, three of them at a very early age (a boy at 10 years, a young man at 20 years
and a woman with bilateral RCCs at 24 years). No significant differences were observed according to
the type of variant, sex, blood pressure status, tobacco use or obesity in the univariate and multivariate
logistic regression model, but those undertaking vigorous physical activity showed a non-significant
trend to develop RCCs in the multivariate logistic regression model (p = 0.067) (Tables S2 and S3).

Cases and age of diagnosis of RCC

4
3
2 2 2 2
2
1 1 1 1
1 I
. o
0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70

M Missense M LoF

Figure 3. Age at diagnosis of renal cell cancer. RCC, renal cell cancer.

Histopathology revealed various patterns of RCCs. Papillary morphology was the most frequent
(n = 14): 10 cases of type 2 papillary and four papillary type without further subclassification. Four
were clear cell carcinoma and two were unclassified. Seven tumours presented with cystic components.
One case was diagnosed after genetic testing by imaging screening over an RCy considered previously
to be benign. According to the initial presentation, six were stage I, two were stage II, three were
stage III, four were stage IV, and in four cases this information was not available. The median overall
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survival (mOS) was 8.01 years (95%CI 4.0-12.8). For patients with stages I and II, the mOS was not
reached, and the mean overall survivals were 15.5 years (95%CI 9.6-21.4). In patients with stages III
and IV, the mOS was 2.9 years (95%CI 1.4-4.4) (Figure 4).

Survival curve of RCC

Stages I == -V
1.00
0.75
©
]
2
3
w
5 +
3‘0.50
=
©
Qo
Q
o
0.25
0.00
0 5 10 15 20
Years

Figure 4. Kaplan-Meier estimates of overall survival of patients with renal cell cancer stages I and I vs.
stages III and IV. RCC, renal cell cancer.

Seven patients with metastatic disease received medical treatments (anti-angiogenics with and
without immunotherapy) with a mOS of 34.9 months (95%CI: 29.0-40.9) (Figure 5). One patient with a
stage I RCC recurred and died at 32.1 months. Of two patients with stage III RCC who recurred, one is
alive with complete remission. Two of four patients with stage IV RCC are alive and ongoing treatment
at 24 and 50.7 months, respectively. One patient with a stage I RCC had synchronous advanced bladder
cancer and died at 35.9 months from diagnosis.

Survival Curve RCC Target Treatment

Kapian-Meier

0.75

0.50

Probability of survival

0.25

Months

Figure 5. Kaplan-Meier estimates of overall survival of renal cell cancer in patients treated with target
treatment (anti-angiogenic and immunotherapy). RCC, renal cell cancer.
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3.5. Other Tumours

Twenty-seven of 171 patients with confirmed clinical information (15.8%), 13 women and 14 men,
presented with other different tumours, some of them with two. Of 153 patients with radiological
records, nine were diagnosed with adrenal adenomas (5.9%), at a median age of 55.1 years (IQR 46.6-59.8).
Malignant tumour types were five prostate cancers, three bladder cancers, two colon cancers, two breast
cancers, two cutaneous basal cell carcinomas, two cutaneous squamous cell carcinomas, two non-Hodgkin
lymphomas, one melanoma, one lung cancer, one pancreatic cancer and one carcinoid tumour.

4. Discussion

HLRCC is a very rare form of genodermatosis characterized by the presence of CLMs, ULMs and
renal tumours. Despite its high penetrance [2-8], it is frequently underdiagnosed because the skin
lesions can be scarce and patients do not seek medical advice. There are no data on its prevalence,
and it is considered a rare disease [12]. We found that in Alicante, a province in the south-east of Spain,
this syndrome is frequent probably because of a founder mutation, c.1118A > G; p.Asn373Ser, and we
calculated a prevalence of 6.33/100,000 people. This mutation has been described previously in other
series with patients of Spanish origin [7,14].

FH is located on chromosome 1q42.1, with 1533 nucleotides and 10 exons. It encodes two isoforms of
FH, one localized in mitochondria that participates in the TCA cycle catalysing the hydration of fumarate
to l-malate, and one in the cytosol that participates in the urea cycle and arginine metabolism [20]. Around
180 pathogenic variants and 82 likely pathogenic types causing HLRCC or FHD have been reported,
mainly missense mutations, but there are also frameshift, nonsense, splicing and deletion variants [17,19].
Here we describe 27 pathogenic/likely pathogenic variants, 12 (44%) of them not previously reported
in databases [18,21]. Fourteen variants were classified as disruptive pathogenic variants (named LoF),
and 13 were missense pathogenic variants.

FH is a homotetramer protein with four active sites of interaction, all of them evolutionarily
conserved, formed by amino acid residues 176-193, 228-247 and 359-381. Mutations that affect these
regions or the protein structure decrease its enzymatic capacity [22]. Total loss of FH function might
be lethal for cells because of its essential role in cellular metabolism. Thus, if the germline mutation
generates total loss of function, such as a premature stop codon or large rearrangements, only those
somatic second hits with a partial inactivation such as missense or in-frame indel mutations will have a
potential oncogenic effect with cells retaining residual enzymatic function. Loss of heterozygosity has
been described as the most frequent event for inactivation of the second allele in RCCs and ULMs from
patients with HLRCC [2,23]. With these considerations in mind, we hypothesized an association among
missense germline pathogenic variants and the HLRCC clinical phenotype. We found significant
associations with ULMs, CLMs and RCys, but not with RCCs; however, because of the small number of
cases, no firm conclusions can be drawn. Further studies are needed to evaluate potential differences
in penetrance related to the type of genetic variant in FH.

Several mechanisms may be involved in the development of these tumour types. A deficit of FH
leads to blockage of the TCA, with the accumulation of fumarate and succinate, and a decrease in
oxidative phosphorylation. To compensate for this, there is a metabolic shift to aerobic glycolysis for
energy production that increases lactate and reactive oxygen species (ROS) levels [24]. ROS and high
levels of fumarate inhibit the degradation of hypoxia-inducible factor alpha (HIFe) by O2-dependent
prolyl hydroxylases leading to a situation of pseudohypoxia [25,26]. The accumulation of fumarate
and succinate produces succination in cysteine residues of proteins, S-(2-succinyl) cysteine (25C), such
as the transcription factor Kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP1), resulting in upregulation
of genes involved in the antioxidant response such as those encoding nuclear erythroid 2-like 2
transcription factor (NRF2) that leads to cell proliferation [27,28]. In addition, elevated levels of
fumarate cause epigenetic suppression of a family of anti-metastatic microRNAs such as MIR200,
leading to epithelial-to-mesenchymal transition, a phenotypic switch that promotes tumour formation
and metastasis [29].
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CLMs are benign tumours that arise from the arrector pili musculature. These muscles participate
in thermoregulation and in response to strong emotions, but in humans their action is considered a
vestigial reflex. In our patients, CLMs were present in 64.8%, similar to other series in the literature
(48.6-84%) [6-8,30]. Some patients were previously misdiagnosed as having post-acne scarring or
other chronic cutaneous lesions as described by several authors [3,4,6,7]. Many of the relatives of our
patients were diagnosed by dermatologists after positive genetic testing because they did not notice
the lesions. Patients with missense variants presented with a higher frequency of CLMs than those
with LoF variants, which have not been described hitherto in other series. However, no significant
differences were observed in the cumulative incidence when stratified by variant type. Two patients
developed cutaneous leiomyosarcomas (1.7%), although few such cases have been described [4,31].

