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Confuci

Si no escales la muntanya mai podras gaudir del paisatge.

Pablo Neruda
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Resum

Tot i que el cancer hereditari representa un proporcié molt baixa de la totalitat de
casos de cancer diagnosticats, aquesta és prou significativa. Aproximadament
entre un 5-10% dels tumors sén consequiencia d’alteracions genétiques heretades
dels progenitors i/o que es poden transmetre a la descendéncia. Per tant, les
persones afectades poden beneficiar-se de |'assessorament genetic que les
ajudara a prendre decisions mediques informades basades en I'avaluacié del risc

individual.

En I'estudi molecular del cancer hereditari, I'objectiu és identificar I'alteracid
genetica responsable de la predisposicio a desenvolupar la malaltia en un individu.
Amb aquest objectiu, cal trobar estrategies per a la deteccié de les variants

genetiques implicades en el seu desenvolupament.

De tots els individus amb una clara historia personal i/o familiar de cancer
hereditari, només s’aconsegueix trobar |'alteracié genética hereditaria responsable
en el 15% dels casos. A vegades es detecten variants genétiques amb un significat
biologic i clinic desconegut. Per aquest motiu aquestes es coneixen com a variants
de significat incert (VUS, de I'angles, Variant of Uncertain Significance). Poder
coneixer quin és l'efecte d’aquestes VUS i poder classificar-les segons la seva
rellevancia clinica és, per tant, molt important. Per aquest motiu s’han creat
consorcis internacionals, com el consorci Evidence-based Network for the
Interpretation of Germline Mutant Alleles (ENIGMA), que basa els seus projectes i

col-laboracions en classificar aquestes variants.

En els estudis moleculars del cancer de mama i ovari hereditari (CMOH), no es
disposa de cap técnica de laboratori senzilla per al cribratge dels pacients

candidats a realitzar un estudi genetic. Una estratégia per a obtenir aquesta eina

13



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

de cribratge és I'Gs de la metabolomica, que permet establir perfils caracteristics

en diferents patologies segons la preséncia de certs metabolits.

D’altra banda, I'estudi dels gens BRCA1 i BRCA2 no només es limita a la linia
germinal. S’ha descrit que quan els tumors son portadors de variants patogeniques
en els gens BRCA1 i BRCA2, presenten un deficit en un sistema de reparacio de
I’ADN: el sistema de recombinacié homologa. Aquest comportament del tumor es
coneix com a fenotip BRCAness. S'ha observat que alguns tumors, tot i no
presentar alteracions genetiques amb un efecte deleteri en aquests gens, també
son tumors BRCAness. Per aix0 actualment existeixen linies d’investigacid basades
en la identificacié dels mecanismes que donen lloc a aquest fenotip BRCAness. Hi
ha diferents estrategies per a poder aclarir aquest fet, com ara buscar alteracions
genetiques en altres gens, o buscar altres mecanismes d’inactivacié com poden ser

mecanismes epigenetics.

En I'ambit de l'oncologia clinica, algunes alteracions genetiques, tant en tumor
com en linia germinal, poden ser utilitzades com a factors predictius de resposta
als diferents tractaments antineoplastics. En el camp que ens ocupa, la mutacié en
els gens BRCA1 i BRCA2 es relaciona amb la resposta als tractaments amb
inhibidors de PARP (Poly ADP-Ribose Polymerase) en el cancer d’ovari. Per tant, la
seva identificacid té un valor important en la seleccid del tractament en la practica

medica habitual.

Aquesta tesi doctoral pretén avancar en el diagnostic del CMOH mitjancant quatre
estudis. En un primer treball I'objectiu és determinar amb més exactitud la
possible patogenicitat d’'un conjunt de VUS. Per aix0 s’ha realitzat un estudi cas-
control poblacional, amb I'objectiu de coneixer la freqliencia d’algunes variants
identificades freqlientment en la cohort estudiada, i també mitjancant la
combinacié d’eines bioinformatiques amb I'analisi de I’ARN missatger, per a

detectar alteracions en el procés d’empalmament. En un segon estudi la finalitat
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és esbrinar si el mecanisme d’hipermetilacié del promotor dels gens BRCAI i
BRCA2 és un mecanisme heretable i responsable de la sindrome de CMOH. En un
tercer estudi I'objectiu és identificar altres gens que puguin ser els causants del
cancer hereditari en families no portadores de variants patogeniques ens els gens
BRCA1 i BRCA2, mitjangant la técnica de la seqlienciacié massiva. | finalment en un
guart estudi es pretén determinar si els pacients amb una mutacié en BRCAI o
BRCA2 presenten un perfil metabolomic en plasma diferent als pacients sense

mutacié en aquests gens.

Mitjancant I'estudi cas-control s’ha pogut classificar com a variants no
patogeniques tres de les variants analitzades (c.4068G>A, ¢.8851G>A i ¢.7008-
62A>G del gen BRCA2). A més a més, s’ha pogut confirmar una concordanca total
de la prediccié de les eines in silico i de I'efecte de quatre variants en I'alteracio
gue pateixen en el procés d’empalmament. Per altra banda, mitjangant un segon
estudi, s’"ha descartat la hipermetilacié del promotor dels gens BRCA1 i BRCA2
com a procés d’inactivacié hereditaria d’aquests gens. En tercer lloc, s’ha obtingut
una millora en el rendiment diagnostic mitjancant I'estudi d’'un panell de gens
relacionat amb les vies de reparacié de I’ADN, reduint un 8% els estudis no
informatius, principalment per la identificacid de variants patogeniques en el gen
PALB2. Finalment, en un quart estudi, s’ha identificat un perfil metabolomic que
permet distingir un fenotip BRCA-like, és a dir, un comportament tumoral de
deficit de la via de reparacié de I’ADN on hi intervenen BRCA1 i BRCA2, tot i no

presentar mutacions en aquests gens.
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Abreviatures

ACMG de I'angles American College of Medical Genetics
ADN Acid desoxiribonucleic
ssDNA ADN de cadena simple. De I'angles single-stranded DeoxyriboNucleic
Acid
¢cDNA ADN complementari (ADNc). De [I'anglés complementay
Deoxyribonucleic Acid
AMP de I'anglés Association for Molecular Pathology
ARN Acid ribonucleic
mRNA  ARN missatger. De |'angles messenger RiboNucleic Acid
BER Reparacid per escissio de bases. De I'anglées Base Excision Repair
CMOH Cancer de mama i ovari hereditari
DNMT Metiltransferasa d’ADN. De I'anglés DNA methyltransferase
DSB Trencament de doble cadena. De I'anglés Double Strand Break
EGFR Factor de creixement epidermic huma. De I'angles Epidermal Growth
Factor Receptor.
ENIGMA  De I'anglés Evidence-based Network for the Interpretation of Germline
Mutant Alleles
HER2 Huma Epidermal Growth Factor Receptor 2. També conegut com
HER2/neu o ERBB2
HR Recombinacié Homologa. De I'angles Homologous Recombination
10CS Institut d’Oncologia de la Catalunya Sud
LOD Logaritme de les probabilitats. De I'angles: Logarithm of the odds
LOH Pérdua d’heterozigositat. De I'anglés Loss of Heterozigosity
MLPA De I'angles Multiplex ligation-dependent probe amplification
MMR Reparacié de bases desaparellades. De I'angles MisMatch Repair
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MS Espectrometria de masses. De I'angles Mass Spectrometry

msI Inestabilitat de microsatel-lits. De I'anglés MicroSatellite Instability

NCCN De I'angles National Comprehensive Cancer Network

NER Reparacié de nucleotids per escissid. De I'angles Nucleotide Excision
Repair

NGS De I'angles Next Generation Sequencing

NHEJ Unié d’extrems no homolegs. De l'angles Non-Homologous End
Joining

OMIM De I'angles Online Mendelian Inheritance in Man

PARP De I'angles Poli-ADP-Ribose Polymerase

RE Receptors d’estrogens

RMN Ressonancia Magnetica Nuclear

RP Receptors de progesterona

SEOM Sociedad Espafnola de Oncologia Médica

SNP De I'anglés Single Nucleotide Polymorphism

UKCFSG De I'angles UK Cancer Family Study Group
VUS Variant de significat incert o variant de significat biologic desconegut.

De I'angles Variant of uncertain significance
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Introduccio

1. Bases genetiques del Cancer Hereditari

Durant el segle XX, molts autors van recollir evidéncies d’agregacions familiars de
cancer de mama (Jacobsen, Oluf and Fraser, 1946; Henry T Lynch, 1967; Macklin,
1959). L’any 1966, Henry Lynch va descriure dues families amb un espectre similar
de cancers, caracteritzades per la presencia de multiples generacions de cancer
colorectal. Va proposar que I’heréncia era I'etiologia més probable del cancer en
aquestes families (H T Lynch et al., 1966). A finals dels anys 80, Mary-Claire King va
estudiar I'agregacié de cancer de mama preco¢ (Newman et al., 1988). Amb tot
aixo0 es va demostrar la naturalesa hereditaria d’algunes agregacions familiars de
cancer, principalment les que afectaven a mama i colon. Mitjancant analisi de
lligament i clonacid es va poder determinar I'existéncia dels gens relacionats amb

aquesta predisposicio al cancer (Hall et al., 1990; Wooster et al., 1995).
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Per tant, tot i que la major part dels cancers sén d’origen esporadic o no
hereditaris (és a dir, sén deguts a alteracions genétiques i/o epigenétiques a nivell
del teixit d’un organ especific), sabem que aproximadament un 5-10% es
consideren d’origen hereditari (Figura 1). Es coneixen com a sindromes
hereditaries o germinals degut a que sOn causades per una alteracié genetica
provinent d’una de les cel-lules germinals que posteriorment donara lloc al zigot.
Aquesta alteracid genetica heretada pot estar present en gens d’elevat risc, en

gens de risc moderat o en gens de baix risc (Figura 2).

W 5-10% Cancer Hereditari
W 10-20% Cancer Familiar

m 80% Cancer Esporadic

Figura 1. Els tipus de cancer més comuns s6n majoritariament esporadics. Entre un 5-10% sén heretats i
es produeixen per la presencia de variants patogeniques germinals. Entre un 10-20% de tots els cancer
diagnosticats son considerats “familiars” i produits segurament per una interaccié de gens de baixa
penetrancia i/o la interaccioé gen-ambient .
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Figura 2. Relacio entre el risc relatiu (RR) per a CMOH i la freqlieéncia de I'al-lel de risc que
conté variants genetiques en els gens de susceptibilitat per CMOH. Figura adaptada de

Ghoussaini et al., 2013.

Les principals sindromes de cancer hereditari que s’estudien son majoritariament

malalties monogeniques (causades per un Unic gen), amb una heréncia autosomica

dominant i que comporten un risc important en la susceptibilitat al cancer

hereditari (gens d’alt o moderat risc ).

Fins al dia d’avui, s’"han descrit al voltant de 200 gens responsables de sindromes

hereditaries en cancer (Nagy et al.,, 2004). Aquests gens acostumen a estar

implicats en el control del cicle cel-lular o en mecanismes de reparacié de ’ADN

donant lloc a un espectre tumoral caracteristic. A més a més, cada gen i cada

sindrome presenten una penetrancia i expressivitat o heterogeneitat clinica

caracteristica, que s’ha

de tenir en compte per a dur a terme el procés

d’assessorament genetic adequat. La identificacié d’'una mutacié en una familia,
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permet millorar el diagnostic preco¢ la qual cosa comporta una reduccié de la
mortalitat associada als tumors caracteristics de la sindrome. Cal destacar que en
alguns casos el coneixement de la mutacié responsable pot ser util per a la

planificacid de certs tractaments oncologics.

1.1. VIES DE REPARACIO DE L’ADN

El manteniment de la integritat i fidelitat del genoma és essencial pel bon
funcionament i supervivencia dels organismes (Lindahl, 1993). Ens referim a la
integritat del genoma com el manteniment de tots els elements genetics, inclosos
I’ADN, I’ARN i els elements epigeneétics cel-lulars. La fidelitat del genoma implica
una transmissio del material geneétic correcta després de la duplicacié cel-lular. El
genoma esta sotmes continuament a canvis i necessita mecanismes per a la seva
reparacié per a disminuir el nombre d’alteracions que es transmeten. Es per aixo
gue és important I'existencia d’un bon sistema de replicacié de ’ADN i de sistemes
de reparacié de I’ADN que puguin rectificar els danys que presenta (Figura 3). Amb
aquest objectiu, les cel-lules eucariotes han desenvolupat una serie de respostes
cel-lulars per eliminar o corregir una lesié o error en I’ADN, o per a 'activacio del
procés de mort cel-lular programada, quan aquests errors no s’han pogut corregir.
Aquestes respostes inclouen: 1) eliminacié del dany de I’ADN i restauracié de la
continuitat de la doble hélix; 2) activacio dels punts de control dels danys de ’ADN
gue aturen el cicle cel-lular per a poder reparar 'error abans de continuar la divisid
cel-lular; 3) induccié de la transcripcié de gens involucrats en la reparacié de la
lesio; i 4) apoptosi, per eliminar aquelles cél-lules amb una lesié severa i/o
irreversible (Zhou & Elledge, 2000). Defectes en qualsevol d’aquestes vies poden

causar inestabilitat genomica.
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Lesié de I'ADN Trencament Errors ' Trencament de la

i i doble cadena
(Mismatch) pirimidina v

de cadena Siapn d’aparellament

senzilla (SSB) 2 Sigctes

Dimers de

Sistema de
reparacio

Proteines
involucrades

Figura 3. Vies de reparacié de I'ADN i proteines involucrades. Depenent de la lesié que pateix I’ADN, s’aplica
un sistema de reparacié en el qual hi ha diferents proteines involucrades. Si el sistema de reparacié no
funciona correctament, aixo déna lloc a una inestabilitat genomica que contribueix a I'aparicié del cancer.

Tots els agents carcinogens, produeixen canvis en ’ADN degut a lesions directes
sobre ell o per alteracions en la maquinaria de reparacié. Existeixen diferents

mecanismes de lesié de ’ADN i per aix0 també hi ha diferents vies de reparacio:

Reparacio directa (DR — Direct Repair). El mecanisme principal de reparacié directa
en humans és I'eliminacié dels grup O°-metil de la O°-metilguanina de I’ADN,
mitjangant la O°-metilguanina ADN metiltransferasa (MGMT). La formacié d’0°-

metilguanina en '’ADN és produida per agents alquilants mitjangant I’'addicié de
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grups metil (i en alguns casos grups etil) a les macromolécules com I’ADN
(Margison & Koref, 2002). EIl mecanisme d’accié dels agents quimioterapics de la
familia dels alquilants, estan basats en I'addicié de grups alquil a ’TADN comportant
una distorsié de la doble cadena i en conseqliencia, finalment la mort cel-lular

(Gerson, 2002).

Reparacié per escissido de bases (BER — Base Excision Repair). S’encarrega de la
correccié de danys resultants de |'oxidacid, metilacid, desaminacié o perdua
espontania d’una base nitrogenada. Comenc¢a mitjancant I'acci6 d’'una ADN-
glicosilasa, amb la qual s’elimina la base nitrogenada danyada. El resultat és la
creacid d’un lloc apirimidinic o apurinic (AP). Mitjancant una polimerasa d’ADN i

una ADN-ligasa, la cadena d’ADN queda reparada.

Reparacié de nucleotids per escissié (NER — Nucleotide excision repair). Aquesta
via és la més flexible ja que actua sobre diferents tipus de danys de I’ADN. Actua
sobre els dimers de pirimidina, els adductes quimics, enllacos creuats de I"ADN i
altres formes de dany oxidatiu de I’ADN. Tots aquests danys tenen en comu una
distorsié de I’helix de la doble cadena de 'ADN i la modificacid de la quimica
d’aquesta (Hess et al., 1997). Degut a la gran varietat de lesions que pot corregir,
aquest sistema no pot reconeixer grups quimics especifics que caracteritzin la lesio
pero reconeix les conformacions resultants de la lesié de I'esquelet fosfodiester. La
NER requereix la implicaci6 de més de 30 proteines involucrades en el
reconeixement del dany, I'obertura de la doble helix, I'escissié de la lesid i la
posterior reparacid. Entre aquestes proteines, trobem 6 factors de reparacio (RPA,
XPA, XPC, TFIIH, XPG, XPF-ERCC1). En humans, defectes en la reparacié per escissio
causen una sindrome de foto-sensibilitat anomenada Xeroderma Pigmentosum
(XP), que es caracteritza per una elevada incidéncia en cancer de pell induida per la

lum.
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Reparacié de bases no aparellades (MMR — Mismatch repair). Durant la replicacid
de I'ADN, es poden produir substitucions erronies dels nucleotids. Aquestes
substitucions son més freqlients en zones de repeticions de mononucleotids o de
dinucleotids degut al lliscament de I’ADN-polimerasa. El sistema de reparacio
MMR juga un paper essencial en la reparacié d’aquests errors. El sistema MMR
“escaneja” I’ADN per a trobar bases no aparellades o zones amb insercions o
delecions, d’'una grandaria maxima de 10 nucleotids. Les proteines que formen
part d’aquest sistema sén MLH1, MSH2, MSH3, MSH6 i PMS2, mitjancant el
reconeixement de l'error i I'escissi6 del mateix. Finalment, polimerases,
endonucleases i altres proteines completen el procés de reparacié. Quan la MMR
no funciona correctament, s’observa un fenotip cel-lular anomenat “fenotip
mutador”, caracteritzat per una frequéencia elevada de mutacions espontanies i
una inestabilitat de microsatél:-lits (MSI). Les mutacions en els gens involucrats en
aquesta via de reparacié donen lloc a una predisposicid al carcinoma colorectal
hereditari no lligat a la poliposi (Peltomaki, 2001). Avui en dia, la determinacié de
I"alteracié en aquesta via de reparacidé s’utilitza com a factor de resposta a certs

tractaments antineoplastics com la immunoterapia.

Reparacié de trencaments de doble cadena (DSB repair - Double-Strand Breaks).
Els trencaments de doble cadena es produeixen durant la replicaci6 com a
consequencia del col-lapse de la forca de replicacid, per la presencia d’espéecies
reactives de I'oxigen. Aquesta via s’encarrega de reparar lesions que, a diferencia
de la resta de mecanismes, inclouen les dues cadenes de I’ADN i per tant no
permet I’Us de 'altra cadena com a motlle durant el procés de reparacio. Hi ha dos
tipus de reparacié per als trencaments de doble cadena: 1) La recombinacio

homologa (HR) i 2) la unié terminal no homologa (NHEJ)
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1) Recombinaci6 Homologa (HR — Homologous Recombination). Aquest
sistema de reparacid utilitza la seqiéncia homologa de la cromatide germana
com a motlle per a restaurar fidelment la informacié original. La major part de
la reparacié basada en HR es fa a les fases S o G2 del cicle cel-lular, ja que és el
moment de més proximitat entre les cromatides. EI complex nucleasa multi-
proteic RAD50/MRE11/NBS1 elimina nucleotids de la doble cadena, generant
un ADN monocatenari (ssDNA). El complex proteic format per RAD51, XRCC2,
XRCC3, BRCA1 i BRCA2 s’uneix a ’ADN formant un filament de nucleoproteines
gue cerca i envaeix la cadena homologa. Un cop identificat I'ADN homoleg, una
ADN-polimerasa allarga I'extrem 3' de la cadena invasora i posteriorment la
ADN-Ligasa | la uneix produint una estructura d'ADN heteroduplex coneguda
com l'estructura de Holliday. Aquesta unié de Holliday finalment es talla,
generant-se dues molecules d’ADN separades i finalitzant el procés de

reparacié adequadament.

2) Unio Terminal No Homologa (NHEJ — Nonhomologous End Joining). En

contraposicio a la HR, la NHEJ no requereix una cadena motlle homologa per a
la reparacié del DSB i acostuma a donar lloc a la correccié de la ruptura d’una
manera propensa a la introduccié d’errors. El més important en aquesta via
NHEJ és [lactivitat quinasa de la proteina heterodimeérica Ku70/Ku80.
L’heterodimer Ku, regulat per proteines quinasa-dependents (PKcs), reconeix el
lloc de tall i s’hi uneix, per a protegir 'ADN de les exonucleases i mantenir la
doble cadena unida. A partir d’aqui la proteina endo/exonucleasa Artemis, ADN
polimerases i ADN-lligases s’encarreguen d’unir els trencaments de les cadenes.
El processament final dels trencaments de la doble cadena el realitza el
complex MRE11-Rad50-NBS1 que té activitat endonucleasa, exonucleasa i
helicasa. Tot i que aquesta via és molt eficient per a la reparacié d’aquest tipus

d’error, pot donar lloc a reordenaments cromosomics.
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El primer pas en la resposta a les lesions de I’ADN inclou el reconeixement
d’aquests danys seguit d’una activacié dels punts de control del cicle cel-lular. Si
aquest reconeixement no és adequat, la subseglient reparacié del dany tampoc ho
sera, produint-se una inestabilitat genética. Principalment, hi ha tres punts de
control del dany de I’ADN: El G1/S que impedeix I'inici de la replicacid, intraS que
evita la progressid de la duplicacid i G2/M que impedeix l'inici de la mitosi. El
reconeixement dels DSB és imprescindible en la via de reparacié de ’ADN. Dues
proteines importants que desenvolupen aquesta funcid sén les proteines
codificades pels gens ATM i TP53. En el cas d’ATM, després de detectar una lesio,
s’encarrega de fosforilar tota una série de substrats, tots ells involucrats en la
senyalitzacié de la lesid. La proteina p53 és coneguda com el guardia del genoma
degut a la seva intervencio en la detencid del cicle cel-lular o en I'apoptosi en cas
necessari, amb |'objectiu d’evitar la propagacié de les cel-lules que han acumulat

lesions en I’ADN.

En resum, molts dels gens descrits en les sindromes de cancer hereditari son gens
supressors de tumors que formen part de diferents vies de reparacié de I"ADN
(Goyal et al., 2016). La funcid principal d’aquests gens en les sindromes de cancer
hereditari és la inhibicié de la proliferacié cel-lular i la preservacié del genoma. Es
per aix0 que quan hi ha una inactivacid d’'un d’aquests gens el resultat és la

carcinogenesi.

1.2.  VIES D’INACTIVACIO GENICA

L'any 1971 Knudson, basant-se en l'estudi del Retinoblastoma, va postular la
hipotesi de doble impacte o de “Two-Hits” (Knudson, 1971). Amb aquesta hipotesi

va establir que la majoria de gens requereixen dues mutacions, una en cada al-lel,
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per causar un canvi fenotipic. Aixi doncs, per al desenvolupament d’un cancer
hereditari, s’"han de produir dos esdeveniments en la cel-lula que iniciara el tumor:
el primer és una alteracio geneética heretada en un dels dos al-lels d’aquest gen i el
segon és una alteracid adquirida en [laltre al-lel que silencii o inactivi
completament el gen (Berger et al., 2011). Actualment, aquesta hipotesi serveix
com a base per entendre com les mutacions en els gens supressors de tumors

donen lloc al desenvolupament del cancer (Figura 4).

= A=A~
==

Figura 4. Hipotesi del doble impacte de Knudson. Segons aquesta hipotesi, per a que es produeixi una

progressio tumoral, els dos al-lels del gen supressor de tumors han d’estar alterats. En cancer esporadic (A)
calen dos esdeveniments, pero en el cas del cancer hereditari (B), la primera alteracié s’hereta, i per tant,
una sola copia alterada del gen augmenta la predisposicié de la malaltia. La inactivacié de I'altre al-lel, degut
a una mutacio, a una modificacid post-transcripcional, o bé a la pérdua de I'altre al-lel, completa el segon pas
per I'aparicio de la malaltia.

1.2.1. Alteracions Genetiques o Mutacions

El genoma huma és molt homogeni, amb un 99.9% de similitud entre individus. Les
diferéncies entre individus son degudes a canvis geneétics, principalment canvis en

la seqliencia de ’ADN anomenats polimorfismes d’un unic nucleotid (SNPs - Single
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Nucleotide Polymorphisms), que sén canvis que estan presents en més de I'1% dels
individus. De totes maneres, s’ha descrit que no es pot afirmar que aquests
polimorfismes no confereixin un augment en el risc de desenvolupar una malaltia,
sobretot en I'etiopatogenia de les malalties complexes, com s’ha pogut descriure
en el cas del cancer de mama (Escala-Garcia et al., 2019; Han et al., 2004; H. Zhang

et al., 2020).

Una de les vies d’inactivacio més frequients és la presencia d’alteracions en la
sequencia de ’ADN que donen lloc a una proteina no funcional. Els danys que pot
patir I’ADN sén molt diversos i poden ser produits per factors endogens o exogens.
En els organismes multicel-lulars, aquelles mutacions o alteracions que es
produeixen en les cél-lules germinals, és a dir en aquelles cel-lules que formaran
els gametes, s’anomenen mutacions germinals. Aquelles alteracions que es
produeixen en la resta de cel-lules s’anomenen mutacions somatiques. La
importancia de les mutacions germinals rau en que aquestes poden ser heretades
de pares a fills. Els canvis en ’ADN no sempre corresponen a mutacions amb un
efecte deleteri per a la cel-lula o 'organisme, i fins i tot en alguns casos pot donar

lloc a un avantatge evolutiu.

