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Resum

El cancer colorectal (CCR) és la neoplasia amb major incidencia a Espanya tenint en compte els dos
geéneres. Es distingeix entre I’esporadic que correspon a un 65% dels casos i el familiar amb un 35%.
En el CCR familiar, la majoria de casos la causa roman desconeguda, pero un 5% és causat per
mutacions germinals d’alta penetrancia que donen lloc a les sindromes mendelianes hereditaries com
la sindrome de Lynch, la poliposi adenomatosa familiar i les poliposi associades al ggns MUTHY i
POLE/POLD1. Actualment a partir de les técniques de seqilienciacidé massiva, s’han identificat nous

gens associats a la predisposicio germinal al CCR com NTHL1 o FANL1.

El principal objectiu d’aquest estudi és la determinacido de nous gens implicats en la predisposicio
germinal al CCR a partir de I’analisi de families que presentin una forta agregacio per aquesta
malaltia ila selecci6 de variants compartides en els individus de cada familia. S’han utilitzat mostres
de sang periferica dels pacients amb CCR de 16 families no emparentades i seqiienciat I’exoma pel
métode Illumina. Posteriorment s’ha realitzat un analisi bioinformatic per reduir el nombre de
variants trobades i seleccionar aquelles amb una elevada probabilitat de causar un canvi en la funcié
del gen. S’han seleccionat els gens candidats per a cada familia tenint en compte diversos parametres
funcionals i seguidament s’ha realitzat una validacié de les variants (Integrative Genomics Viewer i

seqlienciacio Sanger).

S’han seleccionat un total de 27 variants i 24 han estat validades per Sanger. Tanmateix s’han
realitzat estudis de segregacié en familiars addicionals que presentaven adenomes avangats o altres
neoplasies 1 estudis somatics a partir d’ADN tumoral per determinar la pérdua d’heterozigositat
(LOH). Els resultats més destacables s’han trobat en 9 gens: LOXL4, GEMIN5, UTP11L, MUCS,
HIST1H4, GSK3A, SPLIT2, CIDEB i MCM3, entre els quals segons la seva funci6 o vinculacié
anterior amb el cancer s’han considerat més rellevants LOXL4, HIST1H4, GSK3A i MCM3.

S’han identificat noves possibles variants associades a la predisposicié germinal al cancer colorectal
en gens que estanrelacionats amb el cicle cel-lular, 1’apoptosi i el dany de I’ ADN. Tanmateix LOXL4
vinculat a cancer de coll i cap, s’ha associat també a CCR. De la mateixa manera, les families

géniques MCM i SLIT podrien participar en la predisposicié genetica al CCR.



Resumen

El cancer colorrectal (CCR) es la neoplasia con mayor incidencia en Espafia considerando los dos
géneros. Se distingue en esporadico que corresponde a un 65% de los casosy el familiar con un 35%.
En el CCR familiar, la causa permanece desconocida en la mayoria de los casos, pero un 5% es
causado por mutaciones germinales de alta penetrancia que dan lugar a los sindromes mendelianos
hereditarios como el sindrome de Lynch, la poliposis adenomatosa familiar y las poliposis asociadas
al gen MUTHY i POLE/POLD1. Actualmente a partir de las técnicas de secuenciacién masiva, se

han identificado nuevos genes asociados a la predisposicion germinal al CCR como NTHL1 o FANL.

El principal objetivo de este estudio es la determinacion de nuevos genes implicados en la
predisposicion germinal al CCR a partir del estudio de familias que presentan fuerte agregacion para
esta enfermedad y la seleccion de variantes compartidas en los individuos de cada familia. Se han
utilizado muestras de sangre periférica de pacientes con CCR de 16 familias no emparentadas y
secuenciado el exoma a partir del método Illumina. Posteriormente se ha realizado un analisis
bioinformatico para reducir el nombre de variantes encontradas y seleccionar aquellas con una
elevada probabilidad de causar un cambio en la funcion del gen. Se han seleccionado los genes
candidatos por cada familia considerando diversos parametros funcionales y seguidamente se ha
realizado una validacion de las variantes (Integrative Genomics Viewery secuenciacion Sanger).

Se han seleccionado un total de 27 variantes y 24 han sido validadas por Sanger. Se han realizado
estudios de segregacion en familiares adicionales que presentaban adenomas avanzados u otras
neoplasias y estudios somaticos a partir de ADN tumoral para determinar la pérdida de
heterocigosidad (LOH). Los resultados mas relevantes se han encontrado en 9 genes: LOXL4,
GEMINS5, UTP11L, MUCS6, HIST1H4, GSK3A, SPLIT2, CIDEB iMCM3, entre los cuales a partir de
su funcion o vinculacion anterior con el cancer se han considerado mas relevantes LOXL4, HIST1H4,
GSK3Ay MCM3.

Se han identificado nuevas posibles variantes asociadas a la predisposicién germinal al cancer
colorrectal en genes que estan relacionados con el ciclo celular, la apoptosis y el dafio en el ADN.
También LOXL4 vinculado a cancer de cuello y cabeza se ha asociado a CCR. De la misma manera,
las familias génicas MCMy SLIT podrian participar en la predisposicion genética al CCR.



Abstract

Colorectal cancer (CRC) is the most frequent neoplasia in both sexes in Spain. It may be sporadic
(65%) as well as familial (35%). In the majority of cases the cause of familial CCR remains unknown.
However, a 5% is due to high penetrance germline mutations which are characterised as hereditary
Mendelian syndromes, such as Lynch syndrome, familial adenomatous polyposis and the poliposis
associated with  MUTHY and POLE/POLD1. Nowadays using next generation sequencing
techniques, new genes associated with germline predisposition to CRC such as NTHL1 or FAN1,
have been identified.

The main objective of this study is the identification of new genes related to germline predisposition
to CRC. Families with a strong aggregation for the disease and the selection of variants shared by
different individuals in each family were studied. Germline DNA samples used for the whole exome
sequencing by lllumina method were obtained from peripheral blood of patients with CCR belonging
to 16 unrelated families. A bioinformatic analysis was performed for reducing the number of
encountered variants and selecting those with a high probability to cause a change in the gene
function. The candidate genes in each family have been selected considering several functional
parameters. Finally, a validation of the variants was carried out (Integrative Genomics Viewer and
Sanger sequencing).

Twenty-seven variants were selected and 24 of them validated by Sanger sequencing. Segregation
studies from additional family members who presented advanced adenomas or other neoplasms as
well as somatic studies with tumour DNA to determine the loss of heterozygosity (LOH), were also
performed. The most remarkable results were found in 9 genes: LOXL4, GEMIN5, UTP11L, MUCS,
HIST1H4, GSK3A, SPLIT2, CIDEB and MCM3. According their function or previous relation with
cancer LOXL4, HIST1H4, GSK3A and MCM3 have been considered the most relevant.

We identified new possible germinal predisposition variants associated to CCR in genes that play a
role in cell cycle, apoptosis and DNA repair., Furthermore, LOXL4, which is associated with head
and neck cancer, is also related to CCR. Similarly, MCM and SLIT gene families could participate

in genetic CCR predisposition.
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1.Introduccidé
1.1 Definici6 de cancer

Es considera cancer al conjunt de malalties causades per canvis en gens que controlen la divisié i mort
cel-lular, provocant un desequilibri entre aquests processos. Aquest és un procés dinamic que s’inicia
amb una mutacié en una cél-lula que progressivament va adquirint noves mutacions que potencien una
proliferacié cel-lular descontrolada o inactiven I'apoptosi, ocasionant que aquelles cél-lules anomales
sobrevisquin i presentin diverses mutacions en el seu genoma. Consegiientment a aquesta desregulacio,
es formen acumulacions de cé¢l-lules en un punt concret del cos causant el que s’anomenen tumors o
neoplasmes (Nussbaum et al., 2015). El procés es finalitza quan aquests tumors adquireixen capacitat
invasiva en el mateix punt d’origen sent capagos de migrar a través dels vasos sanguinis o limfatics
dipositant-se en altres regions del cos, produint el que s’anomena metastasis. Aquests passen a

anomenar-se tumors metastatics.