Almost all women (77-100%) with LHRCC develop numerous and large ULMs at a younger age
than sporadic ones. In our series, 90.3% of women were diagnosed with leiomyomas at similar ages to
those described previously [2-9,32]. We observed a higher frequency in women with missense compared
with LoF variants, and this has also not been described before. Variant types did not show differences in
the cumulative incidence. In some cases, myomectomy was the surgical treatment, but hysterectomy was
performed in 55.4% at a mean age of 34.4 years as the best treatment for their symptoms. Transformation
to leiomyosarcomas have been described, but new diagnostic guidelines actually classify these tumours
as atypical leiomyomas [4,9,23]. Sporadic leiomyomas develop during the reproductive period and
regress after menopause [33] and show increased expression of oestrogen and progesterone receptors
and hypoxia-induced angiogenic factors (HIF) compared with normal myometrium [34]. The ULMs
of patients with HLRCC are more vascularized and show more overexpression of HIF1x and vascular
endothelial growth factor (VEGF) than do sporadic leiomyomas [35,36], and this should be considered by
gynaecologists to prevent haemorrhagic complications at the time of surgery.

An association between RCys and RCCs has been postulated [37]. Patients with inherited RCC
syndromes as Von Hippel Lindau syndrome, tuberous sclerosis complex, and HLRCC also develop
RCys. In the general population, the prevalence of RCys is 4.6-8.2% compared with 36% in patients
with HLRCC, presenting at a younger age [9]. A study in FH-deficient mice demonstrated that RCys
formation is mediated by NERF2 but is hypoxia-inducible factor (HIF)-independent [38]. Benign cyst
models in FH-deficient cells show 25C staining, suggesting that such cysts are the precursor lesions of
RCCs [39]. The use of the Bosniak classification for RCys does not seem to be adequate in these patients
because of the higher risk of malignancy. In our series, 37.3% of the patients had RCys, and 7/19 of
RCCs had confirmed cystic components. Patients with missense variants presented with RCys more
frequently than those with LoF variants. This difference has not been described in other series. No
differences in the cumulative incidence were detected by variant type.

RCCs are not a single disease but several different diseases with different histological patterns and
prognoses, in which HIFs are the main cornerstones in pathogenesis [40,41]. RCCs must be considered
metabolic diseases. In VHL syndrome and sporadic RCCs, germline and somatic mutations in the
VHL gene lead to upregulation of proangiogenic HIF through the VHL tumour suppressor pathway:.
In both HLRCC and hereditary paraganglioma-pheochromocytoma syndrome (caused by mutations
in the succinate dehydrogenase complex, SDH, genes), there is overexpression of HIF in tumour
tissues. Both syndromes affect the TCA cycle, and in both there is an inhibition of prolyl hydroxylases
and consequent HIF stabilization by accumulated fumarate or succinate. However, there must be
other mechanisms involved to explain the different clinical manifestations [42]. The published risk
of developing RCCs in patients with HLRCC is 15-34%, at a mean of 44 years of age; more frequent
in men; usually unilateral and most often diagnosed at advanced stages with extremely aggressive
evolution [2-9,43—46]. In our series, the rate was lower at 10.9%. This low rate might be more realistic
than in other published series selected by the diagnosis of RCCs. The median age in our patients is
lower (37.4 years), including four cases younger than 25 years old. Tobacco smoking, hypertension
and obesity are established risk factors for RCC, which can be modestly reduced by physical activity.
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RCC incidence is two-fold higher in men than in women [47]. No significant differences were found
for these factors.

For many years, type 2 papillary RCC has been associated specifically with HLRCC, but different
communications have described other types as tubulocystic carcinoma, collecting duct renal carcinoma,
oncocytic or even clear cell carcinoma (in our series four cases). In the 2016 WHO Classification of
Tumours of the Urinary System, this was proposed as a new entity, named HLRCC-associated RCC
(code 8311/3) [48], with variable pathological features but with a specific papillary architecture with
abundant eosinophilic cytoplasm, large nuclei, very prominent nucleoli, perinucleolar halos and usually
Fuhrman grade three to four. This emphasizes the importance of looking for subcellular characteristics
in histopathology and the use of immunohistochemical techniques for detecting 2SC residues or FH to
avoid misdiagnosis. Unlike other published series, in our study the majority of patients with RCCs
diagnosed as stages I-1I had similar survival to sporadic cases. The mean of survival was longer than
that published in another series (15.5 vs. 7.3 years) [30].

There are no data published of results of specific treatment phase III clinical trials for this syndrome,
so the treatment must be based on antiangiogenic and immunotherapy approaches as in other subtypes
of RCCs. Ravaud et al. [49] published a phase II study on patients with advanced or metastatic papillary
type 1 and 2 RCCs treated with sunitinib as a first-line therapy. The mOS was 17.8 months (95% CI
5.7-26.1) and 12.4 (95% CI 8.2-14.3) months for types 1 and 2, respectively. Srinivasan et al. [50] presented
a phase Il study in the American Society of Clinical Oncology meeting of 2020 with bevacizumab and
erlotinib for patients with metastatic HLRCC-associated RCCs and metastatic sporadic papillary RCCs.
The overall response rate was 51% (95% CI 40-61) in all patients, and 64% (95% CI 49-77) in the HLRCC
cohort; the median progression-free survival was 14.2 months (95% CI, 11.4-18.6) in all patients, and 21.1
months (95% CI, 15.6-26.6) in the HLRCC cohort. A phase I/l trial using vandetanib and metformin in
patients with advanced RCCs associated with HLRCC or a SDH mutation, and sporadic/non-HLRCC
papillary type RCCs is ongoing [51]. Immuno-oncology treatment has shown promising results in
patients with papillary RCCs. Patients treated with a combination of savolitinib and durvalumab had
a mOS of 12.3 months (95%CI 5.8-21.3) [52]. In our series, patients with metastatic RCCs treated with
antiangiogenic therapy with or without immunotherapy had a mOS of 35 months.

Other tumours have been associated with this syndrome, such as adrenocortical adenomas and
carcinomas, Wilm’s tumour, Leydig cell tumours, gastrointestinal stromal tumours, ovarian cystadenomas,
pheochromocytomas and paragangliomas [8,10,53]. The risk of pheochromocytomas and paragangliomas
must be taken into account in those patients with a diagnosis of adrenal tumours made by imaging
procedures. To date, we have not diagnosed any cases of pheochromocytomas or paragangliomas in
our series. We observed nine (5.9%) patients with adrenal adenomas, at a median age of 55.1 years
(range 46.6-59.8). Radiological studies report a frequency of this tumour of around 4.5% in general
populations [54]. We did not find any increased incidences of other cancer types.

However, our study had limitations because of the lack of complete clinical information for some
patients. Nevertheless, this is one of the largest series ever published of patients with HLRCC. Our
objective is to continue a prospective phase to evaluate phenotypes and the results of screening RCCs
in at-risk patients.

