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Discussió 

 

Segons les dades de l’Associació Internacional de Registres del Càncer, IARC Global 

Cancer Observatory, de la base de dades GLOBOCAN (http://gco.iarc.fr/), s’estima 

que l’any 2018 hi va haver 18.1 milions de nous casos de càncer en el món, dels 

quals un 11.6% (2.1 milions) van ser càncer de mama i un 1.6% (295 mil) van ser 

càncer d’ovari. S’estima que l’any 2019, a Espanya hi van haver 32.536 nous 

diagnòstics de càncer de mama (el segon més freqüent a l’estat espanyol) i 3.548 

nous casos de càncer d’ovari (REDECAN. Red Española de Registros de Cáncer. 

Estimaciones de la incidencia y supervivencia del cáncer en España y situación en 

Europa, 2017). Els individus amb un o més familiars afectes de la malaltia, veuen 
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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 síndrome de CMOH, tal i com es va descriure en un estudi 

retrospectiu l’any 2017 (Kuchenbaecker et al., 2017). El risc acumulat de càncer als 

70 anys en portadors de mutació en BRCA1 és del 65% i del 45% en portadors de 

mutació en BRCA2. El risc acumulat de càncer d’ovari als 70 anys és del 39% per 

portadors de mutació en BRCA1 i del 11% en portadors de mutació en BRCA2, molt 

superior al 2% esperable de la població general (A. Antoniou et al., 2003). A l’estat 

espanyol, el risc acumulat als 70 anys en càncer de mama era del 52% per BRCA1 i 

del 47% per BRCA2. Pel càncer d’ovari, el risc estimat era del 22% per BRCA1 i del 

18% per BRCA2 (Milne et al., 2008). En l’àmbit de l’assessorament genètic, 

conèixer l’estat mutacional d’un individu s’utilitza per aplicar estratègies de 

detecció precoç o de reducció de risc, la qual cosa permet un augment en la 

supervivència en aquestes patologies. A més a més, també és útil per a predir 

respostes a dianes moleculars. Recentment s’ha observat que els pacients amb 

mutació en els gens BRCA1 i BRCA2, poden ser candidats a tractaments específics 

dirigits amb inhibidors de PARP (poly-ADP-ribose-polimerasa) com per exemple 

l’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 estratègies per a poder dur-ho a terme, 

així com estudiar possibles mecanismes que puguin estar involucrats en aquesta 

síndrome. Això s’ha realitzat mitjançant quatre estudis que han tingut per objectiu: 

1) classificar variants de significat biològic desconegut; 2) verificar la fiabilitat de la 

predicció de les eines in silico; 3) trobar altres mecanismes i gens heretables per a 

la síndrome de CMOH i 4) trobar biomarcadors associats a la presència de mutació 

en el gen BRCA1 mitjançant la metabolòmica. 

 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
APLICACIÓ DE TÈCNIQUES ÒMIQUES PER A LA MILLORA DEL DIAGNÒSTIC EN LA SÍNDROME DE CÀNCER DE MAMA I OVARI HEREDITARI. 
Marta Rodríguez Balada



Discussió 

127 

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 així 

com la combinació de les eines in silico i l’estudi de l‘ARNm, permeten classificar 

algunes VUS dels gens BRCA1 i BRCA2 identificades en famílies de la nostra 

població. Es va poder comprovar que entre la predicció de les eines in silico 

utilitzades i els resultats de l’estudi in vitro de la transcripció de l’ARNm, hi havia 

una concordança del 100%. Un altre objectiu en aquest article era aclarir si la 

presència recurrent d’algunes VUS en la nostra cohort podia ser degut a que fossin 

variants característiques de la nostra població, 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 l’1% en la població control. 

Des del punt de vista de la prevenció i de l’assessorament genètic és molt 

important determinar la patogenicitat de les VUS. S’han descrit diferents 

abordatges per a la seva classificació. En el cas dels gens BRCA1 i BRCA2, el 

principal és un model probabilístic multifactorial basat en la combinació de dades 

de conservació dels aminoàcids i amb probabilitats de causalitat de la malaltia 

(Lindor et al., 2012). Aquests models són molt útils ja que tenen en compte dades 

com la distribució del càncer en la família, la presència en trans de mutacions 

patogèniques, la història personal i familiar de càncer i la histopatologia dels 

tumors de mama associats. Amb totes aquestes dades, s’obté una probabilitat que 

permet considerar la variant com a patogènica o no, segons un sistema de 

classificació en 5 categories (Eccles et al., 2015). Aquest càlcul de probabilitat 

també té en compte la prevalença d’aquesta variant en bases de dades 
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poblacionals. S’ha establert que aquelles variants amb una freqüència reportada 

superior a l’1% en una cohort gran no endogàmica de referència, es consideren 

polimorfismes, i que per tant la probabilitat de què siguin patogèniques és molt 

baixa ja que es considera que variants d’alt risc no són comunes en la població 

general. Així mateix, l’existència d’una alteració en el procés d’empalmament, que 

dóna lloc a una proteïna truncada, és un dels criteris utilitzat en tots el mètodes de 

classificació coneguts (Richards et al., 2015; Spearman et al., 2008). Tot i això 

molts dels paràmetres necessaris inclosos en els mètodes de classificació no 

sempre estan a l’abast dels laboratoris, la qual cosa fa que contínuament es 

busquin sistemes alternatius per a la classificació de les VUS.  