Tal com s’ha dit, el cancer és una malaltia causada per canvis genetics. La majoria de mutacions que el
causen son somatiques i es produeixen en el teixit afectat durant la carcinogénesi. Tot i aixo molts tipus
de cancer presenten un component hereditari, aquest presenta mutacions a nivell germinal que

augmenten el risc o la predisposicié a la carcinogenesi (de la Chapelle, 2004).

El cancer pot ser esporadic, causat per factors ambientals, o hereditari, associat a predisposicio
germinal. Aquest dos tipus es poden diferenciar a partir de la hipotesi dels dos hits proposada per Alfred
G. Knudson. Aquest va descriure el cancer com dos esdeveniments que comporten la perdua de funcio
primer d’un al-lel d’un gen i posteriorment del segon produint una inactivacio de gens supressors
tumorals (GST). En el cancer esporadic els progenitors no pateixen canceriun dels seusfills en presenta
com a conseqiiencia d’un esdeveniment puntual a nivell somatic, que posteriorment s’acompanya d’una
segona mutacio. Per altra banda, en el cancer hereditari el primer hit o0 esdeveniment s’hereta iel segon
s’adquireix posteriorment per una mutacio a nivell somatic. Primer de tot hi ha una mutacio a nivell
germinal, en que totes les cél-lules del cos de la persona estan danyades i per aguest motiu només és

necessariun canvi perque es perdi completament la funcié del gen (Knudson, 1996).
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1.2 Cancer colorectal
1.2.1 Epidemiologia del cancer colorectal

El cancer colorectal (CCR) representa una de les neoplasies més frequents a nivell mundial i és una
important causa de mortalitat en el mén desenvolupat. Presenta una elevada incidéncia a America del
Nord, Australia, Nova Zelanda i Europa i per altra banda una baixa incidéncia a I'AfricaielSud d’Ash
tal com s’observa a la Figura 1 (Ferlay et al., 2010; GLOBOCAN 2012).

L’elevada incidéncia es deu a Paugment de I’esperanga de vida en aquests paisos i la progressiva
occidentalitzacio dels estils de vida (Tenesa & Dunlop, 2009). Aquesta occidentalitzacié consisteix en
I’adquisici6 dels costums i comportaments d’occident com sén la dieta, i el sedentarisme que

contribueix en un augment dels factors de risc del CCR (Center et al., 2009).

Els paisos desenvolupats tot i presentar una major incidéncia, tenen un menor index de mortalitat a
causa del screening poblacional que es realitza per detectar el CCR (a partir del test de sang oculta en
femta i colonoscopies que permeten detectar polips 0 adenomes en estadis primerencs i CCR), també
per la millora dels tractaments i per les campanyes de conscienciacié (Center et al., 2009). Per altra
banda, tot i que els paisos en vies de desenvolupament tenen una menor incidéncia, presenten un 64%
de les morts per cancer a nivell mundial. Aquests percentatges es deuen a I’elevat nombre d’infeccions,
a la manca de recursos i tractaments, la dificultat de deteccié i a la baixa esperanca de vida (Torre et
al., 2015).

BN =263

N 14.4-26.3
8.5-14.4
49-8.5
<49

Figura 1. Mapa mundial de la incidéncia del cancer colorectal per pais estandarditzada per I’edat i en
els dos sexes. La llegenda mostra el nombre de nous casos diagnosticats per cada 100.000 habitants
durant ’any 2012. Extret i modificat de GLOBOCAN 2012, International Agency for Research on
Cancer.

El CCR és el tercer més comu en homes (746.000 casos, 10% del total de casos de cancer) després del
de prostata i pulmd, i el segon més comul en dones (614.000 casos, 9,2% del total) després del de pit,
tal com s’observa a la Figura 2 (Ferlay et al., 2015). L’any 2012 a Espanya sense diferenciacio per
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sexes va ser el cancer que presentava una major incidencia, en que es van diagnosticar 32.240 nous
casos de CCR i 14.700 persones van morir per aquesta malaltia (GLOBOCAN 2012).

Pulmo

Mama

Colorectal

Prostata

Estomac

Fetge

Cervix

Esofag

Bufeta

Limfoma no Hodgkin

Nombre de nous casos/morts (x100) m Nouscasos
B Morts

Figura 2. Incidéncia i mortalitat dels 10 cancers més freqients a nivell mundial segons el sexe
estandarditzada per I’edat. Les dades son per cada 100.000 habitants durant ’'any 2012. Extret i
modificat de GLOBOCAN 2012, International Agency for Research on Cancer.

1.2.2 Carcinogénesi en la mucosa colonica

La majoria de neoplasmes malignes que sorgeixen a I'intesti gros son adenocarcinomes que provenen
de cél-lules epitelials columnars secretores de la mucosa del colon i recte i produeixen secrecions 0 moc
(Chu, 2011).

El CCR sorgeix a partir de lesions precursores anomenades polips, masses cel-lulars que sobresurten
de la paret intestinal que pateixen alteracions anomales en I’organitzacié intracel-lular i intercel-lular
fins a la formaci6 de I’adenocarcinoma. La majoria de lesions formen polips adenomatosos o adenomes
per0 fa pocs anys es va determinar I’existéncia d’una altra classe de polips anomenats serrats que

constitueixen el 30% dels casos de CCR (Carballal et al., 2013).

La carcinogenesi s’inicia a les criptes coloniques. En condicions normals, aquestes contenen cél-lules
mare que permeten la regeneracid de la mucosa necessaria pel constant desgast que pateix aquesta zona.
Aquestes cel-lules mare substitueixen les cél-lules epitelials velles aproximadament cada 5 dies. La
proliferacio d’aquestes c¢l-lules de la cripta dona lloc a cél-lules normals i també d’aberrants que
provenen de la mateixa cel-lula mare i que son resistents a I’apoptosi. D’aquesta manera es provoguen
alteracions en la proliferacio i també dinamiques anormals. Aquesta alteracio és la lesié neoplasica més
primerenca que es coneix i forma el que s’anomenen criptes o focus aberrants (Alrawi et al., 2006).
Aquests formen acumulacions de cel-lules epitelials anomenats microadenomes. Seguidament es forma
el polip, el qual difereix en el seu potencial maligne en funcio de la mida i I’estructura d’aquest. Quan
aquest pateix una alteracié anomala en la seva organitzacid definida com a displasia es genera el que
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s’anomena polip adenomatos o adenoma. Aquest pot anar patint mutacions i altres canvis fins a la

formacié de I’adenocarcinoma o adenoma maligne (Stewart & Wike, 2006).

La patogénia del CCR és heterogeénia i és un procés que compren maltiples passos. La lesio precursora
pre-maligna que predomina en aquest tipus de cancer és la formacié d’un adenoma displastic. Aquest
procés s’inicia per mutacions a APC en un 70% de les vegades. Seguit per mutacions activadores de
KRAS (oncogen) i inactivadores de GST com TP53 per acabar formant I’adenocarcinoma (Figura 3).
A més, aquestes mutacions estan sovint acompanyades per inestabilitat cromosomica, canvis en el

nombre o I’estructura dels cromosomes (Brenner et al., 2014).

