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Resultats

www.nature.com/scientificreports/

statistical criteria (adjusted p-value < 0.05) were characterized by LC-qTOF MS/MS and identified using the
METLIN database or authentic chemical standards acquired in our laboratory with the same analytical method.

Statistical analyses of human plasma were performed using R (www.r-project.org). Continuous data were ana-
lysed with the Kolmogorov test (mean = standard deviation). Statistical tests were two-sided and p-values < 0.05
were considered statistically significant.
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Material suplementari
Supplementary Table 1. BRCA1 and BRCA2 promoter hypermethylation percentages of the breast cancer cell lines analysed by methylation MS-MLPA
Breast cancer MEO001-C2 assay ME002-C1 assay MEO053-X1 assay
cell line BRCA1  BRCA2 BRCA1 BRCA2 BRCAL.1 BRCA1.2 BRCAL1.3 BRCA2.1 BRCA2.2 BRCA2.3 BRCA2.4
MCF7 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
MDA-MB-231 2% 0% 3% 0% 0% 2% 2% 4% 3% 0% 0%
MDA-MB-436 2% 0% 0% 0% 1% 2% 1% 6% 2% 0% 0%
MDA-MB-468 3% 0% 0% 0% 0% 2% 0% 4% 0% 0% 0%
HCC70 1% 0% 0% 6% 0% 3% 0% 4% 4% 1% 0%

ND: No DNA available

Supplemmentary Table 2. Clinicopathological characteristics of the human breast cancer cell lines

analyzed
Cell Line BRCA1 TP53
Mg Genotype Beatis Immunoprofile Subtype Tumour type
MCF-7 ER+, PgR+/-, Luminal Metastasic
w v HER2- adenocarcinoma
HCC70 WT C.743G>A ER-, PgR-, HER2- Basal Duct.al
carcinoma
MDA-MB-231 WT .839G>A ER-, PgR-, HER2-  Basal Metastasic
adenocarcinoma
MDA-MB-436 ¢.5396+1G>A Y ER-, PgR-, HER2- Basal Adenocarcinoma
MDA-MB-468  DUCUON OO g1gGon  ER., PER- HER2-  Basal  hcistasic
12 Adenocarcinoma

WT, wild-type; ER, estrogen receptor; PgR, progesterone receptor, HER2, human epidermal growth
factor receptor 2; *Breast Cancer Cell line with controversial TP53 status (http://p53.free fr/index. html;
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic)
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Discussio

Discussio

Segons les dades de I’Associacid Internacional de Registres del Cancer, IARC Global
Cancer Observatory, de la base de dades GLOBOCAN (http://gco.iarc.fr/), s’estima
gue I'any 2018 hi va haver 18.1 milions de nous casos de cancer en el mén, dels
quals un 11.6% (2.1 milions) van ser cancer de mama i un 1.6% (295 mil) van ser
cancer d’ovari. S’estima que I'any 2019, a Espanya hi van haver 32.536 nous
diagnostics de cancer de mama (el segon més freqlient a I'estat espanyol) i 3.548
nous casos de cancer d’ovari (REDECAN. Red Espaiola de Registros de Cdncer.
Estimaciones de la incidencia y supervivencia del cdncer en Espafia y situacion en

Europa, 2017). Els individus amb un o més familiars afectes de la malaltia, veuen

125



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
APLICACIO DE TECNIQUES OMIQUES PER A LA MILLORA DEL DIAGNOSTIC EN LA SINDROME DE CANCER DE MAMA I OVARI HEREDITARI.
Marta Rodriguez Balada

Discussio

incrementat el risc de patir-la al llarg de la seva vida. Aquest risc encara es veu més
incrementat en aquells individus portadors de mutacions germinals en els gens
associats a la sindrome de CMOH, tal i com es va descriure en un estudi
retrospectiu I'any 2017 (Kuchenbaecker et al., 2017). El risc acumulat de cancer als
70 anys en portadors de mutacié en BRCA1 és del 65% i del 45% en portadors de
mutacio en BRCA2. El risc acumulat de cancer d’ovari als 70 anys és del 39% per
portadors de mutacié en BRCA1 i del 11% en portadors de mutacié en BRCA2, molt
superior al 2% esperable de la poblacié general (A. Antoniou et al., 2003). A I'estat
espanyol, el risc acumulat als 70 anys en cancer de mama era del 52% per BRCA1 i
del 47% per BRCA2. Pel cancer d’ovari, el risc estimat era del 22% per BRCA1 i del
18% per BRCA2 (Milne et al.,, 2008). En I'ambit de I’assessorament genetic,
coneixer l'estat mutacional d’un individu s’utilitza per aplicar estrategies de
deteccid preco¢ o de reduccié de risc, la qual cosa permet un augment en la
supervivencia en aquestes patologies. A més a més, també és util per a predir
respostes a dianes moleculars. Recentment s’ha observat que els pacients amb
mutacio en els gens BRCA1 i BRCA2, poden ser candidats a tractaments especifics
dirigits amb inhibidors de PARP (poly-ADP-ribose-polimerasa) com per exemple

I’Olaparib i el Niraparib (Mirza et al., 2016; M. Robson et al., 2017).

En aquesta tesi doctoral, s’ha intentat reduir els resultats no informatius
retrospectius de la cohort en estudi i trobar estrategies per a poder dur-ho a terme,
aixi com estudiar possibles mecanismes que puguin estar involucrats en aquesta
sindrome. Aix0 s’ha realitzat mitjancant quatre estudis que han tingut per objectiu:
1) classificar variants de significat biologic desconegut; 2) verificar la fiabilitat de la
prediccid de les eines in silico; 3) trobar altres mecanismes i gens heretables per a
la sindrome de CMOH i 4) trobar biomarcadors associats a la preséncia de mutacié

en el gen BRCA1 mitjancant la metabolomica.
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In silico, in vitro and cas-control analyses as an effective
combination for analyzing BRCA1 and BRCA2 unclassified
variants in a population-based sample.