Les eines in silico de predicció d’alteració de l’empalmament s’utilitzen per a 

preveure si un canvi en aquest procés generarà un transcrit diferent a l’esperat 

(Ernst et al. 2018, Colombo et al. 2013). Tot i això, les guies recomanen comprovar 

aquesta predicció mitjançant l’anàlisi de l’ARNm in vitro. Això no sempre es pot 

dur a terme, ja sigui per la incapacitat d’obtenir l’ARNm del pacient o per la 

inexistència de les infraestructures i eines necessàries en el laboratori per 

estudiar-lo (Whiley et al., 2014). Per tant, és molt necessari comprovar si les 

prediccions que ens donen les eines bioinformàtiques 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) són 

totalment fiables i que no sigui imprescindible l’assaig in vitro de l’ARNm. A més de 

la seva anàlisi, és necessari fer la quantificació de l’ARN obtingut de la transcripció 

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 l’existència de transcrit 

mutat (Romero et al., 2015). Es realitza mitjançant una tècnica semiquantitativa, 

que encara no s’ha implementat en la rutina de la pràctica assistencial. Aquesta 

eina és imprescindible en la caracterització de les alteracions en el procés 
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d’empalmament. Mitjançant la quantificació dels transcrits resultants, s’ha 

observat que variants que eren sospitoses de ser patogèniques mantenen 

parcialment l’activitat gènica, és a dir que l’al·lel mutat esdevé hipomorf (Kraus et 

al., 2017). És per això que cal trobar eines bioinformàtiques que ens permetin 

arribar a les mateixes conclusions que l’estudi in vivo o in vitro. 

En el cas de les variants identificades reiteradament en una cohort, però que estan 

considerades com a VUS, cal tenir altres consideracions. És important estimar la 

possibilitat de que sigui un polimorfisme propi de la regió geogràfica 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 població homogènia i si estan ben categoritzats els 

diferents subgrups que poden existir. 

Cal tenir en compte que la identificació de VUS continuarà augmentant a mida que 

s’estudiïn més gens en una determinada patologia. Per tant és imprescindible una 

millora en les estratègies per a l’estudi i classificació de les variants, per a què 

siguin aplicables en la rutina dels laboratoris i no oblidar les tecnologies clàssiques 

que sempre serviran per a fer una comprovació 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 l’American College of Medical Genetics va 

establir uns criteris per a la classificació de les variants que, avui en dia, són els 

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

Amb tot això, s’ha pogut observar que la combinació de les tres eines utilitzades 

en aquest estudi és útil per a la classificació de variants de significat incert, tant 

perquè les eines in silico  i in vitro concorden en els resultats com perquè l’estudi 

cas control ha permès 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 l’article que es discuteix a continuació, es pot 

confirmar que la hipermetilació del promotor dels gens BRCA1 i BRCA2 no és una 

de les causes d’inactivació en la línia germinal que predisposa a la síndrome de 

CMOH. Dels 99 casos analitzats només un d’ells presentava una discreta 

hipermetilació que, degut al nivell d’aquesta, no es pot concloure que sigui un 

possible esdeveniment germinal. 

La hipermetilació del promotor d’un gen és un sistema d’inactivació gènica. Des de 

l’any 2001 fins l’any 2019 s’han publicat al voltant de 130 articles en els quals 

s’estudia la hipermetilació 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 hipòtesi 

“Two-Hits” de Knudson, però també s’ha buscat una possible associació entre la 

metilació d’aquests gens en sang i el risc de càncer de mama. En aquest estudi es 

pretenia establir la possibilitat de què la hipermetilació del promotor fos un 

esdeveniment heretable que produís una agregació familiar de càncer.  

Mitjançant l’anàlisi d’ADN obtingut a partir de sang perifèrica, no es van trobar 

evidències d’hipermetilació en els pacients seleccionats. Altres estudis 

presentaven una associació entre aquests dos esdeveniments, com per exemple 

en un estudi australià que incloïa 255 casos de càncer de mama i un estudi japonès 

que incloïa 200 casos de càncer 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 l’existència d’una hipermetilació 

germinal en el gen BRCA1 en 43 pacients no portadores de mutacions en els gens 

BRCA i van determinar que  aquesta no era l’explicació del fenotip de CMOH en els 

pacients seleccionats (Y. Chen et al., 2006). Per altra banda, un estudi que incloïa 7 

pacients, analitzaven paral·lelament l’ADN germinal, a partir de limfòcits i ADN 

somàtic obtingut de tumor, en el qual s’observava en un pacient una lleugera 

metilació en l’ADN germinal (Snell et al., 2008). En el present estudi també es va 

observar una lleugera hipermetilació en un pacient, però tot i que la conclusió de 

Snell et al. era que aquesta hipermetilació era la responsable del comportament 

BRCA-like del càncer de pacient, és imprescindible augmentar el nombre de 

pacients en els estudis per a poder determinar si aquesta extrapolació és correcta. 

Altres estudis posteriors, mostraven l’existència de metilació en alguns casos 

(sempre inferiors al 14%), que no es corresponia a una metilació monoal·lèlica. 