Les alteracions genétiques es poden classificar de diferents maneres, segons la
grandaria d’aquestes (macromutacions o micromutacions), segons |'alteracié que
produeixen en la cadena de nucleotids (puntuals, insercions, delecions,
duplicacions, inversions), segons la font del mutagen (espontania o induida) o
basat en I'origen (germinals o somatiques). També classifiquem les alteracions
genetiques segons els seu efecte en la proteina: mutacié amb error de sentit o
missense quan es produeix un canvi d’'aminoacid, mutacio sense sentit o nonsense
guan es crea un codd stop, mutacié del patré de lectura o frameshift quan es
produeix un corriment en la pauta de lectura, mutacié que conserva el patré de

lectura o in-frame quan s’eliminen o insereixen un o més triplets, mutacié
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silenciosa o silent quan no es produeix cap canvi en la cadena d’aminoacids. O bé
segons |'efecte en la funcionalitat de la mateixa: loss-of-function quan hi ha
perdua de funcié de la proteina, hipomorfica o hypomorphic quan hi ha una
reduccié en la funcié normal de la proteina, hipermorfica o hypermorphic quan es
produeix un increment en la funcié normal de la proteina i guany de funcié o gain-
of-function quan s’adquireix una nova funcié molecular o un nou patré d’expressio

geénica.

1.2.2. Perdua d’heterozigositat (Loss of heterozygosity - LOH)

En la LOH es produeix una pérdua al-lélica d’un gen. Es a dir, una cél-lula
heterozigota, amb una mutacié en un al-lel, pateix una alteracié en la copia que
encara és funcional del gen supressor de tumors, esdevenint homozigota pel gen
mutat. Les mutacions que inactiven els gens supressors de tumors, acostumen a
ser mutacions puntuals o petites delecions que alteren la funcid de la proteina que

codifica el gen alterat o bé delecions cromosomiques que eliminen un al-lel.

Aquest és un mecanisme molt important en la inactivacio dels gens supressors de
tumors, com s’explica en la hipotesi dels “Two-Hits” de Knudson, per la inactivacié
dels gens supressors tumorals. La LOH s’ha associat a la perdua de I'al-lel no mutat
en individus amb una sindrome de predisposicié al cancer (portadores d’una
mutacio germinal) en gens com el RB1 en el retinoblastoma o BRCA1 en el cancer
de mama i ovari, i fins i tot com a un esdeveniment complementari a una mutacio
somatica com per exemple en el gen TP53 (Cavenee et al., 1983; Merajver et al.,

1995).
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1.2.3. Hipermetilacio del promotor

La metilacio és un fenomen fisiologic molt important en la regulaciéd genica,
sobretot durant I’'embriogenesi, i és imprescindible per a mantenir el silenciament
geneétic per tal de regular la expressid dels gens i assegurar un desenvolupament
normal de I'organisme. En mamifers, la metilacié de I’ADN es refereix a la insercid
d’un grup metil (CH3) en la posicié 5 de la dioxicitosina per a formar la 5-
metilcitosina. Aquesta es troba en els dinucleotids citosina-guanina, que no estan
distribuits d’'una manera uniforme en el genoma huma. Tot i que en la major part
del genoma es troben aproximadament una vegada cada 80 dinucleotids, hi ha
regions de 200 parells de bases amb una freqliencia 5 vegades superior,
anomenades illes CpG (Ma & Adjei, 2009). Les illes CpG dels gens responsables del
manteniment cel-lular (caretekers), localitzades entre la regié central del promotor
i el lloc d’inici de la transcripcié, normalment no estan metilades. La seva metilacié

produeix una repressioé de I'expressio.

La metilacié esta involucrada en processos com: la regulacié transcripcional, el
manteniment de l’estabilitat cromosomica, la modulacié de I’estructura de la
cromatina i la inactivacié d’'un dels cromosomes X. Pero s’ha observat que en
molts tipus de cancer es presenten patrons aberrants de metilacid (hipermetilacid
i hipometilacid), que principalment donen lloc a una inactivacié de gens supressors
de tumors i a la inestabilitat del genoma (Herman & Baylin, 2003). En el cas del
cancer, s’ha demostrat que hi ha una hipermetilacio restringida a certes regions
del genoma, principalment somatica, i per altra banda existeix una hipometilacié
generalitzada del genoma en presencia d’una activitat augmentada de I'enzim de

desmetilacié (DNMT) (Figura 5).

La hipermetilacié del promotor de gens supressors de tumors com p6/CDKN2, Rb,

p21, BRCA1, gens de reparacié de I'’ADN com MLHI1 i altres, provoca la seva

33



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

Introduccio

repressio en el teixit tumoral (Yuan et al., 2001). En general, la hipermetilacié esta
involucrada en el silenciament de gens i provoca la repressid transcripcional degut
a un canvi estructural de la cromatina, que fa que els factors de transcripcioé no hi

puguin accedir. Aixi, els gens supressors de tumors queden inactivats.

/i
Heterocromatina hipermetilada Illes CpG hipometilades
-] 2
- 8
% ]
= E
o o
e ]
Recombinacié Repressio
mitotica i transcripcional.
inestabilitat Inactivacio del gen
genomica supressor de
-_— tumors
Repeticions en el
DNA
I Metilat
i No metilat

Figura 5. Metilacio de I’ADN. En el cancer, el genoma es troba majoritariament hipometilat i els gens
supressors de tumors es troben hipermetilats. Quan les illes CpG de la regié promotora d’'un gen
s’hipermetilen, es produeix una repressio transcripcional i inactivacié d’aquest. Per altra banda, hi ha
una hipometilacié de la regid repetitiva de I’heterocromatina, que contribueix a la inestabilitat genomica,
una caracteristica de les cél-lules tumorals, mitjangant un increment en els processos de recombinacié
mitotica. Aquests canvis en la metilacié son processos de les primeres fases de la progressié tumoral.
Figura modificada de (Robertson, 2005).

En el cas dels gens involucrats en les sindromes de cancer hereditari, s’"ha descrit
gue es poden silenciar mitjangant una hipermetilacié del promotor, principalment
en el tumor (Esteller et al., 2001). Per altra banda, en el cas del cancer colorectal
esporadic, s’ha observat que els gens MLH1, APC i LKB1 poden patir una
inactivacid transcripcional degut a una hipermetilacié del promotor (Grgnbaek et

al., 2007; Kane et al., 1997).
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2.Cancer de mama i ovari hereditari (CMOH)

El cancer de mama és el tipus de cancer més frequent en dones a la poblacié
espanyola (el segon més freqlient a I'estat espanyol), amb 32.536 nous diagnostics
de cancer de mama I'any 2019 segons la Red Espafiola de Registros de Cancer
(REDECAN) i és la primera causa de mort per cancer, juntament amb el cancer
colorectal (Bray et al., 2018). Es coneix que del total de casos de cancer de mama,
aproximadament el 80-85% son d’origen esporadic, és a dir, no hereditaris. La seva
etiologia pot ser deguda a diferents factors com poden ser I'exposicié a estrogens
endogens, I'Us de tractaments hormonals substitutius, I'edat, i I'exposicié a
radiacions ionitzants, entre d’altres. Entre un 15-20% dels casos de cancer de
mama, es consideren casos d’agregacié familiar. D’aquests, entre el 5 i el 10% dels
casos es consideren clarament hereditaris (Nagy et al., 2004), és a dir, que
presenten variants patogeniques en gens involucrats en les vies de reparacié de
I’ADN, en la regulacid del creixement cel-lular o del control del cicle cel-lular en la

linia germinal.

El cancer d’ovari és el responsable aproximadament del 3% de tots els cancers en
dones i és el causant del major nombre de morts per cancer ginecologic (Howlader
N, Noone AM, Krapcho M, Neyman N, 2012). D’aquestes dades se’n deriva la
importancia de poder fer una deteccid precog en el cancer d’ovari. S’han estudiat
els possibles factors de risc per a aquest tipus de cancer (nul-liparitat, menopausa
tardana...), pero tot i aixo s’ha observat que el factor més important és la historia
familiar. Aproximadament un 20% dels casos de cancer sén deguts a la sindrome
de CMOH i a la sindrome de Lynch (T Pal et al., 2012; Tuya Pal et al., 2005; Walsh
etal., 2011).
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La sindrome de CMOH és una de les sindromes de cancer hereditari més ben
caracteritzades i més freqlients (Q. Wang, 2016). Aquesta sindrome esta associada
principalment a alteracions germinals en els gens BRCA1 i BRCA2 tot i que s’han
descrit altres alteracions en gens d’alt o moderat risc implicats en cancer de mama
i/o cancer d’ovari (ATM, BRIP1, CDH1, CHEK2, PALB2, PTEN, RAD51C, RAD51D,
TP53, STK11,).

La primera descripcio del cancer de mama hereditari la va realitzar el frances Paul
Broca en el seu llibre “Traité des tumeurs” I'any 1866, en el que va descriure la
familia de la seva dona, malalta amb cancer de mama, i un total de quatre
generacions successives en la seva familia de dones amb cancer de mama (Figura
6). En aquest tractat descriu la possible heretabilitat de la malaltia, passant de

generacio en generacio (Broca, 1866).

d  dIT dd0 d40 dAD {Armyd d.37 n“w 47

v deggrdogof g

o 7
Young Young childiirth 49 d4]

w SESERR PR NES 7z L ﬁ

W
LEGEND . =

Mate  Feeale Cancer Sites

! 2 Individual rusber

O ©  uncffected Abd #Aldanen

o n Current age Br Breast

End Endonetriun

B ®  5reost cancer Ll Liver
LTl 43 age at diagnosis 5t Stonach

- - Current age The Tuberculosis
B’ ﬂ' Cancer other site
s i age ot death

¥ Prensnd Pedigree drawn by Taml Richardson=Nelson, BGS.

Figura 6. Arbre genealogic estudiat per Paul Broca on s'identificava per primera vegada la possible heretabilitat
del cancer de mama (Henry T Lynch et al., 2008).
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Tot i que el cancer és una malaltia d’origen multifactorial, en el cancer de mama
els principals factors de risc per al desenvolupament de la malaltia sén la historia
familiar i I'edat (Claus et al., 1998). A vegades, aquesta agregacié familiar també
pot ser deguda a I'exposicio a factors ambientals que s’hagin produit en comu en

una mateixa familia.

Per a la identificacié de families amb aquesta sindrome, diferents grups com la
National Comprehensive Cancer Network (NCCN), la UK Cancer Family Study Group
(UKCFSG) (Eccles et al., 2000) o la Seccion de Cancer Hereditario de la Sociedad
Espafiola de Oncologia Médica (SEOM) (Gonzalez-Santiago et al.,, 2019), han

establert una serie de criteris clinics de sospita de CMOH (Taula 1).

Independentment de la historia familiar:

e Diagnostic de cancer de mama i ovari sincronic o metacronic

e Diagnostic de cancer de mama < 40 anys

e Cancer de mama bilateral (el primer diagnosticat < 50 anys)

¢ Diagnostic de cancer de mama i ovari en el mateix individu

e Cancer de mama triple negatiu < 60 anys

eCancer d’ovari epitelial d’alt grau, no mucinds (o de trompa de fal-lopi o cancer primari peritoneal)

e Avantpassats amb mutacions fundadores

eDeteccid de mutacid somatica en BRCA en qualsevol tipus tumoral amb una freqiiéncia al-lelica > 30%
e Cancer de mama metastatic HER2-negatiu per a considerar aquests pacients per a una possible

terapia amb agents inhibidors de la PARP.

Dos o més familiars de primer grau amb alguna combinacio de les segiients caracteristiques d’alt risc:

e Cancer de mama bilateral i un altre cancer de mama < 60 anys

e Cancer de mama < 50 anys i cancer de prostata o cancer de pancrees < 60 anys
e Cancer de mama en home

e Cancer de mama i cancer d’ovari

e 2 casos de cancer de mama diagnosticats < 50 anys

Tres o més familiars amb cancer de mama (almenys un pre-menopausic) i/o cancer d’ovari i/o cancer de

pancrees o cancer de prostata amb un Gleason 27.

Taula 1. Criteris de seleccid per a la realitzacié d'estudis genétics amb pacients amb sospita de la sindrome de
CMOH, publicats per la seccié de cancer hereditari de la SEOM.
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Tot i aix0, aquests criteris sén forca dinamics i es van ampliant i modificant a mida
gue es tenen més dades. Aixi per exemple, a nivell de Catalunya s’esta treballant
en un consens en el que es proposa modificar alguns d’aquests criteris, sobretot
pel que fa a les edats de diagnostic, més en concordanga amb els criteris establerts

a altres paisos d’Europa.

S’han descrit diferents sindromes de cancer hereditari en les quals el cancer de
mama és una manifestacio clinica, com per exemple en la sindrome de cancer

colorectal no lligada a poliposi (Roberts et al., 2018).

2.1. ETIOLOGIA DEL CMOH

2.1.1. BRCA1 i BRCAZ

L'any 1994 l'investigador Miki i els seus col-laboradors van clonar el gen Breast
cancer 1 gene (BRCA1; OMIM 113705; Genbank U14680) (Miki et al., 1994),
previament descrit mitjancant estudis de lligament com a gen de susceptibilitat al
CMOH per Hall et al. (Hall et al., 1990). Posteriorment, Wooster et al. van
identificar i clonar el gen Breast cancer 2 gene (BRCA2; OMIM 600185; Genbank
U43746) (Wooster et al., 1995) com a gen de susceptibilitat al cancer de mama

hereditari.

Els gens BRCA1 i BRCA2 es consideren gens d’alta susceptibilitat i principals
causants de la sindrome de CMOH que es caracteritza per I'aparicid d’aquestes
neoplasies a edats joves i a I'agregacioé familiar de les mateixes, amb una heréencia
autosomica dominant. En aproximadament el 16% dels casos de CMOH es poden
identificar variants patogeniques en els gens BRCA1 i BRCA2. Tot i els intents dels

investigadors de poder trobar un gen BRCA3 que pugui explicar els casos restants,
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s’ha apostat per I'analisi d’altres gens de moderat o baix risc aixi com d’altres gens
relacionats amb altres sindromes, en les quals també s’ha descrit el cancer de
mama o d’ovari com a neoplasia caracteristica. En el nostre entorn, el risc
acumulat als 70 anys en cancer de mama és del 52% per BRCA1 i del 47% per
BRCA2. Pel cancer d’ovari, el risc estimat és del 22% per BRCA1 i del 18% per
BRCA2 (Milne et al., 2008; Gabai-Kapara et al., 2014; Kuchenbaecker et al., 2017;
Zhang & Long, 2015a).

Aquests gens tenen estructures complexes i codifiquen proteines molt llargues
conegudes com proteines vetlladores (caretakers, per la seva funcid de
manteniment de la integritat gendmica), o proteines supressores de tumors per la
seva funcié reguladora negativa del creixement tumoral. S’"han descrit centenars
de variants genetiques en la seva seqliencia de les quals més del 70% corresponen
a petites insercions o delecions, mentre que la resta son mutacions amb error de
sentit (missense, que produeixen un canvi d’aminoacid), alteracions del procés

d’empalmament (splicing) o grans reordenaments.

El gen BRCA1 esta localitzat al brag llarg del cromosoma 17 (17g21). Esta format
per 5592 nucleotids distribuits en 24 exons, dels quals només se’n tradueixen 22
(tots excepte I'1 i el 4). UARNm resultant de la transcripcié es tradueix en una
proteina nuclear supressora de tumors de 1863 aminoacids, present en I'epiteli
normal d’ovari i de mama. Aquesta proteina té diferents funcions com la deteccio i
senyalitzacié de danys en I’ADN, la regulacié de la transcripcid, la reparacid de
I’ADN acoblada a la transcripcio i I'activitat ubiquitina lligasa. Consta de 4 dominis
funcionals principals: RING, NLS, COILED-COIL i BRCT (Figura 7a i 7b). L'exé 11
codifica més del 60% de la proteina i conté dues senyals de localitzacié nuclear
(NLS). ElI domini RING, que es troba a I'extrem N-terminal, consta de 109
aminoacids molt conservats i ric en cisteines. Mitjancant aquest domini forma un

heterodimer amb la proteina BARD1, adquireix propietats d’ubiquitina lligasa i
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afavoreix la degradacié d’altres proteines. EI domini d’helix superenrotllada
(coiled-coil) s’uneix a la proteina PALB2, la qual s'uneix a I'extrem N-terminal de
BRCA2. Aquest complex proteic afavoreix la unié de RAD51 a I’ADN durant la
reparacié per recombinacid homologa. Els dominis BRCT ubicats a I'extrem C-
terminal poden unir-se a serines fosforilades i a altres proteines com Abraxas
(FAM175) i BRIP1, involucrades en la reparacié de I’ADN i en punts de control del
cicle cel-lular. A més, les seqliencies BRCT poden activar la transcripcié d’alguns
gens. En general, la proteina BRCA1 interactua amb moltes altres proteines de
gens supressors de tumors, oncogens, activadors i repressors de la transcripcio,
reguladors del cicle cel-lular i deteccid i reparacid de lesions de I’ADN,
ubiquitinacié de proteines, remodelacié de la cromatina, replicacié de I’ADN,
regulacid del centrosoma i apoptosi entre d’altres, amb la finalitat de mantenir

I’estabilitat gendmica.

El gen BRCA2 esta localitzat al brag llarg del cromosoma 13 (13g12) i conté 11385
nucleotids repartits en 27 exons dels quals el primer no es tradueix. De la traduccié
es forma una proteina de 3418 aminoacids. La proteina BRCA2 també s’associa a la
reparaci6 de I’ADN a través del mecanisme de recombinacid6 homologa i
localitzacid de RAD51, activitat transcripcional, activitat acetiladora d’histones i
regulacio dels centrosomes (Figura 7c i 7d). L'extrem N-terminal s’uneix a PALB2.
L’exd 11 conté 8 repeticions BRC molt conservades que s’uneixen a RAD51 i ajuden
a regular la formacié de filaments helicoidals sobre ’ADN monocatenari, per a que
puguin tenir lloc les reaccions d’aparellament de les cadenes homologues de I’ADN
per a la seva reparacio. L'extrem C-terminal és la regid més conservada de la
proteina, la qual és una regié d'uni6 a I'ADN que promou la recombinacié
homologa. En I’extrem C-terminal també hi ha dues senyals de localitzacié nuclear.
En general, BRCA2 sembla tenir menys funcions que BRCA1, tot i que BRCA2

participa en la reparacié de I’ADN i en la progressié del cicle cel-lular.
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Figura 7. Estructura dels gens BRCA1 i BRCA2 i de les proteines BRCA1 i BRCA2. a) El gen supressor de tumors
BRCA1 esta format per 24 exons. Aquest es tradueix en una fosfoproteina nuclear que esta inclos en molts
processos cel-lulars com la recombinacié homologa i la reparacié de I'ADN. b) Aquesta proteina conté el domini
dits de Zinc (Ring Finger domain), que és un domini responsable de la interaccid entre proteines per I'activitat
ubiqditina lligasa, dos NLS (Senyal de Localitzacié Nuclear), una regié d’helix superenrotllada i dos dominis BRCT
(BRCA1 C terminal) que tenen un paper molt important en la supressié de tumors mediat per BRCAL. c) El gen
BRCA2 esta constituit per 27 exons i codifica per una proteina involucrada en la reparacié del dany cromosomic i
amb un paper molt important en la reparacié d’errors de doble cadena. d) La proteina BRCA2 presenta un domini
format per 8 repeticions BRC (amb activitat acetiltransferasa de les histones), un motiu OB d’unié a ADN de
cadena senzilla i una regié NLS de senyalitzacié de localitzacié nuclear.
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2.1.2. Altres Gens i Sindromes Relacionades

Tot i que els principals gens associats a la sindrome de CMOH sén els gens BRCA1 i
BRCA2, es coneixen altres gens associats a altres sindromes, que dintre del seu
espectre de manifestacions cliniques inclouen un increment en el risc a

desenvolupar cancer de mama o cancer d’ovari.

Hi ha un ampli ventall de sindromes que inclouen una probabilitat moderada o
elevada d’aparicio del cancer de mama o el cancer d’ovari com a possibles
neoplasies, tot i que el gens responsables no siguin BRCA1 o BRCA2. A més a més,
alguns gens de moderada o baixa penetrancia, s’Than comengat a incloure en
aquests estudis per la seva relacié funcional amb els gens BRCA1 i BRCA2. Entre
aquests trobem el gens ATM, BARD1, BRIP1, CDH1, CHEK2, MLH1, MSH2, MSHS6,
PMS2, TP53, PALB2, PTEN, RAD51C, RAD51D, STK11 i el complex MRN (Taula 2).

21.21. AT™M
El gen Ataxia-Telangiectasia mutated gene (ATM), ubicat en el cromosoma
11g22.3, codifica una proteina quinasa que participa en la reparacido de I’ADN i
intervé en la regulacio de les proteines BRCA1 i CHEK2. Alteracions bial-leliques en
aquest gen, estan relacionades amb una malaltia d’heréncia autosomica recessiva
anomenada ataxia telangiectasi (OMIM 208900), causant d’'un ampli espectre de
manifestacions cliniques. Alteracions monoal-leliques en aquest gen, no
comporten un fenotip d’ataxia per0 confereixen un augment del risc de
desenvolupar cancer de mama entre dues i cinc vegades. Aquest gen esta

considerat com un gen de moderada penetrancia.
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SINDROME GEN HERENCIA CANCER ASSOCIAT RISC
. . BRCA1 Mama, ovari, Prostata, 40-80%
Cancer de mama i/o o .
R o Autosomic trompa de fal-lopi,
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(CMOH) BRCA2 ominan estdomac, pancreas i 20-85%
melanoma
Sl’ndromg de Li- P53 Auto.sbmic Mama, .cervell, sarcomes i 56-90%
Fraumeni dominant leucemies
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Sindrome de Lynch .
5 MSH?2 N Endometri, colorectal,
(cancer colorectal Autosomic . . .
hereditari no lligat a dominant @I, GRS, [PRITAREES, A7tk
. = MSH6 cervell
poliposi)
PMS2
PO|I!.')?SI adenomatosa APC Auto.somlc C?Iorecta!, colon, gastric, 100%
familiar dominant pancrees i adenomes
Poliposi A .
0 |!)95| adenomatosa MUTYH utoscI)mlc 70%
familiar atenuada recessiu
Sindrome de Cowden PTEN Autosomic Mama, tiroides | 25-50%
dominant endometri
Sindrome de cancer Autosdmic
gastric difas CDH1 . Gastric, mama 60%
. dominant
hereditari
BRIP1
Anémia de Fanconi PALB2 Autos¢.)m|c Mama*, leucemia ?
recessiu
BRCA2
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recessiu colorectal ’
de Nijmegen
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dominant bufeta
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recessiu mama
A . M N -
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R‘ISC moderat de . MRE1IA  NBN Cancer de mama i cancer .
cancer de mamai/o dovari variable
ovari RAD50  RAD5IC
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Taula 2. Sindromes associades a la presencia de cancer d'origen hereditari. Adaptat de Apostolou & Fostira, 2013a.
*També associat a risc moderat de cancer de mama en heterozigosi.
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2.1.2.2. BARD1
El gen BRCA1-associated ring domain 1 (BARD1) esta ubicat en la posicié 2934-q35
i codifica per una proteina anomenada BRCA1-associated RING domain protein-1
(BARD1) descrita com a una proteina que interactua amb BRCA1 (Wu et al., 1996).
Ambdues proteines presenten una homologia estructural i comparteixen els
dominis N-terminal (RING finger) i C-Terminal (BRCT). La interaccid entre aquestes
dues proteines, promou les funcions de supressors de tumors mitjancant la DSB i
I'inici de I'apoptosi. Tot i que aquest gen no ha estat ampliament estudiat en
relacio a les sindromes de cancer hereditari, degut a aquesta interaccid amb
BRCA1, Ratajska et al. van fer un estudi de 109 pacients del nord de Polonia, no
portadors de mutacions en els gens BRCA1 i BRCA2 (Ratajska et al., 2012). Van
identificar tres variants sospitoses de ser patogeniques (c.1690C>T, p.GIn564X;
c.1315-2A>G; c.1977A>G). Aquest estudi suggeria la possibilitat que variants
patogeniques en aquest gen fossin responsables d’una part dels casos de cancer
de mama i/o ovari familiars. Tot i que aquesta relacié a dia d’avui no esta ben
establerta, diferents grups han intentat establir la freqliencia d’aquestes variants
observant que fins a un 1% dels individus sospitosos d’'una sindrome de CMOH
poden ser portadors d’una variant patogénica en aquest gen (Weber-Lassalle et al.,

2019).