El primer article d’aquesta Tesi Doctoral, confirma que els estudis cas-control aixi
com la combinacié de les eines in silico i I'estudi de I’ARNm, permeten classificar
algunes VUS dels gens BRCA1 i BRCA2 identificades en families de la nostra
poblacid. Es va poder comprovar que entre la prediccido de les eines in silico
utilitzades i els resultats de I'estudi in vitro de la transcripcié de ’ARNm, hi havia
una concordanga del 100%. Un altre objectiu en aquest article era aclarir si la
presencia recurrent d’algunes VUS en la nostra cohort podia ser degut a que fossin
variants caracteristiques de la nostra poblacid, i per tant podien ser considerades
polimorfismes. Aquest estudi cas-control va permetre classificar 3 variants com a

polimorfismes ja que estaven presents en més de I'1% en la poblacié control.

Des del punt de vista de la prevencid i de l'assessorament genetic és molt
important determinar la patogenicitat de les VUS. S’han descrit diferents
abordatges per a la seva classificacié. En el cas dels gens BRCA1 i BRCA2, el
principal és un model probabilistic multifactorial basat en la combinacié de dades
de conservacié dels aminoacids i amb probabilitats de causalitat de la malaltia
(Lindor et al., 2012). Aquests models sén molt utils ja que tenen en compte dades
com la distribucié del cancer en la familia, la preséncia en trans de mutacions
patogeniques, la historia personal i familiar de cancer i la histopatologia dels
tumors de mama associats. Amb totes aquestes dades, s’obté una probabilitat que
permet considerar la variant com a patogénica o no, segons un sistema de
classificacié en 5 categories (Eccles et al.,, 2015). Aquest calcul de probabilitat

també té en compte la prevalenca d’aquesta variant en bases de dades
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poblacionals. S’ha establert que aquelles variants amb una freqliéncia reportada
superior a I'1% en una cohort gran no endogamica de referéncia, es consideren
polimorfismes, i que per tant la probabilitat de qué siguin patogéniques és molt
baixa ja que es considera que variants d’alt risc no sén comunes en la poblacié
general. Aixi mateix, I'existencia d’una alteracié en el procés d’empalmament, que
déna lloc a una proteina truncada, és un dels criteris utilitzat en tots el metodes de
classificacié coneguts (Richards et al., 2015; Spearman et al., 2008). Tot i aix0
molts dels parametres necessaris inclosos en els metodes de classificacid no
sempre estan a |'abast dels laboratoris, la qual cosa fa que continuament es

busquin sistemes alternatius per a la classificacio de les VUS.

Les eines in silico de prediccid d’alteracid de I'empalmament s’utilitzen per a
preveure si un canvi en aquest procés generara un transcrit diferent a I'esperat
(Ernst et al. 2018, Colombo et al. 2013). Tot i aix0, les guies recomanen comprovar
aquesta prediccid mitjancant I'analisi de I’ARNm in vitro. Aixdo no sempre es pot
dur a terme, ja sigui per la incapacitat d’obtenir 'ARNm del pacient o per la
inexistencia de les infraestructures i eines necessaries en el laboratori per
estudiar-lo (Whiley et al., 2014). Per tant, és molt necessari comprovar si les
prediccions que ens donen les eines bioinformatiques que actualment s’utilitzen
(Splice site finder - SSF, MaxEntScan - MES, GeneSplicer - GS, NNSplice, Human
Splicing Finder - HSF, Exonic splicing enhancer finder -ESE-Finder, RESCUE-ESE) sén
totalment fiables i que no sigui imprescindible I’assaig in vitro de I’ARNm. A més de
la seva analisi, és necessari fer la quantificacié de I’ARN obtingut de la transcripcid
dels gens (Whiley et al., 2014), la qual cosa no es va realitzar en aquest treball.
L’objectiu és comprovar si el transcrit no mutat equilibra I'existéncia de transcrit
mutat (Romero et al., 2015). Es realitza mitjancant una técnica semiquantitativa,
que encara no s’ha implementat en la rutina de la practica assistencial. Aquesta

eina és imprescindible en la caracteritzacid de les alteracions en el procés

128



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
APLICACIO DE TECNIQUES OMIQUES PER A LA MILLORA DEL DIAGNOSTIC EN LA SINDROME DE CANCER DE MAMA I OVARI HEREDITARI.
Marta Rodriguez Balada

Discussio

d’empalmament. Mitjancant la quantificacié dels transcrits resultants, s’ha
observat que variants que eren sospitoses de ser patogéniques mantenen
parcialment 'activitat genica, és a dir que I'al-lel mutat esdevé hipomorf (Kraus et
al.,, 2017). Es per aixd que cal trobar eines bioinformatiques que ens permetin

arribar a les mateixes conclusions que I'estudi in vivo o in vitro.

En el cas de les variants identificades reiteradament en una cohort, pero que estan
considerades com a VUS, cal tenir altres consideracions. Es important estimar la
possibilitat de que sigui un polimorfisme propi de la regié geografica tot i que no
consti com a tal en les bases de dades internacionals. Per poder descartar-ho és
important esbrinar si el mostreig de les bases de dades poblacionals internacionals
representen fidelment una poblacid homogenia i si estan ben categoritzats els

diferents subgrups que poden existir.

Cal tenir en compte que la identificacié de VUS continuara augmentant a mida que
s’estudiin més gens en una determinada patologia. Per tant és imprescindible una
millora en les estrategies per a I'estudi i classificacié de les variants, per a qué
siguin aplicables en la rutina dels laboratoris i no oblidar les tecnologies classiques
gue sempre serviran per a fer una comprovacio ortogonal dels resultats obtinguts
(Oulas, Minadakis, Zachariou, & Spyrou, 2019; Li et al., 2019; Tavtigian et al., 2018;
de la Hoya et al., 2016; Fortuno et al., 2018; Cline et al., 2018). Precisament per
aquestes dificultats en les classificacions I’American College of Medical Genetics va
establir uns criteris per a la classificacié de les variants que, avui en dia, sén els

criteris més utilitzats (Amendola et al., 2016; Richards et al., 2015).

Amb tot aix0, s’ha pogut observar que la combinacié de les tres eines utilitzades
en aquest estudi és util per a la classificacid de variants de significat incert, tant
perque les eines in silico iin vitro concorden en els resultats com perque I'estudi

cas control ha permes classificar variants considerades fins ara com a VUS.
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Germline promoter hypermethylation in BRCA1 and BRCA2

genes is not present in hereditary breast cancer patients.