També descrivien unes lleugeres diferències en els nivells de metilació entre el 

càncer esporàdic i el càncer hereditari, sempre descrivint una menor metilació en 

el cas del càncer hereditari (Gupta et al., 2014; Pang et al., 2012). Degut a això, en 

la majoria dels estudis decidien fer una anàlisi qualitativa de la metilació i no 

quantitativa. Curiosament, la majoria d’aquests estudis estaven basats en una 

tecnologia diferent a la utilitzada en el nostre estudi, principalment la MS-HRM, 

seqüenciació automàtica i piroseqüenciació (Gupta et al., 2014; Pang et al., 2012; 

Wojdacz et al., 2011). Cal tenir en compte també que en la regió 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’incloïa 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 estratègia 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-anàlisi  on es comparava 40 estudis d’hipermetilació i on sí que 
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es podien observar diferències en la hipermetilació germinal de pacients en 

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

Tot i que s’estima que hi pugui haver una correlació entre una metilació aberrant 

del promotor de BRCA1 i un increment en el risc de càncer de mama, es pot 

concloure que la hipermetilació no és un factor important en la heretabilitat de la 

síndrome 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 permès identificar altres gens responsables de la síndrome de 

CMOH en un 8% dels pacients estudiats, així com confirmar que els estudis 

genètics mitjançant panells de gens permeten augmentar el rendiment diagnòstic. 

A més a més, ha permès reforçar la importància d’incloure el gen PALB2 en 

aquests estudis. 

La seqüenciació de panells de gens mitjançant NGS s’ha establert com l’eina per 

excel·lència en l’estudi de malalties d’origen genètic, per la seva rapidesa, fiabilitat 

i el seu cost-efectivitat. Fins a l’aparició de la NGS, l’anàlisi dels gens implicats en la 

síndrome de CMOH es realitzava de forma seqüencial, el que implicava molt de 

temps i un cost elevat. Amb l’aparició de la seqüenciació massiva, es va apostar 

per l’estudi de grups de gens (panells de gens) simultàniament (Shendure & Ji, 

2008). Així doncs, els laboratoris han d’establir, complint uns requeriments mínims, 

quin és el grup de gens que s’analitzaran i estudiaran tenint en compte les 

característiques pròpies de la població a estudiar. Per això, 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 síndrome de CMOH o a síndromes relacionades que incloguessin el càncer de 

mama o el càncer d’ovari com a manifestació clínica (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 històricament relacionat amb el 

càncer de pàncrees familiar però que des de fa un temps ja es postulava com a un 

bon candidat a incloure en la síndrome 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 patogèniques o probablement patogèniques identificades, es 

van identificar en els gens RAD50, BARD1 i BRIP1. Aquests són gens controvertits 

pel que fa a la inclusió en els panells de gens de càncer de mama hereditari, ja que 

no hi ha encara suficients evidències clíniques per al seu maneig en aquesta 

patologia. En el cas del gen BRIP1, es relaciona principalment amb el càncer d’ovari 

(Ramus et al., 2015), encara que alguns autors l’han descrit també en casos de 

càncer de mama (Rafnar et al., 2011). Tot i això, degut a què aquests gens estan 

directament relacionats amb la funcionalitat dels gens BRCA1 i BRCA2, no s’hauria 

de descartar la seva inclusió en l’estudi d’aquesta síndrome.  

L’anàlisi de panells de gens associats a una síndrome poden incrementar la 

probabilitat d’identificar la causa genètica subjacent d’aquesta. En contrapartida a 

l’estudi d’exomes o genomes, són una millor opció perquè disminueix la 

identificació de troballes secundàries que no estiguin associades al fenotip en 

estudi. En resum, només s’han d’incloure aquells gens accionables, amb una forta 

o moderada evidència d’associació a la malaltia (Bean et al., 2019), perquè el 

resultat d’aquest estudi derivarà en mesures terapèutiques i/o de diagnòstic 

precoç i prevenció en els pacients. El contingut dels panells de gens s’han d’anar 

revisant i modificant d’acord amb les noves evidències que vagin sorgint 
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relacionades amb la síndrome o el fenotip a estudiar. Amb aquest objectiu, 

recentment s’ha publicat un consens internacional on s’ha establert quins són els 

gens mínims i imprescindibles a analitzar en el cas del càncer de mama hereditari 

per a decisions terapèutiques, que inclou els gens BRCA1, BRCA2, TP53 i PALB2 

(Singer et al., 2019). Així mateix, la secció de càncer hereditari de la Sociedad 

Española de Oncología Médica (SEOM) ha publicat una guia relacionada amb la 

síndrome de CMOH on s’indiquen, no només els criteris per a la selecció dels 

pacients si no també els gens que s’han d’incloure en aquests panells (González-

Santiago et al., 2019), on s’estableixen com a gens a estudiar els gens BRCA1, 

BRCA2, PALB2, ATM i CHEK2 per al càncer de mama i BRIP1, RAD51C, RAD51D, 

MLH1, MSH2, i MSH6 per al càncer d’ovari. També l’any 2019 es va establir un 

consens d’àmbit català en la selecció i utilització de panells de gens (pendent de 

publicació), 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 famílies 

on només es manifesta càncer d’ovari, els gens BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, 

MSH6, BRIP1, RAD51C i RAD51D.   

Per tant, la tecnologia basada en la NGS afavoreix molt la millora del rendiment 

diagnòstic en l’estudi del CMOH, ja que permet l’estudi simultani de gens 

sospitosos i accionables. Tot i això, en l’àmbit assistencial és important no voler 

abraçar tota la capacitat que ens proporciona aquesta tecnologia, ja que en molts 

casos pot donar lloc a molta informació difícil d’aplicar a la clínica.  
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Metabolomics reveals novel blood plasma biomarkers associated 

to the BRCA1-mutated phenotype of human breast cancer. 