L0YD)
Q54
¢ o LIk
L . "»_( lt}%
2
Cél-lules del —+ Polip adenomatos —= Polip displasic —+  Carcinoma de " Carcinoma metastatic
colon normals colon
Una mutacié RAS Dos mutacions
2 mutacions TP53 Aberracions
APC cromosomiques

Figura 3. Model de progressio cel-lular de I’epiteli de la mucosa intestinal durant la formacié d’un
tumor que condueixi al cancer colorectal. Esquema de la successio de principals mutacions en la mucosa
colonica fins a la formacié d’un adenocarcinoma. Extret i modificat de Fearon, E. R. & VVogelstein, B.
(1990).

També cal esmentar que els tumors no sén idéntics entre pacients, per aquest motiu no hi ha un Gnic
tractament i aquest ésdificil i diferent per cada pacient (Aranetal., 2015). Peraquest motiu és important
arribar a la medicina personalitzada per tractar cada pacient d’acord amb I’historial i les caracteristiques

tumorals que presenta.

1.2.3 Etiologia

El CCR és una malaltia multifactorial que no presenta una causa especifica i en la que hi intervé I’edat,

factors ambientals i genétics incrementant el risc de patir aquesta malaltia (Aran et al., 2015).

Dins dels factors de risc ambientals es poden distingir dos grups. EI primer compren els modificables
que incrementen el risc de CCR, com el consum d’alcohol, tabac, I’alt consum de carn vermella o
processada, el sedentarisme i1’ obesitat (Johnson et al.,2013; Baena & Salinas, 2015; Chanetal., 2011).
Per altra banda, dins del segon grup estarien els factors ambientals modificables que s’ha verificat que
disminueixen el risc de CCR com sén I’activitat fisica, els antiinflamatoris no esteroides, els probiotics

i una dieta rica en fruita i vegetals (Baena & Salinas, 2015; Ouakrim et al., 2015; Wollowski et al.,
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2001, Tantamango-Bartley etal.,2013). A més, també s’ha vist que el calci, la vitamina D i I’acid folic

poder actuar com a agents quimiopreventius pel CCR (Lamprecht & Lipkin, 2003).

També s’ha associat I’edat coma factor que incrementa el risc de CCR, fent que als 80 anys hi hagi un
50% de probabilitats de patir algun cancer. Es creu que el dany cel-lular esta relacionat amb I’edat
proporcionant mutacions o alteracions en certes cél-lules i aixi facilitant la formacié del cancer (L6pez-
Otin et al., 2013). Tanmateix, s’ha associat un increment del risc de patir CCR en persones que
presenten malalties inflamatories croniques de colon com la colitis o la malaltia de Crohn (Aranetal.,
2015).

Per ultim, els factors genétics explicarien al voltant d’un 30% dels casos de CCR (Short et al., 2015).
Es tractaria de mutacions germinals que es transmeten a la descendeéncia i poden provocar agregacio
familiar, ésa dir un augment del nombre de casos CCR en aquella familia. La preséncia d’un familiar
de primer grau amb CCR incrementa la probabilitat de que un membre d’aquella familia presenti en
algun moment de la seva vida CCR, fent que es dobli respecte al risc de la poblacio general sense
antecedents familiars. Per altra banda, I'increment del risc en presentar dos familiars amb CCR és al
voltant de 3 vegades més (Fuchs et al., 1994).

Aquestes variants géniques heretables poden ser d’alta o de baixa penetrancia. Aproximadament un 5%
dels casos son causats per variants d’alta penetrancia poc freqiients o rares en la poblacio que estan
associades a sindromes de CCR mendelians (Jasperson et al., 2013). Per altra banda, les variants de
baixa penetrancia sén comunes a la poblacié. S’ha comprovat que I’acumulacié de variants de baixa
penetrancia amb factors ambientals tindria un efecte additiu en el risc de patir CCR familiar. Tanmateix,
algunes d’aquestes variants podrien també modificar elrisc de cancer enpacients que presenten variants
d’alta penetrancia (Valle, 2014).

1.2.4 Tipus CCR

El cancer colorectal es divideix en esporadic (65-70% dels casos) i familiar (35% dels casos), on un 5%

fa referéncia a sindromes hereditaries, tal com s’observa a la Figura 4 (Burt, 2007).

Es poden classificar segons ’agregacié familiar. Els casos esporadics son causats per factors ambientals
o per I’edat pero no estan associats a una heréncia i per tant no s’observa agregacié familiar. Per altra
banda, en els casos familiars, es presenten dos 0o més casos de CCR en la mateixa familia. També es pot
considerar del tipus familiar si es tenen parents que pateixen altres cancers pero que aquests estan
relacionats amb mutacions en gens que predisposen també al CCR com és el cas de BRCAL (associt a
cancer de mama i colorectal) (Phelan etal., 2013). Del total de casos familiars, avui en dia Unicament
un 5% es poden explicar com a mutacions en gens d’alta penetrancia de predisposicio al CCR is6n els

que s’anomenen hereditaris. Dins d’aquest grup presenten una forta agregacié familiar i un patrd
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d’heréncia mendelid. Cal tenir present que els pacients que presentin aquestes mutacions germinals en
gens associats al CCR hereditari presenten un augment del risc a patir-lo pero no necessariament I’han
de desenvolupar pel fet de ser portadors d’aquella variant encara que tenen una probabilitat alta de fer-
ho (Jasperson et al., 2013). Excepte en els casos hereditaris, els casos familiars sén aquells on no es

coneix encara la causa de I’agregacio.

La barrera entre el cancer esporadic i el familiar no esta ben definida pel fet d’haver-hi moltes variants
que aporten increments variables de risc de susceptibilitat al cancer colorectal i, tanmateix en els dos
tipus hi pot haver involucrats factors ambientals. Altrament, la barrera entre cancer familiar i hereditari
tampoc esta ben definida, ja que avui es coneixen majoritariament les variants d’alta penetranci
associades als casos hereditaris, pero encara falta per identificar variants de baixa i moderada
penetrancia. Per tots aquests motius esmentats, la barrera entre CCR hereditari, familiar i esporadic no

esta estrictament definida i podria existir cert nivell de solapament entre les 3 entitats (Burt, 2007).

Casos esporadics
65%

Casos Familiars
30%

Sindrome de Lynch (CCR
= hereditari no poliposic)
T 2-3%

/’l \ e
Sindrome poliposis \\ Poliposis

harmomatosos " adenomatosa familiar
<0,1% <1%

Casos hereditaris
5%
Figura 4. Representacio percentatges tipus cancer colorectal en funcié del total de casos. Extret i
modificat de Randall W. Burt (2000).

Aquesta neoplasia no presenta en tots els casos una penetrancia completa. La majoria de sindromes ja
conegudes associades a cancer colorectal hereditari presenten un patr6 d’heréncia autosomic dominant,
tanmateix, hi ha sindromes com és el cas de la poliposi associadaa MUTYH (PAM) gque requereixen
una mutacio bial-lelica en el gen MUTYH, per tal d’expressar el fenotip i iniciar la carcinogénesi i per
tant presenten un patré autosomic recessiu (Buecher et al., 2014).