Amb els resultats obtinguts de I'article que es discuteix a continuacid, es pot
confirmar que la hipermetilacié del promotor dels gens BRCA1 i BRCA2 no és una
de les causes d’inactivacid en la linia germinal que predisposa a la sindrome de
CMOH. Dels 99 casos analitzats només un d’ells presentava una discreta
hipermetilacié que, degut al nivell d’aquesta, no es pot concloure que sigui un

possible esdeveniment germinal.

La hipermetilacié del promotor d’'un gen és un sistema d’inactivacié genica. Des de
I’any 2001 fins I'any 2019 s’han publicat al voltant de 130 articles en els quals
s’estudia la hipermetilacié del promotor dels gens BRCA1 i BRCA2. S’ha estudiat
principalment en teixit tumoral, per a poder considerar-ho com a segon
esdeveniment en portadors de mutacions germinals, com s’estableix en la hipotesi
“Two-Hits” de Knudson, perd també s’ha buscat una possible associacio entre la
metilacié d’aquests gens en sang i el risc de cancer de mama. En aquest estudi es
pretenia establir la possibilitat de que la hipermetilacio del promotor fos un

esdeveniment heretable que produis una agregacié familiar de cancer.

Mitjancant I"analisi d’ADN obtingut a partir de sang periférica, no es van trobar
evidéencies d’hipermetilaci6 en els pacients seleccionats. Altres estudis
presentaven una associacié entre aquests dos esdeveniments, com per exemple
en un estudi australia que incloia 255 casos de cancer de mama i un estudi japones
gue incloia 200 casos de cancer de mama (Flanagan et al., 2009; Iwamoto et al.,
2011). No obstant altres investigacions no confirmen aquests resultats (Bosviel et

al., 2012; Cho et al., 2015; Kontorovich et al., 2009; Loveday et al., 2011; Wojdacz
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et al., 2011). Chen et al. van intentar identificar I'existéncia d’una hipermetilacio
germinal en el gen BRCA1 en 43 pacients no portadores de mutacions en els gens
BRCA i van determinar que aquesta no era I'explicacié del fenotip de CMOH en els
pacients seleccionats (Y. Chen et al., 2006). Per altra banda, un estudi que incloia 7
pacients, analitzaven paral-lelament ’ADN germinal, a partir de limfocits i ADN
somatic obtingut de tumor, en el qual s’observava en un pacient una lleugera
metilacié en ’ADN germinal (Snell et al., 2008). En el present estudi també es va
observar una lleugera hipermetilacié en un pacient, pero tot i que la conclusié de
Snell et al. era que aquesta hipermetilacié era la responsable del comportament
BRCA-like del cancer de pacient, és imprescindible augmentar el nombre de
pacients en els estudis per a poder determinar si aquesta extrapolacié és correcta.
Altres estudis posteriors, mostraven |'existéencia de metilacié en alguns casos
(sempre inferiors al 14%), que no es corresponia a una metilaci6 monoal-lélica.
També descrivien unes lleugeres diferencies en els nivells de metilacié entre el
cancer esporadic i el cancer hereditari, sempre descrivint una menor metilacié en
el cas del cancer hereditari (Gupta et al., 2014; Pang et al., 2012). Degut a aix0, en
la majoria dels estudis decidien fer una analisi qualitativa de la metilacié i no
guantitativa. Curiosament, la majoria d’aquests estudis estaven basats en una
tecnologia diferent a la utilitzada en el nostre estudi, principalment la MS-HRM,
seqienciacié automatica i piroseqlienciacioé (Gupta et al., 2014; Pang et al., 2012;
Wojdacz et al., 2011). Cal tenir en compte també que en la regié promotora dels
gens estudiats hi ha més de 30 illes CpG i que per al nostre estudi es va utilitzar un
assaig que només n’incloia 3 en el cas de BRCA1 i 4 en el cas de BRCA2 i que no
coincidia amb les illes o les regions seleccionades pels altres autors. Com Vos et al.
apuntaven en els seus estudis, probablement caldria utilitzar una estrategia que
inclogués totes les illes CpG per a poder tenir una perspectiva més real de les
modificacions que poguessin patir aquestes regions (Vos et al., 2017), tal i com es

descriu en un meta-analisi on es comparava 40 estudis d’hipermetilacié i on si que
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es podien observar diferéncies en la hipermetilacié germinal de pacients en

comparacié del controls sans (L. Zhang & Long, 2015b).

Tot i que s’estima que hi pugui haver una correlacié entre una metilacié aberrant
del promotor de BRCA1 i un increment en el risc de cancer de mama, es pot
concloure que la hipermetilacié no és un factor important en la heretabilitat de la

sindrome del CMOH.

Identification of germline pathogenic variants in DNA damage
repair genes by a next-generation sequencing multigene panel in

BRCAX patients.

Aquest article ha permes identificar altres gens responsables de la sindrome de
CMOH en un 8% dels pacients estudiats, aixi com confirmar que els estudis
genetics mitjancant panells de gens permeten augmentar el rendiment diagnostic.
A més a més, ha permes reforcar la importancia d’incloure el gen PALB2 en

aquests estudis.

La seqlienciacio de panells de gens mitjangcant NGS s’ha establert com I'eina per
excel-lencia en I'estudi de malalties d’origen genetic, per la seva rapidesa, fiabilitat
i el seu cost-efectivitat. Fins a I'aparicio de la NGS, I'analisi dels gens implicats en la
sindrome de CMOH es realitzava de forma sequencial, el que implicava molt de
temps i un cost elevat. Amb I"aparicié de la seqienciacié massiva, es va apostar
per I'estudi de grups de gens (panells de gens) simultaniament (Shendure & lJi,
2008). Aixi doncs, els laboratoris han d’establir, complint uns requeriments minims,
quin és el grup de gens que s’analitzaran i estudiaran tenint en compte les
caracteristiques propies de la poblacié a estudiar. Per aix0, en aquest estudi es va

seleccionar un panell de 25 gens descrits en la bibliografia com a gens associats a
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la sindrome de CMOH o a sindromes relacionades que incloguessin el cancer de
mama o el cancer d’ovari com a manifestacio clinica (Hirotsu et al., 2015). Amb els
resultats obtinguts, es va poder reduir el nombre de resultats no informatius en un
8%, coincidint amb altres estudis (Moran et al., 2017). La majoria de les mutacions
identificades pertanyien al gen PALB2, un gen historicament relacionat amb el
cancer de pancrees familiar perd que des de fa un temps ja es postulava com a un
bon candidat a incloure en la sindrome de CMOH (Afghahi & Kurian, 2017;
Apostolou & Fostira, 2013b; Toss et al., 2015; Tung et al., 2015; Van Der Groep et
al., 2011).