2.1.2.3. BRIP1
El gen BRCA1-interacting protein C-terminal helicase 1 (BRIP1) també conegut com
FANCJ, esta ubicat en el cromosoma 17q22-q24. Les mutacions en 12 gens
involucrats en els mecanismes de reparacié de ’ADN per recombinacié homologa,
inclosos BRIP1, PALB2 i BRCAI1, s’han associat a una malaltia recessiva i rara
anomenada Anémia de Fanconi (OMIM 227650). A més a més, en el gen BRIP1
s’han descrit mutacions germinals que confereixen un risc moderat per cancer

d’ovari, especialment pel subtipus epitelial serds d’alt grau. En canvi, I'impacte de
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mutacions en BRIP1 en cancer de mama segueix controvertit ja que diferents

autors han descrit freqliencies molt diferents (Weber-Lassalle et al., 2018).

2.1.2.4. CDH1
Conegut com E-Cadherina o Cadherin 1 (CDH1), es localitza en el cromosoma
16922.1 i codifica per una glicoproteina responsable de l'adhesié cel-lular
depenent de calci, la qual juga un paper molt important en I'adhesié cel-lula-
cél-lula. La sindrome de cancer familiar gastric difus (OMIM 137215), és deguda a
alteracions en aquest gen i les dones afectades per aquesta sindrome tenen un
augment en la predisposicié al cancer de mama lobel-lar. Pacients amb aquesta
sindrome tenen un risc al llarg de la vida de desenvolupar cancer de mama

aproximadament del 50%.

2.1.2.5. CHEK2
El gen Checkpoint kinase 2 (CHEK2) localitzat en el cromosoma 22q12.1, és el
precursor del la proteina CHK2 la qual actua com a supressor de tumors. Aquesta
proteina actua interactuant amb la proteina p53 quan I’ADN esta danyat, induint
I"apoptosi. Aquest procés impedeix la divisid de les cel-lules amb ADN danyat, la
qgual cosa evita la formacidé de tumors. L’'alteracid patogenica més freqlient
descrita en aquest gen és la delecid ¢.1100del, p.Thr367fs, molt freqlient en paisos
de I'Europa de l'est, i s’"ha descrit que duplica el risc de cancer de mama en dones.
Aqguest gen es considera un gen de baixa penetrancia pel cancer de mama i no
s’han obtingut resultats concloents sobre la seva incidencia en el cancer d’ovari

(Baysal et al., 2004; Krylova et al., 2007).

2.1.2.6. MLHI1, MSH2, MSH6, PMS2 (gens MMR)
Mutacions en els gens MutL homolog 1 (MLH1) (3p21.3), MutS homolog 2 (MSH2)
(2p21), MutS homolog 6 (MSH6) (2p16) i PMS1 homolog 2 (PMS2) (7p22.2) estan

associades a la sindrome de Lynch, també coneguda com a cancer colorectal
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hereditari no lligat a poliposi (OMIM 120435), que representa un 10-15% dels
cancers d’ovari hereditaris. Aquestes proteines formen el complex proteic MMR
(Mismatch Repair) involucrat en la via de reparacié de ’ADN. Quan el sistema de
reparaci6 MMR falla, es produeix una acumulacié de sequéncies repetides

(coneguda com a inestabilitat de microsatél-lits).

2.1.2.7. TP53
El gen Tumor protein p53 gene (TP53) és un gen supressor de tumors localitzat en
el cromosoma 17p13.1 que codifica una fosfoproteina nuclear (p53). Aquest gen
actua com a factor de transcripcié i esta involucrat en el control de la progressio
del cicle cel-lular, la reparacid del dany en I’ADN, en I’estabilitat genomica i en
I’apoptosi. Per tot aix0 és conegut com “el guardia del genoma”. El gen TP53 es
troba mutat en la sindrome de Li-Fraumeni (OMIM: 151623), una sindrome
d’herencia autosomica dominant que predisposa al cancer de mama i a altres tipus
de tumors com sarcomes, tumors cerebrals, leucémies i tumors de glandula
suprarenal. La majoria de les alteracions que es detecten sdn canvis puntuals. El
risc al llarg de la vida de patir un cancer de mama associat a aquesta sindrome en

persones portadores d’una mutacié patogenica és del 50%.

2.1.2.8. PALB2
El gen Partner and localizer of BRCA2 (PALB2), ubicat en el cromosoma 16p12.1,
codifica per una proteina coneguda com BRCAZ2-interacting protein. Inicialment,
aquest gen estava relacionat amb el cancer de pancrees hereditari, pero s’ha
observat que hi ha un risc incrementat de cancer de mama, pancrees i fins i tot
ovari. S’han identificat mutacions en aquest gen en un 1-4% de families no
portadores de mutacions en els gens BRCA. Degut a controversies en els resultats
obtinguts en els diferents estudis, encara no esta ben establert si el risc de cancer
d’ovari realment es veu incrementat (Kotsopoulos et al., 2017; Rodriguez-Balada et

al., 2020).
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2.1.2.9. PTEN
El gen Phosphatase and tensin homolog (PTEN) és un gen supressor de tumors
localitzat en el cromosoma 10g23.3, que codifica per la proteina fosfatidilinositol
fosfatasa i participa activament en la regulacid cel-lular. Alteracions en aquest gen
poden donar lloc a la sindrome de Cowden (OMIM: 158350), una sindrome poc
freqlient caracteritzada per multiples creixements no cancerosos de tipus tumoral
anomenats hamartomes i un major risc de desenvolupar certs tipus de cancers. La
presencia d’una alteracié en aquest gen, augmenta la predisposicié al cancer de
mama en un 50% al llarg de la vida aixi com altres manifestacions cliniques
oncologiques com soén el cancer de tiroides, d’endometri, colorectal, renal i
melanoma i hamartomes. Alteracions en aquest gen també poden donar lloc a una

sindrome associada coneguda com Bannayan-Riley-Ruvalcaba (OMIM: 158350).

2.1.2.10. RAD51CiRAD51D
El gen RAD51 paralog C (RAD51C) esta relacionat amb I’Anemia de Fanconi (Vaz et
al., 2010) i s’ha descrit en pacients amb cancer de mama i ovari en una cohort de
1100 pacients (Meindl et al., 2010). L'any 2011 gracies a Loveday et al. es va
demostrar que la presencia de mutacions en heterozigosi en el gen RAD51 paralog
D (RAD51D) s’associava a un increment de fins a 6 vegades en el risc de cancer

d’ovari totique el risc de cancer de mama era molt menor (Loveday et al., 2011).

2.1.2.11. STK11
El gen Serine/Threonine protein kinase 11 (STK11), ubicat en el cromosoma
19p13.3, codifica una proteina serina/treonina quinasa. Aquest gen es troba
alterat en la sindrome de Peutz-leghers (OMIM: 175200), caracteritzada per
pigmentacié peri-oral i poliposis hamartomatosa. Pacients amb aquesta sindrome
tenen un risc de cancer de mama del 15% als 50 anys, el qual augmenta amb I'edat

fins a un 57% als 70 anys. Aquesta sindrome també es caracteritza per la presencia
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de poliposi, pigmentacié mucocutania i un risc elevat de cancer a edats joves.

També pot donar lloc a cancer de pancrees, pulmd, testicle i cervix, entre d’altres.

2.1.2.12. COMPLEX MRN
El complex MRN esta format per les proteines Mrell, Nbsl i Rad50. Aquest
representa un component imprescindible en el procés de reparacié de ’ADN. En
diferents estudis realitzats, s’Than observat algunes mutacions en aquests gens
potencialment sospitoses d’estar relacionades amb la susceptibilitat del cancer de

mama i ovari (Heikkinen et al., 2003; Hsu et al., 2007).

2.1.3. Sistemes de classificacio de les variants genetiques en

CMOH

2.1.3.1. Classificacio de les variants dels gens BRCA1 i BRCA2
A grans trets, les alteracions genetiques es poden classificar com patogeniques,
benignes i de significat clinic incert, tenint en compte el seu grau de risc de
desenvolupar cancer. En la base de dades Breast Cancer Information Core

Database (BIC, https://research.nhgri.nih.gov/bic/, setembre del 2019), s’han

reportat 1780 i 2000 variants diferents en els gens BRCA1 i BRCA2 respectivament.
Aproximadament el 50% d’aquestes variants només s’han descrit en una sola
familia. Les mutacions en aquests gens es distribueixen uniformement al llarg de Ia
zona codificant d’aquests. El principal tipus de mutacions sén petites insercions o
delecions (d’'un o0 més nucleotids) o bé substitucions que donen lloc a una proteina
no funcional. També es poden observar mutacions que afecten al lloc
d’empalmament i produeixen grans reordenaments (que representen entre un 1-
5% de les mutacions truncants (Thompson & Easton, 2004; Thomassen et al.,

2006). Les mutacions de canvi d’aminoacid o silencioses), les introniques i les
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variants que conserven la pauta de lectura també s’identifiquen freqlientment
pero la seva interpretacié clinica presenta una major dificultat. D’entre totes les
variants dipositades en les bases de dades, al voltant de 1800 identificades en
aquests gens es consideren VUS, és a dir, que no es coneix la seva rellevancia
clinica. L’any 2009, es va crear el consorci ENIGMA (Evidence-based network for
the Interpretation of Germline Mutant Alleles) (Spurdle et al., 2012) amb I'objectiu
d’avaluar la significacio clinica de les VUS recollint les dades cliniques, genetiques i

histopatologiques de laboratoris d’arreu del mon.

Per a la classificacid de les variants, principalment s’utilitzen analisis integratives,
models de predicci6 multifactorials, que tenen en compte diverses tipus
d’evidéncies que es poden diferenciar en directes o indirectes. Les directes sén
aquelles que mesuren una associacioé entre la variant i la malaltia. Les indirectes es

basen en les prediccions o observacions fetes respecte a la funcionalitat del gen.

a) Evidéncies directes

Analisi de la cosegregacio

S’observa la segregacié de la VUS amb la malaltia. Es una eina molt potent per a la
classificacid, per la qual cosa s’ha desenvolupat eines per a quantificar-ho. Per a
dur a terme aquesta analisi, s’estudien familiars del proband, persones afectes i
sanes, i s’observa si la variant esta present en individus amb la malaltia o s’hereta
independentment. Per a poder fer aquesta quantificacio, hi ha diferents metodes
gue assumeixen uns valor de penetrancia i freqiéncia per a la variant. S’'obté una
probabilitat (LOD score) (Mohammadi et al., 2009; Rafiola et al., 2018; Rosenthal
et al., 2017). Si aquest valor és superior a 3, demostra una forta evidencia de
cosegregacio. S’ha de tenir en compte que, tot i que és una mesura forga fiable, té
certes limitacions. Una limitacié és el nombre d’individus analitzats, que es pot

resoldre analitzant més families amb la mateixa variant. Una altra limitacid és
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I’existencia de fenocopies. Ens referim a fenocopia com aquells individus que
presenten un fenotip que mimetitza el fenotip dels individus amb una variant
patogenica, tot i no ser portador de la mateixa. A més, també cal tenir en compte
gue no es pot descartar que es produeixi la transmissié de dues variants en
desequilibri de lligament, i per tant que es consideri causant de la sindrome

aquella que no ho és.

Estudis cas-control

Aquest metode esta basat en la comparacié de la freqliencia de la variant en
estudi en una série de casos i controls. Aquest metode és dificil que pugui establir
el paper patogenic d’una variant, pero és molt util per a poder descartar la
patogenicitat. Es considera que una variant amb una freqiiencia superior a I'1% en
controls (per tant, considerat un polimorfisme) és molt poc probable que
representi una variant patogénica de penetrancia elevada. Aquests estudis poden
donar una estimacié directa del risc de cancer associat d’una variant al-lelica
especifica , pero requereixen un nombre d’individus elevat. Per tant és forga dificil

utilitzar-ho en la classificacié de VUS que sén poc habituals en la poblacié general.

Historia personal i familiar

Aquesta evidencia es basa en la premissa que les variants patogeniques sdn més
freqients en families amb major incidencia de casos de cancer relacionats amb la
sindrome. La informacid que es recull en aquests casos sén edat al diagnostic,

tipus de cancer i dades anatomopatologiques (Broca, 1866; Spearman et al., 2008).

Coocurrencia

La coocurrencia en un mateix individu d’una VUS i una variant patogenica en un
mateix gen, ja pot ser molt indicatiu de la no patogenicitat de la VUS, en abséncia

d’un fenotip concret. Aquesta afirmacié ve deguda a que en la sindrome de CMOH,
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generalment la inactivacié de les dues copies del gen responsable de la malaltia,
causa letalitat embrionaria (Hakem et al., 1996). Basant-se en aix0, s’assumeix que
no poden existir individus portadors de mutacions bial-leliques en aquests gens.
Tot i aix0, s’han descrit humans portadors de mutacions bial-leliques que
presenten nombroses anomalies congenites i manifestacions cliniques
caracteristiques de la sindrome d’anémia de Fanconi (Keupp et al., 2019; Sawyer et
al., 2015). Per tant, si un individu no presenta un fenotip extrem de la sindrome, la
presencia d’una variant patogénica en un al-lel i d’'una variant de significat incert
en l'altra al-lel (en trans), dona lloc a una forta evidéncia contra la patogenicitat de

la variant no classificada.

b) Evidencies indirectes

Analisi del transcrit (ARNm)

Segons el dogma central de la biologia cel-lular, és imprescindible un
processament correcte dels introns per a la sintesi d’'una proteina. S’"han descrit
centenars de variants genetiques que produeixen alteracions en el procés
d’empalmament que son causants de malalties d’origen hereditari.
L’empalmament és un procés pel qual s’eliminen els introns d'un transcrit primari i
posteriorment es connecten els exons per a produir un ARN madur. Aquest procés
esta conduit pel complex proteic de tall i unid i induit per senyals provinents de
I’ARN missatger (ARNm). Els principals senyals en ’ARNm sén: el lloc 5’ (donador),
el lloc 3’ (acceptor) i el lloc de ramificacié. Aquests senyals presenten un grau de
conservacid6 moderat, és a dir, poden patir certes modificacions sense veure’s
afectada la seva funcio. Tot i aix0, els primers i Ultims 2 nucleotids de I'intré si que
sén posicions completament conservades (llocs canonics o consens de

I'empalmament). A més a més, al llarg de 'ARNm hi ha senyals reguladores
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d’aquest procés que permeten els processos d’empalmament alternatiu

(potenciadors i inhibidors).

Diferents estudis han demostrat que les analisis in vitro de 'ARNm poden
identificar correctament variants que afecten al procés de tall i unié (Bonnet et al.,
2008; X. Chen et al., 2006; Claes et al., 2003). Aix0 es pot verificar mitjancant
I’analisi de ’ARNm amb una o dues metodologies forca estandarditzades com soén
la sequenciacié del ARNm i I'analisi dels fragments generats a partir de ’ARNm.
Tot que algunes VUS poden alterar el nivell d’expressid, en alguns casos I'al-lel
mutat conserva la capacitat de transcripcid. Aquests estudis presenten certes
dificultats: la disponibilitat d’'una mostra d’ARN, la inexisténcia de guies clares de
classificacié dels resultats obtinguts i la possibilitat de detectar alteracions en

I’empalmament que no siguin patogeniques.

Estudis funcionals

S’han establert diferents assajos in vitro per a estudiar els efectes de les variants
en la funcionalitat del gen. S’ha de tenir en compte que els resultats que s’obtenen
no sén del tot informatius degut a que els gens que s’estudien presenten més

d’una funcio.

En el cas del gen BRCA1 els estudis funcionals validats sén el test d’activacio de la
transcripcio i el test d’activitat ubiquitina lligasa. En el cas de BRCA2 els assajos
validats son l'analisi de la reparacié mitjancant la recombinaci6 homologa i
I’amplificacio del centrosoma. Aquests estudis es centren en les funcions principals
d’aquestes proteines i dels seus dominis funcionals. Aquests assajos no s’apliquen
a la rutina diagnostica degut a que els resultats obtinguts no acostumen a ser
concloents per a la classificacié de la variant. Freqliientment s’identifica només una
perdua parcial de la funcionalitat, la qual cosa no es pot traduir en nivells de risc.

Quan l'estudi no detecta una perdua de funcio, el resultat tampoc és concloent ja
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que pot ser degut a que I'assaig seleccionat no fos I'idoni per a la variant a estudiar

(Guidugli et al., 2014; Millot et al., 2012).

Analisi in silico

Els estudis computacionals sén una aproximacid molt utilitzada per a la
classificacié de les VUS. La majoria de les eines in silico s’utilitzen per a esbrinar
I’efecte de les variants sobre el procés d’empalmament de ’ARNm. La sensibilitat i
especificitat d’aquestes eines depen molt de la regid on es trobi la VUS. Aixi
mentre que una variant que comporta la produccié d’un codd de parada prematur,
es pot assumir que sera patogenica, aquelles delecions o insercions que no alteren

un domini funcional important, s’han de considerar de significat incert.

Per altra banda, les variants que comporten un canvi d’aminoacid i que es
consideren patogeniques, majoritariament estan ubicades en regions
funcionalment importants del gen, és a dir, en dominis funcionals importants. En el
cas de TP53 i BRCA2, aquests canvis es localitzen principalment en els dominis
d’unié a ADN; en MLH1 es concentren en el domini ATPasa; en BRCA1 s’ubiquen
en els dominis RING (extrem, N-terminal) i BRCT (extrem C-terminal de la proteina).
Per aixo, les eines de prediccid in silico que s’utilitzen en I'estudi de les variants
qgue donen lloc a un canvi d’aminoacid, es basen principalment en la conservacio
dels aminoacids de les proteines com SIFT (https://sift.bii.a-star.edu.sg/) o en
I'alineament multiple de seqlencies de proteines com Align-GVGD
(http://agvgd.hci.utah.edu/agvgd_input.php), i en I'efecte del canvi en I'estructura
de la proteina com PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). De totes
maneres, aquestes prediccions no sén prou robustes com per classificar per si
mateixes les variants amb error de sentit i necessiten en tot cas la confirmacié

mitjancant estudis funcionals.
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c) Model probabilistic multifactorial

Aquest model arrenca d’una probabilitat a priori, derivada d’un model basat en la
conservacio de les sequencies (Align-GVGD) sobre la qual s’integren evidéncies de
I’associacid entre la VUS i la malaltia, per a donar lloc a una probabilitat a
posteriori (Easton et al., 2007). En el cas de BRCA1 i BRCA2, les evidéncies que
s’utilitzen habitualment per obtenir la probabilitat a posteriori sén: I'analisi de
cosegregacio, la coocurrencia, la historia familiar i personal i les dades
anatomopatologiques del tumor (Lindor et al., 2012). En alguns models alternatius,
s’han integrat els resultats de I'analisi d’empalmament o d’estudis funcionals
(Spearman et al., 2008). Degut a la dificultat en I'aplicacié del model multifactorial,
aquest no s’aplica en les variants que produeixen un corriment en la pauta de
lectura, que produeixen un codé de parada prematur o bé que alteren el procés
d’empalmament per estar localitzades en lloc canonics, ja que habitualment es
classifiquen directament com a patogéniques. Quan el codé de parada prematur
es produeix en I'Ultim exd del gen, s’ha de tenir precaucido en la classificacio
aquesta variant perque pot ser que aquest canvi no alteri la funcionalitat de la
proteina. A més, les variants localitzades en les posicions canoniques i que només
produeixen una insercid o delecié d’'un o més triplets, no es poden classificar
directament com a patogéniques perquée aquesta petita alteracid pot no afectar a

la funcio.

Amb la probabilitat final obtinguda del model multifactorial, les variants es poden
classificar en 5 classes (Taula 3) tal com indica el consorci ENIGMA. Aquesta
classificacié és una adaptacid a partir de la classificacid establerta per I’Agencia
Internacional per a la Investigacié del Cancer (IARC). El consorci ENIGMA a més ha
establert unes recomanacions pel que fa al seguiment i al maneig dels pacients

segons la classificacié d’aquestes variants (Eccles et al., 2015; Plon et al., 2008).
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Taula 3. Classificacio clinica de variants genétiques i la seva translacio a la clinica (Taula adaptada
de Eccles et al., 2015)

2.1.3.2. Classificacié de les variants en altres gens de cancer

hereditari

Per alguns gens en concret, com ara els gens BRCA1 i BRCA2 i els gens relacionats
amb la sindrome de Lynch, existeixen unes guies de classificacid de les variants que
s'identifiquen durant la seva analisi. Per a la resta dels gens estudiats en malalties

d’heréncia mendeliana, fins I'any 2015 no es van establir unes guies o
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recomanacions que permetessin la classificacié d’aquestes variants (Richards et al.,
2015). Aquestes recomanacions sén un consens realitzat per la American College
of Medical Genetics and Genomics juntament amb la Association for Molecular
Pathology (ACMG-AMP), en el qual es va crear una nomenclatura i un sistema de
classificacié estandarditzada i normalitzada per a evitar inconsistencies en les
classificacions dels diferents laboratoris. En el cas de que la variant no compleixi
els criteris per a la classificacié d’aquesta, ha de continuar sent considerada variant

de significat incert (Taula 4, Taula 5 i Taula 6).
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Evidencia de Categoria
patogenicitat
Molt forta PVS1 Variant sense sentit o de corriment de la pauta de lectura, en regié canonica 1 o
1, en codd d’iniciacié, o delecid d’l o més exons, en gens on la pérdua de
(Very Strong) funcionalitat és un mecanisme conegut de la malaltia.

Advertencies:
- Precaucié amb la interpretacié de variants en I'extrem 3’
- Precauci6 amb les variants que alteren el procés d’empalmament que
només anul-len pocs nucleotids i no comporten un codé stop.
- Precaucié amb els gens amb multiples transcrits
PS1 Variants que comporten un canvi d’aminoacid ja descrit com a patogenic, amb un
canvi de base nucleotidica diferent

Forta PS2 Variant de novo en un pacient amb la malaltia i sense historia familiar (amb
maternitat i paternitat confirmades)
(Strong) PS3 Estudis funcionals in vitro o in vivo que corroboren I'efecte deleteri en el gen o en
el producte del gen.
PS4 La prevalenca de la variant en individus afectes esta incrementat en comparacié

amb la prevalenga en controls

PM1 Localitzada en una regidé hot-spot i/o en un domini funcionalment important
sense una variacié benigna
PM2 Absent en controls en les bases de dades Exome Sequencing Project, 1000

Genomes project o Exome Aggregation Consortium. Precaucié amb les insercions i
delecions ja que en els estudis poblacionals no estan ben establertes.

Moderada PM3 Per a malalties recessives, variant detectada en trans amb una variant
patogénica.Aquest parametre requereix I'estudi en els pares per a determinar la
(moderate) fase en la que es troba la variant (cis o trans)

PM4 La llargada de la proteina canvia com a resultat d’'una delecid o insercié que no
altera la pauta de lectura en una regid no repetitiva o per variants que anul-len el
codo stop.

PM5 Un canvi d’aminoacid no descrit anteriorment, en un residu on un canvi
d’aminoacid diferent s’ha descrit com a patogenic.

PM6 Variant que s’assumeix que és de novo, pero sense la confirmacié de maternitat
ni paternitat.

PP1 Cosegregacié amb la malaltia en molts familiars en un gen que es coneix que es el
causant de la malaltia

PP2 Variant de canvi d’aminoacid en un gen que té un index de variants amb error de

sentit benignes molt baix i en el qual aquestes variants son un mecanisme

Evidéncies que conegut de ser causant de la malaltia

recolzen - - TS " -
ecolze 3 PP3 Diferents eines de prediccio in silico recolzen I'efecte deleteri del gen.
(Supporting)
PP4 El fenotip del pacient o de la historia familiar es molt especific d’'una malaltia amb
una etiologia genetica Unica
PP5 Fonts molt fiables han classificat aquesta variant com a patogénica, perd no es

pot corroborar amb una avaluacié independent.
Taula 4. Criteris per a la classificacié de variants patogeniques publicades per I’American College of medical

genetics i I’Association for Molecular Pathology. Taula Adaptada de (Richards et al., 2015)
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Evidéencia d’impacte Categoria
benigne
Independents BA1l La freqlencia al-lelica és >5% en les bases de dades Exome
Sequencing Project, 1000 Genomes Project o Exome Aggregation
(Stand-Alone) Consortium.
BS1 La freqliencia al-lelica és superior a I’esperada en aquesta malaltia.
BS2 Variant observada en adults sans per a malalties recessives
(homozigosi), dominant (heterozigots) o associades al cromosoma X
Forta (hemizigotic) en les que s’espera una penetrancia complerta en
edats joves.
(Strong) BS3 Estudis funcionals in vitro o in vivo mostres que no hi ha un efecte
deleteri en la funcié de la proteina o en el procés d’empalmament.
BS4 Manca de segregacié en membres afectes de la familia

- Cal tenir en compte que la presencia de fenocopies de
fenotips comuns (cancer, epilépsia...) poden mostrar una
manca de segregacio.