Fins al moment, s’han associat 13 gens d’alta penetrancia a sindromes Mendelians lligats al CCR en
edats juvenils o primerenques. Aquests son els gens reparadors de ’ADN (mismatch repair genes) que
inclouen MLH1,MSH2,MSH6 i PMS2 associats a la sindrome de Lynch, el gen APC, relacionat amb la

sindrome de poliposi adenomatosa familiar (PAF) i I’atenuada, MUTYH, que com s’ha dit esta associat
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a PAM, NTHLL1 per la formaci6é d’adenomes convencionals, SMAD4 i BMPR1A associats a poliposi
juvenils, LKBI/STK11 per la sindrome Peutz-Jeghers, GREM1 per polips mixtos serrats itipus juvenils,
i POLD1 i POLE descoberts recentment que donen lloc a la sindrome de correccié associat a la
polimerasa (Tomlinson, 2015).

La sindrome hereditaria més freqlient és la de Lynch i els pacients que presenten aquesta sindrome
tenen un 50-80% de risc de desenvolupar CCR alllarg de la seva vida. Es caracteritza per I’abséncia de
polips durant la carcinogénesi. El diagnostic d’aquest sindrome inclou el compliment dels criteris
d’Amsterdam. Aquests criteris indiquen que com a minim hi ha d’haver tres membres amb CCR, un
d’ells ha de ser de primer grau dels altres dos, ha d’afectar dues generacions i ha de presentar-se un o
més casos abans dels 50 anys (Half & Robert, 2004).

Per altra banda es troben les sindromes poliposiques adenomatoses. En aquest grup s’hi troba el PAF,
que és la segona sindrome més comuna dins del CCR hereditari. Es caracteritza pel desenvolupament
de centenars o milers d’adenomes a I’adolescéncia i presenta una penetrancia del 100%. Adquesta
sindrome és causada per mutacions germinals en el gen APC, que codifica per un supressor tumoral que
participa en la via de senyalitzaci6 Wnt (de la Chapelle, 2004). Aquesta via activa la proliferacié
responsable de la renovacié constant de les cél-lules del colon. Una altra sindrome poliposica
adenomatosa és PAM, on existeixen mutacions a MUTYH. Aquest gen participa en la via de reparacid
de ’ADN per escissio de bases (BER) (Buecher et al., 2014). A més, s’han identificat mutacions en
homozigosis enelgen NTHL1 associat a la mateixa via com a altre gen causantde poliposi adenomatosa
(Werenetal., 2015).

Per altim, un altre tipus de poliposi és ’hamartomatosa. Aquesta, compren sindromes genetiques rares
que es caracteritzen pel desenvolupament en el tracte gastrointestinal d’aquest tipus de polips poc
frequents comparats amb els polips neoplasics o hiperplasics. Aquest tipus de polip és més comu en
nens. Comprén tres sindromes, la poliposi juvenil, la poliposi Peutz-Jeghers i les sindromes
harmartomatosos associats a PTEN (Jelsig et al., 2014).

Per altra banda, pel que fa al CCR en inicis primerencs, s’han associat dues sindromes autosomics
recessius que predisposen al cancer. Aquests son la sindrome de Bloom (mutacions en BLM) i I’an¢mia
de Fanconi (mutacions en FAN1) Per aquestes malalties, s’han determinat variants d’aquests gens
associades amb CCR (de Voer etal., 2015; Segui et al., 2015).

A part de les sindromes hereditaries, hi ha un 40-50% de pacients que compleixen els criteris clinics

d’Amsterdam per la sindrome de Lynch i no presenten mutacions en els gens associats amb aquesta
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sindrome. Aquests es classifiquen com a casos de CCR familiar de tipus X. Un gen que s’ha confirmat
que ddna susceptibilitat és RPS20 (Nieminen et al., 2014).

1.3 Técniques moleculars per descobrir gens de predisposicié al CCR

Actualment hi ha diferents estratégies a nivell molecular que permeten la identificacié de nous gens
implicats amb el CCR. Inicialment, es realitzaven estudis de desequilibri de lligament per estudiar la
segregacio en els individus d’una familia que presenten aquesta malaltia a partir de marcadors
informatius com son els microsatél-lits 0 SNPs (single nucleotide polymorphism) que es troben repartits
per tot el genoma. Se seleccionaven les regions que es transmetien en bloc entre els membres afectats i
es calculava la probabilitat que es transmetés juntament. Si aquesta probabilitat era més alta que a
Iatzar, es considerava que la regid estava associada a la malaltia. Aquests estudis van permetre la
identificacio de gens d’alta penetrancia responsables de les sindromes hereditaries de CCR (Burt &
Neklason, 2005).

Des que es van con¢ixer les variants d’alta penetrancia associades amb aquestes sindromes, s’han seguit
estudiant gens de baixa penetrancia que poden estar associats a la predisposicié al CCR. La identificacio
d’aquestes variants es realitza a partir d’estudis d’associacié del genoma complet (Genome-wide
association studies, GWAS). Aquests estudis es basen en el genotipatge de milers de SNPs comuns
distribuits per tot el genoma i es fa una comparacio entre un grup control de persones sanes i un altre
d’individus amb CCR per tal de determinar quines variants es troben significativament associades al
CCR (Purcell et al., 2007). Avui en dia es coneixen 62 variants de baixa penetrancia identificades a
partir d’aquest métode, de les quals algunes d’elles estan localitzades en els gens GREM1, BMP4,
CDH1, SMAD7, BMP2, els quals formen part de la via de senyalitzacio TGFp. Aquesta via participa
en la proliferacid, diferenciacio i migracié cel'lular i a partir d’aquests estudis GWAS es va poder

associar per primera vegada a la susceptibilitat genética al CCR (Tenesa & Dunlop, 2009).

A partir de les variants d’alta o baixa penetrancia que s’han associat al CCR, es pot realitzar
seqiienciacio dirigida per Sanger per tal d’estudiar una regio concreta del genoma d’individus amb CCR.
Tanmateix, la sequenciacié massiva de nova generacio (Next generation sequencing, NGS) permet la
seqiienciacié de milions de fragments d’ADN genomic de manera massiva i simultania, 1 permet la
identificacid de totes les variants del genoma sense distingir aquelles patogéniques de les no
patogeniques. Es possible seqlenciar tot el genoma (Whole genome sequencing, WGS) o també es pot
sequenciar les regions codificants i les sevesregions flanquejants introniques (Whole exome sequencing,
WES). La WES té un cost més baix i per aquest motiu €s el métode més utilitzat per I’estudi de malalties

mendelianes, ja que se sap que aproximadament un 85% de les mutacions causants d’aquestes malalties

es troben a les regions codificants (Botstein & Richs, 2003).



Treball de Final de Grau, 2016- Grau en Biologia Anna Gratacds M ulleras

2. Objectives

The main objective of this study is the identification of new genes responsible for familial colorectal
cancer predisposition by whole-exome sequencing of selected cases with familial aggregation but no
alteration of genes involved in the known colorectal cancer hereditary forms (polyposis forms and

Lynch syndrome).

1. Identification of new genes responsible for familial CRC by whole-exome sequencing in patients

with familial aggregation and with no alteration of the known hereditary CRC genes.

2. Selection of a reduced number of candidate variants for each family with familial aggregation of

CRC using programmed analysis pipeline in R language and manual curation.
3.Validation of the selected variants for each family by Sanger sequencing.

4. Segregation studies of the identified variants in the carriers' family, in blood peripheral samples from

additional cancer and also with advanced adenomas or polyps.

5. ldentification of the second hit in tumour samples analysing loss of heterozygosis (LOH) by Sanger

sequencing.