In the Second Symposium on Hereditary Leiomyomatosis and Renal Cancer held in Paris in
2013, the consensus recommended—preferably—yearly renal MRI scans beginning at 8-10 years of
age, although the risk is low up to age 20 [46,55]. Given our results, we support this, especially in
patients with the mutation c.1118A>G who have RCCs at 10, 20 and 24 years of age. Screening with
ultrasonography alone is not recommended because the lesions may be isoechoic and not detected.
Bosniak criteria [56] to classify RCys are not reliable in these patients.

There are many questions about this syndrome. Why are the clinical manifestations so characteristic?
Why are other smooth muscle tissues and localizations not affected? Is it possible to stop neoplastic
transformation by targeting the altered metabolic route? We believe that research should focus on the
embryonic development of these tissues. For instance, nephronectin, an extracellular matrix protein,
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binds a8f31 integrin in early kidney development and in arrector pili muscle progenitors [57,58]. Animal
models have been designed to investigate some of the predisposition to RCC syndromes, such as Eker rats
with pathogenic variants in the TSC2 gene, German Shepherd dogs with pathogenic variants in the BHD
gene and FH-deficient mice [59,60]. All these syndromes show some similarities in associated tumours
(RCys and RCCs, uterine myomas and cutaneous lesions).

5. Conclusions

This is the first report of a large series of patients with HLRCC syndrome from Spain. The clinical
manifestations were similar to those described in other series, but we have found phenotypic differences
in patients with missense mutations who have a higher frequency of CLMs, ULMs and RCys. Established
risk factors for RCC have been analysed. The frequency of RCCs was lower than those reported in the
previously published series. RCys must be closely monitored as potential precursors of RCCs, with CT
or preferably MRI as the optimal imaging techniques for the early detection of RCCs. Papillary type
2 is the most frequent in terms of histopathology, but other histological patterns do not exclude this
syndrome. In the province of Alicante, there is a higher prevalence. Alerting health professionals such
as family doctors, dermatologists, gynaecologists, radiologists, pathologists or urologists might help in
early and correct diagnoses and in offering genetic counselling to heterozygous carriers about the risk
of RCCs, leiomyomas and their complications, as well as the risk of FHD in offspring.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2072-6694/12/11/3277/s1,
Figure S1: Cumulative incidence of cutaneous leiomyomas by variant type. Light-colored areas represent
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represent confidence intervals, Figure S3: Cumulative incidence of renal cysts, Figure S4: Cumulative incidence of
renal cysts by variant type. Light-colored areas represent confidence intervals, Table S1: FH germline variants
classifications and phenotype characteristics of HLRCC families, Table S2: Univariate analysis for cutaneous
leiomyomas, uterine leiomyomas, renal cysts, renal cell cancer and risk factors, Table S3: Multivariate logistic
regression model for cutaneous leiomyomas, uterine leiomyomas, renal cysts, renal cell cancer and risk factors.
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Figure S4. Cumulative incidence of renal cysts by variant type. Light-colored areas represent
confidence intervals.

Table S2. Univariate analysis for Cutaneous Leiomyomas, Uterine Leiomyomas, Renal Cysts, Renal
Cell Cancer and risk factors.

Clinical
Manifestations CIM UM RCy RCC
. N af /T p- N af T/ p- Naf/T p- Naf/T p-
Variable (%) Value (%)  Value (%) Value (%) Value
Variant type

Missense 97/141 75/78 49/115 13/133
688)  0.038*  (961)  0.001*  (42.6)  0.017%  (9.8)  0412*
21/41 18/25 6/42

Lof (51.2) 72) 8/38 (21) (14.3)

Gender 0.272* - 0.566* 0.236*
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Male 49/81 _ 24/69 11/79
(60.5) (34.8) (14)
Female 69/101 ) 33/84 8/96
(68.3) (39.3) (8.3)
Obesity
No 92/149 71/80 47/136 14/148
(617)  0.669*  (887)  0.696*  (345)  0.058*  (9.5) 1t
Yes 10/14 8/8 8/12 1/13
(71.4) (100) (66.6) 7.7))
HBP
No 84/132 67/76 40/119 11/129
(63.6)  0.848*  (88.1)  0.548*  (33.6)  0.156*  (8.5) 1t
19/29 10/10 13/27
Yes (65.5) (100) (48.1) 3/30(10)
Phy.activity
No 82/136 67/75 44/123 9/134
(60.3) 0378  (89.3) 1t (35.7) 0813t  (6.7) 0.126
Yes 10/13 5/5 3/11 3/13
(76.9)) (100) (27.3) (23.1)
Tobacco
No 59/102 55/62 29/93 9/102
(57.8)  0.196*  (88.7) 1* (312)  0076*  (8.8)  0.510*
Yes 35/51 18/20 21/45 6/49
(68.6) (90) (46.6) (12.2)

CLM: cutaneous leiomyomas; ULM: uterine leiomyomas; RCy: renal cyst; RCC: renal cell carcinoma;
N af, no. affected; T, total; LoF: Loss of Function; HBP: high blood pressure; Phy.activity: vigorous
physical activity; *X? test; *Fisher’s exact test.

Table S3. Multivariate logistic regression model for Cutaneous Leiomyomas, Uterine Leiomyomas,

Renal Cysts, Renal Cell Cancer and risk factors.

Clinical
Manifestations &M ULM RCy RCC
OR
. OR (95% p- OR (95% p- o p- OR (95% p-
Variable CI) Value* CI) Value* (9C5I)/0 Value* CI) Value*
Variant type
Missense Ref. - Ref. - Ref. - Ref. -
0,27 0,07 0,23 0,98
Lof 0,11- 0,003 (0,01- 0,004 (0,07- 0,013 (0,23- 0,978
0,64) 0,43) 0,64) 4,12)
Obesity
No Ref. - Ref. - Ref. - Ref. -
1,18 Inf (0 2,51 1,16
Yes (0,32- 0,801 inf) ! 0,996 (0,66- 0,177 (0,12- 0,896
4,29) 9,56) 11,45)
HBP
No Ref. - Ref. - Ref. - Ref. -
1,11 Inf (0 1,44 0,97
Yes (0,43- 0,836 inf) ! 0,996 (0,54- 0,468 (0,18- 0,968
2,86) 3,86) 5,19)
Phy.activity
No Ref. - Ref. - Ref. - Ref. -
2,81 0,83
! Inf ¢ 421 -
Yes (0,67- 0,156 I:nf()o ! 0,997 (0,19- 0,804 ! 19 é(;,)9 0,067
11,71) 3,59) !
Tobacco
No Ref. - Ref. - Ref. - Ref. -
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1,55 1,43 2,43 093
Yes 0,71- 0,272 (0,13- 0,77 (1,07- 0033 53 5 0916
3,40) 15,96) 5,509 o

CLM: cutaneous leiomyomas; ULM: uterine leiomyomas; RCy: renal cyst; RCC: renal cell carcinoma;
LoF: Loss of Function; OR: Odd Ratio; HBP: high blood pressure; Phy.activity: vigorous physical
activity; * Wald's test.