L’últim treball d’aquesta Tesi Doctoral, ha permès confirmar l’existència d’un perfil 

metabòlic diferencial que permet caracteritzar i identificar el fenotip de càncer de 

mama associat a mutacions en BRCA1 mitjançant la metabolòmica. La 

metabolòmica es pot definir com la ciència òmica més emergent, que permet 

l’obtenció d’una empremta metabòlica d’una mostra biològica, la qual pot 

provenir de diferents matrius biològiques com ara línies cel·lulars, sang, alè, 

plasma, saliva, sèrum i orina. Aquest anàlisi es pot realitzar de manera 

automatitzada i relativament ràpida (Escobar-Morreale et al., 2012; Mallol et al., 

2013; Yanes et al., 2011). En els últims anys, aquesta ciència ha esdevingut una 

eina amb molt de potencial per a la cerca de biomarcadors en diferents malalties, 

gràcies principalment a la comparació d’aquesta empremta o perfil entre individus 

sans i malalts. És a dir, possibilita l’observació de la relació directa genotip-fenotip 

mitjançant la identificació de canvis bioquímics específics per a diferents fenotips, 

que permet deduir el procés metabòlic  alterat en la patogènia de la malaltia que 

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

Aquesta, tot i ser una ciència òmica recent, ja compta amb nombrosos estudis en 

diferents patologies com són la diabetis, la malaltia d’Alzheimer, l’aterosclerosi i el 

càncer (Juonala et al., 2019; Mahajan et al., 2020; T. J. Wang et al., 2011; Yu et al., 

2020).  

Degut a que el càncer és una malaltia que promou alteracions en el metabolisme 

cel·lular (Clish, 2015), l’estudi d’aquests canvis pot ser útil tant per a la detecció 

precoç del tumor com per a l’avaluació de tractaments antineoplàstics. Encara que 

actualment l’aplicació de la metabolòmica en càncer de mama està en les seves 

fases inicials, existeixen estudis que han explorat la possibilitat d’utilitzar els perfils 
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metabòlics obtinguts mitjançant ressonància magnètica nuclear (RMN) i/o 

espectrometria de masses (EM), com a possibles biomarcadors de detecció precoç, 

de caracterització tumoral i de predicció clínica de la malaltia (Shaw et al., 2002). 

Aquests estudis reporten l’associació de certs metabolits (glucosa, lactat, lípids, 

colina i aminoàcids) amb diferents característiques del càncer de mama (pronòstic, 

progressió de la malaltia, etc) (Sitter et al., 2010). La majoria d’aquests estudis 

s’han centrat en l’anàlisi de teixit tumoral i/o línies cel·lulars i molt pocs han 

utilitzat plasma o sèrum dels pacients (Asiago et al., 2010; Shen et al., 2013; Yan et 

al., 2018). Recentement, Yang et al. reporten un perfil lipidòmic diferencial en 

plasma capaç de discriminar els pacients amb lesions tumorals benignes de la  

mama i les lesions tumorals malignes, i caracteritzen dos potencials biomarcadors 

lipídics plasmàtics (Yang et al., 2015). Asiago et al. reporten el desenvolupament 

d’un model predictiu de detecció precoç basat en 11 metabòlits detectats en 

sèrum de pacients amb càncer de mama recurrent combinant els mètodes 

analítics 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 metabòlic diferencial 

condicionat per la raça i el tipus de receptor hormonal dels pacients (Shen et al., 

2013). Per tant, els resultats d’aquests estudis reforcen la importància de la 

investigació i la futura aplicabilitat de la metabolòmica asociada al càncer 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 estratègies dintre de la metabolòmica i principalment permetien la 

discriminació entre individus sans i malalts.  

 

Els resultats d’aquest estudi han evidenciat l’existència d’un perfil metabòlic 

diferencial en línies cel·lulars de càncer de mama segons el genotip de BRCA1, 

expressió de receptors hormonals i HER2 i subtipus tumoral. A més a més, s’han 

identificat 9 metabolits que permeten la diferenciació entre les línies cel·lulars 
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segons la funcionalitat de BRCA1 i amb una potencial capacitat predictora del 

fenotip BRCA-like de càncer de mama (Lord & Ashworth, 2016). Els nombre de 

metabòlits amb aquesta capacitat discriminatòria es veuen disminuïts quan el 

material de partida és el plasma, obtenint principalment dos metabòlits derivats 

de processos de metilació (N6-metiladenosina i 1-metilguanina) i l’adenina, un 

metabòlit descrit i relacionat anteriorment amb el càncer de mama (Weber, 1983). 