La resta de variants patogeniques o probablement patogeéniques identificades, es
van identificar en els gens RAD50, BARD1 i BRIP1. Aquests son gens controvertits
pel que fa a la inclusié en els panells de gens de cancer de mama hereditari, ja que
no hi ha encara suficients evidencies cliniques per al seu maneig en aquesta
patologia. En el cas del gen BRIP1, es relaciona principalment amb el cancer d’ovari
(Ramus et al., 2015), encara que alguns autors I’han descrit també en casos de
cancer de mama (Rafnar et al., 2011). Tot i aix0, degut a qué aquests gens estan
directament relacionats amb la funcionalitat dels gens BRCA1 i BRCA2, no s’hauria

de descartar la seva inclusio en I'estudi d’aquesta sindrome.

L'analisi de panells de gens associats a una sindrome poden incrementar la
probabilitat d’identificar la causa genetica subjacent d’aquesta. En contrapartida a
I'estudi d’exomes o genomes, son una millor opciéd perque disminueix la
identificacié de troballes secundaries que no estiguin associades al fenotip en
estudi. En resum, només s’han d’incloure aquells gens accionables, amb una forta
o moderada evidéncia d’associacid a la malaltia (Bean et al.,, 2019), perqué el
resultat d’aquest estudi derivara en mesures terapeutiques i/o de diagnostic
precog i prevencié en els pacients. El contingut dels panells de gens s’han d’anar

revisant i modificant d’acord amb les noves evidencies que vagin sorgint
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relacionades amb la sindrome o el fenotip a estudiar. Amb aquest objectiu,
recentment s’ha publicat un consens internacional on s’ha establert quins son els
gens minims i imprescindibles a analitzar en el cas del cancer de mama hereditari
per a decisions terapeutiques, que inclou els gens BRCA1, BRCA2, TP53 i PALB2
(Singer et al., 2019). Aixi mateix, la seccido de cancer hereditari de la Sociedad
Espafiola de Oncologia Médica (SEOM) ha publicat una guia relacionada amb la
sindrome de CMOH on s’indiquen, no només els criteris per a la seleccié dels
pacients si no també els gens que s’han d’incloure en aquests panells (Gonzdlez-
Santiago et al.,, 2019), on s’estableixen com a gens a estudiar els gens BRCAI,
BRCA2, PALB2, ATM i CHEK2 per al cancer de mama i BRIP1, RAD51C, RAD51D,
MLH1, MSH2, i MSH6 per al cancer d’ovari. També I'any 2019 es va establir un
consens d’ambit catala en la seleccid i utilitzacid de panells de gens (pendent de
publicacié), en el que per al CMOH s’inclouen els gens BRCA1, BRCA2, MLH1,
MSH2, MSH6, ATM, CHEK2, PALB2, BRIP1, RAD51C, RAD51D i en el cas de families
on només es manifesta cancer d’ovari, els gens BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH?2,
MSH6, BRIP1, RAD51C i RAD51D.

Per tant, la tecnologia basada en la NGS afavoreix molt la millora del rendiment
diagnostic en l'estudi del CMOH, ja que permet l'estudi simultani de gens
sospitosos i accionables. Tot i aix0, en I'ambit assistencial és important no voler
abracar tota la capacitat que ens proporciona aquesta tecnologia, ja que en molts

casos pot donar lloc a molta informacio dificil d’aplicar a la clinica.
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Metabolomics reveals novel blood plasma biomarkers associated

to the BRCA1-mutated phenotype of human breast cancer.

L’dltim treball d’aquesta Tesi Doctoral, ha permes confirmar I'existencia d’un perfil
metabolic diferencial que permet caracteritzar i identificar el fenotip de cancer de
mama associat a mutacions en BRCA1 mitjancant la metabolomica. La
metabolomica es pot definir com la ciencia dmica més emergent, que permet
I'obtencid d’'una empremta metabolica d’'una mostra biologica, la qual pot
provenir de diferents matrius biologiques com ara linies cel-lulars, sang, ale,
plasma, saliva, serum i orina. Aquest analisi es pot realitzar de manera
automatitzada i relativament rapida (Escobar-Morreale et al., 2012; Mallol et al.,
2013; Yanes et al., 2011). En els dltims anys, aquesta ciéncia ha esdevingut una
eina amb molt de potencial per a la cerca de biomarcadors en diferents malalties,
gracies principalment a la comparacio d’aquesta empremta o perfil entre individus
sans i malalts. Es a dir, possibilita I’observacié de la relacié directa genotip-fenotip
mitjancant la identificacié de canvis bioquimics especifics per a diferents fenotips,
gue permet deduir el procés metabolic alterat en la patogenia de la malaltia que

s’esta estudiant (Silva et al., 2019).

Aquesta, tot i ser una cieéncia omica recent, ja compta amb nombrosos estudis en
diferents patologies com son la diabetis, la malaltia d’Alzheimer, I'aterosclerosi i el
cancer (Juonala et al., 2019; Mahajan et al., 2020; T. J. Wang et al., 2011; Yu et al,,
2020).