© 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access
@ @ \ article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution

(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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ABSTRACT

Hereditary leiomyomatosis and renal cell cancer syndrome is a rare autosomal dominant
hereditary syndrome. Previously, we published the largest cohort of FH mutation carriers in
Spain  and observed a highly recurrent missense heterozygous variant,
FH(NM_000143.4):c.1118A>G p.(Asn373Ser), in 104 individuals from 31 apparently unrelated
families. Here, we aimed to establish its founder effect and characterize the associated clinical
phenotype. This was a multicenter, retrospective study of heterozygote carriers of the
pathogenic FH ¢.1118A>G variant. Haplotype construction was performed using 38 flanking FH
polymorphic markers. We collected clinical information from medical records and compared it
to FH loss-of-function variant carriers. Haplotype analysis confirmed that families shared a
common haplotype (32/38 markers) spanning 0.61-0.82 Mb, indicating this recurrent variant
was inherited from a founder ancestor. Cutaneous and uterine leiomyomatosis were diagnosed
in 64.6% (64/99) and 98% (50/51) of patients, respectively, and renal cell cancer was present in
10.4% (10/96). The pathogenic FH_c.1118A>G variant is a Spanish founder mutation that
originated 12-26 generations ago. Individuals carrying this founder mutation had a lower
frequency of renal cell cancer and a higher frequency of leiomyomas than those in other cohorts
of this syndrome. The characterization of founder mutations provides accurate and specific
information regarding their penetrance and expressivity.

KEYWORDS
Haplotypes, founder mutation, common ancestor, hereditary leiomyomatosis, FH, renal cell
cancer, fumarate hydratase, leiomyoma

INTRODUCTION

Hereditary leiomyomatosis and renal cell cancer (HLRCC) syndrome (OMIM 605839) was first
described by Reed et al. in 1973 [1]. Tomlinson et al. confirmed that it is caused by heterozygous
pathogenic variants in the gene encoding fumarate hydratase (FH) [2]. As a consequence, the
deficient FH enzyme leads to tricarboxylic acid cycle failure and energy metabolic alterations.
Heterozygous carriers may develop cutaneous leiomyomas (CLM) and uterine leiomyomas
(ULM), renal cysts (RCys), and renal cell cancer (RCC) [2-8] and other tumors, such as
paragangliomas or suprarenal adenomas [9,10]. Homozygous carriers suffer from FH deficiency
(OMIM 606812), which is a metabolic disorder presenting with severe encephalopathy and a
short life expectancy [11]. Therefore, it is essential to offer genetic counselling to heterozygous
carriers of mutations in FH.

HLRCC is considered as a rare disease with scarce data available regarding its prevalence [6,12].
We previously published a series of 197 patients from Spain [13], in which we described 27
germline variants in FH and observed a highly recurrent missense variant,
FH(NM_000143.4):c.1118A>G p.(Asn373Ser), in 104 individuals from 31 apparently unrelated
families, the majority of whom were from the Alicante province in the southeast of Spain.

Recurrent variants may be generated by independent mutational events, suggesting mutation
hotspots, or be inherited from a common ancestor, initially evidenced by a founder effect.
Testing for founder variants affords a faster molecular diagnosis by avoiding the screening of all
possible gene variants, thus rendering the process more cost-effective. Moreover, the
characterization of founder mutations provides a unique model with accurate and specific
information regarding the penetrance and expressivity of clinical manifestations, especially in
rare diseases, such as HLRCC.
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Our aim was to establish the founder effect of the missense pathogenic FH c.1118A>G variant
and to describe the clinical characteristics associated with its heterozygous carriers.

PATIENTS AND METHODS
Patients and data collection

Carriers and obligate carriers of the FH c.1118A>G variant from families with a genetic diagnosis
of HLRCC from different hospitals in Spain were included in the present study. All patients gave
written informed consent for genetic testing according to the Spanish legislation. This study was
approved by the Research Ethics Committee of the Hospital General Universitario de Elche on
January 25, 2018 (code 42/2017).

We collected clinical information from medical records, such as the presence and age of
diagnosis of CLM, ULM, RCy, and RCC. RCC was confirmed by histological examination of biopsies
or resected tumors. Imaging procedures, such as CT, magnetic resonance imaging, or
ultrasound, were used to diagnose RCy. To assess the clinical phenotype associated with this
variant and to identify genotype—phenotype correlations, we compared our cohort with
individuals carrying loss-of-function (LoF) variants, including large deletions and nonsense,
frameshift, and splicing pathogenic variants previously published by our group [13].

Samples

Twenty-seven unrelated FH(NM_000143.4): c.1118A>G heterozygous carriers were selected for
the haplotype study. In addition, 20 noncancer healthy controls with confirmed absence of this
variant were selected as the control population. Isolation of genomic DNA from the peripheral
blood of all patients included in the study was performed using a QlAamp DNA Mini Kit and
QlAcube (QIAGEN, Germany) according to the manufacturer’s instructions.

Haplotype analysis

Haplotype construction was performed using 38 polymorphic markers (microsatellite markers
and single-nucleotide variants) flanking FH and covering nearly 14 Mb. Ten microsatellite
markers covering the FH locus were selected from the MapViewer database. Microsatellite
markers were selected based on the following criteria: 1) physical position around the FH locus,
2) high heterozygosity (>0.5), and 3) inclusion of dinucleotide repeats.

In addition, 28 single-nucleotide variants located around the FH locus and exhibiting an allele
frequency in the non-Finnish European population (GnomAD) between 0.25 and 0.75 were
selected. PCR amplicons including more than one variant were designed when no evidence of
linkage was found. The selected markers and their genomic position are presented in Figure S1.

Time of most recent common ancestor (TMRCA) calculation

The age of the mutation was estimated using the single marker method based on the expected
decay of linkage, as previously reported [14]. Marshfield genetic distances (cM) and physical
distances (Mb) were obtained from the Ensembl and UCSC databases, respectively
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[15,16]. Estimation of the most recent common ancestor was performed assuming an
average of 25 years between generations.

Statistics analyses

We used the R software (R Foundation for Statistical Computing), version 3.6.0, for the statistical
analyses. The qualitative variables are presented as percentages, and the continuous
guantitative variables are described as the mean and standard deviation (SD) or as the median
and the interquartile range (IQR). Categorical variables were compared using the chi-squared
and Fisher’s exact tests and multivariate logistic regression. Odds ratio (ORs) were calculated to
estimate the strength of the association between variables. The confidence level used was the
95% confidence interval (95% Cl). Significance was set at P < 0.05. The cumulative incidence of
events was estimated using the cumulative hazard function.

RESULTS
Haplotype characterization

For haplotype characterization, index cases were selected from each individual family. We
included 20 families from the same geographic area (Alicante province) and seven families from
other Spanish regions. Moreover, we included 20 unrelated healthy controls for TMRCA
calculations as nonaffected chromosome carriers.

The haplotype analysis confirmed that families shared a common haplotype (32/38 markers)
spanning between 0.61 and 0.82 Mb (1.40-1.89 cM) (Table 1). We identified a conserved
haplotype that cosegregated with the mutation and was absent in healthy controls. This result
strongly suggests that the FH c.1118A>G variant is a founder mutation, thus ruling out the
recurrent mutation hotspot hypothesis.