Tot i que és important verificar si aquesta capacitat discriminatòria es manté amb 

una cohort de pacients més àmplia, amb aquests resultats es pot deduir que 

també un perfil metabolòmic específic podria correlacionar-se amb una 

determinada mutació germinal, útil en l’àmbit de l’assessorament genètic, i amb 

una mutació somàtica conductora (driver) que condicioni un càncer i per tant un 

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

 

Els gens BRCA1 i BRCA2 són els principals gens relacionats amb la síndrome de 

CMOH, però només permeten el diagnòstic d’aproximadament un 15% dels 

pacients amb sospita d’aquesta síndrome. Per això una millora en el rendiment 

diagnòstic en aquesta síndrome és imprescindible. En aquest treball, s’han 

realitzat quatre estudis que ens apropen a l’objectiu de poder realitzar un 

assessorament genètic més exitós. Des de la classificació de VUS, mitjançant 

l’aplicació de diferents estratègies  basades en evidències directes i indirectes, fins 

a l’estudi de panells de gens. Cal tenir en compte que amb l’aparició de la 

seqüenciació massiva i el consegüent abaratiment dels estudis genètics, es corre el 
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risc d’un increment descontrolat dels estudis genètics que es realitzen i dels gens 

que s’analitzen, passant d’uns criteris molt restringits a uns criteris molt laxes. En 

aquesta tesi doctoral, l’estudi mitjançant 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 mínims definits 

per les societats  científiques 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 això, cal 

millorar les estratègies per aclarir la patogenicitat d’aquestes. De totes maneres, la 

utopia dels laboratoris de genètica on s’estudien aquestes síndromes seria trobar 

un biomarcador de cribratge que permetés identificar quins pacients seran 

portadors de mutació, per tal de poder reduir el volum dels estudis genètics a 

realitzar. Aquesta eina hauria de ser mitjançant una tecnologia ràpida i econòmica 

i on el material de partida fos de fàcil obtenció. És per això que en l’estudi 

d’aquesta tesi doctoral, basat en metabolòmica, es pretenia trobar aquesta eina 

tan necessària.  

Per tant, amb les publicacions que conformen aquesta tesi doctoral s’ha intentat 

donar solucions als diferents obstacles que ens trobem en el diagnòstic molecular 

de la síndrome de CMOH en el procés d’assessorament genètic. Tot i que en 

conjunt són 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 són: 
 

1. La predicció combinada de les eines bioinformàtiques SSF, MES, GS, NNSplice, 

HSF, ESE-Finder i RESCUE-ESE  és útil 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 patogèniques); encara que, seguint les guies de 

validació internacionals necessitarien una validació amb experiments 

complementaris.  
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2. Les variants c.212+1G>A i c.5278-1G>A del gen BRCA1 i la variant c.516+2T>A i 

c.8168A>G del gen BRCA2, identificades en pacients de CMOH de la nostra 

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

 

3. L’anàlisi de casos i controls de base poblacional és una bona aproximació per a 

classificar en polimorfismes determinades VUS de les quals no hi ha prou 

informació en les principals bases de dades de CMOH.  

 

4. Les variants c.4068G>A, c.8851G>A i c.7008-62A>G del gen BRCA2 són 

polimorfismes característics de la població de la província de Tarragona amb 

una freqüència de l’al·lel menor de l’1%, 1.3 %, i 2.1% respectivament. 

 

5. La hipermetilació germinal dels promotors dels gens BRCA1 i BRCA2 es pot 

descartar com un mecanisme d’inactivació transcripcional constitucional 

d’aquests gens en pacients amb sospita de CMOH. 

 

6. El 8% dels pacients estudiats amb manifestacions típiques de la síndrome de 

CMOH, però sense alteracions en els gens BRCA1 o BRCA2, són portadors de 

variants patogèniques en els següents gens relacionats amb el càncer 

hereditari: 

a. PALB2: variants c.2834+1G>C, c.2257T>C i c.1965dup. Aquest gen ja 

s’havia relacionat amb el càncer de mama per la qual cosa, és un 

candidat a ésser inclòs inequívocament en els panells de síndrome de 

CMOH. 
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b. BRIP1: variant c.1702_1703del. Aquest gen s’ha descrit principalment 

relacionat amb un risc moderat de càncer d’ovari però no s’ha establert 

un risc en el càncer de mama.  

c. BARD1: variant c.1509del. No hi ha evidències en la literatura de 

l’associació d’aquest gen amb el risc de càncer de mama. 

d. RAD50: variant c.2116C>T. Aquest gen està associat amb el càncer 

d’ovari.  

 

7. Tot i que els estudis fins ara no són concloents, la recent associació dels gens 

BRIP1, BARD1 i RAD50 amb el càncer de mama que fins ara només s’havien 

associat amb el càncer d’ovari, indica que són candidats a incloure’ls en els 

estudis amb pacients amb síndrome de CMOH que no presenten alteracions en 

els gens BRCA1 i BRCA2.  

 

8. L’estudi metabolòmic suggereix l’existència d’un perfil metabòlic característic 

que ens permet distingir cèl·lules amb i sense mutacions en el gen BRCA1. La 

deficiència en la funcionalitat d’aquestes cèl·lules pot ser deguda a una mutació 

en el gen o bé per un fenotip BRCAness. La identificació d’aquesta signatura 

podria permetre trobar un biomarcador de deficiència en el funcionament de 

BRCA. 
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Glossari 

Accionable Amb utilitat clínica 

ADN  Àcid desoxiribonucleic (en anglès DNA, desoxiribonucleic acid). 
Àcid nucleic constituït per nucleòtids de desoxiribosa, àcid 
fosfòric 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 l'herència biològica. 

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

Anàlisi de 
lligament 

El lligament és l’associació física entre dos loci, degut a la seva 
proximitat hi ha poca probabilitat d’entrecreuament i per tant 
augmenta la possibilitat d’una herència conjunta (mai es 
segreguen). Això s’utilitza per a conèixer la disposició d’uns loci 
sobre un cromosoma. 