Degut a que el cancer és una malaltia que promou alteracions en el metabolisme
cel-lular (Clish, 2015), 'estudi d’aquests canvis pot ser util tant per a la deteccio
preco¢ del tumor com per a |'avaluacié de tractaments antineoplastics. Encara que
actualment l'aplicacio de la metabolomica en cancer de mama esta en les seves

fases inicials, existeixen estudis que han explorat la possibilitat d’utilitzar els perfils
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metabolics obtinguts mitjancant ressonancia magnética nuclear (RMN) i/o
espectrometria de masses (EM), com a possibles biomarcadors de deteccié precog,
de caracteritzacié tumoral i de prediccio clinica de la malaltia (Shaw et al., 2002).
Aquests estudis reporten |'associacié de certs metabolits (glucosa, lactat, lipids,
colina i aminoacids) amb diferents caracteristiques del cancer de mama (pronostic,
progressid de la malaltia, etc) (Sitter et al.,, 2010). La majoria d’aquests estudis
s’han centrat en I'analisi de teixit tumoral i/o linies cel-lulars i molt pocs han
utilitzat plasma o sérum dels pacients (Asiago et al., 2010; Shen et al., 2013; Yan et
al., 2018). Recentement, Yang et al. reporten un perfil lipidomic diferencial en
plasma capag¢ de discriminar els pacients amb lesions tumorals benignes de la
mama i les lesions tumorals malignes, i caracteritzen dos potencials biomarcadors
lipidics plasmatics (Yang et al., 2015). Asiago et al. reporten el desenvolupament
d’'un model predictiu de deteccid preco¢ basat en 11 metabolits detectats en
serum de pacients amb cancer de mama recurrent combinant els metodes
analitics de RMN i EM (Asiago et al., 2010). Shen et al., descriuen que analitzant el
plasma de pacients i controls s’observa que existeix un perfil metabolic diferencial
condicionat per la raca i el tipus de receptor hormonal dels pacients (Shen et al.,
2013). Per tant, els resultats d’aquests estudis reforcen la importancia de la
investigacié i la futura aplicabilitat de la metabolomica asociada al cancer de
mama. Tot i que s’han descrit algunes aproximacions basades en aquesta eina
(Dougan et al., 2018; Jove et al., 2017; Lecuyer et al., 2019), totes elles utilitzaven
diferents estrategies dintre de la metabolomica i principalment permetien la

discriminacio entre individus sans i malalts.

Els resultats d’aquest estudi han evidenciat I'existencia d’un perfil metabolic
diferencial en linies cel-lulars de cancer de mama segons el genotip de BRCAI,
expressid de receptors hormonals i HER2 i subtipus tumoral. A més a més, s’han

identificat 9 metabolits que permeten la diferenciacié entre les linies cel-lulars
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segons la funcionalitat de BRCA1 i amb una potencial capacitat predictora del
fenotip BRCA-like de cancer de mama (Lord & Ashworth, 2016). Els nombre de
metabolits amb aquesta capacitat discriminatoria es veuen disminuits quan el
material de partida és el plasma, obtenint principalment dos metabolits derivats
de processos de metilacid (N6-metiladenosina i 1-metilguanina) i I'adenina, un
metabolit descrit i relacionat anteriorment amb el cancer de mama (Weber, 1983).
Tot i que és important verificar si aquesta capacitat discriminatoria es manté amb
una cohort de pacients més amplia, amb aquests resultats es pot deduir que
també un perfil metabolomic especific podria correlacionar-se amb una
determinada mutacié germinal, util en I'ambit de I'assessorament genetic, i amb
una mutacié somatica conductora (driver) que condicioni un cancer i per tant un

tractament (Lanznaster et al., 2018; Steuer et al., 2019).
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Discussio general

Els gens BRCA1 i BRCA2 son els principals gens relacionats amb la sindrome de
CMOH, pero només permeten el diagnostic d’aproximadament un 15% dels
pacients amb sospita d’aquesta sindrome. Per aixd una millora en el rendiment
diagnostic en aquesta sindrome és imprescindible. En aquest treball, s’han
realitzat quatre estudis que ens apropen a l'objectiu de poder realitzar un
assessorament genéetic més exitds. Des de la classificacio de VUS, mitjancant
I’aplicacié de diferents estrategies basades en evidéncies directes i indirectes, fins
a l'estudi de panells de gens. Cal tenir en compte que amb ['aparicié de la

sequlienciacié massiva i el conseglient abaratiment dels estudis genetics, es corre el
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risc d’'un increment descontrolat dels estudis genetics que es realitzen i dels gens
gue s’analitzen, passant d’uns criteris molt restringits a uns criteris molt laxes. En
aquesta tesi doctoral, I'estudi mitjancant NGS pretenia trobar un punt mig entre
aquestes dues vessants, de tal manera que es poguessin seleccionar els gens que
s’havien d’estudiar en la nostra Unitat, sempre incloent els gens minims definits
per les societats cientifiques internacionals. A més a més, aquest increment en el
nombre de gens recomanats també fa incrementar el nombre de VUS identificades,
ja que molts d’aquests gens no han estat prou estudiats fins ara. Per aix0, cal
millorar les estratégies per aclarir la patogenicitat d’aquestes. De totes maneres, la
utopia dels laboratoris de genetica on s’estudien aquestes sindromes seria trobar
un biomarcador de cribratge que permetés identificar quins pacients seran
portadors de mutacid, per tal de poder reduir el volum dels estudis genétics a
realitzar. Aquesta eina hauria de ser mitjangcant una tecnologia rapida i economica
i on el material de partida fos de facil obtencié. Es per aixd que en I'estudi
d’aquesta tesi doctoral, basat en metabolomica, es pretenia trobar aquesta eina

tan necessaria.

Per tant, amb les publicacions que conformen aquesta tesi doctoral s’ha intentat
donar solucions als diferents obstacles que ens trobem en el diagnostic molecular
de la sindrome de CMOH en el procés d’assessorament genetic. Tot i que en
conjunt sén petites aportacions, poden ser un punt de partida per a estudis més

ambiciosos.
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Conclusions

Les principals conclusions de la tesi doctoral sén:

1. La prediccié combinada de les eines bioinformatiques SSF, MES, GS, NNSplice,
HSF, ESE-Finder i RESCUE-ESE és util per a classificar les VUS en dos grups: un
amb baixa probabilitat d’alterar el procés d’empalmament (per tant,
probablement benignes) i un altre amb alta probabilitat de produir alteracions
(per tant, probablement patogeniques); encara que, seguint les guies de
validacié internacionals necessitarien una validaci6 amb experiments

complementaris.
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2. Les variants c.212+1G>A i ¢.5278-1G>A del gen BRCA1 i la variant ¢.516+2T>A i
c.8168A>G del gen BRCA2, identificades en pacients de CMOH de la nostra

poblacio, presenten un empalmament alterat tant in silico com in vitro.

3. L’analisi de casos i controls de base poblacional és una bona aproximacié per a
classificar en polimorfismes determinades VUS de les quals no hi ha prou

informacio en les principals bases de dades de CMOH.