BP1 Variant de canvi d’aminoacid en un gen on principalment les
variants truncants sén les causants de la malaltia.
BP2 Variant identificada en trans amb una variant patogénica en una

malaltia de penetrancia complerta o identificada en cis amb una
variant patogenica en qualsevol patré d’heréncia.

BP3 Delecions i/o insercions que preserven la pauta de lectura en
regions repetitives sense una funcié coneguda.
Evidéncies que recolzen BP4 Diferents eines de prediccio bioinformatiques suggereixen que no hi
(Supporting) ha un impacte en el gen.
BP5 La variant s’ha identificat en un cas amb una base molecular
alternativa per la malaltia.
BP6 Fonts fiables han reportat la variant com a benigna, pero no hi ha
evideéncies pel laboratori per a confirmar-ho.
BP7 Un canvi sinonim pel qual els algoritmes de predicciéo de

d’empalmament prediuen que no hi haura un impacte en les
seqliencies consens i no es crearan nou llocs d’empalmament. A
més a més, es tracta d’una posicié poc conservada.

Taula 5. Criteris per a la classificacid de variants benignes publicades per a American College of Medical Genetics i

Association for Molecular Pathology. Taula Adaptada de (Richards et al., 2015)
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BENIGNA 1.1. 1BAl1
1.2.  >2BS(BS1-BS4)
2.1.1BS (BS1-BS4) + 1 BP (BP1-BP7)
PROBABLEMENT 0]
BENIGNA 2.2.22BP (BP1-BP7)
SIGNIFICAT INCERT 3.1. Quan no compleix cap dels criteris de les altres 4

categories

4.1.1PVS1+1PM (PM1-PM6)

0
4.2.1PS (PS1-PS4) + 1-2 PM (PM1-PM6)
0
FRORAEEEEN 4.3.1PS (PS1-PS4) + 2 2 PP (PP1-PP5)
PATOGENICA o)
4.4. >3 PM (PM1-PM6)
0
4.5.2 PM (PM1-PM6) + > 2 PP (PP1-PP5)
0
4.6.1PM (PM1-PM6) + > 4 PP (PP1-PP5)
5.1. 1PVS1+
a) = 1PS(PS1-PS4)
0
b) 22PM (PM1-PM6)
0
c) 1PM (PM1-PM6) + 1 PP (PP1-PP5)
0
PATOGENICA d) >2PP(PP1-PP5)
0
5.2. 22 PS(PS1-PS4)
0

5.3. 1PS(PS1-PS4) +

a) = 3PM (PM1-PM6)

(0]
b) >2PM (PM1-PM6) + =2 PP (PP1-PP5)
(0]

c) 1PM (PM1-PM6) + >4 PP (PP1-PP5)
Taula 6. Regles per a la combinacio dels criteris per a poder classificar les variants. Adaptada de
(Richards et al., 2015)

2.2. Expressio fenotipica del CMOH

Les caracteristiques histologiques del cancer de mama associat a alteracions en els
gens BRCA1 i BRCA2 varien respecte les caracteristiques histopatologiques del

cancer de mama esporadic aixi com també passa en el cas del cancer d’ovari.
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2.2.1. Cancer de Mama

El cancer de mama és una malaltia heterogénia. Es per aixd que s’han anat
incorporant tecniques i tecnologies per a la seva classificacié. Actualment, s’utilitza
la classificacid histologica classica en combinacié amb la classificacié molecular per
a poder caracteritzar el tumor, coneixer el pronostic i poder realitzar un

tractament més personalitzat i individualitzat.

La classificacié histologica classica es basa en la morfologia cel-lular (Nielsen et al.,
2004). A partir d’aquesta morfologia, els tumors es poden classificar principalment
com a tumors formats per cel-lules d’origen ductal (adenocarcinomes ductals) o
d’origen lobel-lar (carcinomes lobel-lars). L’adenocarcinoma ductal és el tipus
histologic més freqlient (70-80%). Per altra banda, el carcinoma lobel-lar infiltrant
(10-15%) té més probabilitat de presentar bilateralitat que el ductal infiltrant
(Figura 8).
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Figura 8. Classificacid histologica dels subtipus de cancer de mama. Aquest esquema categoritza
I’heterogeneitat que presenta el cancer de mama, basant-se en elements histologics i patrons de
creixement cel-lular.

Els diferents subtipus moleculars reflecteixen la diversitat biologica del cancer de
mama. Si integrem totes les dades mutacionals que permeten definir un tumor,
s'acaben definint quatre entitats mutacionals o quatre subtipus intrinsecs
principals en el cancer de mama, com ja va definir Perou et al. (Perou et al., 2000),
que realment reflecteixen la transformacié de cada una de les diferents poblacions
cel-lulars normals. La classificacid6 molecular es basa en [Ianalisi
immunohistoquimic, en el numero de copies dels gens del RE, RP i HER2, I'index de
proliferacio i el Ki67 o en plataformes d’expressié multigéniques que poden
mesurar desenes o milers de transcrits genics simultaniament i que es relacionen

amb el pronostic o amb el risc de metastasi. A partir de I'analisi molecular, s’han

[¢)]
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definit nous subtipus moleculars associats a la distincié de les cel-lules d’origen.
Segons aquestes observacions, el cancer de mama es pot classificar en 1) Luminal
A; 2) Luminal B; 3) Tumors de tipus mama normal; 4) Amb amplificacié de Her2; 5)

Basal; 6) Claudin-Low (Taula 7).

o CORRESPONDENCIA AMB LA CARACTERISTIQUES
FREQUENCIA ¢ AssIFICACIO HISTOLOGICA MOLECULARS

Claudin-Low 12-14% Metaplastic RE-, RP-, HER2-, CD44/24+

Medul-lar

Adenoideu quistic
Tipus basal 15-20% Medul-lar RE-, RP-, HER2-, CK5/6/14+

. 0 EGFR+

Metaplastic

Secretor

Apocri
Her2+ 10-15% Lobular RE-, RP-, HER2+

Micropapil-lar
Lobular pleomorfic

Tumor de
tipus mama
normal
(Normal-like)

RE-, RP-, HER2-, CK 5/6-,

Metaplastic CK14-, p63-i/o EGFR-

Medul-lar

Tubular

Ductal infiltrant SPE de baix grau

Lobel-lar infiltrant

Apocri
Luminal A 40% DI osteoclastic RE+, RP+/-, HER2-
Lobel-lar infiltrant
Micropapil-lar
Mucinds
Neuroendocri
Lobel-lar pleomorfic
Ductal Infiltrant SPE,
Micropapil-lar, Apocri, DI
osteoclastic, Lobel-lar infiltrant
Micropapil-lar
Mucinds
Neuroendocri
Lobel-lar pleomorfic
Taula 7. Classificaciéo molecular del cancer de mama, basada en els tipus histologics que es representen

Luminal B 20% RE+, RP +/-, HER2+

mitjangant Immunohistoquimica.

+: preséncia; -: abséncia; RE: receptor d'estrogens; PR: receptor de progesterona; Ck: citoqueratina;
EGFR: receptor del factor de creixement epidérmic; HER2: receptor 2 del factor de creixement epidérmic
huma
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Els tumors amb mutacions en els gens BRCA1 i BRCA2 presenten caracteristiques
diferencials respecte els que no presenten mutacions en aquests gens. Els tumors
de mama que presenten mutacié en BRCA1, moltes vegades no presenten
expressio de receptors d’estrogens i de progesterona (RE i RP), ni amplificacié del
gen HER2. Aquests tumors també presenten frequentment mutacions en el gen
TP53. La classificacid molecular dels tumors amb mutacions en el gen BRCA1
mitjancant els perfils d’expressid genica, demostra freqientment un fenotip del
tipus basal. Els tumors de mama associats a mutacions de BRCA2 acostumen a
presentar receptors d’estrogens (RE) i normalment s’observen a una edat més
avancada que els associats a BRCA1. L'any 2014 es van descriure diferéncies
biologiques entre els subtipus triple negatiu i el triple negatiu que presentava
mutacid en BRCA1. La diferencia principal es basa en un major numero de
mutacions (sobretot en TP53), degut a que sén tumors més inestables (Prat et al.,

2014).

2.2.2. Cancer d’Ovari

Els tumors d’ovari es poden classificar segons les cel-lules d’origen en tres
categories principals: tumors epitelials, tumors de cel-lules germinals i tumors de
I’estroma dels cordons sexuals primitius (Taula 8). Els tumors epitelials son els
tumors malignes d’ovari més freqlients i sén el tipus predominant en el context del
cancer hereditari (Bewtra et al., 1992). Aquests tipus de tumors, tradicionalment
s’han classificat histologicament segons l'aparenca cel-lular en serds, mucinds,
endometrioide, de cél-lules clares i de Brenner. El carcinoma serds d’alt grau és el
més associat al cancer d’ovari hereditari, sense trobar-se diferéncies en la

morfologia i el grau (Lakhani et al., 2004; Rubin et al., 1996; Shaw et al., 2002).
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o Proporcié de
Frequiencia

tumors malignes

Serds (60-80%)

Ceél-lules de Mucinos (25%)
I'epiteli 65-70% 90% Endometrioide (20%)
superficial Cel-lules clares (5%)

Tumor de Brenner (<1%)
Cistoadenofibroma

Cel-lules

. 15-20% 3-5% Teratoma

germinals . .
Disgerminoma
Fibroma

Cordons 5-10% 9-3% Tumor de cel-lules de Sertoli-

sexuals ° 0 Leydig
Tumor de cel-lules de la
granulosa

Meta .

etastasi a 59 59

ovari

Taula 8. Classificacio histologica del cancer d'ovari segons la OMS.

2.2.3. BRCAness

El concepte BRCAness descriu un conjunt de caracteristiques moleculars que
presenten els tumors amb perdua de funcionalitat de BRCA1 o BRCA2. Aquest
fenotip és la manifestacié d’un defecte en la funcionalitat del sistema de
recombinacié homologa, que pot ser degut a variants patogéniques en els gens
BRCA1 i BRCA2, o per la presencia d’alteracions genetiques o altres processos de
silenciament, en altres gens associats a la HR a nivell somatic o germinal (Taula 9)
(Lord & Ashworth, 2016). Recentment, Domagala et al. han descrit un
comportament similar dels tumors triple-negatius no portadors de mutacio, amb
aquells portadors de mutacidé en els gens BRCA1 i BRCA2, sent plausible doncs la
hipotesi que aquests tumors puguin ser diana dels agents inhibidors de PARP

(Domagala et al., 2017).
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Tipus Tumorals amb alteracions somatiques

(mutacions, delecions i hipermetilacié del promotor)

Introduccio

Tipus tumorals i sindromes amb
mutacions germinals

ATM

Leucemia, Mama, glioblastoma, carcinoma de cel-lules
renals clares, adenocarcinoma de pulmé, sarcoma,
prostata, gastric, bufeta, colorectal, uteri i pancreatic.

Leucemia, limfoma,
medul-loblastoma, glioma, ataxia
telangiectasi

ATR

Mama, colorectal, cap i coll, gastric, uter

Orofaringe, telangiéectasi cutania
familiar i cancer familiar

BAP1

Carcinoma renal de cel-lules clares, colangiosarcoma,
fetge i melanoma uveal

Mesotelioma, melanoma uveal

BLM

Sindrome de Bloom

BRCA1

Mama, ovari, pulmo, prostata, prostata metastatic
resistent a la castracid, adenocarcinoma ductal
pancreatic

Cancer de mama, cancer d’ovari,
adenocarcinoma ductal pancreatic

BRCA2

Mama, Ovari, adenocarcinoma ductal pancreatic,
prostata, prostata metastatic resistent a la castracio,
gastric, bufeta, pulmo, limfoma, sarcoma

Mama, ovari, leucémia,
adenocarcinoma ductal pancreatic

BRIP1

Ovari

CDK12

Ovari?, cancer de prostata metastatic resistent a la
castracid, gastric

CHEK1

adenocarcinoma ductal pancreatic, sarcoma

CHEK2

Uter, ovari

Mama

FANCA, FANCC,
FANCD2, FANCE,
FANCF

Ovari, Pulmé (FANCA)

Carcinoma renal de cél-lules clares (FANCD2)

Leucemia mieloide aguda, leucémia,
anémia de Fanconi

MRE11A

Cancer colorectal

NBN (NBS1)

Gastric, Uter

PALB2

Gastric, Ovari

Tumor de Wilms, medul-loblastoma,
leucémia mieloide aguda, Anemia de
Fanconi, Mama, adenocarcinoma
ductal pancreatic, ovari

RAD51B,
RAD51C, RAD51D

Ovari

Mama, Ovari

WRN

Ovari, cancer de prostata metastatic resistent a la
castracid, pulmd, uter

Sindrome de Werner

Taula 9. Alteracions associades al cancer en gens BRCAness. Adaptada de (Lord & Ashworth, 2016). Recentment
s’han descrit mutacions somatiques en tumors relacionats amb la recombinacié homologa, i per tant candidats a
presentar BRCAness, tot i que calen factors addicionals per a que es produeixi aquest déficit.
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3. Assessorament genetic en CMOH

El descobriment de la implicacié dels gens de susceptibilitat BRCA1 i BRCA2 en el
CMOH va canviar el maneig dels pacients diagnosticats de sindrome de CMOH i de
les seves families, ja que va permetre oferir unes recomanacions, un
assessorament dirigit i fins i tot un estudi genetic per a la identificacié dels
portadors i no portadors d’una determinada mutacid en una familia. Aixo
desencadenava la possibilitat d’establir unes mesures preventives, de seguiment i

reductores de risc adequades.

3.1. El procés de |'assessorament genetic

L’assessorament genetic és un procés que no implica la realitzacido d’un estudi
genetic. Tal i com es defineix a la Llei d’Investigacié Biomedica de I'any 2007 (BOE,

|II

2007), el consell genétic és el “procediment destinat a informar una persona sobre
les possibles conseqiiencies per a ella o la seva descendéncia dels resultats d’una
analisi o cribratge genétics i els seus avantatges i riscos i, si s’escau, per assessorar-
la en relacio amb les possibles alternatives derivades de I’analisi. Té lloc tant abans

com després d’una prova o cribratges genétics, i fins i tot en abséncia d’aquests”.

En aquest procés s’inclou la interpretacid de la historia individual i familiar,
educacio sobre els aspectes més complexes com son I'estudi genetic, I'herénciaila
prevencio i una fase d’assessorament per a facilitar la presa de decisions. Cal tenir
en compte que aquest procés presenta un conjunt d’implicacions cliniques,
etiques i psicologiques, i també econOmiques i que per tant es valorara la
recomanacio de fer un estudi genétic en cada cas particular. En les primeres fases
del procés d’assessorament genetic, és imprescindible ubicar al pacient i a la seva

familia en un dels possibles escenaris pel que fa al risc:
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a) Risc poblacional o baix risc. Amb un risc equivalent al de la poblacié
general i que no implica canvis pel que fa a les recomanacions i estratégies de

cribratge de la poblacié general.

b) Risc Intermedi o moderat. Representa un increment del risc respecte a la
poblacid general. Una de les estrategies que es duen a terme és avancgar uns anys
les mesures de cribratge respecte a la poblacio general. En aquest grup, en alguns

casos és recomanable realitzar estudis geneétics.

c) Alt risc. Representa un risc molt incrementat respecte a la poblacié
general. Gairebé en tots els casos es recomana la realitzacié d’un estudi genétic i
també mesures de reduccio de risc especifiques, encara que no s’hagi identificat

una mutacio.

En el cas de I'estudi dels gens relacionats amb la sindrome de CMOH, només es
recomanara |'estudi genétic en aquells casos que compleixin els criteris establerts
per les societats cientifiques (Gonzalez-Santiago et al.,, 2019) o que tinguin una
probabilitat alta de patir la sindrome de CMOH. Aquesta probabilitat es pot
calcular mitjangant diferents eines obtenint una probabilitat pre-test en base a
criteris clinics del pacient i de la familia. D’aquests models n’hi ha de diferents
tipus tot i que el més estandarditzat és el model BOADICEA (Breast and Ovarian
Analysis of Disease Incidence and Carrier Estimation Algorithm), que consisteix en
un algoritme computacional que permet calcular el risc de cancer de mama i ovari
basat en la historia familiar del pacient. També s’utilitza per a calcular la
probabilitat de ser portadors de mutacions en els gens BRCA1 i BRCA2 (Antoniou
et al., 2004; Antoniou et al., 2008; Lee et al., 2019).

L'individu amb una major probabilitat de ser portador d’una mutacié dintre d’una

familia, és preferiblement un individu afecte de la malaltia i de menor edat al
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Introduccio

diagnostic (M. E. Robson et al., 2015). L’individu seleccionat per a la realitzacio de

I’estudi molecular se’l coneix com a proband o cas index.

En el context del procés d’assessorament genetic, és preceptiu el que es coneix
com a consentiment informat. El consentiment informat és la conformitat lliure,
voluntaria i conscient d’un pacient, manifestada en ple Us de les seves facultats i
després de rebre la informacié adequada, perque tingui lloc una actuacié que
afecta la seva salut. Els drets a la informacid i la regulacid del procés de
consentiment informat tenen referencia a la Llei general de sanitat. Aquest procés
gueda recollit en un document en el qual es descriu I'objectiu, els possibles
resultats i les implicacions de I'estudi. A partir de la signatura del document de

consentiment informat, és quan es pot dur a terme I'estudi genetic.

3.2. Resultats de I'estudi genetic

L’analisi molecular dels gens que s’analitzen en el context del CMOH ha d’incloure
la cerca de mutacions puntuals, insercions i delecions i grans reordenaments i
I’analisi de sequéencies introniques adjacents a la regié codificant. Hi ha dos tipus
d’estudis genetics que es poden realitzar: I'estudi genetic complert i I'estudi

directe o de portadors.

L’estudi genétic complert és I'estudi genetic inicial de l'individu proband. El cas
index habitualment presenta un diagnostic de cancer hereditari i en I'entorn de la
familia no s’ha realitzat cap estudi genéetic o no es disposa del resultat. En aquest
proband es realitza I'analisi de les regions codificants i part de les no codificants,
de tots els gens relacionats amb la sindrome en estudi.

En l'estudi directe o de portadors s’estudia en la resta de familiars de risc de
I’entorn familiar, la preséncia o abséncia d’'una mutacié identificada previament en

I'individu proband.
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Segons I'estudi realitzat a I'individu proband, hi ha diferents tipus de resultats:

a) RESULTAT INFORMATIU. Un resultat es considera informatiu quan
s’identifica una variant genetica que pugui explicar la sindrome que s’esta
estudiant. Aquest resultat proporciona una informacid sobre el risc i
permet explicar I'agregacié familiar del cancer.

b) RESULTAT NO INFORMATIU. Un resultat es considera no informatiu quan
no s’ha identificat cap variant genética que permeti explicar la sindrome.
En aquest context s’inclou la identificacié de variants de significat incert,
de les quals no es coneix el grau d’associacié amb la malaltia. En aquest
cas, es recomana realitzar estudis complementaris per a poder dilucidar

i/o classificar aquesta variant identificada.

Quan s’ha obtingut un resultat positiu en un proband, s’ofereix a la resta dels
membres de la familia la possibilitat de la realitzaciéd d’un estudi genéetic per a
identificar la preséencia o abséncia d’aquesta variant en la resta d’individus. En

aquests casos es poden obtenir dos resultats:

a) RESULTAT NEGATIU. L'individu no és portador de la variant estudiada. Per
tant, el seu risc de desenvolupar la malaltia és similar al risc de la poblacid

general (risc poblacional) (Korde et al., 2011).

b) RESULTAT POSITIU. Ll'individu és portador de la variant genetica

identificada en el proband. Aixo comporta que aquest individu té un risc

similar al del proband i superior al risc poblacional.
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En alguns casos, es pot donar lloc a un resultat negatiu en un individu afecte, la
gual cosa es coneix com a fenocopia, és a dir, aquell individu pateix la malaltia no

per ser portador de la mutacié familiar si no per altres causes (ambientals, etc).

3.3. Aspectes legals del consell genetic

A nivell estatal, I'lany 2007 es va publicar la Llei 14/2007 d’Investigacié Biomedica,
la qual regula la realitzacié d’estudis genetics i el tractament de dades genetiques
de caracter personal, la indicacié d’estudis genetics, el consentiment informat, el
dret a la informacidé i el dret a no ser informat, I'accés a les dades geneétiques pel
personal sanitari, el deure de confidencialitat i el dret a la proteccié de dades
genetiques, conservacio de dades, requisits de qualitat i acreditacié dels centres
d’analisis genetiques. En els articles 46 i 47 d’aquesta llei, es tracten les analisis
genetiques i el tractament de les dades. En I'article 47 concretament, s’especifica
la informacid que ha de rebre I'individu respecte el tipus d’estudi que es realitzara
i els possibles resultats, aixi com els seus drets respectes les seves dades. En resum,
especifica com s’ha de dur a terme el procés de consentiment informat. Per una
altra banda, I'article 55 d’aquesta llei indica que “Quan es porti a terme una analisi
genetica amb fins sanitaris és necessari garantir a l'interessat un assessorament
genetic apropiat”. Per tant és imprescindible garantir un procés d’assessorament
genetic adequat sempre que es realitzi un estudi genetic. Aixi doncs, existeix un

marc normatiu ben establert que regula el consell genetic.
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Hipotesi

El resultat de I'analisi mutacional dels gens BRCA1 i BRCA2 en families amb sospita
de la sindrome de CMOH és majoritariament no informatiu. Es a dir, només una de
cada cinc families fenotipicament sospitoses d’una sindrome de CMOH, sén
portadores d’una alteracié patogénica en aquests gens. Per tant, és necessari

explorar altres gens i mecanismes que puguin estar implicats en aquesta sindrome.
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En aquest context les hipotesis d’aquesta tesi doctoral son:

1. Les variants de significat biologic incert detectades en els gens BRCAI i
BRCA2 es poden classificar segons I'indole de la seva implicacié o no en la
sindrome de CMOH mitjancant tres aproximacions:

a. L’analisi in silico (prediccié mitjancant eines bioinformatiques)

b. L'analisi in vitro (estudi de I’ARN missatger per comprovar I'efecte
de la variant)

c. L'estudi cas-control

2. La hipermetilacio del promotor dels gens BRCA1 i BRCA2 pot ser una de les
causes de la inactivacié d’aquests gens en la linia germinal.

3. Les tecniques de seqlienciacié massiva aplicades en pacients amb sospita
de CMOH, ens permetran detectar altres gens responsables de la patologia,
més enlla dels coneguts BRCA1 i BRCA2, augmentant aixi el rendiment
diagnostic.

4. El perfil metabolic de les cel-lules de cancer de mama amb mutacié en els
gens BRCA1 i/o BRCA2 és diferent de les cél-lules de cancer de mama
sense mutacié en aquests gens. Trobar aquest patré permetra
desenvolupar una eina de cribratge per la identificacié de pacients amb

una alteracié en aquests gens.
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Objectius

L'objectiu general d’aquest treball és millorar el rendiment del diagnostic
molecular en el CMOH, en les families amb un resultat no informatiu després de

I’analisi genetica dels gens BRCA1 i BRCA2.
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Per a demostrar les hipotesis plantejades, s’han establert sis objectius principals:

1. Establir la possible patogenicitat de les variants de significat biologic incert
identificades durant el procés de deteccié de mutacions dels gens BRCA1 i
BRCA2, mitjancant la prediccid bioinformatica del procés d’empalmament i
I"analisi de la seqliencia de I’ARN missatger dels portadors.

2. Comprovar la fiabilitat de les eines bioinformatiques de prediccid per a
seleccionar els casos per a fer I'estudi de I’ARN missatger.

3. Comparar les freqliencies entre casos i controls de les variants
identificades en més d’una familia de la cohort estudiada.

4. Determinar si la hipermetilacié del promotor dels gens BRCA1 i BRCA2 en
la linia germinal, és el responsable de la sindrome de CMOH en pacients
sense mutacions en aquests gens.

5. Identificar altres gens diferents de BRCA1 i BRCA2, responsables de la
sindrome de CMOH.

6. ldentificar un perfil metabolic com a biomarcador de la preséncia de

mutacions en BRCA1 i BRCA?Z2.
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La deteccid de variants de significat biologic desconegut déna lloc a una elevada

incertesa en els resultats d’'un estudi genetic.

En aquest treball hem volgut caracteritzar algunes de les variants detectades
durant I'estudi dels gens BRCA1 i BRCA2 en pacients amb sospita de la sindrome
de CMOH. A tal efecte, s’han seleccionat les variants susceptibles d’alterar el
procés d’empalmament, mitjancant eines bioinformatiques de prediccid.
D’aquestes variants, se n’ha seqlienciat I’ARNm per a poder observar si la prediccié
coincidia amb el resultat obtingut experimentalment. Per altra banda, les variants
identificades en més d’una familia de les 710 families estudiades a la Unitat de
Consell genetic en Cancer de I'lOCS (Institut d’Oncologia de la Catalunya Sud) entre

els anys 2001 i 2015, es van analitzar mitjancant un estudi cas-control.