The mutation age was estimated using a single marker method [17], with D1S2785 and D152842
as main recombinant markers, based on the genotypes observed on affected chromosomes. The
estimated number of generations since the appearance of the most recent common ancestor
was between 12 and 26 (Table S1). Assuming 25 years per generation, the founder FH mutation
arose between 300 and 650 years ago (ca. 1370-1720).
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Clinical findings

In total, 104 patients belonging to 31 different families were heterozygous carriers of the FH
¢.1118A>G variant; they comprised 31 index cases and 73 relatives. This group included 53
women (51%) and 51 men (49%) with a mean age of 53.3 (range, 12-91) years; 94 patients from
26 families originated from the province of Alicante in southeast Spain. The estimated
prevalence of HLRCC due to founder variant in this province is 6.26/100,000 inhabitants.

Ninety-nine patients had undergone a dermatological examination and 64 presented CLM
(64.6%; 36 women, 28 men). The median age of diagnosis was 35.8 (SD, 13.6) years (Figure 1).
Compared with patients carrying LoF variants, the frequency of CLM was higher in the present
cohort (Table S2). We did not detect differences according to sex. The majority of the relatives
were diagnosed with CLM by dermatological examination after positive result on genetic testing.
No cases of cutaneous leiomyosarcoma were detected.

Fifty out of the 51 women (98%) who had a gynecological exam had ULM at a median age of
28.7 (SD, 6.8) years (Figure 1). This frequency was higher than that detected in women with LoF
variants (Table S2). One case was operated at 21 years because of a growing myoma and
received a pathological diagnosis of leiomyosarcoma. She had complementary treatment with
pelvic radiotherapy. A new pathological review has diagnosed the lesion as an atypical
leiomyoma.

FIGURE 1 Cumulative incidence based on age at diagnosis of different clinical manifestations in FH
¢.1118A>G carriers according to sex: women (A) and men (B). Uterine leiomyomas are indicated in purple,
cutaneous leiomyomas in red, renal cysts in blue, and renal cell cancer in green.
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RCys were detected in 36 out of the 85 (42.4%) patients who had undergone imaging
examinations, 18 (50%) women and 18 (50%) men, at a median age of 50.9 (SD, 19.5) years.
These frequencies were higher than those observed in individuals with LoF variants (Table S2).
In a patient diagnosed at 21 years of age with a large renal cyst, the pathological examination
showed atypia in the cyst wall.
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We confirmed the clinical information in 96 patients, 10 of whom presented with RCC (10.4%;
seven men and three women). A woman had two synchronous bilateral RCCs. The median age
at diagnosis was 40.6 (SD, 20) years, highlighting three cases with onset at a very young age: a
boy at 10 years, a young man at 20 years, and the woman with bilateral RCC at 24 years of age.
In addition to papillary type 2 pattern, which was the most frequent histological pattern, other
patterns included clear cell renal carcinoma, papillary carcinoma, collecting duct carcinoma, and
unclassified carcinoma. There were no differences compared with the patients carrying LoF
variant.

DISCUSSION

HLRCC is a very rare syndrome included in Orphanet’s catalogue of rare diseases [18], with a
very low prevalence (1/200,000) [12]. However, it may be underestimated because of
misdiagnosis [19,20]. The main manifestations of HLRCC are CLM and ULM. Skin lesions
sometimes are sparse, and individuals may think they are stings or acne scars. Moreover, uterine
fibroids are relatively frequent in middle-aged women. Therefore, health professionals usually
do not suspect that individuals may suffer from HLRCC.

A total of 289 pathogenic and 117 likely pathogenic FH variants causing HLRCC or FMRD have
been reported in the ClinVar database [[21], accessed on 04/23/2022)]. The cumulative
population frequency of these pathogenic and likely pathogenic FH variants is 168.54e—6
(64.43e—6 for LoF and 104.11e-6 for missense variants) [22,23].

We previously reported a large series of 197 individuals with a genetic diagnosis of HLRCC [13].
We found a recurrent pathogenic variant, FH c.1118A>G p.(Asn373Ser), and showed that it has
a founder effect in the Alicante province, with a prevalence of HLRCC of 6.26/100,000
inhabitants, which is the highest reported to date.

In the present work, we reported a haplotype study of this recurrent pathogenic variant
identified in 104 individuals belonging to 31 apparently unrelated families, which revealed a
common haplotype shared among them with an approximate size of 0.61-0.82 Mb. Considering
the recombination rate around the FH locus per generation, the estimated number of
generations elapsed since the origin of the founder mutation is between 12 and 26. This means
that we can date the origin of the mutation between the years 1370 and 1720, which mostly
corresponds to the historical period of the Modern Age in Spain.

We also described the clinical phenotype of 104 patients from these 31 families. In a
bibliographic review, we only found one article describing an FH founder mutation that includes
the haplotype study of different HLRCC families. Chuang et al. reported an FH splicing founder
mutation (c.905-1G>A) that was identified in four families of Iranian origin with eight affected
individuals [24]. No probands with RCC or RCy were encountered among those families.

We detected an association between missense germline pathogenic variants and the HLRCC
clinical phenotype. Individuals carrying missense pathogenic variants exhibited a higher
frequency of CLM, ULM, and RCy than did carriers of LoF variants.

The present results obtained for carriers of the FH c.1118A>G missense variant confirmed the
higher frequencies of CLM, ULM, and RCy in these individuals compared with carriers of LoF
variants. However, the frequency of RCC was 10.9%, which is lower than the other published
series (12.4%—34%) [3,6-8,12,25]. This low rate may be more realistic than those of the
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published series selected based on the diagnosis of RCC. We described three cases with onset
at under 25 years of age. The associated RCC is the most serious manifestation, because of its
aggressivity. Despite the low frequency of renal cancer, its early age of onset makes it advisable
to use magnetic-resonance-imaging as an early diagnostic procedure, and its cost-effectiveness
has been demonstrated [26,27].

One of the inherent limitations of this type of study is the potential variability in the follow-up
of individuals carrying the mutation because of the lack of adherence to the recommendations.
This may affect the accuracy of the estimation of the associated risks, especially in less severe
clinical manifestations.

Studying patients carrying the same pathogenic variant allows a better assessment of the
phenotype. This group represents a unique in vivo model in which the metabolic basis of tumor
development, as well as the effect of external risk factors for renal cancer can be studied.

The characterization of a founder mutation using a high number of carriers is the best scenario
for the definition of a clinical phenotype specifically associated with that alteration, and for the
more precise establishment of the risks associated with each of the related clinical
manifestations. In addition, the high prevalence of this founder mutation in our population
allows a more efficient genetic diagnosis in suspected cases of HLRCC, as this mutation is
screened at the beginning of the diagnostic process.

CONCLUSIONS

In the Spanish province of Alicante there is a high prevalence of HLRCC because of the founder
mutation FH c.1118A>G; p.(Asn373Ser). A haplotype analysis confirmed that families shared a
common haplotype, indicating that the recurrent FH ¢.1118A>G variant was inherited from a
founder ancestor. We estimated that the variant appeared between the years 1370 and 1720.
The patients carrying these missense mutations had a higher frequency of CLM, ULM, and RCy
compared with the frequencies described in HLRCC. However, the frequency of RCC was lower
than that previously published. In individuals with suspected HLRCC from the province of
Alicante, genetic testing by direct analysis of the founder FH c.1118A>G; p.(Asn373Ser) mutation
may be a faster and more efficient diagnostic tool compared with complete gene sequencing.
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Supplementary Materials: Genetic and clinical characterization
of a novel FH founder mutation in families with hereditary
leiomyomatosis and renal cell cancer syndrome

Ana Beatriz Sanchez-Heras, Estela Damaso, Adela Castillejo, Mercedes Robledo, Alexandre
Teulé, Conxi Lazaro, Rosario Sanchez-Martinez, Angel Zufiiga, Adria Lépez-Fernandez, Judith
Balmana, Luis Robles, Teresa Ramon y Cajal, M. Isabel Castillejo, Raquel Perea lbafiez, Carmen
Martinez Sevila, Andrea Sanchez-Mira, Inés Escandell, Luis Gdmez, Pere Berbel, José Luis Soto.