3. Material i métodes
3.1 Pacients i tractament de les mostres

En aquest estudi s’ha treballat amb un total de 46 pacients amb cancer colorectal de 16 families amb
forta agregacio familiar. Les dades s’han obtingut de 4 cliniques d’alt risc en CCR; Hospital Clinico
San Carlos de Madrid, Hospital Clinic de Barcelona, Hospital Donostia de San Sebastian i Hospital
Complexo Hospitalario Universitario de Ourense. Les cliniques d’alt risc per CCR consisteixen en
unitats funcionals hospitalaries on s’atenen els pacients amb un risc elevat a partir CCR de forma
integral i multidisciplinar implicant a serveis com els de Gastroenterologia, Endoscopia, Oncologia,
Infermeria, Genética o Psicologia. S’han exclos les families que presentaven mutacions en els gens
APC, als missmatch repair genes (MLH1, MLH2, MSH6, PMS2) i també les families amb mutacions
en homozigosis o heterozigosis enels gens APC i MUTYH. Les families s han escollit seguint el segiient
criteri: preséncia de dos o més familiars que presentin CCR, dos 0 més generacions afectades i coma

minim tenir un familiar diagnosticat abans dels 60 anys, seguint el pedigri que s’observa a la Figura 5.
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Aquest estudi ha estat aprovat pel comité d’ética i investigacié clinica de cada hospital participant i
cada pacient ha consentit enla utilitzacié de la seva mostra per a aquest projecte d’investigacio.

Les mostres d’ADN germinal s’han obtingut de limfocits de sang periférica del pacient per la
seqiienciaci6 d’exoma. Tanmateix en alguns casos s’ha obtingut mostra del tumor del pacient per
estudiar la pérdua d’heterozigositat (LOH) a nivell somatic. Per al processament de les mostres de sang
s’ha utilitzat el kit QIAamp DNA Blood kit i per les mostres de teixit tumoral el QIAamp Tissue Kit
(Qiagen, Redwood City, CA) tal com s’ha descrit a I’estudi de Esteban-Jurado et al. (2014).

™ Polips o poliposis colonica (exclosos els

dhiperplasics rectals) Historia de Cancer. Prostata {1 | Historia de Cancer. Pulmo = Historia de Cancer. Leucemia M| Historia de Cancer. Uter
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Figura 5: Genealogia familia 21, extret d’una de les cliniques d’alt risc que han participat en aquest
estudi.

Dins d’aquestes families també s’han considerat familiars que presentaven adenomes avangats i altres
neoplasies extracoloniques com a primer signe d’inici de la neoplasia i d’aquests s’ha obtingut mostres
d’ADN a partir de sang periférica per realitzar estudis de segregacio.

Tal com s’ha dit, I’objectiu de I’estudi és la identificacid de nous gens implicats en la predisposicio
germinal al CCR, per aquest motiu s’han estudiat les regions codificants del genoma germinal de cada
pacient per determinar aquells canvis amb un potencial fenotipic més evident. S’ha dut a terme una
sequenciacio selectiva de la regid codificant o exoma germinal utilitzant la plataforma HiSeq2000
(Mumina, San Diego, CA) i SureSelectXT Human All Exon V4 per I'enriquiment dels exons (Agilent,
Santa Clara, CA). S’ha escollit aquest tipus de seqiienciacid mitjan¢ant técniques de NGS perque
permet el processament d’un gran nombre de mostres simultaniament en una mateixa ronda de forma

rapida i relativament economica en comparacié amb la sequienciacié convencional Sanger.

3.2 Analisis de dades

Una vegada seqiienciades les mostres, s’han mapejat els productes a partir de I’anotacié del genoma
huma de referéncia hgl9/GRCh37 i s’han anotat les variants seguint I’estudi de Esteban-Jurado et al.
(2014). Al Centre Nacional d’Analisis Genomica (http//www.cnag.cat), es van anotar les

consequencies funcionals de cada variant (missense, frame shift, regié de splicing, mutacié sindnima,
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codo stop) i la posicid (exons, introns, regions no transcrites). S’han considerat interessants aquelles
variants que asseguren un canvi important (high effect impact) en I’estructura de la proteina, com és el
cas les mutacions de canvi en la pauta de lectura (frameshift), un prematur codo stop (premature stop
codon) oenellloc de splicing (canonical splicing site). En aquests casos I’efecte que tindra truncant la
sequencia de la proteina o addicionant un cod6 stop abans que s’acabi la seqiiéncia, repercutira en el
funcionament d’aquesta. També s’han seleccionat les mutacions puntuals de canvi d’un aminoacid per
un altre (missense). Pel que fa a aquests Ultims tipus de canvi, s’han utilitzat sis eines bioinformatiques
per la prediccié de la patogenicitat que permeten seleccionar aquells canvis d’aminoacid que s6n mes
probables d’afectar el funcionament de la proteina. Aquests son PhyloP, SIFT, PolyPhen,
MutationTaster, CADD i LRT (Esteban-Jurado et al., 2014).

A partir de la pipeline automatica en llenguatge R, s’ha realitzat un primer filtratge en el qual s’han
seleccionat les variants en heterozigosis ja que s’ha buscatun patrd d’heréncia dominant. Aixi mateix
s’han seleccionat unicament aquelles variants compartides en els membres de la mateixa familia i que
presentessin una cobertura de >10x, aquelles que es predeia un canvi important en la funcio del gen
(variants que alteren la pauta de lectura, de codé d’aturada, regions canoniques d’splicing i missenses)
i que presentaven <25% del total de pacients sequenciats. Per altra banda es van eliminar les que
presentaven una frequencia al-lelica >0,5% en les bases de dades del Projecte 1000 Genomes, de
I’Exome Variant Server, Geuvadis European Exome Variants Server, del Centre Nacional d’ Analisis
Genomica i de 'EXAC, ja que s’han estudiat variants rares, és a dir que no s6n comunes en la poblacio

i que per tant no es consideren polimorfismes genétics.

Referent a les mutacions missense, s’han posat filtres per tal que presentessin >3 prediccions
patogeéniques de les eines bioinformatiques. També s’han afegit informacio bibliografica sobre les
funcions dels gens on es localitzaven les variants extretes del NCBI Genre

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) i del Gene Ontology (GO) (http://geneontology.org) i també s’ha

filtrat segons si podia relacionar-se amb cancer per la seva funcié biologica o bé per la bibliografia
existent.

Les dades obtingudes s’han comparat amb la seqiienciacié d’exoma d’una linia germinal externa de
pacients que presenten leucémia limfocitica cronica obtinguda del International Cancer Genome
Consortium (http//icgc.org). Les variants trobades en ambdues neoplasies no s’han considerat

implicades en la neoplasia d’estudi i s’han seleccionat només aquelles exclusivament presents en la
cohort CCR.
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Finalment s’han verificat totes les anotacions de les variants (posicio, domini, canvis d’aminoacids...),
s’han anotat les interaccions de cada gen a partir de NCBI Gene i la conservacié de I'aminoacid del
genoma de referencia en 100 vertebrats mitjancant la base de dades del UCSC

(https://genome.ucsc.edu).

3.3 Prioritzacié de les variants

Una vegada s’ha obtingut les dades amb tota la informacié necessaria, s’han seleccionat aquelles
variants que eren més probables d’estar relacionades amb la predisposicid germinal al CCR. En aquest
punt s’han seguit uns criteris més restrictius (Figura 6) seleccionant aquelles variants que presentessin
una freqiiencia al-lelica en la poblacié d’entre 0-0,001 i que les missenses presentessin més prediccions
deletéries o patogéniques per eines bioinformatiques. També que el gen estigués altament conservat i
que la variant no es trobés en el genoma d’una altra espécie, a més, que el canvi es trobés en un domini
de la proteina i que aquest tingués una funcié indispensable per I'activitat d’aquesta i que presentés
interaccions amb gens que s’han relacionat anteriorment amb cancer o gens que participen en vies
associades a cancer comson el cicle cel-lular o 'apoptosi. Per ultim s’ha descartat aquells gens anotats
a ’OMIM que s’han relacionat amb altres malalties i aquells associats amb cancer o amb una funcié o

terme GO no relacionat amb el procés de carcinogénesi.