Tots les prediccions obtingudes amb les eines bioinformatiques es van confirmar
amb l'analisi de I’ARNm per seqlienciacié automatica. De les 33 variants
analitzades, 5 d’elles eren candidates a ser patogeniques segons la prediccid in
silico (c.212+1G>A, ¢.5152+5G>A, ¢.5278-1G>A en BRCA1 i c.8168A>G i c.516+2T>A
en BRCA2) i aquest resultat es va confirmar mitjancant la seqlienciacié de ’ARNm.
La resta de variants, segons les prediccions bioinformatiques, no semblaven
candidates a alterar el procés d’empalmament la qual cosa es va confirmar també
mitjangant la sequienciacié de I’ARNm, és a dir, hi havia un 100% de concordanga
entre la prediccid de les eines bioinformatiques i la transcripcié de 'ARNm

observada.

En quant als resultats de I'estudi cas-control, es van seleccionar 10 variants dels
gens BRCA1 i BRCA2 que es trobaven almenys en dues families. Aquestes variants
es van analitzar mitjangant un assaig de discriminacié al-lelica en una poblacié
control de 793 individus. Les variants c.4068G>A, c.7008-62A>G i ¢.8851G>A del

gen BRCAZ2 es van identificar en frequencies de I'1%, 2.1% i 1.3% respectivament.
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Es considera que aquelles variants que es troben en més de I'1% de la poblacid sén
canvis que donen variabilitat a una espeécie i, per si soles, no acostumen a
augmentar la susceptibilitat a una malaltia. Aquests canvis es coneixen com a

polimorfismes.

Per tant, mitjancant un analisi cas-control, es va poder classificar com a no
patogeniques 3 de les variants estudiades. També es va poder determinar la
fiabilitat dels resultats de les prediccions in silico, confirmant la patogenicitat de 5

variants.
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BRCA1 and BRCAZ2 unclassified variants in a
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Ascertaining the clinical consequences of BRCAT and BRCAZ variants of uncertain significance
(VUS) is currently indispensable for providing effective genetic counseling and preventive actions
for families with hereditary breast and ovarian cancer (HBOC). To this end, we conducted a com-
bination of in silico prediction and cDNA splicing analyses of 13 BRCA1 and 10 BRCA2 VUS identified
in our cohort as well as a case-control analysis in a population-based sample of 10 recurrent VUS.
We observed consistent results between the in silico predictions and sequencing analyses for
all analyzed VUS. An abnormal cDNA pattern was observed for variants ¢.212+1G>A and ¢.5278-
1G>Ain BRCA1 and ¢.516+2T>A and c.8168A>G in BRCAZ2 according to in silico splicing prediction.
A case-control study of VUS confirmed the polymorphisms of the ¢.67+62A>G, ¢.7008-62A>G
and ¢.8851G>A BRCAZ2 variants previously published. c.4068G>A in the BRCA2 gene can
also be considered a polymorphism due to its occurrence at a frequency greater than 1% in our
population.

Our study shows that employing population-based analysis and a combination of several in
silico methods yields highly accurate information, resulting in a reliable tool for selecting variants
for cDNA sequencing analysis in routine cancer genetic counseling units.

Keywords BRCA1, BRCA2, variants of unknown significance, cDNA, splicing, cancer genetic
counseling
© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction BRCA VUS are currently mismanaged, hindering the clin-

ical assessment of carriers, the determination of implications
The presence of a pathogenic mutation in the BRCAT or for cancer surveillance for patients and their family, decision
BRCA2 gene in an individual confers a higher predisposition ~ Making regarding risk-reducing surgeries and neonatal and
to developing hereditary breast and/or ovarian cancer (HBOC). ~ Prenatal testing and interventions [1].

Up to 15% of patients have been found to be carriers of vari- Deleterious effects of VUS can be due to alterations in the
ants in these genes that cannot be classified as benign or  ¢0ding sequence of the transcript or disruption of gene reg-
pathogenic and are defined as variants of uncertain signifi-  ulatory regions, such as promoters, untranslated regions, exons
cance (VUS). or introns, that modify the level of transcript expression [2].

It is widely accepted that one of the pathogenic pathways
of unclassified variants is disruption of mRNA splicing of the
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accepted September 8, 2016. BRCA1 and BRCAZ2 genes. In fact, it has been estimated that
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E-mail address: jguma @ grupsagessa.com splicing [3]. There are currently several available methods for

! These authors contributed equally. analyzing the mRNA splicing processes of BRCA1 and BRCA2.
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To standardize these methodologies across laboratories, the
ENIGMA Consortium has provided guidelines and recom-
mendations for the standardized clinical classification of BRCA
gene sequence variation [4].

Several bioinformatic models have been proposed for pre-
diction of the splicing effects of gene variants. The current gold
standard method for variant classification is the multifacto-
rial likelihood model that integrates clinical data from tumor
pathology, segregation of the VUS with the disease, family
history and co-occurrence with a deleterious mutation. This
model derives a posterior probability of pathogenicity for each
variant that is used as the basis for a 5-tier classification system
with associated clinical recommendations [5]. However, there
are some bottlenecks in the classification of BRCA se-
quence variants because this method requires large datasets,
and tested individuals are not always available in many cancer
genetic counseling units. Pathogenic mutations and VUS are
often unique or only detected in a single or a few families,
and family histories are limited due to reductions of the birth
rate during the past 40 years. All of these factors make VUS
classification according to current models that include seg-
regation analysis difficult.

Therefore, the aim of the present study was to use the ef-
fectiveness of in silico splicing prediction tools, in combination
with RNA analyses, to classify the VUS identified in our HBOC
patients. We combined the two techniques because in silico
predictors assess the impact of BRCA variants on splicing
processes.

In addition, we performed a population-based case-
control study of 10 recurrent BRCA VUS identified in the HBOC
patients of our cohort, which were selected because they have
been detected at a higher frequency in our population com-
pared with that indicated in databases.

Materials and methods

Patients and control subjects

The 33 BRCA1 and BRCA2 VUS were detected in pro-
bands from 710 families undergoing genetic testing at the
Genetic Counseling Unit of the Southern Catalonian Oncol-
ogy Institute (IOCS) (Table 1). The screening criteria for the
BRCA genes were set according to Spanish guidelines [6].
The control group was selected from a population-based
sample recruited from a geographic region matching that of
the patients and consisted of 793 males and females of self-
reported European descent, between 18 and 77 years of age,
whose parents and grandparents were also born in Spain.
The study was approved by the Ethics Committee of Clin-
ical Research of Sant Joan University Hospital, and written
informed consent was obtained from all participants.

DNA extraction and BRCA1 and BRCAZ2 analyses

Blood samples were collected from patients. The genomic
DNA coding regions of the BRCA1 and BRCA2 genes and
approximately 100 intronic base pairs of the intro-nexon bound-
ary were sequenced on an ABI 3500 Genetic Analyzer (Life
Technologies, Madrid, Spain), and an analysis of large rear-
rangements was performed via Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (MLPA;MRC-Holland, The Netherlands).

M. Rodriguez-Balada et al.

Additional technical details and primers are available from the
authors upon request.

RNA isolation, RT-PCR and cDNA sequencing

Following the recommendations of the ENIGMA Consortium
[7] and the Clinical Molecular Genetics Society, patient blood
samples were collected in PAXGENE tubes. Total RNA was
isolated using a PAXGENE Blood RNA Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) and retrotranscribed using SuperScript Il RT Tran-
scriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and random
hexamers. cDNA amplification reactions were performed for
the flanking VUS regions using the AmpliTaq Gold Enzyme
(Applied Biosystems, Madrid, Spain). The PCR primers used
in this study were described previously [8,9]. The PCR prod-
ucts were separated on 1.5-3% agarose gels and visualized
via SYBR Safe staining (Life Technologies, Madrid, Spain) with
a Chemidoc XRS system (BioRad, Madrid, Spain). The PCR
products were purified through ethanol precipitation and ana-
lyzed through direct sequencing on an ABI 3500 automated
sequencer (Life Technologies, Spain). Finally, cDNA se-
quence analysis was performed using Sequencher® version
5.4.1 sequence analysis software (Gene Codes Corpora-
tion, Ann Arbor, MI, USA).

As a positive control, mRNA from three healthy subjects
was included in the analysis of each variant.

Variants were selected without taking into account the in
silico prediction results to determine the agreement between
these tools and in vitro analyses.

Splicing prediction

The variants are named according to the recommendations
of the Human Variation Society (HGVS), and numbering is
based on the cDNA sequences of GenBank entries
NM_007294.3 (BRCAT) and NM_000059.3 (BRCA2).

For bioinformatic splice site prediction and in silico anal-
ysis, we employed the integrative software Alamut visual version
2.7 (Interactive Biosoftware, Rowen, France), which in-
cludes several splice site prediction algorithms: Splice Site
Finder-Like (SSF); MAXEntScan (MES); Gene Splicer (GS);
Splice Site Prediction by Neural Network (NNSplice); and
Human Splicing Finder (HSF). For DNA exonic variants that
could alter putative exonic splicing enhancers, we used ESE
Finder and RESCUE-ESE tools. We also employed in silico
tools based on conservative and evolutionary analyses, in-
cluding Polyphen, Align GVGD, SIFT and Mutation Taster, to
predict the possible impact of the missense variants on the
structure and function of the human BRCA1 and BRCA2
proteins.

Case-control analysis by quantitative real-time
PCR (qPCR)

We selected 10 recurrent DNA variants that were detected
in at least two unrelated families out of the 710 high-risk fami-
lies fulfilling the HBOC criteria for genetic testing (Table 2).
Among these variants, 4 could not be analyzed through cDNA
sequencing: ¢.4068G>A and ¢.4584C>T due to their loca-
tion in exon 11 of the BRCA2 gene, ¢.-86C>T due to its location
in the 5'UTR of BRCAT gene and the VUS c.8851G>A was
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Table 1 Description of unclassified BRCA variant predictions and results
Interpretation Database
Nucleotide Variant N Based on Splicing  Classification RNA Protein
(HGVS) Families Site Prediction Tools (ClinVar, BIC, LOVD) Analysis Prediction
BRCA1
c.212+1G>A 2 D Interruption of Pathogenic / VUS r.135_212del p.Phed6_Arg71del
intron-exon
junction
©.302-24_302-22del 2 A No change NR L= pi=
c.4097-10G>A 1 D/A  No change Benign / VUS / NR L= p.=
c.4676-113C>G 2 A Activation of a new NR r4358_4360del p.Ala1453del
cryptic acceptor
site
c.4676-105T>C 1 - No change NR g= p.=
c.4766G>A 1 D No change VUS / Likely Benign .= p.=
c.4974C>T 1 D No change NR r4674c > u p.=
¢.5074+6C>G 1 D New donor site Likely Benign /VUS r.= p,=
¢.5074+29T>C 1 - No change NR r5193+2%u>c p.=
¢.515245G>A 1 D Interruption of Likely Pathogenic/ r.5075_5152del p.Asp1692
intron-exon vus _Trp1718delinsGly
junction
¢.5277+60_5277+61ins9 3 A No change VUS R = pi=
c.5278-1G>A 2 A Interruption of Pathogenic / VUS r.5278 _5284del p.lle1760Glyfs*3
intron-exon
junction
¢.5333-8C>T 1 A Interruption of Likely Benign /VUS  r.5333-8¢c > u p.=
intron-exon
junction
BRCA2
c.67+62T>G 2 A No change VUS L= p=
c.68-7T>A 3 A Interruption of Likely Benign/VUS .= pi=
intron-exon
junction
c.438A>G 1 - No change NR L= pi=
c.516+2T>A 1 D Interruption of vus r.476_516del p.Val159Glyfsn*10
intron-exon
junction
c.516+14C>T 4 D No change Benign r516 + 14c>u  p.=
¢.556G>C 1 A No change NR L= p.=
c.601C>G 1 A No change NR t= p.=
c.680C>T 1 D No change Vus r.680c > u P.=
c.6928A>C 1 A No change NR r= p.=
¢.6938-26T>C 1 D/A  No change NR r6938-26u>¢c p.=
€.7007+22_7007423dupCT 1 - No change NR r= p.=
¢.7008-62A>G 10 D No change Benign / VUS = p.=
c.7795_7797delGAA 1 A No change VUS = p=
c.8168A>G 1 D Creation of new Pathogenic r.8168_8831del p.Asp2723Alafs*32
donor site
c.8632+2T>G 1 D Interruption of vus L= p.=
intron-exon
junction
c.8632+18G>A 1 - No change VuUs r= p.=
¢.8850G>T 1 A No change Benign / VUS r.8850g > u pP.=
c.8854A>G 2 - No change Likely Benign /VUS r.= p.=
€.8953+98T>C 1 D Interruption of Benign / VUS = p:=
intron-exon
junction
¢.9116C>T 3 D No change Likely Benign /VUS  r9116c > u p.=

Pathogenic mutations are highlighted in bold.
D: donor splice site, A: acceptor splice site, -: no predicted changes in donor or acceptor site.
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Table 2 Recurrent BRCA1 and BRCAZ2 variants analyzed in control subjects
Population Patient Control
LOVD Frequency® Frequency  Frequency pr
Gene Variant (HGVS) rs (dbSNP) BIC Prediction N % N % N %
BRCA1 c¢.-86C>T rs143160357 Nr Nr 6/20450 0.029 2/710 0.3 2/793 03 1
c.302-24_302- rs756577139 Nr Nr 3/121402 0.025 2/710 0.3 0/793 0 0.223
22delAAT
c.4676-113C>G rs187218638 Nr Nr 1/5008 0.02 2/710 0.3 4/793 0.5 0.6897
BRCA2 c¢.67+62T>G rs11571574 VUS, 4 times Neutral 14/5008 0.28 4/710 0.6 7/793 0.9 0.5542
¢.516+14C>T rs182828913 Nr Neutral 3/5008 0.06 4/710 06 4/793 05 1
c.4068G>A rs28897724 VUS, 9 times VuUs 2/5008 0.04 5/710 0.7 8/793 1.0 0.5871
c.4584C>T rs80359788 VUS, 2 times Vus 2/5008 0.04 3/710 04 1/793 0.1 0.3492
c.7008-62A>G  rs76584943 VUS, 5 times Neutral 19/5008 038 10/710 1.4 17/793 2.1 0.3335
c.8851G>A rs11571769  Neutral, 43 times Neutral 50/5008 0.99 3/710 0.4 10/793 1.3 0.09728
c.8854A>G rs397508016 Nr Nr Nr 0 2/710 03 0/793 0 0.223

Abbreviations: HGVS: Human Genome Variation Society; BIC: Breast Cancer Information Core; LOVD: Leiden Open Variation Database;

Nr: Not reported.

* Population frequency derived from the 1000 Genomes database and ENSEMBL.

** P value for Fisher's exact test.

not included because RNA was not available. Specific Custom
TagMan Genotyping assays (Applied Biosystems, Madrid,
Spain) were designed for genotyping the 10 variants. Vari-
ants were assessed via qPCR using an ABI PRISM 7900HT
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Madrid,
Spain). SDS version 2.4 software (Applied Biosystems Madrid,
Spain) was employed to automatically assign the allele calls.
DNA samples presenting the rare-variant alleles were used
as positive controls in each of the sample plates. Patients and
control subjects were not matched for age or gender.

Statistical analyses

Fisher's exact test was used to test differences in allele fre-
quencies between the HBOC patients and control subjects.
Statistical analyses were performed with R (https://www.r
-project.org/) [10,11].

Results

Comparison of in silico predictions and cDNA
splicing analysis

Thirteen VUS located in the BRCAT gene and twenty located
in the BRCAZ2 gene were selected to determine the possibil-
ity of an aberrant splicing event (Table 1). The majority of the
variants have been previously described in the international
databases BIC (Breast Cancer Information Core) and LOVD
(Leiden Open Variation Database) and are considered VUS.

BRCA1 c.212+1G>A was previously classified as a patho-
genic variant in the databases because of its position at a
canonical splice site, but its splicing effect according to in vitro
analysis has not been reported [12]. BRCAZ2 c.8168A>G [13]
has been previously reported by several authors [12,14] and
was classified as a class 5 variant by Lindor et al. cDNA anal-
yses confirmed the splicing effects of both variants (data not
shown).

The in silico analyses predicted an alteration of splicing
due to interruption of the splice site or activation of a

new acceptor site for seven variants (Table 1). For the
c.212+1G>A BRCAT1 and the c.5152+5G>A BRCAT1 vari-
ants, at least four of the five programs predicted a 100%
decrease in the donor site score and interruption of the intron-
exon junction. For the ¢.5278-1G>A BRCAT1 variant, the five
tools predicted a 100% decrease in the acceptor site. For
¢.4676-113C>G in BRCAT1, the HSF, MES and SSF tools pre-
dicted activation of a new cryptic acceptor site. For ¢.516+2T>A
in BRCA2, four tools predicted a 100% decrease in the donor
site and an interruption of the intro-nexon junction (see
Supplementary Table S1). Therefore, all variants for which
a 100% decrease was predicted by at least four of the in
silico tools were analyzed through cDNA sequencing, and the
prediction was confirmed by the presence of an aberrant
transcript,

The BRCAT1 ¢.5152+5G>A VUS leads to complete skip-
ping of exon 18 (r.5075_5152del), which at the protein level,
is predicted to generate an in-frame deletion of 26 amino
acids (p.Asp1692_Trp1718delinsGly) located in the BRCT func-
tional domain. According to the ENIGMA consortium guidelines,
in-frame deletions that remove amino acids located in impor-
tant functional domains can be considered clinically relevant.
The BRCAT1 ¢.5278-1G>A and BRCAZ2 ¢.516+2T>A variants
lead to deletion of the first seven bases of exon 21
(r.5278_5284del) and skipping of exon 6, respectively,
generating an out-of-frame deletion in both cases and
creating a premature stop codon (p.lle1760Glyfs*3 and
p.Val159Glyfs*10, respectively).

The remaining VUS included in the study had no appar-
ent effect on mRNA splicing according to SYBR Safe stained
agarose gel electrophoresis and sequencing analysis, as pre-
dicted by the in silico tools (data not shown). The BRCA2
variant ¢,.516+14C>T was first detected in co-occurrence with
a well-established pathogenic mutation. However, this variant
has already been classified as benign, and our results support
this classification.

In summary, unrelated patients from 57 families were
found to be carriers of 33 VUS. Of these VUS, six were as-
sociated with an alteration of the normal splicing pattern,
resulting in deletion of a part of the gene (BRCA1: c.212+1G>A,



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

Resultats

Analysis of BRCA1 and BRCA2 unclassified variants in a population-based sample 491

€.4676-133C>G, ¢.5152+5G>A, ¢.5278-1G>A. BRCA2:
c.516+2T>A, c.8168A>G).

All of the bioinformatics predictions were confirmed through
cDNA splicing analyses.

Case-control analyses of recurrent VUS

Ten recurrent VUS were selected for case-control analyses
(Table 2). When these variants were analyzed by cDNA se-
quencing, none were found to be associated with modifications
in splicing events. Four of these variants have not been re-
ported in the BIC or LOVD database; two are considered VUS;
and four have been recently classified as neutral by LOVD
and/or the ENIGMA consortium.

Three of the variants, all of which were located in the
BRCAZ2 gene (¢.4068G>A, ¢.7008-62A>G, ¢.8851G>A), were
detected at a polymorphic frequency (>1%) in the control
population-based sample (Table 2). Control carriers of these
variants have no personal or family history of HBOC or related
conditions. Variants ¢.7008-62A>G and c.8851G>A have been
previously predicted as neutral. Furthermore, the ¢.7008-
62A>G variant was detected in the homozygosis state in a
control carrier (with no diagnosed Fanconi anemia).

Discussion

The aim of BRCA1 and BRCAZ2 mutational analysis in HBOC
syndrome is to offer personalized clinical management for mu-
tation carriers, but the reality is that a high proportion of the
mutational results are non-informative due to the presence of
VUS. Ascertaining the pathogenicity of VUS would aid in clin-
ical management. mRNA splicing analyses combined with
bioinformatic predictions have been proposed as an efficient
method for identifying putative pathogenic effects of BRCA
VUS according to a 5-tier scheme proposed by the |IARC.
BRCA1 and BRCA2 cDNA sequencing is a suitable method-
ology for studying mRNA splicing. As reported above, the
ENIGMA Consortium established general guidelines and rec-
ommendations for best practices in mRNA assays that include
PCR primer design, PCR conditions and product detection
systems as well as other parameters [8]. The present study
followed these recommendations for each point of the anal-
ysis, except for the characterization of naturally occurring
alternative splicing events through semi-quantitative capil-
lary electrophoresis, which was not performed.

The multifactorial model is a widely accepted method for
classifying VUS. In addition, there are a wide range of clas-
sification algorithms, all of which are based on large datasets
or tumor pathology information, which is not always avail-
able to genetic counseling units [15-18]. For this reason, it
is important for each unit to be able to identify its own
strategies for classifying the VUS with maximum accuracy
using the available tools and according to published
guidelines.

In the present study, we compared in silico tools and cDNA
sequencing analysis based on RNA splicing results. We also
performed cDNA analyses of VUS that were previously clas-
sified as pathogenic as an internal positive control for RNA
splicing analyses. The results of the present work confirm
current bioinformatic algorithms as powerful tools for predict-
ing BRCA VUS splicing events. Concordant results of the two

analyses were found for all of the analyzed variants.
For all of the VUS predicted to disturb the natural splice site,
the cDNA analysis results confirmed that the VUS can be con-
sidered pathogenic or likely pathogenic, with the exception of
¢.4676-113C>G, which resulted in skipping of only three
nucleotides.

Conversely, according to the allele-based case-control anal-
ysis of the 10 recurrent VUS selected, in concordance with
published databases, we considered four of the analyzed vari-
ants to be likely not pathogenic, as they were detected at a
polymorphic frequency of at least 1% in our population. Fol-
lowing the classification rules [19] and the 5-tier system
proposed for the IARC [20], VUS can be considered as class
1 (neutral or with subtle effects [21]) if the variant is reported
to occur in a large outbred control reference group at an
allele frequency > 1%. The control groups used for such anal-
yses are often datasets, such as those of the 1000 Genomes
project and the Exome Variant Server. Our analysis was
useful for determining the frequency in our control popula-
tion specific to our demographic region, after the detection of
variants at a frequency greater than that published in the
databases.

In summary, based on the detection of a frequency higher
than 1% in our demographic population, the BRCA2 VUS
€.7008-62A>G and c.8851G>A are likely neutral, and
¢.4068G>A can likely be considered a non-pathogenic variant.
The frequency of the variant ¢.67+62T>G reported in public
databases is 0.35, whereas in our population, we detected
this variant at close to the 1% polymorphic frequency (0.9%);
that threshold may have been achieved by increasing the
sample size of our control subjects. Conversely, there were
no significant differences in the presence of these variants
between the cases and controls, allowing us to assume that
these results add evidence in favor of neutrality.

In conclusion, the predictive ability of the in silico tools used
in this study is high, and we are confident in using them as
a filtering tool to select variants for in vitro analyses when a
patient's blood sample is not available for RNA analysis, or
a patient has a limited family history. Frequency population
analysis is a good strategy for discarding VUS as pathogen-
ic founder mutations based on their presence in control subjects
with neither personal nor family antecedents of HBOC syn-
drome. In addition, we can conclude that the combination of
these three tools is a good strategy for confirming VUS rel-
evance in our population.
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La hipermetilacié del promotor de gens supressors de tumors, inclosos els gens
BRCA1 i BRCA2, és un mecanisme d’inactivacid génica que s’ha descrit
principalment en la linia somatica. En aquest estudi es pretenia esbrinar si la
hipermetilacié del promotor en els gens BRCA1 i BRCA2 podia ser un mecanisme

heretable de silenciament genic.

Es va analitzar una cohort de 99 pacients entre les quals es va incloure: 14 pacients
amb una variant patogenica en el gen BRCA1, 9 pacients amb una variant
patogénica en BRCA2 (per a descartar la possibilitat de la coocurrencia dels dos
esdeveniments), 54 pacients no portadores de variant patogenica i portadores de
VUS, i 22 pacients no portadores de variants patogeniques ni VUS. A més, es van
incloure 5 individus sans com a controls i 1 ADN estandard metilat com a control
positiu de la tecnica. L'analisi es va fer mitjancant un kit comercial per a la deteccié
d’hipermetilacié en el promotor dels gens BRCA1 i BRCA2, en 3 illes CpG del
promotor del gen BRCA1 i 4 del promotor de BRCA2.

Cap de les pacients portadores de mutacio en els gens BRCA ni portadores de VUS
presentaven hipermetilacié del promotor en aquests gens. Una pacient no
portadora de VUS ni mutacié, presentava una lleugera hipermetilacié (6%) en

BRCA2.