Antineoplàstic Fàrmac o agent que actua eliminant els tumors o inhibint-ne el 
creixement. 

Apoptosi Mort cel·lular programada. Procés pel qual l’organisme elimina 
les cèl·lules danyades, no desitjades o innecessàries. Els 
mecanismes d'autodestrucció que s'utilitzen en l'apoptosi 
comporten la degradació i la fragmentació nuclear i 
l'alliberament de cossos residuals que són fagocitats, sense 
que els teixits i les cèl·lules veïnes en quedin afectats, a 
diferència del que succeeix en la necrosi. 

ARN Àcid ribonucleic (en anglès RNA, ribonucleic acid). Molècula 
sintetitzada a partir del motlle d’ADN; conté ribosa en lloc de 
la desoxiribosa present en l’ADN. N’hi ha tres tipus principals: 
missatger (ARNm), de transferència (ARNt) i ribosòmic (ARNr). 
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Assessorament 
genètic o consell 
genètic   

Procediment destinat a informar una persona sobre les 
possibles conseqüències per a ella o la seva descendència dels 
resultats d’una anàlisi o cribratge genètics i els seus avantatges 
i riscos i, si s’escau, per assessorar-la en relació amb les 
possibles alternatives derivades de l’anàlisi. Té lloc tant abans 
com després d’una prova o cribratges genètics, i fins i tot en 
absència d’aquests. 

Autosòmic 
dominant 

Terme que s’utilitza para descriure un tret associat a un al·lel 
ubicat en un cromosoma no sexual i que està present en tots 
els individus que han heretat una còpia d’aquell al·lel. La 
probabilitat de que el portador de l’al·lel el transmeti a la 
descendència és de 50% per cada descendent. 

Autosòmic 
recessiu 

Tret o patologia associada a un cromosoma no sexual, que 
requereix la presència de les dues còpies d’un determinat al·lel 
per a que s’expressi el fenotip. 

Biomarcador Característica mesurable i avaluable que és indicadora d'un 
procés biològic normal, d'un procés patogènic o de la resposta 
a un tractament. 

BRCAness Defineix el dèficit en el sistema de reparació per recombinació 
homòloga, mimetitzant la pèrdua de BRCA1 o BRCA2. 

BRCAX Terme que designa famílies amb sospita de síndrome de 
càncer de mama i ovari hereditari, no portadores d’una variant 
patogènica ens els gens BRCA1 i BRCA2. 

Clonació 
posicional 

Identificació d’un gen causant d’una malaltia basant-se en la 
seva localització en el genoma, determinada per diferents 
mètodes, inclòs l’anàlisi de lligament. 

Codó Seqüència de tres nucleòtids que codifica per un determinat 
aminoàcid o indica el començament o el final del procés de 
traducció (codó d’inici, parada o final). 

Desequilibri de 
lligament 

En anglès, linkage disequilibrium, LD. Herència simultània i 
transmesa d’un conjunt de marcadors d’ADN específics durant 
generacions successives sense que es produeixi recombinació 
entre ells. 
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Empalmament En anglès, splicing. Procés d'eliminació dels introns d'un 
transcrit primari i connexió posterior dels exons per a produir 
un ARN madur. 

Encebador En anglès, primer. És una cadena d’àcid nucleic o molècula 
relacionada d’uns 20 nucleòtids que serveix com a punt de 
partida per a la replicació de l’ADN. 

Epigenètica Branca de la genètica que estudia els canvis hereditaris 
d'expressió gènica que no comporten una modificació en la 
seqüència de l’ADN.  Aquests canvis inclouen la modificació de 
l’estructura de la cromatina mitjançant l’addició de grups metil 
i la modificació de les histones. La formació de modificacions 
epigenètiques s’ha relacionat amb diversos factors ambientals, 
com l’alimentació i les experiències individuals, com un 
mecanisme d’adaptació individual a cada ambient concret. La 
major part d’aquestes modificacions dinàmiques són 
eliminades durant la formació dels gàmetes, per la qual cosa 
no es transmeten a la descendència. També n’hi ha que es 
transmeten als descendents i que condicionen llur expressió 
gènica i d’altres que s’estableixen específicament durant la 
formació dels gàmetes, fet pel qual només afecten els 
descendents. 

Exó Seqüència codificant d’ADN. 

Expressivitat També coneguda com heterogeneïtat clínica, defineix el grau 
de manifestació d’un gen en diferents individus amb una 
mateixa alteració genètica. Per exemple, en el cas de la 
síndrome de CMOH es poden presentar tumors en mama, 
ovari, pàncrees i a més a més en pròstata i estómac en el cas 
dels homes. 

Familiar de 
primer grau 

Qualsevol individu que estigui separat per una meiosi d’un dels 
membres de la seva família (pare, mare, germans, fills). 

Familiar de 
segon grau 

Qualsevol individu que estigui separat per dues meiosis d’un 
dels membres de la seva família; familiar amb el que un 
individu comparteix una quarta part dels seus gens (avis, nets, 
tiets, nebots). 

 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
APLICACIÓ DE TÈCNIQUES ÒMIQUES PER A LA MILLORA DEL DIAGNÒSTIC EN LA SÍNDROME DE CÀNCER DE MAMA I OVARI HEREDITARI. 
Marta Rodríguez Balada



Glossari 

170 

Fenocòpia 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, 
que mimetitza un fenotip produït per un genotip específic. 