4. Les variants c.4068G>A, c.8851G>A i ¢.7008-62A>G del gen BRCA2 son
polimorfismes caracteristics de la poblacié de la provincia de Tarragona amb

una freqtiéncia de I'al-lel menor de I'1%, 1.3 %, i 2.1% respectivament.

5. La hipermetilacié germinal dels promotors dels gens BRCA1 i BRCA2 es pot
descartar com un mecanisme d’inactivacid transcripcional constitucional

d’aquests gens en pacients amb sospita de CMOH.

6. El 8% dels pacients estudiats amb manifestacions tipiques de la sindrome de
CMOH, pero sense alteracions en els gens BRCA1 o BRCA2, sén portadors de
variants patogeniques en els seglients gens relacionats amb el cancer
hereditari:

a. PALB2: variants ¢.2834+1G>C, c.2257T>C i ¢.1965dup. Aquest gen ja
s’havia relacionat amb el cancer de mama per la qual cosa, és un
candidat a ésser inclos inequivocament en els panells de sindrome de

CMOH.
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b. BRIP1: variant ¢.1702_1703del. Aquest gen s’ha descrit principalment
relacionat amb un risc moderat de cancer d’ovari pero no s’ha establert
un risc en el cancer de mama.

C. BARD1: variant c.1509del. No hi ha evidencies en la literatura de
I’associacio d’aquest gen amb el risc de cancer de mama.

d. RAD50: variant ¢.2116C>T. Aquest gen esta associat amb el cancer

d’ovari.

7. Tot i que els estudis fins ara no sén concloents, la recent associacié dels gens
BRIP1, BARD1 i RAD50 amb el cancer de mama que fins ara només s’havien
associat amb el cancer d’ovari, indica que sén candidats a incloure’ls en els
estudis amb pacients amb sindrome de CMOH que no presenten alteracions en

els gens BRCA1 i BRCA2.

8. L’estudi metabolomic suggereix I'existencia d’un perfil metabolic caracteristic
que ens permet distingir cel-lules amb i sense mutacions en el gen BRCAL. La
deficiencia en la funcionalitat d’aquestes cel-lules pot ser deguda a una mutacié
en el gen o bé per un fenotip BRCAness. La identificacié d’aquesta signatura
podria permetre trobar un biomarcador de deficiéncia en el funcionament de

BRCA.
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Glossari
Accionable Amb utilitat clinica
ADN Acid desoxiribonucleic (en anglés DNA, desoxiribonucleic acid).

Acid nucleic constituit per nucledtids de desoxiribosa, acid
fosforic i les bases nitrogenades adenina, citosina, guanina i
timina, que es troba fonamentalment en el nucli, en els
mitocondris i en els cloroplasts, i que constitueix la base
molecular de I'heréncia biologica.

Al-lel Cadascuna de les formes alternatives d'un gen que ocupen el
mateix locus en cromosomes homolegs.

Analisi de El lligament és I"associacid fisica entre dos loci, degut a la seva

lligament proximitat hi ha poca probabilitat d’entrecreuament i per tant
augmenta la possibilitat d’una heréncia conjunta (mai es
segreguen). Aixo s’utilitza per a coneixer la disposicié d’uns loci
sobre un cromosoma.

Antineoplastic Farmac o agent que actua eliminant els tumors o inhibint-ne el
creixement.
Apoptosi Mort cel-lular programada. Procés pel qual I'organisme elimina

les cél-lules danyades, no desitjades o innecessaries. Els
mecanismes d'autodestruccié que s'utilitzen en ['apoptosi
comporten la degradacié i la fragmentacié nuclear i
I'alliberament de cossos residuals que son fagocitats, sense
que els teixits i les cel-lules veines en quedin afectats, a
diferencia del que succeeix en la necrosi.

ARN Acid ribonucleic (en anglés RNA, ribonucleic acid). Molécula
sintetitzada a partir del motlle d’ADN; conté ribosa en lloc de
la desoxiribosa present en I’ADN. N’hi ha tres tipus principals:
missatger (ARNm), de transferéncia (ARNt) i ribosomic (ARNTr).
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Glossari

Assessorament Procediment destinat a informar una persona sobre les
genetic o consell possibles conseqlieéncies per a ella o la seva descendéncia dels

genetic

Autosomic
dominant

Autosomic
recessiu

Biomarcador

resultats d’una analisi o cribratge genetics i els seus avantatges
i riscos i, si s’escau, per assessorar-la en relacié amb les
possibles alternatives derivades de I'analisi. Té lloc tant abans
com després d’'una prova o cribratges genetics, i fins i tot en
absencia d’aquests.

Terme que s’utilitza para descriure un tret associat a un al-lel
ubicat en un cromosoma no sexual i que esta present en tots
els individus que han heretat una copia d’aquell al-lel. La
probabilitat de que el portador de I'al-lel el transmeti a la
descendeéencia és de 50% per cada descendent.

Tret o patologia associada a un cromosoma no sexual, que
requereix la presencia de les dues copies d’'un determinat al-lel
per a que s’expressi el fenotip.

Caracteristica mesurable i avaluable que és indicadora d'un
procés biologic normal, d'un procés patogenic o de la resposta
a un tractament.

BRCAness Defineix el deficit en el sistema de reparacié per recombinacio
homologa, mimetitzant la pérdua de BRCA1 o BRCA2.

BRCAX Terme que designa families amb sospita de sindrome de
cancer de mama i ovari hereditari, no portadores d’una variant
patogenica ens els gens BRCA1 i BRCA2.

Clonacio Identificaciéd d’un gen causant d’una malaltia basant-se en la

posicional seva localitzacié en el genoma, determinada per diferents
metodes, inclos I'analisi de lligament.

Codo Sequéncia de tres nucleotids que codifica per un determinat

Desequilibri de

lligament

aminoacid o indica el comengament o el final del procés de
traduccid (codd d’inici, parada o final).

En angles, linkage disequilibrium, LD. Herencia simultania i
transmesa d’un conjunt de marcadors d’ADN especifics durant
generacions successives sense que es produeixi recombinacié
entre ells.
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Glossari

Empalmament En anglés, splicing. Procés d'eliminacid dels introns d'un
transcrit primari i connexié posterior dels exons per a produir
un ARN madur.

Encebador En anglés, primer. Es una cadena d’acid nucleic o molécula
relacionada d’uns 20 nucleotids que serveix com a punt de
partida per a la replicacio de I’ADN.