Tot i detectar una lleugera hipermetilacio en una pacient, amb els resultats
obtinguts es va concloure que la hipermetilacié germinal del promotor dels gens
BRCA1 i BRCA2 no és un esdeveniment freqlent per al silenciament d’aquests. Per
tant, tot i que en altres sindromes, com la sindrome de Lynch, s’ha descrit la
hipermetilacié del promotor del gen MLH1 en la linia germinal, la hipermetilacié
del promotor dels gens BRCA1 i BRCA2 no és un mecanisme freqient d’inactivacio

geénica en la linia germinal.
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Abstract

Purpose Germline promoter hypermethylation of BRCA 7 and BRCA2 genes is an alternative event of gene silencing that
has not been widely investigated in hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) syndrome.

Methods We analyzed germline BRCA promoter hypermethylation in HBOC patients with and without BRCA mutations and
control subjects, using a recently developed BRCA methylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification
(MS-MLPA) assay.

Results Neither the patients tested nor the control subjects showed germline hypermethylation of the BRCA I and BRCA2
promoter regions analyzed.

Conclusions Despite the results achieved at somatic levels by other researchers, these were not confirmed in our study at the
germline level. Our results show the need to establish more predictive CpG sites in the BRCA promoter regions to optimize the
MS-MLPA assayfor the detection of germline hypermethylation as an effective pre-screening tool for whole-BRCA genetic
analysis in HBOC, because we can not rule out the existence of germline promoter hypermethylation in BRCA.

Keywords BRCAI - BRCA2 - Breast cancer - Methylation - MS-MLPA - Germline

Introduction alterations are termed “variants of uncertain significance”
(VUS). Consequently, alternative mechanisms that can inac-

Hereditary breast and ovarian cancer syndrome (HBOC) is  tivate BRCA1 or BRCA2 are of special interest. Promoter

characterized by the presence of a germline mutation in the
tumor suppressor genes BRCA ! or BRCA2 and is associ-
ated with a significantly increased risk for breast and ovarian
cancers [1]. Only 5-10% of HBOC patients are carriers of
BRCAI and BRCA2 pathogenic mutations, and up to 15%
are carriers of alterations in the DNA sequence that have an
unknown effect on the function of the gene product; these
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hypermethylation of tumor suppressor genes is an alternative
gene silencing mechanism involved in disease development.
This epigenetic process has been well-described as a somatic
event mainly as a second hit, specifically in breast tumors
[2]. Sporadic breast tumors in which BRCA/ is methylated
have been reported to be histologically and molecularly
similar to BRCA /-mutated hereditary breast cancers tumors
[2-4]. Methylation events have also been detected at the ger-
mline level in some genes [5, 6].

Allelic hypermethylation is functionally equivalent to a
mutation in which the loss of activity of the second allele
arises from a mutation, a loss of heterozygosity or a sec-
ond methylation event, which inactivates the gene [5, 6]. It
is well-known that the impact and significance of the epi-
genetic silencing of BRCA] is functionally equivalent to a
germline BRCA 1 mutation. However, the hypothesis that the
inactivation of BRCA 1 by genetic or epigenetic changes are
mutually exclusive events is well-supported, which leads us
to investigate epigenetic changes as a second hit in BRCA-
mutated genes [7, 8]. Conflicting results have been obtained

@ Springer
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in this field, however, discrepancies across different studies
are principally due to the heterogeneity of the selected CpG
sites, the methylation detection systems, the methodologies
used and the types of tissues that were analyzed [8-10]. In
general, the frequency of DNA methylation patterns around
the transcription start site of BRCAJ gene promoter region
is higher in tumor-derived DNA than in blood-derived DNA
[8-10]. These differences are more evident in tumors with
BRCA-like clinico-pathological features [11, 12].
Methylation analysis based on MS-MLPA technology
[13] is nowadays used as a pre-screening method in the
selection of patients that are candidates for MLH 1 germline
analysis in Lynch Syndrome and if MLLHI protein expression
is absent [14]. Recently, a new methylation-specific assay,
the ME053-X1 BRCAI-BRCA2 (MRC-Holland, Amster-
dam, the Netherlands) has been developed, and its effective-
ness as a pre-screening tool that is able to distinguish BRCA/
and BRCA2-related breast carcinomas using DNA extracted
from formalin-fixed paraffin-embedded tumors has recently
been assessed [15]. The aim of this study was to analyze
germline promoter hypermethylation of BRCA/ and BRCA2
in blood-derived DNA from HBOC patients with or without
BRCA mutations and VUS and control subjects using the
ME053-X1 BRCA1-BRCA2 MS-MLPA assay. Results of
this study will tell us whether this assay can serve as a use-
ful pre-screening tool for BRCA genetic analysis that is able
to predict which HBOC patients are less likely to harbor
germline BRCA1 or BRCA2 pathogenic mutations.

Materials and methods
Patient sample selection

This study included 99 HBOC patients who underwent
BRCA genetic testing at the Cancer Counseling Unit of the
Institute of Oncology of South Catalonia (I0CS). The inclu-
sion criteria for the mutational analysis of the BRCA genes
were established according to the Spanish guidelines [16].
Of these, 14 patients were carriers of a BRCA ] pathogenic
mutation, 9 were carriers of a BRCA2 pathogenic mutation,
23 were carriers of VUS in the BRCA/ gene and 31 were
carriers of VUS in the BRCA2 gene. In all, 22 patients were
not carriers of BRCA mutations. As negative controls, we
included 5 healthy control subjects. This study was approved
by the Ethics Committee of Clinical Research of Sant Joan
University Hospital, and written informed consent was
obtained from all participants.

@ Springer

DNA extraction

A 10-mL blood sample was collected from each HBOC
patient in an EDTA blood collection tube. Subsequently,
DNA was extracted from the samples using the commer-
cial Gentra® PureGene DNA isolation kit according the
manufacturer’s instructions (Qiagen, Barcelona, Spain).

BRCA promoter hypermethylation MS-MLPA
technology

BRCAI and BRCA2 promoter hypermethylation was
assessed using a new developed SALSA MS-MLPA probe-
mix ME053-X1 BRCA1-BRCA2 according to manufac-
turer’s protocol (MRC-Holland, Amsterdam, The Nether-
lands) (Fig. la). This probemix contains three MS-MLPA
probes for the BRCAI gene and four MS-MLPA probes
for the BRCA2 gene, which detect the methylation status
of the promoter regions. The location of the BRCA/ and
BRCA2 probes was based on the publication by Esteller
etal. [2] (Fig. Ib). We used as a positive control, the Uni-
versal Methylated Human DNA Standard, a commercially
available DNA that is completely methylated at CpG dinu-
cleotides (Ecogen, Barcelona, Spain).

DNA fragments were analyzed using an ABI 3500
Sequencer (Life Technologies, Madrid, Spain). Coffalyser.
Net software (http://support.coffalyser.com/) was used for
methylation data analysis.

Results

We sought to investigate the germline promoter methyla-
tion state of the BRCA and BRCA2 genes in peripheral
blood DNA of 104 individuals, including 99 HBOC patient
carriers and non-carriers of BRCA 1 or BRCA2 pathogenic
mutations or VUS. We used a new BRCA-specific meth-
ylation ME0O53-X1 BRCA1-BRCA2 MS-MLPA assay. By
this technique, we were able to identify mean methylation
percentages of 93.6, 44.3 and 24.4% in 1:1, 1:2 and 1:4
dilution of the Universal methylated human DNA standard
and the coefficient of variation was 5.5, 11.5 and 16.18%,
respectively.

None of the patients who carried a germline BRCA path-
ogenic mutation exhibited promoter hypermethylation of
these genes higher than 6% (Fig. 2). In addition, none of the
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Fig. 1 MS-MLPA protocol and location of probes: a procedure to assess methylation profiling of blood DNA from human patients and control
samples and b location of the BRCA and BRCA2 promoter probes of the ME053-X1 BRCA1-BRCA2 MLPA assay

HBOC patients who carried VUS either on the BRCA I or
BRCA2 genes exhibited BRCA promoter hypermethylation
(Fig. 2).

Notably, our study identified a single HBOC patient, who
was a non-carrier of pathogenic mutations or VUS in either
of the BRCAI and BRCA2 genes, who showed a 6% meth-
ylation in the BRCA2.2 probe compared with the rest of
the patients, who showed 0% methylation in the same probe
(Table 1).

Discussion

The goal of the present study was to determine the possi-
bility of using the MS-MLPA ME053-X1 BRCA1-BRCA2
assay as a pre-screening tool in the germline mutational
analysis of patients in whom HBOC is suspected.

We did not find evidence of a possible contribution
of promoter hypermethylation to BRCA/ and BRCA?2 in
the peripheral blood DNA of HBOC patients using the
methylation-specific ME053-X1 BRCA1-BRCA2 MLPA
technology.

None of the patient carriers of BRCA and BRCA2 muta-
tions showed promoter hypermethylation of these genes
and supports the hypothesis that promoter methylation and
germline mutations, each of which can silence the BRCA
genes, are mutually exclusive events [17]. We found one
HBOC patient who was not a carrier of pathogenic muta-
tions or VUS in either the BRCA 1 or the BRCA2 genes who
showed a higher percentage of methylation in the BRCA2.2
probe in the peripheral blood DNA (6%) compared with
other patients. This finding needs to be validated in tumor-
derived DNA to determine whether the methylation detected
can be considered as a true positive epigenetic mutation, to
determine the origin of this epigenetic mutation [18] and
also to determine if this percentage can be set as the cut-off
of promoter hypermethylation of the BRCA genes.

The hypothetical germline state of promoter hypermeth-
ylation as a mechanism of the transcriptional inactivation
of BRCA1 remains unclear. Chen et al. reported the lack of
germline BRCA/ promoter methylation in 41 HBOC patients
who were negative for BRCA pathogenic mutations [19].
Snell et al. detected low levels of BRCA I promoter methyla-
tion in peripheral blood leukocyte DNA from some cases of

) Springer
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Fig.2 Median of the hypermethylation percentages for BRCAI (a)
and BRCA2 (b) probes in the analyzed samples: Universal Methyl-
ated Human DNA standard (STD dilutions 1:1, 1:2 and 1:4; positive
control), BRCAI and BRCA2 mutated patients (MUT BRCA), BRCA/

familial breast cancer [ 1 1]. Recent reports found that BRCA/
promoter methylation was increased in breast tumors with
BRCA -like pathological features [20-22]. Tumor material
from the patients included in this study was unavailable, and
thus the methylation status of their tumor tissue could not be
determined or compared with the methylation levels of their
peripheral blood DNA.

Differences in the methylation patterns of breast cancer
patients that are related to the detection techniques and
the specific targeted CpG sites have been reported. The
MS-MLPA assay used in this study was able to identify a
mean of 93.6% methylation in the positive control, indi-
cating that the procedure of the technique was successful.
Therefore, other targeted CpG sites in these genes might
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and BRCA2 VUS carriers patients (VUS BRCA), non-mutated not
VUS carrier patients (BRCAX) and healthy subjects (negative con-
trol)

help predict the HBOC patients who are less likely to har-
bor germline BRCAI and BRCA2 mutations [10] and for
this reason, we agree with Vos et al. that it is necessary
to determine more predictive CpG sites in the BRCA/ and
BRCA2 genes to improve the diagnostic value of BRCA
promoter methylation by MS-MLPA technology [15].
Despite the lack of evidence for the possible contri-
bution of germline hypermethylation of the BRCA/ and
BRCA2 genes in HBOC syndrome, we cannot discard this
process as a pathological event at germline level, and we
can’t disregard that methylation status might be used as
part of a pre-screening analysis for the genetic testing
of these genes. Further studies need to be performed to
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Table 1 BRCAI and BRCA2 promoter hypermethylation percentages in HBOC patients and control subjects analyzed by BRCA-specific meth-

ylation ME053-X1 BRCA1-BRCA2 MLPA assay

Samples N Tumor subtype BRCAI probes BRCA2 probes
1.1 1.2 1.3 2:1 22 2.3 24
Md. (range) Md. (range) Md. (range) Md. (range) Md. (range) Md. (range) Md. (range)
Patients
BRCA mutated 11 TN 0(0) 2 (0-3) 2 (0-2) 4 (3-6) 0(0-2) 1(0-2) 0(0)
L 0(0) 3(2-3) 2(2) 5 (4-5) 0(0-2) 0(0-2) 0(0)
BRCAI VUS carriers 8 TN 0(0) 3(24) 2 (0-2) 5(5) 0(0-3) 2(0-3) 0(0-2)
15 L 0(0-2) 3(2-5) 2 (0-4) 5 (4-6) 0(0-3) 0(0-2) 0(0-2)
BRCA2 mutated 4 TN 0(0) 0.02 (0-4) 0(0) 4 (3-5) 0(0) 0(0-3) 0(0)
5 L 0(0) 4(34) 0(0) 5(3-5) 0(0) 0(0) 0(0)
BRCA2 VUS carriers 11 TN 0(0) 3(0-4) 0(0) 4 (3-6) 0(0) 0(0-3) 0(0)
20 L 0(0-3) 3(0-5) 0(0-4) 4(2-5) 0(0) 0(0-2) 0(0)
BRCA1/BRCA2 not 10 TN 0(0) 3(24) 1(0-3) 5(4-5) 0(0) 1 (0-2) 0(0)
mutated, not VUS 15 0(0) 3(2-5) 2 (0-4) 5(3-5) 0 (0-6) 0 (0-3) 0 (0)
carriers
Healthy controls 5 - 0(0) 3(0-3) 0(0-4) 4 (3-5) 0(0) 0(0-2) 0(0)
Positive control
Dil. 1:1 - - 96 89 93 102 91 87 97
Dil. 1:2 - - 41 43 37 50 41 48 50
Dil. 1:4 - - 29 30 26 22 23 20 21

N number of subjects, Md. median, TN triple negative, L luminal, VUS variant of uncertain significance, dil. dilution, Positive control universal

methylated human DNA standard

determine the efficacy of this tool and to evaluate its inclu-
sion in a clinical setting.
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S’anomena pacients BRCAX a aquells pacients amb fenotip de CMOH sense
mutacions identificades en els gens BRCA1 o BRCA2. Aquests casos representen
una proporcié molt important del total de casos de cancer hereditari. Per aixo, la
cerca de nous gens d’alta predisposicié a aquests cancers no ha parat des del
descobriment dels gens BRCA1 i BRCA2. Fins a l|'aparicid de les tecniques de
sequlienciacié massiva, I'elevat cost de la sequlenciacié automatica suposava una
limitacié, donant lloc a qué no fos viable I’analisi de tots els gens sospitosos. Es per
aix0, que amb I'aparicié de les noves tecnologies de seqiienciacié s’ha trobat la
possibilitat de I’analisi simultani de grups de gens, demostrant ser una técnica
cost-efectiva. S’ha descrit que aproximadament un 5-10% de dels casos sense
variants patogeniques en els gens BRCA1 i BRCA2 podien ser portadors de variants

causants de la sindrome de CMOH en altres gens d’alt i moderat risc.

Mitjangant I'equipament de seqlienciacid massiva o técnica de seqlenciacid de
nova generacid (NGS, Next Generation Sequencing), lon Torrent™ Personal
Genome Machine™ (PGM) System, de la casa Life Technologies es van analitzar 25
gens relacionats amb sindromes de cancer hereditari o relacionats amb vies de
reparacié de ’ADN, de moderat i alt risc: APC, ATM, BARD1, BMPR1A, BRIP1, CDH1,
CDK4, CDKN2A, CHEK2, EPCAM, MLH1, MRE11A, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN,
PALB2, PMS2, PTEN, RAD50, RAD51C, RAD51D, SMAD4, STK11 i TP53, en 77
pacients no portadors de variants patogeniques en els gens BRCA i fenotipicament
sospitosos d’una sindrome de CMOH. L'objectiu principal era poder determinar si
en la nostra poblacidé era convenient implementar I'analisi d’aquests panells de
gens, o identificar quins gens incloure per trobar el causant de la sindrome en
aquelles families, amb la finalitat de poder dur a terme un assessorament genetic

més efectiu i dirigit.
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Es van identificar variants probablement patogéniques en quatre gens en un 8%
dels casos estudiats: 3 en el gen PALB2 (4%), 1 en el gen BRIP1 (1.3%), 1 en el gen
BARD1 (1.3%) i 1 en el gen RAD50 (1.3%), la qual cosa concorda amb els resultats
publicats per altres autors. A més a més, es van identificar variants de significat

incert en els gens CDH1, TP53, CHEK2 i PMS2.

Els gens ens els quals es va detectar una variant patogenica sdn gens accionables,
és a dir, sén gens ens el que hi ha una evidencia clinica per a la seva incorporacio
en els estudis de cancer hereditari i que per tant hagin de ser considerats en la

practica assistencial habitual.

Les tecniques basades en NGS permeten una millora en el rendiment diagnostic en

la sindrome de CMOH per a la disminucié en el nombre de resultats no informatius.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Approximately 5-10% of breast carcinomas have been related to hereditary conditions and are
Hereditary breast and ovarian cancer attributable to pathogenic variants in the BRCAI and BRCA2 genes, which is referred to as hereditary breast and
BRCA1 ovarian cancer (HBOC) syndrome. The inclusion of additional genes that can be related to HBOC syndrome is
BRCAZ under intense evaluation due to the high proportion of patients with HBOC criteria who do not present pa-
o, wnesimamion pue thogenic mutations in BRCA genes, named BRCAX, despite having high clinical suspicion of hereditary cancer.
g The main aim is to identify new potentially pathogeni {ants that tribute to HBOC to |

aetic tosthi po ly pathogenic gene variants that may con et o improve

the efficiency of routine diagnostic tests in this hereditary condition,

Methods: A retrospective cohort of 77 HBOC BRCAX patients was analyzed by next-generation sequencing using
a targeted multigene panel composed of 25 genes related to hereditary cancer and deficiencies in DNA repair
pathways.

Results: We found 9 variants in 7 different genes, which were confirmed by automated sequencing. Six variants
were classified as pathogenic or likely pathogenic. Three of them were located in the PALB2 gene, one in the
BRIP1 gene, one in the BARDI gene and 1 in the RADS0 gene. In addition, three variants of uncertain sig-
nificance (VUS) were detected in the TP53, CHEK2, and CDH1 genes.

Conclusions: We identified that 8% of BRCAX patients were carriers of pathogenic variants in genes other than
BRCA1 and BRCA2. Therefore, wide gene panels, including clinically actionable genes, should be routinely used
in the screening of HBOC in our population. We observed differences from other studies in the prevalence of
mutated genes, most likely due to differences in the selection criteria of the probands and in the population
analyzed. The high incidence of deleterious variant detection in PALB2 supports its significant role in breast
cancer susceptibility and reinforces its inclusion in the HBOC genetic diagnostic process.

1. Introduction known syndrome caused by germline BRCA1 and BRCA2 pathogenic
mutations, These two genes are the most well-studied and best-known
genes implicated in hereditary breast cancer susceptibility. However,

mutations in BRCA1 and BRCA2 account for no more than 20% of all

Breast cancer is a common disease, affecting over one million
women worldwide every year |4]. Though the vast majority of breast

cancers are sporadic in nature, approximately 5-10% of them are due to
autosomal dominant inheritance of a specific genetic mutation |2].
Hereditary breast and ovarian cancer syndrome (HBOC) is a well-

* Corresponding authors.

inherited breast cancers [12,11,14,32], The remaining 80% are so-
called BRCAX patients because they are high-risk breast and/or ovarian
cancer patients, negative for BRCAI and BRCA2 mutations. Other

E-mail addresses: mrodriguez@grupsagessa.cat (M. Rodriguez-Balada), barbara. roig@grupsagessa.cat (B. Roig), mmele@grupsagesa.com (M. Melé),
cintarosa.albacar@grupsagessa.com (C. Albacar), sara.serrano@grupsagessa.com (8. Serrano), msalvat@grupsagessa.com (M. Salvat),
montserrat.querol@grupsagessa.com (M. Querol), jborras@grupsagessa.com (J. Borras), lourdes.martorell@urv.cat (L. Martorell),

jguma@grupsagessa.com (J. Guma).

https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2019.11.014

Received 1 August 2019; Received in revised form 6 November 2019; Accepted 26 November 2019

Available online 28 November 2019

0009-9120/ © 2019 The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

100



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

M. Rodriguez-Balada, et al.

pathogenic variants have also been described in high or moderate
breast cancer (BC) susceptibility genes since they are mainly associated
with other cancer syndromes: ATM (ataxia telangiectasia), TP53 (Li-
Fraumeni syndrome), PTEN (Cowden syndrome), CDH1 (hereditary
diffuse gastric cancer), STK11 (Peutz-Jeghers syndrome), PALB2 or
CHEK2 (both related to breast cancer) [15.17].

Although the “gold-standard” technique used to detect mutations is
automatic sequencing based on Sanger technology, next-generation
sequencing (NGS) has been widely introduced not only because of its
flexibility and speed but also because it is cost- and time-effective. With
the emergence of multigene panel analyses, more genetic counseling
units have included this type of genetic study in some specific diseases,
such as hereditary cancer or neonatal pathologies [5]. Specifically, in
hereditary breast cancer, the most extensive panels used include be-
tween 20 and 30 genes linked to this disease. Many of these genes code
for proteins involved in the homologous recombination repair (HRR)
process and other protein co-factors necessary for the successful repair
of DNA [15]. Most of them were selected because both germline and
somatic pathogenic variants in BRCA genes and in HRR-related genes
(ATM, BARDI1, BRIP1, CHEK1, CHEK2, FAM175A, MRE11A, NBN,
PALB2, RAD51C, RAD51D) can deregulate HRR pathways. Indeed,
some of these DNA repair pathways are currently being targeted by
emerging therapies [10,26].

The discovery of new genes involved in the susceptibility to her-
editary cancers is constantly under investigation, and a great number of
new germline mutations have been identified, which allows for a
deeper knowledge of the mechanisms that predispose patients to
cancer. Therefore, the detection of germline and somatic pathogenic
variants that lead to protein malfunctioning is useful not only for pri-
mary and secondary prevention in hereditary cancer but also for the
selection of cancer treatment. Thus, the need to identify the contribu-
tion of other genes in hereditary breast cancer is crucial. In fact, in
cancer care units, genetic studies are well-established diagnostic tools
to determine the origin of a cancer aggregation in a family to achieve
early detection and to apply the most appropriate preventive measures
[3]. Additionally, the importance of identifying alterations in these
genes lies in the capacity of the detection of high-risk asymptomatic
individuals than can benefit from cancer prevention programs [16].
Likewise, patients carrying tumors with BRCA1 and BRCA2 mutations
may also benefit from certain targeted antineoplastic therapies [16].

This study analyzed 25 genes involved in other highly prevalent
hereditary cancer syndromes in a cohort of breast cancer patients
without BRCA1 and BRCA2 pathogenic variants. Our aim was to
identify new potentially predisposing gene variants in cancer suscept-
ibility genes to improve the efficiency of routine diagnostic tests.

2. Material and methods
2.1. Patients and samples

The selected participants were 77 women who were patients in the
Genetic Counseling Unit of the Oncology Institute of South Catalonia
(IOCS). These patients fulfill the HBOC criteria to undergo genetic
testing of the BRCA1 and BRCA2 genes according to the Spanish Society
of Medical Oncology guidelines |22]. A 10-mL blood sample was col-
lected from each patient in an EDTA blood collection tube, and DNA
was extracted using the commercial Gentra® PureGene DNA Isolation
Kit according the manufacturer’s instructions (Qiagen, Barcelona,
Spain). The BRCA1 and BRCA2 genes were analyzed by sequencing and
multiple-ligation-dependent probe amplification (MLPA), and none of
the detected variants were classified as pathogenic variants according
to the ENIGMA Consortium classification criteria (version 2.5.1 29 June
2017) and the 5-tiered classification system proposed by Plon et al.
[25]. The median age of cancer onset was 47 years (range 29-72 years).
Personal and family clinical data of the patients were collected, as well
as the histology, hormonal receptor status and Her-2 expression in the
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tumor. The study was approved by the Clinical Research Ethics Com-
mittee of Sant Joan University Hospital (Reus, Spain), and written in-
formed consent was obtained from all participants.

2.2. Targeted NGS

To perform targeted NGS, we modified the lon AmpliSeq™BRCA
Reflex, Hereditary Cancer Research panel (ThermoFisher Scientific)
described by Hirotsu and colleagues | 1 8]that includes 25 genes related
to hereditary cancer, most of which are considered moderate and low
penetrance breast cancer genes [31]. Using lon AmpliSeq designer
software (ThermoFisher Scientific), we expanded the target amplicon
length to 375 base pairs to increase the number of samples analyzed in
one chip. The panel now includes 479 primer pairs distributed into two
pools, with an amplicon range between 125 and 375 base pairs, with a
minimum exon padding of 5 base pairs that enables the detection of
splicing variants and with 99.54% coverage (322 bases missed, most of
them in the MUTYH gene). BRCAI and BRCA2 were not included since
they have been previously analyzed. The 25 genes included in the panel
are APC, ATM, BARD1, BMPR1A, BRIP1, CDH1, CDK4, CDKN2A,
CHEK2, EPCAM, MLH1, MRE11A, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, PALB2,
PMS2, PTEN, RAD50, RAD51C, RAD51D, SMAD4, STK11, and TP53,
which are relevant for a considerable number of hereditary cancer
syndromes.