Frequencia
al-lelica
externa

(<0,001)

Termes GO
funcid del gen
relacionat
amb cancer

Eines prediccid
patogeneicitat
(=3,25)

Variants
seleccionades

OMIM:No Conservacio

associat a canvi
cap altra aminoacidic
malaltia

M utacio
afecta a un

Interaccions

gens domini
relacionats important de
amb cancer la proteina

Figura 6. Esquema dels criteris emprats per a la prioritzacié de les variants candidatesa la predisposicio
a CCR.

La dificultat d’aquesta seleccio de variants és I’existéncia de llindars en alguns parametres com son els

filtres de frequencia, les eines bioinformatiques, pero la inexisténcia d’un llindar en la resta de filtres.

Aquests filtres més subjectius han proporcionat informacié addicional que ha permeés seleccionar
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aquelles variants més interessants tenint en compte tota la informacié relacionada amb els gens on estan
localitzades.

3.4 Prevalidaci6 de les variants

S’ha dut a terme un estudi de prevalidacié de les variants a partir del programa IGV (Integrative
Genomics Viewer), una eina per I’exploracié visual de diverses dades genomiques (Thorvaldsdottir et
al., 2013). Aquest programa permet filtrar per reduir els falsos positius generats durant la NGS (Guo
etal., 2012).

S’ha comprovat si cada variant seleccionada es trobava en heterozigosis en I'individu seqiienciat
(presenta aproximadament la meitat dels reads idéntics a la seqiiéncia de referéncia i I’altra meitat
presenten el canvi de la variant). També s’ha comprovat si la variant es trobava en els extrems del gen,
ja que presentara una cobertura més baixa i per tltim s’ha comprovat el strand bias, és a dir el biaix per
direccid. Aquest Ultim parametre es refereixa la distribucié desigual dels reads de seqiienciacio alineats

de les direccions forward ireverse en una posicié concreta (Park et al., 2014).

Per tots aquests motius s’ha prevalidat les variants per comprovar que segueixin aquests criteris que

s’han passat per alt durant la seleccio.

3.5 Validacio de les variants, estudis de segregacio i de pérdua d’heterozigositat en
mostres tumorals

Les variants seleccionades s’han validat per reacciéen cadenade la polimerasa (PCR) utilitzant primers

especifics (Taula 1) dissenyats pel programa Primer3 (http://primer3.ut.ee). Primer de tot s’han
optimitzat les condicions de la PCR amplificant a diferents temperatures: 56, 57, 58, 59 i 60 °C en 35
cicles (temps de desnaturalitzacid, uni6 i extensio dels primers 10°°, 10°” i 15°) i a 40 cicles (temps de
desnaturalitzacié, unié i extensio de les primeres 157, 15” i 30”) en d’altres a partir de mostres control
de pacients sans utilitzant el termociclador model Veriti de Life Technologies. Una vegada optimitzats,
s’han processat les mostres d’ADN germinal dels pacients amb CCR de cada familia amb els seus
primers especifics i amb un control negatiu per cada parell de primers seguint les proporcions de la mix
especificades a la Taula 2. Posteriorment s’ha realitzat una electroforesi en gel d’agarosa D1 low eeo
al 3% a 100 volts durant 40 minuts per verificar la correcta amplificacié de les bandes entre 100 i 200
pb carregant 3 ul del marcador de pes molecular i 6 ul de la mostra amplificada o la mostra control. Els
resultats s’ha visualitzat mitjangant ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences) i s’han
sequenciat per Sanger (GATC Biotech, Cologne, Germany) juntament amb una mostra control. També
s’ha realitzat un estudi de segregacié a partir de mostres d’ADN germinal disponibles de membres
addicionals de les families seleccionades els quals presentaven adenomes avancats.
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Per ultim, en les families on hi havia mostres d’algun ADN tumoral s’ha estudiat la pérdua

d’heterozigositat a nivell somatic comparant per seqiienciacidé pel métode de Sanger els resultats de

PADN germinal i el tumoral del mateix individu. Tots els resultats obtinguts per Sanger s’han

visualitzat usant el programa Chromas Lite (Versi6 2.1.1).

Taula 1. Descripcio dels primers per a PCR dissenyats utilitzats per seqlienciacié Sanger, estudis de

segregacio i de LOH.

GEN

EPHB6
CENPE
SIK3
RREB1

ARHGAP12
CIDEB

GEMINS
RGS3
SLIT1

BCLIOL
ASCC3

LOXL4
NSMCE1
BAP1
HERC
UTP11L (FAM_NOV. 3)
CHD3
BLM
MUC6
MCM3
CLPTMIL
HISTH4
PSMB10
SLIT2
GSK3A
UTP11L (FAM23)

MCM4
HIST3H2A

Primer forward 5°-3’

TCTCCGATCACTGACCTCT
AACCCTTAACTTGT GGAGGT G
AACAGCAGT CCCT GT GTGAT
CTGAGT GGCACAGCCTTG

GAATTTCAGCAAGGT GATTGA
GCCCCTTCTTGACTTTTICTT

TCGAT TAACCTAGCGT CTGG
GAAT GAGAGGCCT GT GGAG
GACTTTCACCAGGT CCAGAG
AGTTTTCTCTTTGGGGCTTG
AAGAGGCTCCTTTGTTGACC

GACGCTGGCTGTCTTCTTAG
TTGCGT CTTCCACAAACATA
CATGTTGGCTTTCTCTCTGG
ACCCAAGTCCCTTTTCTCTG
CCAGTCTGTGTCATTTGGT G
GGGAGGT GATCT GT AT AGACG
AGCT AGAGGCGAT CAATGC
GAGGAGCCGT AGCT GGAAT
TGTTTCCTGAGAGCATTTGG
TCTTTGATTTCCTGGCCTTT
T GGGT AAGGGAGGAGCT AAG
TGGT GT TCCAAGTGAGCAG
TACAAAGGGGAAGCAAAGG
AGAGAGGT CT GT GGCT GAAG
TTTCTTCTCCAGCGAATAGC

CAGGACGAAGCCTATGACAG
TTAGTCTCGCTTTTCGGTTG

Primer reverse5’-3’

CTTGCACACCAAGTGGCTAT

CCGT AAGCATAATATCCGTATCA

GTTTGATGCTGCTGTTGTTG
GTGGT GTTACTGCCAGT GCT
GAT GGCAAAACAAGAAGCT G
ATAGGAACCGAGGAACTTGG
CT GAT GGAGT GCATGTTCTG
GCT CACAGCT AGGCAAAAGA
GGCAAAAGAGGT CCCATC
CACTCCACACACACACATCC
AATTGGGT TTCGTTGAGT GA
CTCCGT CACTCACTGTCCAT
GCT CCT CAGACAT CAGTTGG
ATCCTCCTCGTCATCCTCAT
GGGAAAGAAT GGGAAATACC
TCCAGT CTGATTGGT AACTCCT
GAAGAGAGGAGCT GCAGAGA

AGGAGGT TTAAGAGGT CCCTAA

CACCT TGTAGAAGGGT GCAG
ACCTGATTGTCATCCTGCAT
TTCTCAAGAGCCAAGCACAC
AAT CACGT TCTCCAGGAACA
ATCTTCTCGCAGCTCTTGTC
CTGCACTCTAATCGGGACAC
TCAAGT GAGGAGGGAT GAGA
GGGGT TGATTTACACACAGC

AGGGT TACCT CGATGAGAGC
AGGAT CTCGGCAGT CAAGT A

Taula 2. Volum de cada reactiu de la mix de la PCR per a una mostra.