Epigenética Branca de la genetica que estudia els canvis hereditaris
d'expressid geénica que no comporten una modificacié en la
sequencia de ’ADN. Aquests canvis inclouen la modificacié de
I’estructura de la cromatina mitjancant I'addicié de grups metil
i la modificacid de les histones. La formacio de modificacions
epigenetiques s’ha relacionat amb diversos factors ambientals,
com lalimentacié i les experiencies individuals, com un
mecanisme d’adaptacié individual a cada ambient concret. La
major part d’aquestes modificacions dinamiques sén
eliminades durant la formacié dels gametes, per la qual cosa
no es transmeten a la descendéencia. També n’hi ha que es
transmeten als descendents i que condicionen llur expressio
génica i d’altres que s’estableixen especificament durant la
formacié dels gametes, fet pel qual només afecten els

descendents.
Exo Sequiencia codificant d’ADN.
Expressivitat També coneguda com heterogeneitat clinica, defineix el grau

de manifestacid d’'un gen en diferents individus amb una
mateixa alteracid genetica. Per exemple, en el cas de la
sindrome de CMOH es poden presentar tumors en mama,
ovari, pancrees i a més a més en prostata i estdmac en el cas

dels homes.
Familiar de Qualsevol individu que estigui separat per una meiosi d’un dels
primer grau membres de la seva familia (pare, mare, germans, fills).
Familiar de Qualsevol individu que estigui separat per dues meiosis d’un
segon grau dels membres de la seva familia; familiar amb el que un

individu comparteix una quarta part dels seus gens (avis, nets,
tiets, nebots).
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Glossari

Fenocopia

Fenotip

Gen

Gen supressor

Genotip

Heterozigot

Homozigot

Hotspot (area
hotspot)
genetica

In silico

Intro

Fenotip que, per causes externes, ha canviat fins a assemblar-
se a un altre fenotip que normalment correspon a un genotip
diferent. Fenotip no hereditari, deguda a causes ambientals,
gue mimetitza un fenotip produit per un genotip especific.

Conjunt de caracteristiques cliniques d’un individu amb un
genotip determinat.

Unitat fisica i funcional de I'herencia formada per un segment
d’ADN que codifica una proteina especifica o un segment
d’una proteina.

Gen que té com a principal funcié suprimir el creixement
tumoral. Es necessaria la inactivacié de les seves dues copies

genomiques per a que es manifesti el fenotip tumoral.

Constitucio genetica d’'un organisme o cel-lula; també es
refereix al grup especific dels al-lels heretats en un locus.

Individu que té dos al-lels diferents en un locus, un en cada
cromosoma, cada un heretat d’un dels progenitors.

Individu que té dos al-lels idéntics en un locus determinat, un
en cada cromosoma, heretats de cada un dels progenitors.

Qualsevol regid6 o seqliencia en un gen o cromosoma,
susceptible a presentar mutacions amb una freqiiencia més

elevada que les regions o seqliencies del voltant.

Expressid que significa "realitzat mitjancant ordinador o via
simulacié computacional”.

Sequéncia no codificant d’ADN que separa els exons
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Letalitat Situacié en la que dues mutacions, que per si mateixes no
sintéetica ocasionen cap dany a I'organisme, tenen efectes letals sobre la

cel-lula en combinar-se entre elles. Per exemple, aix0 es
produeix quan la via de reparacid per escissid de bases i la via
de la recombinacié homologa es bloquegen simultaniament,
la qual cosa impedeix la reparacié de I'ADN, la qual cosa
precipita I"apoptosi. En portadors de mutacid en els gens
BRCA1 i BRCA2, només les céel-lules tumorals son homozigotes
per a la mutacid, mentre que les cel-lules normals mantenen la
recombinacié homologa mitjancant I'al-lel funcional. Per tant,
la inhibicié de PARP només és letal per a les cel-lules tumorals.

Linia germinal Linia cel-lular de la que procedeixen o deriven directament els
ovuls o els espermatozoides (gametes).

Linia somatica Linia cel-lular de la que procedeixen totes les cel-lules d’un
organisme excepte els gametes.

Locus Lloc o localitzacié fisica d’'un gen especific en un cromosoma.
En plural loci.

LOD score Logaritme de les probabilitats de que dos gens o loci o un gen i
el gen d’'una malaltia estiguin lligats i per tant s’heretin junts
amb una freqliencia superior a I’"habitual.

Malaltia Malaltia produida per un sol gen.
monogenica

Malaltia Malaltia produida per més d’un gen.
poligénica
Meiosi Procés de divisid cel-lular consistent en dues divisions nuclears

que tenen lloc successivament i en les quals només hi ha una
divisi6 longitudinal dels cromosomes. El nombre de
cromosomes de les cel-lules resultants és la meitat dels de la
cél-lula que es divideix. Les cél-lules resultants son els gametes.

Metabolomica Branca de la biologia molecular que s’ocupa de Ia
caracteritzacid dels metabolomes, és a dir, del patré complet
dels metabolits produits per un organisme, un teixit o una
cél-lula, o dels corresponents a una condicid fisiologica
concreta.
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Microsatel-lits Sén repeticions de sequencies d’ADN en tandem (d’1 a 6
nucleotids) amb una elevada susceptibilitat a I'error durant el
procés de replicacio.

Inestabilitat de microsatel-lits Alteracié en la mida dels
microsatel-lits en les cel-lules tumorals respecte a les cel-lules
sanes, degut a un mal funcionament dels sistema de reparacio
de ’ADN MMR.

MLPA Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification. Técnica que
consisteix en el cribratge de regions de I’ADN mitjangant
I’estudi de sondes que hibridaran en diferents punts de la regié
d’interes i posteriorment s’amplificaran. Aprofitant les
diferents mides dels fragments amplificats, es poden
identificar perdues o guanys de material genétic. S'utilitza per
a I'estudi de grans reordenaments de material genetic.

Mutacio Qualsevol alteracio de la seqliencia normal d’un gen.
Mutacions Mutacions que donen lloc a una funcié anomala del gen i per
deletéries tant a un fenotip alterat.

Mutacié Mutacié recurrent que prové d’un Unic ancestre comu
fundadora portador, generalment en una poblacié petita amb cert grau

d’endogamia on, després de successives generacions
augmenta la seva presencia en la poblacié, passant a ser
alteracions caracteristiques d’un grup étnic i/o area geografica
concreta.