Libraries were generated by multiplex PCR amplification of 20 ng of
DNA from each sample as described previously | 18,33 |with the lon One
Touch 2 System (Ton Torrent™) and the Ion Personal Genome Machine
(PGM™) system (lon Torrent™).

2.3. Data analysis, variant prioritization and in silico analysis

The obtained sequences were aligned against the UCSC hg19 human
reference genome sequence, and variant calling was performed using
Torrent Suite Software v3.6 (Ion Torrent™). Genetic variant annotation
of indels, single nucleotide variants and splice-site variants was per-
formed by lon Reporter Software v5.2 (lon Torrent™). Regions with at
least 20-fold depth of coverage were used to call variants. To prioritize
variants detected by NGS-based analysis, we used WANNOVAR([7,36]to
obtain those variants that were not present in all the samples. Align-
ments were verified with Integrative Genomics Viewer (IGV) to visually
inspect the detected variants [29], and variants were identified with
Alamut Visual version 2.9.0 (Interactive Biosoftware, Rouen, France,
www.interactive-biosoftware.com).

2.4. Sanger sequencing

All variants detected by NGS that were suspected to be pathogenic
or probably pathogenic were confirmed by bidirectional Sanger se-
quencing using genomic DNA and primer pairs flanking the variant
position (primer sequences and PCR conditions available upon request).
Sequencing was performed by capillary electrophoresis on an ABI3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

We also analyzed the missing regions or regions with insufficient
read depth coverage (under 20X) for reliable heterozygous variant de-
tection by capillary electrophoresis.

2.5. Variant classification

To classify the detected variants, we used the American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG) classification standards and
guidelines [28]. The five categories included the following: pathogenic,
likely pathogenic, uncertain significance, likely benign and benign, and
the 5-tier classification system previously described [25]. Variants were
classified as variants of uncertain significance (VUS) when no func-
tional data were available or the risk was not clearly established ac-
cording to the literature or gene databases. The following public
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databases were used for the interpretation of the variants: ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), Ensembl (https://www.
ensembl.org/index.html), Varsome (https://varsome.com/), InSIGHT
(https://www.insight-group.org/variants/databases/), LOVD (https://
databases.lovd.nl/shared/genes) and the Human Genome Mutation
Database (HGMD, http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php). Last ac-
cess: December 2018.

3. Results

Our study included the analysis of 25 genes associated with her-
editary cancer syndromes with breast cancer as a clinical manifestation.
These 25 genes were analyzed in 77 patients fulfilling criteria of her-
editary breast cancer and a breast cancer diagnosis: 43 patients were
noncarriers of pathogenic variants or VUS in BRCAI or BRCA2 genes,
and 32 patients were carriers of VUS. We obtained a total coverage of
99.54% of the selected regions, a mean depth of coverage of 615X and
an average coverage uniformity of 96%. Two samples were excluded
due to low coverage (less than 20-fold).

We identified 11 putative pathogenic variants, all were resequenced
by Sanger sequencing.

Six variants were classified as pathogenic or likely pathogenic var-
iants, and three were considered VUS (Table 1). The pathogenic or
likely pathogenic variants were located in the PALB2 gene (3 variants),
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BRIP1 gene (1 variant), BARD1 gene (1 variant) and RAD50 gene (1
variant). PALB2 was the most commonly mutated gene in our partici-
pants, with three variants detected (¢.2257 T > C,c.2834 + 1G > C,
and ¢.1965dup). Two unique frameshift variants were detected in
BARDI1 (c.1509del) and BRIP1 (¢.1702_1703del) and a nonsense variant
was identified in RAD50 (¢.2116C > T). The three VUS were detected
in CDH1 (c.44_46dup), TP53 (¢.847C > T) and CHEK2 (¢.190G > A)
genes.

In addition, we detected two false positive variants, the PMS2
¢.2337_2338insT variant located in a homopolymer region, and the
PMS2 ¢.2492dup variant detected due to interference with the homo-
logous pseudogene PMS2CL.

No pathogenic variants or VUS were identified in the rest of the
genes analyzed.

4. Discussion

In this study, we sought to determine the feasibility of analyzing
hereditary cancer-related genes other than BRCA1 and BRCA2 in our
breast cancer population. Here, we present results from a multigene
panel test for pathogenic variants in 25 genes of hereditary cancer
among 77 patients who had negative test results for the BRCAI and
BRCA2 genes. Pathogenic or likely pathogenic variants were identified
in 8% of the patients. These findings were similar to those obtained in

Tablel
Pathogenic variants, likely pathogenic variants and VUS identified among 77 individuals, who previously tested negative for pathogenic BRCA1/BRCA2 variants.
Patient ID Cancer Type  Age at Family History of Gene (Transcript)  Nucleotide Change Protein Change Pathogenicity” BRCA1/BRCA2
Diagnosis Cancer (Age at Variants Identified
(years) diagnosis)

1562 BREAST 56 BREAST (73); PALB2 ¢.2257C>T p-Arg753Ter PATHOGENIC BRCA2:
BREAST (78); (NM_024675.3) c.8860+2T > G
HEAD AND NECK
(80);
BREAST(78);
BREAST (42);
GASTRIC (60 ~ )

1224 BILATERAL 45; 55 - RADS50 c.2116C > T p-Arg706Ter PATHOGENIC None

BREAST (NM_005732.3)

609 BREAST 31 BREAST (44); PALB2 ¢.2834+1G > C LIKELY None
GASTRIC (40); (NM_024675.3) PATHOGENIC
PANCREATIC
(63)

1376 BREAST 47 BREAST (54); PALB2 ¢.1965dup p.Pro656SerfsTer7 LIKELY None
PANCREATIC (NM _024675.3) PATHOGENIC '
(65);
LUNG (44);
BREAST (40 ~ )

1846 BILATERAL 50; 52 BREAST (63); BARD1 €.1509del p.Val504LeufsTerl7 LIKELY None

BREAST LIVER (64); (NM_001282543.1) PATHOGENIC

HEAD AND NECK
(63)

1830 BREAST 44 BREAST (46); BRIP1 ¢.1702_1703del p-Asn568TrpfsTer9  LIKELY BRCA2: ¢5729C>T
BREAST (41) (NM_032043.2) PATHOGENIC

1735 BREAST 47 BILATERAL TP53 c847C > T Pp-Arg283Cys vus BRCAI: ¢-18T > C
BREAST (66; 70);  (NM_000546.4)
BREAST (70);
PROSTATE
(70 ~ )

1754 BREAST 50 BREAST (43); CHEK2 190G > A p.Glub4Lys vus None
LUNG (78); (NM_001005735.1)
LEUKEMIA (26);
ESOPHAGUS
(80);
GASTRIC (50)

1406 BREAST 57 OVARIAN (79); CDH1 c.44_46dup p-Leul5dup vus BRCA2: ¢.7787G > A
LUNG (53); (NM_001317184.1)
GASTRIC (75);
BREAST (¢);

* Pathogenicity as listed in ClinVar, InSIGHT, LOVD or HGMD databases and categorized according to the ACMG.

* Pathogenicity according to the ACMG guidelines for variants classification.
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other studies of hereditary breast cancer [23]. The pathogenic variants
identified were found in high- and moderate-risk genes conferring
breast cancer and were also related to cancers that were present in
personal and family histories of the patients selected for our study.
Genes that harbor pathogenic variants are included in the clinical
guidelines with management recommendations, such as the National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) guidelines [39].

The identification of a pathogenic variant in a HBOC patient can
result in multiple benefits. Traditionally, only BRCA genes were con-
sidered when a genetic study was indicated in a patient suggestive of
HBOC; however, a considerable percentage of patients who fulfill the
criteria of HBOC do not harbor pathogenic variants in the BRCA1 and
BRCAZ2 genes, as it occurs with the 77 patients analyzed in the present
study. Due to the linkage of different cancer syndromes with common
clinical outcomes, a wide spectrum of candidate genes has been es-
tablished. For that reason, targeted sequencing of gene panels by NGS
has been demonstrated to be widely useful not only for patient’s clinical
management but also for secondary prevention in healthy relatives
[34].

The analysis of 25 genes associated with several cancer syndromes
has retrieved a diagnostic yield of 8%. We found a high frequency (4%)
of pathogenic mutations in the PALB2 gene which is in accordance with
other studies previously reported. For instance, founder pathogenic
variants in PALB2, in women with breast cancer and with a family
history of breast cancer, account for approximately 4% [20]. The
PALB2 ¢.2257C > T pathogenic variant was found in a patient with

A
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breast cancer diagnosed at the age of 56 (Fig. 1A). We were not able to
obtain DNA samples from other family members affected with cancer,
so we could not perform carrier analyses in relatives. The PALB2
¢.2834 + 1G > Cisa splice variant classified in the databases as likely
pathogenic due to its position in the canonical donor site and its ab-
sence in the general population [21]. The patient was a woman diag-
nosed with triple-negative breast cancer at age 31. We were only able to
obtain a sample from her mother, who was also diagnosed with breast
cancer and carrier of this variant. We observed that an uncle of the
proband’s mother was diagnosed with pancreatic cancer (Supplemen-
tary Figure 1), but we did not have a DNA sample to perform the carrier
analysis. The PALB2 ¢.1965dup variant detected in a breast cancer
patient has not been previously described. We could not analyze its
presence in any affected relative because DNA samples were not
available for analysis (Supplementary Figure 2). Interestingly, this pa-
tient, in addition to the PALB2 variant, also carried a controversial
variant in the BRCA2 gene, classified as a variant of uncertain sig-
nificance or likely pathogenic (class 4) by different authors. However,
although this BRCAZ2 variant has been classified as likely pathogenic in
the databases by its position in a canonical donor site, assuming a ne-
gative effect in the splicing, in a previous study, we could not conclude
its pathogenic effect due to the lack of alteration effect in the splicing
process [30]. This finding reinforces the fact that the PALB2 gene is
strongly related not only to breast cancer but also to pancreatic cancer,
as previously reported [19]. The PALB2 gene product acts as a tumor
suppressor and interacts closely with both BRCA1 and BRCA2 genes
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Fig. 1. Pedigrees of the families carrying pathogenic variants and Alamut® Visual BAM viewer scr hot and electropherogram of the variant identified. A: PALB2

¢.2257C > T variant. B: RAD50 ¢.2116C > T variant. Cancer and age diagnoses are indicated in affected patients. The arrow indicates the index case analysed.
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during the double-strand DNA repair process [19]. In addition, Anto-
niou et al. suggested that the breast cancer risk for PALB2 mutation
carriers may overlap with that for BRCA2 mutation carriers |1]. The
PALB2 gene, partner and localizer of BRCA2, also known as FANCN, is
also related to the Fanconi anemia pathway, as well as BRIPI and
RADS51C, all of which are considered to increase the risk of breast
cancer. Some studies estimate that pathogenic variants in PALB2 are
associated with a two to four times higher risk of breast cancer |1]. The
PALB2 gene is one of the most mutated genes after BRCAI and BRCA2
genes in HBOC [6,35].

Our results support the incorporation of PALB2 in the gene panel for
the clinical genetic testing of HBOC.

The RAD50 ¢.2116C > T is a nonsense variant (p.Arg706Ter)
found in a proband with bilateral breast carcinoma without known
familial history of cancer (Fig. 1B). This variant has been previously
described as pathogenic in public variant databases as ClinVar, En-
sembl, HGMD and Varsome. Germline mutations in the RAD50 gene,
although seen at low frequencies and known to be population specific,
can be qualified as a novel candidate gene for conferring breast cancer
susceptibility in a subset of non-BRCA1 and BRCA1/2 families [2].
However, their clinical impact has yet to be determined.

BARD1 ¢.1509del is a frameshift variant identified in one patient
affected by bilateral breast cancer (Supplementary Figure 3). As far as
we know, this variant is not described in the databases, but in silico
predictions show that it creates a premature translational stop signal at
codon 520 of the protein, so it is expected to result in an absent or
disrupted protein product; consequently, we can considered it as likely
pathogenic. BRCA1 and BRCA2 possess an amino-terminal RING-finger
motif that facilitates BARD1/BRCA1 heterodimer formation. This sta-
bilizes both proteins and is essential for the expression of the tumor
suppressor functions of BRCA1 [38]). In fact, loss-of-function variants
in this gene are known to be pathogenic [8]; however, although BARD1
mutations can confer cancer susceptibility, larger studies are essential
to confirm this.

The BRIP1 ¢.1702_1703del variant identified in the studied popu-
lation (Supplementary Figure 4) is a frameshift variant previously
classified as likely pathogenic by in silico prediction [13]. Rafnar et al.
genotyped this deletion in cancer patients and control subjects from
Spain. They showed that this BRIP1 deletion is very rare (allelic fre-
quency 0.03% in control subjects, N = 1,780), but it is associated with
a greatly increased risk of ovarian cancer (OR = 25, P = 0.016) and a
significant risk of breast cancer (OR = 12, P = 0.0079) (27]. BRIP1
encodes a protein that was identified as a binding partner of BRCA1 and
was investigated as a breast cancer predisposing gene [2]. Although
germline mutations in the BRIPI gene have been described as con-
ferring a moderate risk for ovarian cancer, other authors suggested that
the role of BRIP1 in breast cancer pathogenesis remains controversial
[37], and its potential effects cannot be excluded yet.

Three unique VUS were detected in the CDH1, TP53 and CHEK2
genes, These VUS are missense or duplication variants. CDHI
¢.44_46dup is an in-frame variant found in a breast cancer patient that
produces a gain of one amino acid (p.Leudup) (Supplementary Figure
5). It shows a frequency of 0.00083% in population databases (ExAC,
rs141568342), so insufficient evidence exists to classify it. The TP53
¢.847C > T (Supplementary Figure 6) missense variant is mainly
classified in the databases as VUS because of the lack of evidence to
consider it pathogenic. We also identified a CHEK2 ¢.190G > A mis-
sense variant (p.Glu64Lys) in a patient with a personal and familial
history of breast cancer (Supplementary Figure 7), which is not de-
scribed in databases, and we did not find evidence to consider it as
likely pathogenic. Although the amino acid change can be critical by
the physicochemical differences in these variants, their presence in
population databases and the lack of the possibility to perform segre-
gation analysis make their classification impossible.

In this study, we described that 8% of BRCAX patients are carriers of
pathogenic variants in other genes, particularly PALB2, BARDI1, BRIP1
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and RADSO0, all of which are functionally related to BRCAT and BRCA2
[9,6,35,24]. Some of these genes were known to be related to ovarian
cancer but not breast cancer until now, which reinforces the idea of not
segregating gene panels according to specific phenotypes, which takes
the possibility of overlapping phenotypes into account. We found VUS
and pathogenic variants in genes related to other cancer syndromes,
highlighting the need to create multigenic panels, taking into account
the high- and moderate-risk genes of the main hereditary cancer syn-
dromes, as well as genes that are important in the DNA repair path-
ways. In this setting, massive genetic studies have a short track, so re-
sults in databases are still not completely available and there is a
considerable number of VUS. This panel approach provided some VUS
that would require the use of a prioritization system to select those with
the highest probability of being associated with risk. This drawback will
be solved in the near future with the current implementation of these
panels in laboratories and with the collection and collation of VUS in
databases, leading to more information to determine the putative pa-
thogenicity of these variants.

A limitation of this approach is that it was not possible to analyze
Copy Number variants (CNVs) and to determine the presence of large
rearrangements because with this approximation, we did not achieve
the necessary coverage uniformity of the amplicons to perform it
Another possibility would be the use of different techniques, such as
MLPA, to detect these rearrangements, but currently, this is not a cost-
effective alternative for panels that include a large number of genes.

5. Conclusions

In conclusion, our study obtained an increment of the diagnostic
yield in patients with HBOC syndrome reinforcing the utility of multi-
gene panels in patients who previously underwent noninformative ge-
netic screening of BRCA genes. Further studies are warranted to better
gauge whether the non-BRCA1/2 familial clusters might contain im-
portant single gene subsets associated with higher cancer risk and the
role of the candidate genes in the susceptibility to HBOC.
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and electropherogram of the variant identified. Cancer and age diagnoses are
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La metabolomica és l'estudi de la resposta metabolica dels éssers vius a
modificacions genétiques o estimuls fisiologics. Degut a qué permet |'estudi de
biofluids o teixits obtinguts de manera no invasiva, és una ciéncia dOmica candidata

a esdevenir un bon metode per a la deteccid i diagnostic del cancer.

Per altra banda, historicament s’han descrit diferéncies histologiques i/o
moleculars dels tumors de mama amb mutacid i sense mutacié en els gens BRCA1 i
BRCA2. En el cas de BRCA1, aquests tumors acostumen a ser tumors de mama
triple negatius (sense expressid dels receptors hormonals ni sobre-expressid
d’HER2). Per tot aix0, es va voler observar si es podia determinar un perfil
metabolomic que permetés detectar aquestes diferéncies. La identificacié d’un
perfil metabolomic especific podria ser utilitzat com a biomarcador en estudis
germinals (hereditaris) i en tumors somatics que permetrien tractaments

especifics.

Amb aquest objectiu es van utilitzar 3 linies cel-lulars sense mutacid en els gens
BRCA1 i BRCA2 i 2 linies cel-lulars amb mutacié. Es va realitzar un estudi no dirigit
mitjancant cromatografia liquida acoblada a espectrometria de masses. Mitjancant
aquesta estrategia es van diferenciar dos dels subtipus moleculars principals en
cancer de mama (triple negatiu o basal, i luminal). Aixi mateix també es podia
distingir I'’estat mutacional del gen BRCA1. El perfil metabolomic capa¢ de
discriminar aquests grups, estava format principalment per 9 metabolits: adenina,
arginina-aspartat, acid folic, guanosina, N6-metiladenosina, 1-metilguanina,
fenilacetilglicina, tiamina pirofosfat i uridina, tots ells amb concentracions inferiors
en les linies cel-lulars amb mutacié en BRCA1. Contra tot pronostic, es va observar
que una linia cel-lular sense mutacié en BRCA1 i BRCA2, es comportava
metabolicament com si la presentés. Mitjangant un assaig comercial basat en

MLPA (Multiplex Ligation-dependent probe amplification), es va poder observar la
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no funcionalitat del sistema de reparaci6 homologa, mimetitzant la no

funcionalitat dels gens BRCA1 i BRCA2, fenomen conegut com BRCAness.

En un intent de validar in vivo aquest experiment, es van analitzar els 9 metabolits
en el plasma d’un grup de pacients (N=35) amb cancer de mama triple negatiu i
amb sospita de la sindrome de CMOH: 23 portadors de mutacié en BRCA1 i 12
sense mutacid (BRCAX). Es va observar que els metabolits adenina, N6-
metiladenosina i 1-metiladenosina eren significativament inferiors en els portadors
de mutacié que en els no portadors. Aquests resultats indiquen que aquests
metabolits podrien ser potencials biomarcadors relacionats amb mutacions en el

gen BRCAL.
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Barbara Roig*, Marta Rodriguez-Balada(?, Sara Samino?3, Eric W.-F. Lam()*, Sandra Guaita-
Esteruelas?, Ana R. Gomes*, Xavier Correig®3, Joan Borras?, OscarYanes (2> & Josep Guma(®?*

Hereditary breast and ovarian cancer syndrome (HBOC) is partly due to the presence of mutations in the
BRCA genes. Triple-negative (TN) breast cancer (BC) shares histological characteristics with germline
BRCA1 mutation-associated tumours. We have investigated the metabolic profiles of human breast
cancer (BC) cell lines carrying BRCA1 pathogenic mutations by non-targeted liquid chromatography
coupled to mass spectrometry technology. Based on our in vitro results, we performed a targeted
metabolomic analysis of plasma samples from TN HBOC patients taking into account their BRCA1
genotype. BRCA1 promoter hypermethylation and the BRCAness phenotype of BC cell lines were

also studied. The purpose of this study was to determine the metabolic signature of HBOC syndrome
and TNBC patients and to evaluate the potential contribution of the metabolites identified to the
genetic diagnosis of breast cancer. The present results show the existence of a differential metabolic
signature for BC cells based on the BRCA1 functionality. None of the studied BC cell lines presented
hypermethylation of the BRCA1 promoter region. We provide evidence of the existence of free
methylated nucleotides capable of distinguishing plasma samples from HBOC patients as BRCA1-
mutated and BRCA1 non-mutated, suggesting that they might be considered as BRCA1-like biomarkers
forTNBC and HBOC syndrome.

Pathogenic germline mutations in the BRCA1 and BRCA2 genes predispose patients to hereditary breast and
ovarian cancer syndrome (HBOC)'. Approximately 15-20% of HBOC cases are associated with the presence
of germline mutations in BRCA1 or BRCA2. Although the frequency of mutations in these genes is very low in
the general population (<0.005%), when they occur, the risk of cancer is very high (relative risk 10). However,
it is important to note that the risk associated with these mutations is only approximate because there are other
genetic and environmental factors that can modify the penetrance and phenotypic expression of these mutations'.

BRCA1 and BRCA2 are classic tumour suppressor proteins that are involved in the DNA homologous recom-
bination repair (HRR) pathway, which is activated in response to DNA double-strand breaks (DSBs).

Tumours that arise in patients carrying BRCA1 germline mutations tend to be triple negative breast cancers
(TNBC). TNBC is a heterogeneous group of tumours characterized by the absence of expression of histopatho-
logical markers such as the oestrogen receptor (ER), progesterone receptor (PgR) and ERBB2/HER2 oncogene.
TNBC is biologically and clinically more aggressive than receptor- or oncogene-expressing tumours. These
tumours frequently arise in younger patients, are generally larger in size at diagnosis, have a high histological
grade and are responsible for many BC-related deaths®*.

Otherwise, the presence of BRCA I somatic mutations in sporadic TNBC is rare, accounting for less than 15%
of cases’. Therefore, other somatic events that inactivate BRCA1 can predispose to sporadic breast tumours. In

!Institut d’Oncologia de la Catalunya Sud (I0CS), Hospital Universitari Sant Joan de Reus, lISPV, Universitat Rovira i
Virgili, Av. del Dr. Josep Laporte, 43204, Reus, Spain. “Metabolomics Platform, Department of Electronic Engineering
(DEEEA), Universitat Rovira i Virgili, 43003, Tarragona, Catalonia, Spain. *Biomedical Research Centre in Diabetes
and Associated Metabolic Disorders (CIBERDEM), 28029, Madrid, Spain. “Department of Surgery and Cancer,
Imperial Centre for Translational and Experimental Medicine (ICTEM), Imperial College London, Hammersmith
Hospital Campus, London, W12 ONN, UK. Barbara Roig and Marta Rodriguez-Balada contributed equally to this
work. Correspondence and requests for materials should be addressed to J.G. (email: jguma@grupsagessa.com)
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Figure 1. The results of the principal component analysis (PCA) score plots of the breast cancer cell lines
analysed by LC-MS. Scrutiny of the analysed breast cancer cell lines indicated the similarities and differences
between BRCAL1 genotypes.

fact, approximately 10-30% of sporadic cases of BC show somatic BRCAI promoter hypermethylation, which
silences its expression®~'’. Recently, TNBC specimens were found to frequently present a BRCA1-like profile
based on comparative genomic hybridization-specific array analysis (aCGH), revealing phenotypic character-
istics that are similar to those of hereditary breast tumours from carriers of germline BRCA I mutations. This
BRCA1-like profile is also referred to as “BRCAness”'!. BRCAness has been defined as a phenocopy of BRCA1
or BRCA2 pathogenic mutations, with the existence of an HRR tumour defect in the absence of a BRCAI or
BRCA2 germline mutation'?. Defects in other genes that modulate the HRR process may also cause a BRCAness
phenotype.

Metabolomics is the most recently developed of the omics sciences and refers to the study, identification
and quantification of metabolites. Metabolites are small molecules (<1500 Da) that are the product of metabolic
reactions or the consequences of the activity of genes and proteins. The presence or absence of certain metabo-
lites and the changes in their concentrations may be indicative of a particular disease or predisposing factors'.
To perform metabolic characterization, metabolomics uses analytical complementary techniques such as mass
spectrometry (MS) or nuclear magnetic resonance (NMR). Metabolomic measurements can provide untargeted
and semi-quantitative measurement of metabolites in different matrices, such as cell lines'* and blood serum or
plasma'®. Once the measurements are acquired, accumulated data are obtained, and statistical techniques are
used to identify relevant biochemical information from these data. Thus, the metabolic profile of a particular
disease can be determined'*'*. This makes it possible to better characterize the phenotype of a disease, and con-
sequently, the phenotypic expression of genetic mutations.