Producte

Quantitat x1

GoTag G2 Colorless Master Mix
2X: ADN polimerasa+ dNTPs+

MgCI2.
Primer forward
Primer reverse

Nuclease-free H.O

ADN
Volum total

125 ul

2 ul (20 pmol)
2 ul (20 pmol)

8ul

0,5 ul (10-50 ng)

25ul

EXTENSIO
PCR (pb)
188
187
213
191

208
206

193
173
162
174
157

196
214
193
204
186
180
184
157
226
221
170
170
207
175
226

185
238
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4. Resultats

En aquest estudi s’ha treballat amb un total de 46 pacients amb cancer colorectal de 16 families amb

forta agregacio familiar i amb les dades obtingudes de la seqiienciacié de I’exoma complet en aquests

pacients. Després dels procediments descrits anteriorment incloent I’analisi de les dades de

sequenciacio, la prioritzacio, prevalidacio i validacié, esva arribar a unes variants finals tal com s’indica

en la Figura 7.

Analisis de dades
486 variants seleccionades de 46 individus en 16
families

4

Prioritzacio de Variants
-Freqiiéncia al-lelica externa <0,001
-Eines de prediccid de patogenicitat >3,25
-Conservacio canvi aminoacidic
-Posici6 de la mutacio (domini important)
-Interaccions
-Termes Go i funcio del gen (associat a cancer)
-OMIM

27 variants seleccionades de les 16 families

v

Prevalidacié (IGV)
27 variants per I’estudi

v

Validacié de les Variants
-Disseny de primers
-Optimitzacié de primers amb controls positius de
pacients sans.
-PCR mostres d’ADN del pacients amb CCR
sequenciats amb WES. Comprovar amplifiquen la
regio estudiada en tots els pacients.
-Seqlienciacio Sanger

No es valida la variant entots els membres
que presenten CCR en la familia. Es descarta
com a candidat a predisposicio al CCR.

3 variants no confirmades

Es valida la variant entots els membres que presenten
CCRen la familia.
24 variants confirmades

v

Estudi segregacio individus addicionals
-PCR mateixos primers utilitzats per cada familia.
-Seqlienciacio Sanger.

Estudi en la FAM7, es confirma la variant en
Pindividu addicional.

Estudi DNA tumoral dels pacients
-PCR mateixos primers utilitats per cada familia.
-Seqlienciacio Sanger per la deteccié de LOH.

1 LOH confirmada

Figura 7. Esquema de la metodologia realitzada en ’estudi amb les variants resultants del tractament

de dades, la prioritzacié, la prevalidacio, la validacié de les variants seleccionades i dels estudis de

segregacio i LOH.
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En la prioritzaci6 de variants s ha tingut encompte tant aquelles que s’han associata CCR,com aquelles
que no s’hanrelacionat anteriorment amb aquesta malaltia. Tanmateix, s’han eliminat les freqiients en
la poblacio i les que es troben presents en diverses families pero no en tots els membres d’aquestes.
Com s’ha especificat anteriorment en la Figura 6 s’han seleccionat les variants que complissin uns
limits en la frequencia al-lelica, tinguessin prediccions patogeniques en les eines bioinformatiques en
el cas de les variants missense i una cobertura de seqlienciacié adequada. D’altra banda, la resta de
parametres estudiats com la conservacio de ’aminoacid, si el canvi es produeix enun domini important
de la proteina ila funcié d’aquesta proteina, son eines que han servit per filtrar pero que no permeten
saber si el canvi té un efecte important en I’estructura tridimensional de la proteina, en la seva funcié o
en les seves interaccions i per tant no presenten uns limits, ja que no donen una mesura quantitativa
sino qualitativa. Per a la prioritzacio, s’han seleccionat les variants que compleixen els limits establerts
i addicionalment presenten una funcié interessant, interaccions associades amb gens que s’han associat
amb cancer i que el canvi aminoacidic es trobi molt conservat i no present en cap altre animal
evolutivament proper a ’Homo sapiens per tal de verificar que no pertany a una regié variable del
genoma.

En aquesta prioritzacio, s’han obtingut un total de 27 variants, en les que algunes families han presentat
4 candidates i d’altres només 1 (Taula 3). A partir de les variants seleccionades s’ha aconseguit en tots
els casos amplificar el fragment dels gens que contenia la variant d’interés per I’estudi, tal com es pot

observar per algunes d’elles a la Figura 8.
ASCC3 LOXL4 SLIT 1

| A
A=

gH445 3134 2758 C+ C- 1135 1136 U716 Ts1565 7 C+ C- 1133 H444 C+ Ca

Figura 8. Resultats de I'amplificacié delfragment d’interés de cada gen en SCC3 de la FAM10, LOXL4
de la FAM12i SLIT1 de la FAM9, a 58°C, en 40 cicles (10”,10”,15”) excepte SLIT1 que s’ha optimitzat
a58°C, a 40 cicles (15”,15”,30”). Les mostres H445, 1134, 1135, 1136, U716, 1133 i H444 s6n mostres
de sang periférica de pacients amb CCR. Per altra banda les mostres 3, Ts1565 i 7 sén d’ADN tumoral
i la mostra 2758 és de sang periférica que correspon a un familiar addicional amb 12 polips benignes.
C*, fareferéncia al control positiu i C-al control negatiu.

Tal com es pot observar a la Figura 8, s’ha realitzat una correcta amplificacio de les mostres en tots els
casos observant-se una banda intensa entre els 100-200 pb. Tanmateix es pot apreciar en alguns casos
una segona banda poc definida per sota els 100 pb, aquesta correspon a dimers de primer que han
hibridat i s’han quedat retinguts al final del gel d’agarosa. NO s’ha observat en cap cas una banda
d’amplificacio en la regio de les mostres enels controls negatius.
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Taula 3. Descripcié de les variants seleccionades de les 16 families, segons la frequencia externa, les eines bioinformatiques, sies troba enun domini, les

interaccions 1 funcions ireferéncies en ’OMIM.