TABLE S1 The most recent common ancestor age estimation of families carrying the FH
c.1118A>G founder mutation (highlighted), as assessed based on single marker method
calculations

FREQUENCY FOR MARKER ALLELE ON
MARKER ALLELE SIZE (b, LD (& PHYSICAL DGIE:IAE;I;E GENETIC RECOMBINATION ESTI:AGI;TED
(bp) Mutation-Bearing Normal 8 DISTANCE (kb) DISTANCE (M) | FRACTION (8) A
(em) (generations)
Chromosomes (Pd) Chromosomes (Pn)
D1S2785 170 0,741 (20/27) 0,05 (2/40) 0,727 789,091 1,24 0,0124 0,012397458 25,6
D1S304 174 1(23/23) 0,450 (18/40) 1 377,182
D1S180 178 0,852 (23/27) 0,100 (4/40) 0,836 300,639
D1S204 170 1(27/27) 0,65 (26/40) 1 59,487
rs1060499643 | FH c.1118A>G 1(27/27) 0 (0/40) =
D1S547 294 0,888 (24/27) 0,100 (4/40) 0,876 90,074
D152842 229 0,519 (14/27) 0,05 (2/40) 0,494 1206,855 5,95 0,0595 0,059220722 11,6

TABLE S2 Phenotype—genotype correlations. Abbreviations: LoF, loss of function; OR, odds ratio;

*, v? test
c.1118A>G LoF™f
*

n(%) n(%) p-value
Cutaneous leiomyoma (CLM) 64 (64.6) 21(51.2) 0.138
Uterine leiomyoma (ULM) 50 (98.0) 18 (72.0) 0.002
Renal cyst (RCy) 36 (42.4) 8(21.1) 0.022
Renal cell carcinoma (RCC) 10 (10.4) 6 (14.3) 0.716
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ANEXO Il

Modelo de consentimiento informado para estudio genético utilizado en la Unidad
de Consejo Genético en Cancer del Hospital General Universitario de Elche

& AGENCIA POCY
CENTRAUTAT VALNCANS 5 ]

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL ANALISIS GENETICO, DE UTILIDAD
CLINICA, EN SANGRE PERIFERICA Y/O TEJIDO TUMORAL

DATOS DE IDENTIFICACION DEL PACIENTE

N°® DE HC: EL -F-EL UNIDAD DE CONSEJO GENETICO EN CANCER
DEL HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO DE ELCHE
SIP:

1.- IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

El procedimiento que se le propone es el estudio del gen FH, v consistira en la realizacion un/unos
analisis genético/s a partir de una muestra de sangre para detectar la presencia, ausencia ¢ vanantes de
uno o varios segmentos de material genético, pudiendo incluir pruebas indirectas para la deteccion de

productos génicos o metabolitos especificos indicativos de cambios genéticos determinados.

1.- OBJETIVO

La finalidad de todos los analisis que se le proponen. asi como aquellos que se le pudieran hacer en
un futuro es, sobre todo, detectar posibles mutaciones, poder analizar el nesgo famuiliar v proceder a la
correcta caracterizacion / diagnostico del cancer que padece y la optimizacion del manejo clinico de su
enfermedad.

Debe saber. en cualquier caso. que se le informara verbalmente de los resultados de los mismos.

Las muestras destinadas al andlisis genético. incluyendo las pruebas indirectas para la deteccién de
productos génicos o metabolitos especificos indicativos de cambios genéticos determnados, se realizaran
en los distintos laboratorios acreditados para tal fin de la institucion que esta tratando su enfermedad:
anatomia patologica, analisis clinicos, hematologia, microbiologia. genética v biologia molecular.

Las muestras, una vez procesadas, se almacenaran en el centro Laboratorio de Genética Molecular
del Hospital General de Elche durante el tiempo necesario para realizar todo el proceso de analisis
descrito y a continuacién seran destruidas, salvo que se estime la conveniencia de otros usos para lo que
se Tequerira. nuevamente. su consentimiento.

En el caso en el que los andlisis genéticos se deban hacer fuera de la mstitucion que le esta prestando

asistencia, sus datos de identificacion personales seran debidamente codificados.

3.- BENEFICIOS ESPERADOS

Los resultados del analisis genético se evaluaran teniendo en cuenta los antecedentes clinicos

personales v familiares. los resultados de la exploracion fisica, las pruebas complementanas v la
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interpretacién clinica del personal facultativo. En todo momento serd debidamente informado de las
repercusiones que los analisis genéticos vayan a tener sobre el manejo clinico de su enfermedad.
Si se demuestra que usted es portador de una variacion génica que puede ser heredada, v por tanto

transmitida a la descendencia, se le ofrecera la posibilidad de consejo genético.

4.- CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SUREALIZACION

Es posible que los estudios realizados sobre sus muestras aporten informacion relevante para su salud
o la de sus familiares. Tiene derecho tanto a ser informado como a que no se le informe de sus datos
genéticos v otros datos personales obtenidos en el estudio.

Estos datos pueden repercutir en algunos miembros de su familia, por lo cual usted valorara la

conveniencia de transmitirles dicha informacion.

5.- CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU NO REALIZACION Y DERECHO DE REVOCACION DEL
CONSENTIMIENTO

La decisién de no realizarse el estudio genético es totalmente voluntaria. pudiendo negarse e incluso
pudiendo revocar su consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar ninguna explicacion y sin
que ello tenga ninguna repercusion en la atencion médica que recibe en el Centro.

Esto no tendra ninguna repercusion en la asistencia médica que reciba o pueda recibir usted o sus
familiares en el centro. Para revocar este consentimiento debera dingirse al mismo facultativo con el que

firmé el presente consentimiento.

6.- PROTECCION DE DATOS PERSONALES Y CONFIDENCIALIDAD

Los datos resultantes de los anilisis se almacenarin en el archivo de la unidad del consejo genético.
Los profesionales sanitarios del centro tendran acceso a los datos que consten en su histona clinica en
tanto sea pertinente para la asistencia que le presten. El personal que acceda a los datos genéticos en el
ejercicio de sus funciones quedard sujeto al deber de secreto de forma permanente.

Ha de saber que la informacién sobre sus datos personales v de salud seran incorporados v tratados
en una base de datos informatizada cumpliendo con las garantias que establece la Ley de Proteccion de
Datos de Caracter Personal v la legislacion sanitaria aplicable.

Si los resultados fueran relevantes desde el punto de vista cientifico. la informacion obtenida.
desligada de cualquier dato que pueda permutir su identificaciéon por medios razonables, podria ser
remitida para su inclusion en bases de datos cientificas y demas medios de difusion de contemido
cientifico a los que tendran acceso. con caracter restringido. investgadores cientificos.