In recent years, an increasing number of metabolomic studies aimed at biomarker discovery for different dis-
eases, including breast cancer, have been reported'*"”. Metabolomics is now considered a powerful technology
for the identification of biomarkers and altered metabolic pathways in cancer®*, which include glycolysis, amino
acid metabolism, nucleotide synthesis, phospholipid and fatty acid metabolism'*2%-%23,

One effective source for novel cancer biomarkers that has attracted less attention is the conditioned media of
cultured cancer cell (secretome)*". The secretome contains organic molecules released by tumour cells into the
extracellular space that could better reflect the activity of cancer in human body fluids such as blood plasma or
serum?>%,

The purpose of the present project was to analyse and to characterize the metabolic profile of human breast
cancer cell lines and plasma samples of TNBC from HBOC patients who were carriers and non-carriers of
germline mutations in the BRCA1 gene. Alterations in the concentrations of certain metabolites detected in the
secretome of these cell profiles can be candidates as future biomarkers of HBOC syndrome. Likewise, alterations
in the concentrations of metabolites in cell pellets could provide new insights into the pathological heterogeneity
of TN breast tumours and its relationship with BRCAI.

Results

BC cell lines segregate into three different metabolic clusters based on their BRCA1 geno-
type. Anunsupervised principal component analysis (PCA) was carried out to reveal the global metabolic dif-
ferences in BC cell lines according to their BRCA 1 genotype. The PCA score plot showed clear separations among
the BC cell lines that were analysed. As shown in Fig. 1, we identified different clusters based on the metabolic
signature of the cell lines according to their BRCA1 genotype. The first principal component (PC1) accounted for
the greatest variability in the data set (49.6%) and revealed a clear homogeneous metabolic cluster composed of
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MCF7 NO (0.02664) YES (0.97336)
MDA-MB-231 NO (0.01184) YES (0.98816)
MDA-MB-436 NO (0.00125) YES (0.99875)
MDA-MB-468 YES (0.97079) NO (0.02921)
HCC70 YES (0.99405) NO (0.00595)

Table 1. MLPA BRCAness phenotype of breast cancer cell lines analysed. The cut-off value to classify a cell line
as BRCA1-like was set at 0.5. Below this value, the cell line was classified as sporadic-like.

the MDA-MB-436, MDA-MD-468 and HCC70 BC cell lines, which differed from that of the MDA-MD-231 and
MCF?7 cell lines. Notably, although the HCC70 BC is a non-mutated BRCA 1 BC cell line, it showed a metabolic
profile that clustered with the BC cell lines that are carriers of pathogenic BRCA I mutations (Fig. 1).

Promoter methylation of the BRCAI gene. Considering that, at the metabolic level, the HCC70 cell line
showed a phenotype similar to BRCA1-mutated BC cell lines, we examined whether its BRCA1-like metabolic
phenotype was caused by BRCA 1 promoter methylation. We found that the HCC70 cell line was not hypermeth-
ylated in the BRCAI promoter region (Supplementary Table S1). None of the other BC cell lines that were ana-
lysed showed aberrant methylation of the BRCA1 promoter region (Supplementary Table S1).

BRCAness phenotype in BC cell lines. A commercial MLPA assay was used to test the BRCA1-like
genomic profile of BC cell lines. This profile represents the BRCAness and can be used as a marker of defects in
the HRR pathway. The BRCAness phenotype is related to sporadic TNBC, which shares clinical and histological
characteristics with germline BRCA I-mutated breast tumours (young age, high grade and negativity for the ER,
PgR and HER2). Based on the clinicopathological features of the HCC70 cell line (high-grade TNBC from a
45-year-old patient, no BRCAI mutation) and according to BRCA1 protein expression previously reported in the
same cell lines”’, we hypothesized that the BRCA1-like metabolic profile of the HCC70 cell line can be explained
by BRCAness. Our results show that the HCC70 BC cell line presented a BRCAness profile (Table 1). Similarly,
we found that the mutated BRCA1 cell line, MDA-MB-468, also showed a BRCAness profile (Table 1). Both cell
lines were derived from a basal BC subtype and showed negativity for expression of the ER, PgR and HER2.
The other BC cell lines that were analysed did not show a BRCAness phenotype (sporadic-like breast tumours)
(Table 1). Notably, the MDA-MB-436 BC cell line showed a sporadic-like phenotype (Table 1). MDA-MB-436 is
a TNBC cell line that is a carrier of a splice-site mutation located in intron 20 of the BRCA I gene®®. As described,
BRCA1 mutation prediction by BRCAness shows a sensitivity of only 83%**. This MLPA BRCA 1ness probe-
mix is designed to detect amplifications and deletions of one or more sequences in selected genes and chro-
mosomal regions that were previously reported to be altered in breast cancer and only heterozygous deletions
of the recognition sequences gives a BRCAlness profile?*®’. Specifically, the probes for the BRCA1 gene are
located in intron 19 and exon 2. One possible explanation of the non-BRCA1ness profile detected in the mutated
MDA-MB-436 cell line is that the single nucleotide mutation is located outside the BRCA1 region probe. In addi-
tion, MDA-MB-436 can be carrier of a heterozygous deletion outside of the region selected in the probemix so it
can not be detected.

Identification of metabolites that define a BRCA1-like BC phenotype. According to the classifi-
cation of maximum variability (based on PC1 from Fig. 1), we performed univariate statistical analysis consider-
ing MCF-7 and MDA-MB-231 as non-BRCA-like cell lines and HCC70, MDA-MB-436 and MDA-MB-468 as
BRCA1-like cell lines. From our non-targeted LC-MS metabolomic study, we identified by exact mass and MS/MS
nine metabolites whose distribution was significantly different between the clusters: adenine, arginine-aspartate,
folic acid, guanosine, methyladenosine, methylguanine, phenylacetylglycine, thiamine pyrophosphate and uri-
dine (Table 2). All metabolites were significantly under-represented in BRCA1-like BC cell lines compared with
BRCA1 wild-type (wt) BC cell lines (Fig. 2).

On the other hand, when we analysed the secretome of the BC cell lines, we found that six of the nine metab-
olites identified in cell pellets were also secreted (Table 2). We found statistically significant differences in all of
these secreted metabolites between the BRCA1 mutated and non-mutated BC cell lines, except for the adenine
metabolite (Table 2).

Metabolite validation in plasma samples from TN HBOC patients. The discriminatory power of the
metabolic BRCA1-like phenotype signature was tested in 35 human plasma samples obtained from TN HBOC
patients who were carriers and non-carriers of BRCAI mutations.

Of the metabolites identified in the secretome of BC cell lines, two metabolites were not detected in all the
human plasma samples analysed (Table 3).

With the application of the Kolmogorov test, we found that the levels of adenine, N6-methyladenosine
and 1-methylguanine detected in the plasma samples of patients who were carriers of BRCAI mutations were
significantly lower than those in patients who were not carriers of BRCA1 mutations (Fig. 3). Interestingly,
N6-methyladenosine and 1-methylguanine are metabolites directly related to well-known BC events, such as
methylation processes® **. The other secreted metabolites identified in BC cell lines did not show any statistically
significant differences when we compared both groups of HBOC plasma samples analysed (Table 3).
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Adenine 1360612 | 2637 [34E-03 |-261 |12 |310 [CH,N.O,
Arginine-Aspartate 290.1439 | 651 |29E-03 | —371 |ND ND | CH N0
Folic Acid 4421441 [2955 |88E-04 | -174 |36E-14 | -36 | C H,N-O,
Guanosine 2840804 |2433 |24E-03 |-228 |ND ND |G H;;N.O5
Methyladenosine 2821178 |261.1 |84E-03 | —552 |84E-04 | -36|C,H,:N,0,
Methylguanine 1660712 |2225 [17E-02 |-168 |1.5E-05 | -3.7 [ CH.N.O
Phenylacetylglycine 1940801 |3486 |32E-04 | -509 |88E-10 | -23|C,H,NO,
Thiamine pyrophosphate | 4250413 [ 658 |58E-03 | —264 |27E-16 | —29 | C,H,N,O-P.S
Uridine 2430636 |190.6 |24E-03 |—429 |ND ND | CH, ;N0

Table 2. Differential significant metabolites identified in the cells and secretome of the breast cancer cell lines
to discriminate BRCA1-like and non BRCA1-like breast cancer profile. m/z: mass to charge ratio; RT: retention
time; FC: fold change expressed as log2; ND: not detected.

Discussion

Metabolomics is a useful tool for the identification of biomarkers and metabolic disturbances that are present in
cancer. Since cancer is a disease with metabolic alterations, there has been an increasing number of published
studies related to BC and metabolomics®-*. In this study, we presented the metabolomic based profile of BC cell
lines for the characterization and identification of the breast cancer phenotype linked to the BRCA1 genotype. For
this purpose, we used several human BC cell lines characterized by the presence of pathogenic mutations in the
BRCAI gene, and we compared them with BC cell lines without BRCA mutations. Then, we tested the discrimi-
natory power of the identified metabolites in a sample cohort of plasma samples from patients who were or were
not carriers of BRCA I mutations. We evaluated the contributions of these metabolites to the genetic diagnosis of
HBOC syndrome.

Our results revealed phenotypic similarities based on the metabolic data that make it possible to distinguish
between cell lines depending on the presence of alterations linked to BRCA1. We also provide evidence of com-
mon metabolic features that were identified despite the strong heterogeneity observed among the BC cell lines.

None of the BC cell lines with a BRCA I mutation showed BRCAI promoter methylation, supporting the
hypothesis that genetic and epigenetic inactivation of BRCA1 is mutually exclusive®.

‘We herein provide the first description of the BRCAness phenotype of the HCC70 TNBC cell line and report
that the BRCAness profile shares common metabolic features with BRCA1-mutated tumours. Consistent with
previous studies stating that BRCAness phenotypes of TNBC were histologically and clinically similar to those
of hereditary BC tumours from patients who were carriers of pathogenic BRCA1 mutations, our results show
a similar observation at metabolic level, evidencing that BRCA1-mutated cell lines and genomic BRCAness
(and non-BRCA1 mutated) HCC70 cell line are metabolically similar compared to non-BRCA1 mutated and
non-BRCAness BC cell lines™*.

There is an urgent need to search for and identify new clinical biomarkers of cancer. The ideal biomarker is
one that can be detected easily and non-invasively and is capable of discriminating patient subgroups. Most of
the biomarkers routinely used in the clinical setting are secreted and expressed in biological fluids such as blood.
In this context, analysing the secretome from the conditioned medium of cultured tumour cells could be a way
to discover new tumour-specific biomarkers™2**, In this study, we identified alterations in the concentrations
of nine metabolites in the metabolic profiles of cell pellets, six of which were also differentially regulated in the
cells’ secretomes. Thus, these metabolites may represent potential BC biomarkers linked to BRCAI. A quan-
titative validation of these secreted metabolites in human samples showed that the plasma levels of adenine,
N6-methyladenosine and 1-methylguanine could distinguish TN HBOC patients who were carriers of patho-
genic BRCA 1 mutations from TN HBOC patients who were non-carriers of BRCA mutations, supporting their
putative role as BRCA1-like biomarkers in patients with HBOC syndrome and TNBC.

Adenine is a compound necessary for nucleotide synthesis and is considered as an indicator of abnormal can-
cer cell proliferation”. A correlation between an increase of adenine and guanine and cancer cell metastasis due
to imbalance of enzymatic activity of purine metabolism has been described**. Moreover, a recent metabolomic
profile of human breast cancer cell lines has identified adenine as a putative prognostic biomarker of breast cancer
metastasis™.

1-Methylguanine is a methylated-derived purine that was originally found to be elevated in urinary and
serum samples of breast cancer patients, and it was suspected to alter DNA methylation processes*’. Recently,
1-methylguanine has been described as one of the N-methyl adducts occurring at the DNA, which are repaired
by the adaptive response of AIkB enzyme in order to avoid adverse effect of these DNA lessions™’.

N6-Methyladenosine is the most frequent methylated nucleoside on RNA in eukaryotes with epitranscrip-
tomic regulation functions™*'. It has been described that 6-methyladenosine RNA editing is linked to breast
cancer transformation, and it is suspected to be a DNA methylation marker in eukaryotes involved in transcrip-
tion regulation*'*2,

It is well established that patients with BC present disturbances in gene methylation processes that can silence
gene expression. Epigenetic events in conjunction with genetic alterations are important in BC development,
and multiple studies have used BRCA1 as an example***. Hypermethylation of the BRCA1 promoter region and
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Figure 2. Absolute quantification of the expression levels of the identified metabolites that might be used to

define a BRCA1-like breast cancer phenotype. All of these metabolites were down-regulated in cell lines that

showed a BRCA1-like metabolic profile compared to the cell lines that showed a non-BRCA1-like phenotype.

Adenine 0.32 0.19 0.56 0.42 0.033%

Arginine-Aspartate ND ND ND ND ND
Folic Acid 0.04 0.05 0.02 0.02 0.41
Guanosine 0.51 0.21 0.58 0.78 0.10
1-Methyladenosine 34.18 7.81 3535 9.24 0.76
N6-Methyladenosine 042 0.35 0.78 0.42 0.012%
1-Methylguanine 0.56 0.29 0.76 033 0.033%
7-Methylguanine 9.32 1.85 9.15 2.14 0.55
Phenylacetylglycine 1.60 255 247 2.64 0.18
Thiamine pyrophosphate ND ND ND ND ND
Uridine 680.67 262.85 614.48 273.78 0.41

Table 3. Candidate metabolites analysed to discriminate BRCA1-like breast cancer profile in plasma samples of
HBOC patients. TN: triple negative; HBOC: hereditary breast and ovarian cancer; wt: wild-type; SD: standard
deviation; ND: not detected; * Statistically significant (p value < 0.05).

transcriptional repression of BRCA1 has been described in sporadic breast cancer~*. These tumours are histo-
logically and molecularly similar to BRCA1-associated breast tumours*->. Recently, Stefansson et al. described
the existence of different methylation signatures for BC tumour subtypes. These researchers showed a gene body
hypomethylation signature that was exclusively associated with the basal-like subtype, a high-grade subgroup
of tumours characterized by negativity for the ER, PgR and HER2 expression and related to a poor prognosis*’.
Hypomethylation of gene bodies has been described as a characteristic of repressed genes in vitro®'. In this con-
text, an hypermethylation analysis of BRCA 1 promoter regions was negative for all of the BC cell lines exam-
ined in the present study. In addition, we found under-representation of methylated nucleotides in BC cell lines
derived from tumours that were classified as TNBC, in addition to altered BRCA1 functionality. These findings
were confirmed in plasma samples of TNBC from HBOC patients who were carriers and non-carriers of BRCA1
mutations. Taken together, our results suggest that methylation events in DNA and/or RNA could be regulated
by BRCAL.

Despite the high heterogeneity of BC as a disease, especially among cases of TNBC, we found a common
BRCA1-like signature in BC cell lines according to the presence of defects in BRCA1 functionality (i.e., caused
by a BRCA1 mutation or BRCAness phenotype). Validation of this metabolic BRCA1-like signature in TNBC is
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Figure 3. A boxplot representation of the absolute concentrations of N6-methyladenosine and 1-methylguanine
metabolites in human plasma samples. Both are methylated nucleotides that were differentially expressed between
TNBC samples according to their BRCAI genotype.

necessary to confirm whether it could facilitate the diagnosis and/or treatment of patients. Specifically, validation
of this BRCA1-like metabolic profile in TNBC could aid in the prediction of resistance to taxanes and the sensi-
tivity to platinum and PARP inhibitor agents. PARP1 is a critical enzyme for the base excision repair pathway, and
its inhibition by RNA interference or chemical inhibitors leads to severe, highly selective toxicity in BRCA1- and
BRCA2-defective cells. This toxicity results in chromosomal instability, cell cycle arrest and subsequent apopto-
sis, most likely due to the persistence of DNA lesions that are normally repaired by homologous recombination.
Therefore, sensitivity to PARP inhibition depends on HRR deficiency®*-*.

Further studies in a larger cohort of plasma patients and tumour specimens are needed to validate the present
results. The implementation of these biomarkers may refine breast cancer diagnosis and perhaps enable person-
alized treatments.

Methods

BCcell lines. 'The BC cell lines analysed in the study were MCF-7, HCC70, MDA-MB-231, MDA-MB-436
and MDA-MB-468. The clinicopathological characteristics of these human BC cell lines are summarized in
Supplementary Table S2. Briefly, all cell lines, except for MCF-7, are negative for the expression of hormone
receptors, and are classified as basal-like BC. MCF-7, HCC70 and MDA-MB-231 cell lines are considered wild-
type cells for BRCA, while the MDA-MB-436 and MDA-MB-468 cell lines are carriers of BRCAI pathogenic
mutations'®.

BC patients. The study included 35 human plasma samples from TNBC patients who underwent BRCA
genetic testing at the Genetic Counseling Unit of the Institute of Oncology of South Catalonia (IOCS). Of these,
23 TNBC patients were carriers of a BRCA1 germline mutation and 12 patients were non-carriers of BRCAI or
BRCA2 germline mutations. Plasma was extracted by centrifuging whole blood at 3000 rpm for 10 min at room
temperature. All extracted plasma samples were aliquoted and stored at —80°C. We only used plasma samples
that had not been previously thawed. Fresh tumour samples from patients were not available because the target of
the BRCA genetic testing in hereditary breast cancer susceptibility is blood-DNA.

The study was approved by the Ethics Committee of Clinical Research of Sant Joan University Hospital, writ-
ten informed consent was obtained from all participants and all experiments were performed in accordance with
relevant guidelines and regulations.

Cell cultures. MCE-7, HCC70, MDA-MB-231, MDA-MB-436 and MDA-MB-468 BC cells were obtained
from the American Type Culture Collection (LGC Standards, Middlesex, UK) and were authenticated by Cancer
Research UK (London, UK). MCF-7 and MDA-MB-468 cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) supplemented with 10% foetal calf serum (FCS), 4mM glu-
tamine and 100 U/mL penicillin/streptomycin (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain). HCC70 cells were cultured in
RPMI 1640 (Gibco, Madrid, Spain) supplemented with 10% foetal calf serum. MDA-MB-231 cells were grown
in phenol red-free DMEM (Invitrogen, Barcelona, Spain) supplemented with 10% foetal calf serum (FCS), 100
Units/mL penicillin, 100 Units/mL streptomycin and 2 mM L-glutamine. MDA-MB-436 cells were grown in
Leibovitz’s L-15 medium (Gibco, Madrid, Spain) supplemented with 10% horse serum (Invitrogen, Barcelona,
Spain). All cell lines were grown in an atmosphere of 10% CO, at 37 °C except MDA-MB-436 cells, which were
grown without CO, at 37°C.
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DNA isolation. Total DNA from human BC cell lines was extracted using a DNeasy Blood and Tissue kit
(Qiagen, Madrid, Spain) according to the manufacturer’s instructions. DNA extraction was performed in dupli-
cate for each human breast cell line culture.

Untargeted LC-MS and MS/MS analysis of breast cancer cell lines. A volume of 220 uL of methanol,
followed by 440 uL of dichloromethane, was added to each cell pellet. Samples were mixed vigorously for 30 sec
and ultrasonicated on ice for 1 min. Then, 140 uL of Milli-Q water was added. Samples were mixed vigorously for
30 sec and were ultrasonicated on ice for 1 min. The samples were then incubated for 30 min on ice followed by
centrifugation at 15,000 rpm (4 °C) for 15min, and the aqueous phase was transferred to an LC-MS vial.

The untargeted metabolomics analysis on cell lines was performed using LC/ESI-QTOF. Samples were injected
into an UHPLC system (1290 Agilent) coupled to a quadrupole time-of-flight (QTOF) mass spectrometer (6550
Agilent Technologies) operated in positive (ESI +) or negative (ESI—) electrospray ionization mode. Metabolites
were separated using C18-RP (ACQUITY UPLC HSS T3 1.8 um, Waters) for ESI +and C18-RP (ACQUITY
UPLC BEH 1.7 pm) for ESI—. When the instrument was operated in positive ionization mode, the solvent system
was A =0.1% formic acid in water and B =0.1% formic acid in acetonitrile. When the instrument was operated in
negative ionization mode, the solvent system was A = 1 mM NH,F in water and B = acetonitrile®. The linear gra-
dient elution started at 100% A (time 0-2 min) and finished at 100% B (10 min). The injection volume was 1 L for
cell pellets. The ESI conditions were as follows: gas temperature, 150 °C; drying gas, 11 Lmin; nebulizer, 30 psig;
and fragmentor, 120 V. The instrument was set to acquire over the m/z range of 100-1200, with an acquisition rate
of 3 spectra/sec. Samples were randomized to reduce systematic error associated with instrumental drift. MS/MS
was performed in targeted mode, and the instrument was set to acquire over the m/z range of 45-1000, with an
iso width (the width half-maximum of the quadrupole mass bandpass used during MS/MS precursor isolation)
of 1.3 m/z. Samples were measured in triplicate at collision energies of 10, 20 and 40 V. All metabolites were iden-
tified in accordance with Level 1 or 2 of the Metabolomics Standards Initiative®’, namely, by comparison with
authentic chemical standards analysed in our laboratory (methylated nucleosides) or public/commercial spectral
libraries, respectively. Quality control samples (QC) consisting of pooled samples of all samples were used. QC
samples were injected before the first study samples and were then analysed periodically while analysing the study
samples.

BRCA1 promoter methylation. Hypermethylation of the BRCA1 promoter region was assessed using
the commercial SALSA MS-MLPA probemix, ME001-C2 Tumour Suppressor-1, SALSA MS-MLPA probemix
ME002-C1 Tumour Suppressor-2, and a new developed SALSA MS-MLPA probemix ME053-X1 BRCA1-BRCA2
according to the manufacturer’s protocol (MRC-Holland, The Netherlands). DNA fragments were analysed using
an ABI 3500 Sequencer (Life Technologies, Spain). The results of multiplex-ligation-dependent probe amplifica-
tion (MLPA) were normalized and analysed using the Coffalyser program as recommended (www.mlpa.com).
Each BC cell line was analysed twice.

BRCAness phenotyping. BRCAness profiling was performed using the commercial multiplex
ligation-dependent probe amplification (MLPA) probemix P376-B2 BRCAlness (MRC-Holland, The
Netherlands). The MLPA results were normalized and analysed using the combination of the Coffalyser program
and the Prediction Analysis for Microarrays (PAM) algorithm in R (www.r-project.com) as suggested by the sup-
plier (www.mlpa.com). The cut-off value to classify a cell line as BRCAness was set at 0.5. Before we performed
the cell line analysis, we performed the reccommended training data set analysis. Each BC cell line was analysed
twice.

Targeted LC-MS/MS analysis of plasma samples from TN HBOC patients. Quantitative determi-
nation and validation of the identified cell lines’ metabolites were performed in 35 human plasma samples from
TN HBOC patients by ultra-high-resolution liquid chromatography coupled to triple quadrupole mass spectrom-
etry (UHPL-QqQ/MS).

For the chromatographic analysis, an ACQUITY UPLC HSS T3, 1.8 um, 2.1 mm x 100 mm chromatographic
column was used, which was maintained at 23 °C. Water was used with 0.1% HCOOCH as solvent A and ace-
tonitrile was used as solvent B. The column flow was 0.40 mL/min and the mobile phase gradient conditions
were as follows: 0-100% B (0-10min), 100% B isocratic (10-13 min), 100-0% B (13-15min). A 3min post-run
was applied. The injection volume was 5 pL. The ionization was carried out in an electrospray (ESI) source with
positive polarity and applying a temperature and drying gas flow (N,) of 290 °C and 18 L/min respectively, a pres-
sure of the nebulizer gas (N,) of 20 psi, and a temperature and sheath gas flow (N,) of 350° and 10 L/min, respec-
tively. The voltage of the fragmentation was 380V, the capillary was 3500 V and the nozzle voltage was 750 V. The
detection was performed with a triple quadrupole detector (QqQ) by means of acquisition in Multiple Reaction
Monitoring mode (MRM), applying a cell acceleration voltage of 5V. To validate the quantitative method, we
evaluated the following parameters: calibration lines, linearity, limits of detection and quantification (LoD and
LoQ, respectively), accuracy and precision by analysing standard solutions and samples with standard solutions
added to generate different concentrations.

Data analysis and statistical methods. Untargeted LC-MS (ESI +and ESI— mode) data of BC cell lines
were processed using the XCMS software (version 1.38.0) to detect and align features®. A feature was defined as
a molecular entity with a unique m/z and a specific retention time. The XCMS analysis of these data provided a
matrix containing the retention time, m/z value, and an integrated peak area of greater than 11,000 features after
the analytical variability had been corrected®®. Univariate and multivariate statistical analyses were performed
using R Studio (version 1.3). For the univariate statistical analysis, a t-test was performed, and the p value was
corrected using a false discovery rate. Differentially regulated metabolites (fold-change > 1.5) that passed our
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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

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
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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 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
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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

131



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

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.

134



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

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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Conclusions

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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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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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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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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