Odds Ratio (OR) Relacié que compara la probabilitat de desenvolupar la
malaltia en portadors (casos en portadors / no casos en
portadors) amb la probabilitat de desenvolupar la malaltia en
no portadors (casos en no portadors/no-casos en no
portadors).
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Omiques Les omiques (neologisme provinent del sufix llati <<-oma>>
que significa <<conjunt de>>) sén un conjunt de técniques
basades en l|'analisi de la totalitat o un conjunt d'un camp
d'estudi gran, en comptes d'analitzar part per part. Les
primeres -i principals- omiques van ser la genomica, la
transcriptomica, la proteomica i la metabolomica, no obstant a
mesura que es van millorant les tecnologies d'analisi i
s'obtenen més dades aquestes es van ramificant i en neixen de
noves.

PCR Polymerase chain reaction, reaccioé en cadena de la polimerasa.
Tecnica d’amplificacio de ’ADN que genera milions de copies
d’'un segment curt d’ADN en un termociclador (aparell que
permet augment i disminucié de la temperatura)i mitjangant
cicles repetits de : 1) Desnaturalitzacid i per tant separacié de
les cadenes de la doble hélix d’ADN (Melt), 2) Unidé dels
primers a ’ADN monocatenari (Anneal), fent-lo servir com a
motlle, i 3) Extensid mitjancant l'acci6 de I'’enzim ADN
polimerasa que allarga I'extrem 3" del primer i copia 'ADN
corresponent. El cicle es pot repetir 30 vegades o més i cada
ADN nou sintetitzat actua com un nou motlle, per la qual cosa
es tracta d’una reaccié exponencial. Quan es finalitza aquests
procés, es poden arribar a produir més d’un milié de copies
d’ADN.

Penetrancia Freqliencia, expressada en tant per cent, amb quée una
alteracid genética causant d’'una malaltia, present en un
conjunt d’individus, es manifesta fenotipicament manifestant
signes clinics d’aquesta patologia. La major part de les
sindromes de cancer hereditari, a part de presentar un patrd
d’heréncia autosomic dominant, tenen la caracteristica de
presentar una penetrancia incomplerta. La penetrancia
representa el percentatge de persones que expressen el
fenotip, és a dir que desenvolupen cancer, quan soén
portadores d’una alteracié patogenica en el gen que s’estudia.
Degut a que el cancer és una malaltia multifactorial, aquesta
caracteristica pot ser deguda altres caracteristiques genetiques
de l'individu, a causes no genetiques que han influit en
I'individu (ambient) i també a caracteristiques propies del gen
afectat com pot ser la funcié que desenvolupa i la localitzacié
del gen on es troba alteracio.
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Pérdua
d’heterozigositat

Situacid en la que es produeix la perdua al-lélica d’'un gen.
Quan en un locus determinat, que es heterozigot per un al-lel

(LOH, loss of
heterozigosity)

Polimorfisme

Proband

Protoncogen

Recombinacio
homologa

Reordenament
cromosomic

Risc relatiu (RR)

Senescencia
cel-lular

Seqiienciacio
massiva (Next
generation
sequencing,
NGS)

mutant deleteri i un al-lel normal, es produeix una delecié o un
altre esdeveniment mutacionals en [l'alllel normal, que
converteix la cel-lula en hemizigota (amb 1 sol al-lel deleteri) o
homozigota per I'al-lel deleteri.

Mutacié, amb una freqiiencia minima de I'1% en la poblacié
genera i que presumiblement no té efectes adversos sobre la
funcié del gen i per tant no origina un fenotip alterat (la
malaltia).

Individu amb una malaltia hereditaria que és investigat en un
estudi genétic.

Gen en el qual I'alteracié d’un unic al-lel és suficient per a
produir I'activacié tumoral. Els protooncogens humans
controlen punts estrategics del creixement i diferenciacié
cel-lular de tal manera que el guany de funcid degut a una
mutacid, un reordenament cromosomic o una amplificacié, els
transforma en oncogens que produeixen cel-lules immortals
capaces d’evitar 'apoptosi.

Mecanisme de reparacié de I’ADN que utilitza la cromatide
germana no danyada per a reparar la cadena d’ ADN amb
doble trencament.

Eliminacié, transferencia, o multiplicaci6 de
cromosomics que origina inestabilitat genomica.

segments

Probabilitat que compara el risc de desenvolupar una malaltia
del grup d’individus que han estat exposats al factor de risc
gue s‘esta estudiant, amb el risc de desenvolupar la malaltia
del grup no exposat.

Resposta de les cél-lules a estimuls que tenen la potencialitat
de causar transformacions neoplasiques.

Sequenciacid d’alt rendiment. Procés de determinacid de la
sequencia de nucleotids d'una molecula d’ADN o d'ARN
efectuat amb un metode que tracta una gran quantitat de
dades de manera rapida i eficag.
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Seqiiencies ALU  Sequéncies d’ADN distribuides en el genoma. Sén les
sequencies repetides més freqlents, i representen el 5% del
genoma huma. El seu nom és degut a que I’enzim de restriccié
Alu les reconeix i les talla.

SNP o (Single Nucleotide Polymorphism) Variacié en la seqliencia de
Polimorfismes I’ADN (respecte a una seqiiéncia consens) que afecta a una
d’un anic Unica base en posicions concretes del genoma i que s’observa
nucleotid en la poblacié amb una freqliéncia igual o superior a I'1%.
Supressors Aquells gens/proteines que regulen la divisié cel-lular evitant
tumorals un creixement excessivament rapid o descontrolat.
Ubiquitinacid Modificacié post-traduccional en la qual es produeix el marcat

d’una molecula amb ubiquitina, una proteina ubiqua altament
conservada. El procés d’ubiqiitinacido és essencial en molts
processos com la degradacié de proteines mitjancant el
proteasoma, la reparacio de I’ARN o la inflamacid. Les cel-lules
eucariotes utilitzen aquest procés per marcar les proteines
qgue han de ser destruides en els proteasomes.

Variant de Canvi en la seqliencia normal d’un gen, de la qual es desconeix
significat incert el seu significat biologic (patogenicitat o benignitat).
(VUs)
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