Los datos genéticos de caricter personal se conservaran durante un periodo mimime de 5 afios, tras
los cuales podra solicitar su cancelacién. Para solicitar la cancelacion deberd hacerlo por escrito v
dinigirse a la direccion médica del centro que tratd su enfermedad. En caso que usted no solicitara dicha
cancelacion, los datos se mantendrin indefiniddamente.
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7.-. DECLARACIONES Y FIRMAS

Declaracion del paciente:

DDA e et et e e de.......... afios de edad. con domucilio
L= OSSOSO USSP USROS SRRt DNI
EL..
F-EL ..o
DV DBA e de....... afios de edad. con domucilio
BIL e et e oot e oat s anem et £ £ et shaems e eanea e s fs e L e e en s e s o an e erecascrnns e DNI
______ en calidad de representante (en caso de minoria legal o incapacidad) del paciente
DECLARO
Que=lvel=Dra/Dr. E==t....E.. . 0 5 e s g gews oeSom .. mterlocutor

principal del procedimiento con el equipo asistencial (segin art. 10.7 L.GS)), me ha explicado que el
cancer es una enfermedad en la que participan alteraciones a nivel genético que son las responsables de
que un tumer se desarrolle.

También se me ha informado que podemos ser portadores de vanantes genéticas que pueden
predisponer al desarrollo del cancer.

Manifiesto que estoy satisfecho/a con la informacidn recibida, que se me ha informade verbalmente
de los procedimientos de analisis genético a los que voy a ser sometido, que he podido hacer las preguntas
que he estimado conveniente, a las que se ha respondido adecuadamente v que comprendo el alcance del
procedmmiento, por lo que en tales condiciones, OTORGO LIBRE Y VOLUNTARIANMENTE MI
CONSENTIMIENTO PARA ANALISIS GENETICO, DE UTILIDAD CLINICA, EN SANGRE
PERIFERICA Y/O TEJIDO TUMORAL.

En Elche (Alicante) a___.._. de o de 20

Declaracion del profesional de salud:

He informado debidamente
En Elche (Alicante) a__..___ de. de 20
Fdo.:DraDro DNI:.. .. ColegiadoN® .
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8. AUTORIZACION

- AUTORIZOQ para que la’s persona’s abajo indicadas puedan ser informadas sobre los resultados e

implicaciones del estudio.

B Le) 111 =R
DNL.. ... Teléfono. ...

B Le) 111 =R
DNL.. ... Teléfono. ...

9, RENUNCIO

- RENUNCIO a ser nformado de los resultados del estudio O

10. REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

D./D*
de.._..._afios de edad., com domuacilio B0
vy DNL o ... como interesado, revoco el consentimiento prestado en
fecha . % B semre e . que doy con esta fecha por finalizado, sin tener que dar
explicaciones v sin que esto fenga ninguna repercusion en la asistencia médica que reciba o pueda recibir

vo o mis familiares en el centro.

Envoo e Aede e
Fdo.: .

D./D*
de.._..._.afios de edad,  com domucilio B e
vy DNL U como como  representante  legal  de
DD e o DNTL
revoco el comsentimiento prestado en fecha . . de......de ...y no deseo

proseguir la donacion voluntaria, que doy con esta fecha por finalizada.

En oo Ao de.........
Fdoo: .
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ANEXO IV

Modelo de consentimiento informado para donaciéon de muestra de ADN excedente
al Biobanco de Cancer Familiar y Hereditario de la Comunidad Valenciana

’ g EJ RVB
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACION VOLUNTARIA
DE SANGRE Y/O TEJIDOS EXCEDENTES PARA INVESTIGACION AL
BIOBANCO DE CANCER FAMILIAR
DEL CENTRO SUPERIOR INVESTIGACION SALUD PUBLICA DE VALENCIA

COMITLLURIA DF SANITAT

& GENERALITAT VALECIANA @ i )pocy <

UNIDAD DE CONSEJO GENETICO EN CANCER DEL HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO
DE ELCHE
ACERCADELA DONACION VOLUNTARIA DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA
INVESTIGACION
1.- IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

El procedinuento que se le propone consiste en donar voluntariamente muestra's biologica's de tejido

excedente del proceso diagndstice histopatoldgico v/e a partir de una muestra de sangre periférica. Estas

muestras biolégicas podran ser utilizadas en proyectos de mvestigacién biomédica, cientificamente
aprobados.

Las muestras que done se almacenaran en el Biobanco de Céncer Familiar del CSISP que forma parte
de la Red Valenciana de Biobancos, autorizado por la administracion autonémica y que cumple con los
requerimientos establecidos en la normativa vigente.

Sus muestras solo podran ser utilizadas en proyectos de investigacion avalados cientificamente que
previamente sean aprobados por los comités externos a los que esté adscrito este biobanco, incluyendo el
Comité de Etica para la Investigacién. En ocasiones dichos estudios se realizaran fuera del centro en el
que ha sido atendido/a.

Las muestras seguiran almacenadas en el Biobanco del CSISP hasta el fin de las existencias si no existe

una revocacion del presente consentimiento.

2.- OBJETIVO

La Conselleria de Sanitat dispone de un Biobanco de Cancer Familiar donde se depositara sus muestras.
constituido con la finalidad de recoger v almacenar muestras biolégicas humanas para realizar proyectos
de mvestigacion biomédica o diagnésticos. Los resultados derrvados de dichos provectos de investigacion
pueden derivar en el descubrimiento de métodos para el mejor diagnéstico de las enfermedades v

medicinas para tratar enfermedades.

3.- BENEFICIOS ESPERADOS

No percibird minguna compensacién econdémica o de otro tipo por las muestras donadas y éstas no
tendrin valor comercial. Sin embargo. si las investigaciones que se pudieran realizar tuvieran éxito,
podrian ayudar en el futuro a pacientes que tienen la misma enfermedad o padecen otras enfermedades
similares.

Las muestras de los tejidos y/o sangre no seran vendidas o distribuidas a terceros con fines comerciales
pero los costes de conservacion v envio se cubriran sobre una base sin animo de lucro.

La donacion de muestras no impedira que usted o su familia puedan hacer uso de ellas siempre que

estén disponibles, cuando por razones de salud puedan ser necesarias.
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4.- CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE 5U REALIZACION

Solo si usted lo desea, existe la posibilidad de que pueda ser contactado en el futuro para completar o
actualizar la informacién de la que contamos en este momento y/o de tomar una nueva muestra que
pudiera ser interesante en el desarrollo de la mvestigacion biomédica. en cuyo caso volvera a ser
informado/a de la situacién v tendra la libertad de participar o declinar dicha participacion.

Es posible que los estudios realizados sobre sus muestras aporten informacion relevante para su salud o
la de sus famliares. Tiene derecho tanto a ser mformado como a que no se le mforme de sus datos
genéticos v otros datos personales obtenidos en la mvestigacion. A estos efectos, se entendera que no
desea recibir tal informacién salvo que manifieste lo contrario, utilizando para ello el formulario que tiene
a su disposicion en el centro en el que esta siendo atendido.

Estos datos pueden repercutir en algunos muembros de su familia, por lo cual usted valorara la
conveniencia de transmitirles dicha mnformacion.