Fenotip  Conjunt de característiques clíniques d’un individu amb un 
genotip determinat. 

Gen Unitat física i funcional de l’herència formada per un segment 
d’ADN que codifica una proteïna específica o un segment 
d’una proteïna. 

Gen supressor Gen que té com a principal funció suprimir el creixement 
tumoral. És necessària la inactivació de les seves dues còpies 
genòmiques per a que es manifesti el fenotip tumoral. 

Genotip Constitució genètica d’un organisme o cèl·lula; també es 
refereix al grup específic dels al·lels heretats en un locus. 

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

Homozigot Individu que té dos al·lels idèntics en un locus determinat, un 
en cada cromosoma, heretats de cada un dels progenitors. 

Hotspot  (àrea 
hotspot) 
genètica  

Qualsevol regió o seqüència en un gen o cromosoma, 
susceptible a presentar mutacions amb una freqüència més 
elevada que les regions o seqüències del voltant. 

In silico Expressió que significa "realitzat mitjançant ordinador o via 
simulació computacional". 

Intró Seqüència no codificant d’ADN que separa els exons 
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Letalitat 
sintètica 

Situació en la que dues mutacions, que per sí mateixes no 
ocasionen cap dany a l’organisme, tenen efectes letals sobre la 
cèl·lula en combinar-se entre elles. Per exemple, això es 
produeix quan la via de reparació per escissió de bases i la via 
de la recombinació homòloga  es bloquegen simultàniament, 
la qual cosa impedeix la reparació de l’ADN, la qual cosa 
precipita l’apoptosi. En portadors de mutació en els gens 
BRCA1 i BRCA2, només les cèl·lules tumorals són homozigotes 
per a la mutació, mentre que les cèl·lules normals mantenen la 
recombinació homòloga mitjançant l’al·lel funcional. Per tant, 
la inhibició de PARP només és letal per a les cèl·lules tumorals. 

Línia germinal Línia cel·lular de la que procedeixen o deriven directament els 
òvuls o els espermatozoides (gàmetes). 

Línia somàtica Línia cel·lular de la que procedeixen totes les cèl·lules d’un 
organisme excepte els gàmetes. 

Locus Lloc o localització física d’un gen específic en un cromosoma. 
En plural loci. 

LOD score Logaritme de les probabilitats de què dos gens o loci o un gen i 
el gen d’una malaltia estiguin lligats i per tant s’heretin junts 
amb una freqüència superior a l’habitual. 

Malaltia 
monogènica 

Malaltia produïda per un sol gen. 

Malaltia 
poligènica 

Malaltia produïda per més d’un gen. 

Meiosi Procés de divisió cel·lular consistent en dues divisions nuclears 
que tenen lloc successivament i en les quals només hi ha una 
divisió longitudinal dels cromosomes. El nombre de 
cromosomes de les cèl·lules resultants és la meitat dels de la 
cèl·lula que es divideix. Les cèl·lules resultants són els gàmetes. 

Metabolòmica Branca de la biologia molecular que s’ocupa de la 
caracterització dels metabolomes, és a dir, del patró complet 
dels metabòlits produïts per un organisme, un teixit o una 
cèl·lula, o dels corresponents a una condició fisiològica 
concreta. 
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Microsatèl·lits Són repeticions de seqüències d’ADN en tàndem (d’1 a 6 
nucleòtids) amb una elevada susceptibilitat a l’error durant el 
procés de replicació.   

Inestabilitat de microsatèl·lits Alteració en la mida dels 
microsatèl·lits en les cèl·lules tumorals respecte a les cèl·lules 
sanes, degut a un mal funcionament dels sistema de reparació 
de l’ADN MMR. 

MLPA Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification. Tècnica que 
consisteix en el cribratge de regions de l’ADN mitjançant 
l’estudi de sondes que hibridaran en diferents punts de la regió 
d’interès i posteriorment s’amplificaran. Aprofitant les 
diferents mides dels fragments amplificats, es poden 
identificar pèrdues o guanys de material genètic. S’utilitza per 
a l’estudi de grans reordenaments de material genètic.  

 

Mutació Qualsevol alteració de la seqüència normal d’un gen. 

Mutacions 
deletèries 

Mutacions que donen lloc a una funció anòmala del gen i per 
tant a un fenotip alterat. 

Mutació 
fundadora 

Mutació recurrent que prové d’un únic ancestre comú 
portador, generalment en una població petita amb cert grau 
d’endogàmia on, després de successives generacions 
augmenta la seva presència en la població, passant a ser 
alteracions característiques d’un grup ètnic i/o àrea geogràfica 
concreta. 

Odds Ratio (OR)  Relació 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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Òmiques Les òmiques (neologisme provinent del sufix llatí <<-oma>> 
que significa <<conjunt de>>) són un conjunt de tècniques 
basades en l'anàlisi de la totalitat o un conjunt d'un camp 
d'estudi gran, en comptes d'analitzar part per part. Les 
primeres -i principals- òmiques van ser la genòmica, la 
transcriptòmica, la proteòmica i la metabolòmica, no obstant a 
mesura que es van millorant les tecnologies d'anàlisi i 
s'obtenen més dades aquestes es van ramificant i en neixen de 
noves.  