5.- CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU NO REALIZACION Y DERECHO DE REVOCACION DEL
CONSENTIMIENTO

La decision de donar sus muestras de tejidos sobrantes v de sangre es totalmente voluntaria, pudiendo
negarse a donarlas e incluso pudiendo revocar su consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar
ninguna explicacion v sin que ello tenga ninguna repercusion en la atencion médica que recibe en el
Centro.

Si decidiera revocar el consentinuento que ahora presta. la parte de las muestras que no se hayan
utilizado en la investigacion, sera destrmida o anomimizada. Tales efectos, no se extenderan a los datos
resultantes de las investigaciones que va se hayan llevado a cabo una vez haya revocado su
consentimiento.

6.- RIESGOS

Las muestras que se le solicita provienen del excedente de un proceso diagndstico que ya ha finalizado
v se encuentra almacenada en el laboratorio de analisis genético que ha hecho el diagnéstico, por lo que
su obtencion no implica ningin riesgo para usted.

7.- PROTECCION DE DATOS PERSONALES Y CONFIDENCIALIDAD

Sus datos personales v de salud serin incorporados y tratados en una base de datos de la que es
responsable el biobanco para llevar a cabo la mvestigacion descrita en este documento vy el cumplimiento
de sus obligaciones legales.

La cesion a otros centros de investigacion, publicos o privados, de sus muestras de tejidos y/o sangre o
de sus derivados. asi como de la informacion contenida en las bases de datos vinculada a las mismas v a
su estado de salud. se realizari mediante un procedimiento de codificacion, esto es, desligando la
informacion que le identifica sustituyéndolo por un codigo.

Asimismo, el titular de los datos personales podra ejercitar los derechos de acceso, rectificacion
cancelacion v oposicion al tratanmento de datos de caricter personal, v de revocacion del consentimiento
(en este ultimo caso, conforme al formulario que figura en el apartado 9) en los ténminos previstos en la
normativa aplicable, dinigiendo al biobanco el escrito correspondiente firmado por Ud. v copia de
documento acreditativo de su 1dentidad.
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DE SALLT
BIOBANCO CANCER FAMILIAR CSISP
S-DECLARACIONES Y FIRMAIAS

Declaracion del donante:

de edad. con domicilio

= SRS U RSOSSN USRI DNI...

EL.

F-EL .o

DDA e de........ afios de edad. con domicilio en
................................................................................................................... DNIL....oooiiiiiiiiiiiee B

calidad de representante (en caso de minoria legal o incapacidad) del paciente

DECLARO

Que he sido mformado por el profesional de salud abajo firmante:

-Sobre las ventajas e inconvenientes de este procedimiento.

-Sobre el lugar de obtencion, almacenamiento v el proceso que sufririn los datos personales y las
muestras.

-Que mis muestras v datos personales serin proporcionados de forma codificada a los investigadores
que trabajen con ellas.

-Que en cualquier momento puedo revocar mi consentimiento y solicitar la  elinunacién o
anonimizacion de todos mis datos personales v muestras que permanezcan almacenadas o distribuidas.
Esta eliminacion no se extenderia a los datos resultantes de las investigaciones que ya se hubieran
llevado a cabo.

- Que en cualquier momento, yo, mi Representante Legal, o Tutor, de conformidad con lo establecido
en el articulo 4, punto 5 de la Ley 14/2007 de mvestigacion biomédica, de 3 de julio, puedo solicitar
informacién sobre los datos genéticos y otros datos personales que se obtengan a partir del anilisis de
las muestras donadas.

-Que he comprendido la informacién recibida v he podido formular todas las preguntas que he creido
oportunas.
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CONSIENTO

-Que el Hospital u otros centros de investigacion, piiblicos o privados, utilicen mis datos y las muestras,
mcluyendo la mformacion sobre mi salud, para mvestigaciones biomeédicas, manteniendo siempre la
confidencialidad de nus datos

-Libre y voluntariamente en la donacion voluntana de

O Muestras de tefido del proceso diagnéstico histopatolégico y/o sangre periférica excedente.

-Que yo, mi Representante Legal o Tutor. accedo (marquese si o no) a que el personal de la Red
Valenciana de biobancos me contacte en el futuro en caso de que se estime oportuno afiadir nuevos
datos a los recogidos v/o tomar nuevas muestras

O s1

O No

En Elche (Alicante) .a......... e de 20...

Declaracion del profesional de salud:

He informado debidamente al donante

En Elche (Alicante) .a......... dell 0 W W NN de 20...
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 CLUERALITAL vALINGIAY Ry )Bocy § s CARVE
SOLICITUD DE INFORMACION DE DATOS GENETICOS RESULTADO DELAS
INVESTIGACIONES

RED VALENCIANA DE BIOBANCOS
BIOBANCO CANCER FAMILIAR

UNIDAD DE CONSEJO GENETICO EN CANCER DEL HOSPITAL GENERAL
UNIVERSITARIO DE ELCHE

DONANTE:

D /DRAA. o de afios de edad. con domucilio
BIL . ettt e C et e e a £t S fes ettt ees et DNI

EL.

F-EL..oiiiicicee.

D DA e de...._afios de edad, con domicilio
L OSSOSO O S LGDNLLen

calidad de representante (en caso de minoria legal o incapacidad) del paciente

SOLICITO

Ser mnformado/a del resultado de las investigaciones de la donacién voluntaria realizada en fecha
de W de..............s1éstas afectan a mi salud o a la de mi representado.

En Elche,a ... de e de 20...

Fdo. DDA oo
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ANEXO V

Aprobacién o informe favorable del Comité Etico de la Investigacién, CEIC, del
Hospital General Universitario de Elche de realizacion del estudio

% GENERALITAT ELX
\\§ VALENCIANA +mmmmum '

Conselleria de Sanitat
Universali Salut Publica

INFORME DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS

Dfia. Leticia Soriano Irigaray, Secretaria del Comité de Etica de la Investigacién con medicamentos
del Hospital General Universitario de Elche.

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta referida al estudio titulado “Caracterizacién de una
posible nueva mutacién fundadora en el gen de la fumarato hidratasa (FH) asociada al Sindrome
de Leiomiomatosis Miiltiple y Cancer Renal Hereditario”, (codigo de registro PI 42/2017) cuyo
Investigador Principal es el Dra. Ana Beatriz Sanchez Heras del servicio de Oncologia Médica del
Hospital General Universitario de Elche.

Que en este estudio:

e Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos
del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

e Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado (si aplica).

e La capacidad del investigador y los medios disponibles son adecuados para llevar a cabo el
estudio.

Que los miembros del CEIm, en su reunién del 17 de Diciembre 2019 (acta 12_2019), tras la
lectura y evaluacién del proyecto, deciden emitir Informe Favorable para su realizacion en este
centro. :

Lo que firmo en Elche a 23 de diciembre de 2019

'/

Fdo.: Diia. Le:t'iq_i}“/S'oriano Irigaray
Secretaria €EIm HGU de Elche

CEIm Hospital General Universitario de Elche
Camino de la Almazara, n° 11 - 03203 ELCHE - Tel. 966 61 61 74- Fax. 966 61 61 45
Ceic_elx@gva.es
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