PCR Polymerase chain reaction, reacció en cadena de la polimerasa. 
Tècnica d’amplificació de l’ADN que genera milions de còpies 
d’un segment curt d’ADN en un termociclador (aparell que 
permet augment i disminució de la temperatura)i mitjançant 
cicles repetits de : 1) Desnaturalització i per tant separació de 
les cadenes de la doble hèlix d’ADN (Melt), 2) Unió dels 
primers a l’ADN monocatenari (Anneal), fent-lo servir com a 
motlle, i 3) Extensió  mitjançant l’acció de l’enzim ADN 
polimerasa que allarga l’extrem 3´ del primer i copia l’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 reacció exponencial. Quan es finalitza aquests 
procés, es poden arribar a produir més d’un milió de còpies 
d’ADN. 

Penetrància Freqüència, expressada en tant per cent, amb què una 
alteració genètica causant d’una malaltia, present en un 
conjunt d’individus, es manifesta fenotípicament manifestant 
signes clínics d’aquesta patologia. La major part de les 
síndromes de càncer hereditari, a part de presentar un patró 
d’herència autosòmic dominant, tenen la característica de 
presentar una penetrància incomplerta. La penetrància 
representa el percentatge de persones que expressen el 
fenotip, és a dir que desenvolupen càncer, quan són 
portadores d’una alteració patogènica en el gen que s’estudia. 
Degut a que el càncer és una malaltia multifactorial, aquesta 
característica pot ser deguda altres característiques genètiques 
de l’individu, a causes no genètiques que han influït en 
l’individu (ambient) i també a característiques pròpies del gen 
afectat com pot ser la funció que desenvolupa i la localització 
del gen on es troba alteració. 
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Pèrdua 
d’heterozigositat 

(LOH,  loss of 

heterozigosity) 

Situació en la que es produeix la pèrdua al·lèlica d’un gen. 
Quan en un locus determinat, que es heterozigot per un al·lel 
mutant deleteri i un al·lel normal, es produeix una deleció o un 
altre esdeveniment mutacionals en l’al·lel normal, que 
converteix la cèl·lula en hemizigota (amb 1 sol al·lel deleteri) o 
homozigota per l’al·lel deleteri. 

Polimorfisme Mutació, amb una freqüència mínima de l’1% en la població 
genera i que presumiblement no té efectes adversos sobre la 
funció del gen i per tant no origina un fenotip alterat (la 
malaltia).  

Proband Individu amb una malaltia hereditària que és investigat en un 
estudi genètic. 

Protoncogen Gen en el qual l’alteració d’un únic al·lel és suficient per a 
produir l’activació tumoral. Els protooncogens humans 
controlen punts estratègics del creixement i diferenciació 
cel·lular de tal manera que el guany de funció degut a una 
mutació, un reordenament cromosòmic o una amplificació, els 
transforma en oncogens que produeixen cèl·lules immortals 
capaces d’evitar l’apoptosi. 

Recombinació 
homòloga 

Mecanisme de reparació de l’ADN que utilitza la cromàtide 
germana no danyada per a reparar la cadena d’ ADN amb 
doble trencament. 

Reordenament 
cromosòmic 

Eliminació, transferència, o multiplicació de segments 
cromosòmics que origina inestabilitat genòmica. 

Risc relatiu (RR) Probabilitat que compara el risc de desenvolupar una malaltia 
del grup d’individus que han estat exposats al factor de risc 
que s‘està estudiant, amb el risc de desenvolupar la malaltia 
del grup no exposat. 

Senescència 
cel·lular 

Resposta de les cèl·lules a estímuls que tenen la potencialitat 
de causar transformacions neoplàsiques. 

Seqüenciació 
massiva (Next 

generation 

sequencing, 

NGS) 

Seqüenciació d’alt rendiment. Procés de determinació de la 
seqüència de nucleòtids d'una molècula d’ADN o d'ARN 
efectuat amb un mètode que tracta una gran quantitat de 
dades de manera ràpida i eficaç. 
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Seqüències ALU Seqüències d’ADN distribuïdes en el genoma. Són les 
seqüències repetides més freqüents, i representen el 5% del 
genoma humà. El seu nom és degut a que l’enzim de restricció 
Alu les reconeix i les talla. 

SNP o 
Polimorfismes 
d’un únic 

nucleòtid 

(Single Nucleotide Polymorphism) Variació en la seqüència de 
l’ADN (respecte a una seqüència consens) que afecta a una 
única base en posicions concretes del genoma i que s’observa 
en la població amb una freqüència igual o superior a l’1%. 

Supressors 
tumorals 

Aquells gens/proteïnes que regulen la divisió cel·lular evitant 
un creixement excessivament ràpid o descontrolat. 

Ubiqüitinació Modificació post-traduccional en la qual es produeix el marcat 
d’una molècula amb ubiqüitina, una proteïna ubiqua altament 
conservada. El procés d’ubiqüitinació és essencial en molts 
processos com la degradació de proteïnes mitjançant el 
proteasoma, la reparació de l’ARN o la inflamació. Les cèl·lules 
eucariotes utilitzen aquest procés per marcar les proteïnes 
que han de ser destruïdes en els proteasomes. 

Variant de 
significat incert 
(VUS)  

Canvi en la seqüència normal d’un gen, de la qual es desconeix 
el seu significat biològic (patogenicitat o benignitat).  
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