Gen

CENPE

EPHB6

SIK3

RREBI

ARHGAPI2

CIDEB

GEMINS

RGS3

NSMCE1

BAPI

Mutacio

C.7678A>C
(p-Lys2560GIn)

€.2384G>A
(p-Arg795His)

C.1871G>A
(p-Arg624Gin)

€.3206C>T
(p.Alal069Val)
c.1970A>T
(p.Asn657lle)
c.116G>A
(Arg39Pro)

€.194A>G
(p.Glu65Gly)
€.1059A>T
(p.Lys353Asn)

€.4504C>T
(p-Arg1502Trp)

C.16A>T
(p. Asn6Tyr)

c. 2527TA>C
(p. 11le843Leu)
c.1531G>A
(p.Gly511Lys)

c.476T>C
(p-Leu159Pro)

€.1133C>T
(p.Ala378Val)

Freqiiéncia

5/120126

3/121204

20/116936
3/121220

5/121300

11/119992

6/121274

0

34/120418

1/120694

In
silico

35

5,25

5,25

5,25

4,25

525

4,25

5,25

5,25

4,25

4,25

525

5,25

4,25

Domini

Globular
autoinhibitori

Unio a ATP

Rho

Lloc
heterodimer

WD40

PDZ, DegQ

HELICc

Scavenger
receptor Cys-
rich
SMC_Nsel

Conservacio

59/73

99/99

100/100

92/98

80/99

76/79

72/96

93/96

90/98

56/80

98/99

86/100

73/73

85/98

Interaccions
(seleccid)

BUBIB,CENFE,FANCA4

BCL6,EPHBI,EPHB4

HDAC5,MAP3K7
SMAD2,
SMAD3

AR BLM,HDAC1,HDAC?2,
HDAC3

GRB2,MAPK11,SRPK1,
XPO

CIDEA

BARDI,LGR4,MAP2K4,
MAP3K5,MAPK3
EPHRINBI,ESRI

GPCI1,ROBOI

CTNNBI1,EWSRI,YAPI

CDK1,EIF3F,SOX2

MASTI,PRMPT6,TRIP13

PMFI

ANAPC7,BAP1,BRCAI
CASPS,ESRIIGFIR,
PTEN,PTPRJ, XRCC3

Funcio

Segregacié dels cromosomes pel fus
mitotic. Gen candidat a CCR
(DeRycke et al., 2013)
Supressié de I’invasio del cancer.
Variants associades a CCR familiar
Progressio de la fase Gla S del cicle
cel-lular

Regulacié de la transcripcié. Unio a
elements de respostade RAS
Supressio tumoral per regulacio de la
invasio i adhesio cel-lular

Apoptosis coma respostadel dany a
I’ADN

Splicing

Senyal proteines G. Sobre-expressat
en tumors amb p53 mutat. Inhibicio
de MAPK
Regulador negatiu de Sdf1 i Cxcr4
implicats en cancer de mama

Progressio de tumors intestinals
primerencs. Via canonicaWnt

Proliferacié cel-lular

Progressio6 del cancer de cap i coll

Regulacio positiva estimulada per
danya I’ADN

Regulacié del cicle cel-lular.
Supressortumoral per
desubiquinitzacio. Via de control de
BRCAI

OMIM

Microencefalia
autosomica
recessiva
602757

614776

602209
610577
604441

607005

602189

603742
609004

614217

607318

603089:
Sindrome de
predisposici6 a
tumors
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HERC2 €.12490G>A (p. 0 4,25 Regié 3-5 99/99 BRCAI1,CDK8,EPCAM, Reparacio del ADN. Mutacions 615516: Retard
Asp4164Asn) RCC1 repetida MAPKG6,TP53 somatiques en cancer gastric i CCR mental
amb inestabilitat de microsatel-lits
UrpPiIL €.518C>A 2/121384 4,25 Utpll 88/97 CRNN,SPRR3 Regulacié positiva del procés 609440
(p.Thrl73Asn) apoptotic
BLM €.2069C>T 1/121140 525 | Lloc unio ATP 96/96 BRCA1,BRIP1,ATR,ATM, Cicle cel-lular. Recombinacio 210900: Sindrome
(p. Pro690Leu) FANCD2,FANCD,FANCM, meiotica. Augment del risc de patir de Bloom
FANI,MLHI,MREI1A,MSH?2, CCR
MSH6,RAD51,TP53,XRCC2
MUC6 ¢.1778delC 0 FS - - TFF1 Inhibicio de I'invasié en cancer 158370
(p-M594Cfs*3) 158374: associata
suceptibilitat a
cancer gastric
MCM3 €.2401C>T 3/121370 3,25 - 55/99 CCNDI1,CDK2,EP300, Cicle cel-lular, replicaci6 del ADN 602693
(p.Arg801Trp) MCM4,MAPK6,MGMT, Elevada expressio associadaa
NOTCHI,POLD1,RADS2, neoplasmes
SMARCAS
CLPTMIL c.976+1G>A 0 SP - - NCSTN,NTRK1,PIK3C3, Apoptosi. Localitzat a regio de 612585
SPTANI,TUBGI1,ZBTB33 susceptibilitatamb TERT per molts
tipus de cancers
HISTIH4H c.82C>T 3/121380 ST - - CSN5,H2AFZITGA4, Mitosi. Replicacio de ’ADN. 602828
(p.GIn28*) MCM2,RAD21 Assemblatge nucleosoma
SLIT2 €.4400G>T 32/121258 4,25 Homoleg 100/100 ANKRDI2, MYC, PTCHI, Regulacio apoptosi. Candidat 603742
(p.Gly1467Val) SLIT? ROBOI, ROBO2, SLIT2 supressortumoral per CCR
PSMBI10 c.172C>G 0 5,25 Subunitat 81/94 ANXA7,PSME1,PSME2,PSMB3 Resposta dany de I’ADN. 176847
(p.Arg58Gly) proteosoma ,PSMDG6,PTN Regulacio apoptosi. Transduccio
senyalp53
GSK3A4 €.1295T>C 2/106326 3,25 - 78/100 BCL3,MYC,TOR Senyalitzacié apoptosis. Diana 606784
(p.11e432Thr) terapéutica per cancer de pancrees.
UTPIIL C.665G>A 3/117600 525 - 92/100 CRNN,SPRR3 Regulacio apoptosi 609440
(p-Arg222His)
MCM4 €.2039A>C 0 4,25 MCM 98/100 CDK1,CDK2,EP300,HDACS, Replicacio de PADN. La seva 609981:deficiencia
(p.Glu680Ala) MCM3,POLK,RAD21 fosforilacio la inhibeix cél-lules NK amb
un danyen la
reparacio del ADN
HIST3H2A ¢.106C>A 1/114798 5,25 Lloc unio 86/93 RPS6KAS5,CHDILMCMS, Desassemblatge del nucleosoma. 615015
(p-Arg36Ser) ADN RNF2 Reparacio de dany a ’ADN per

rajos UV

81

CCR, cancer colorectal. FS, frameshift; NS, nonsense; SP, canonical splice site.

Frequéncia al-lelica, EXAC: Exome Aggregation Consortium (versi6 0.3.1). El valor 0 indica I’abséncia de la variant a la base de dades. Aquestes dades son proporcionades per varis projectes de
sequienciacio a gran escala que proporcionen informacié de 60706 individus no emparentats. Insilico: nombre de eines de prediccié de patogenicitat bioinformatiques. Domini: regié de la proteina
on es troba el canvi. Conservacio: Dades del UCSC genome browser que proporcionen informacié de la conservacio de 100 espécies (11 primats,52 mamifers i 37 vertebrats) en la posici6 concreta
de la mutacid. Algunes espécies, sobretot vertebrats s’observen gaps en la posicio de la mutacio i en aquests casos pel contatge no s’ha tingut en compte aquella espécie. Interaccions: aquelles que
s’han associat a proteines associades amb cancer. OM IM : Introducci6 del nimero, també s’ha anotat si estan associats a malalties hereditaries.
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Les variants seleccionades s’han confirmat per seqiienciacio pel metode de Sanger en tots els casos,
excepte pels gens PSMB10 i HIST3H4 que no presentaven la variant i que correspondrien a errors de la
NGS. Per altra banda, en el cas ’ARHGAP1 no es va poder determinar la preséncia o no de la variant.
Per tant finalment s’han pogut confirmar 24 de les 27 variants (Taula 4). També en les families 7, 8 que
es tenia mostra de membres que presentaven adenomes avangats i limfoma, s’han realitzat estudis de
segregacid. A més, s’ha determinat la pérdua d’heterozigositat (LOH) en les families que presentaven

una bona segregacio en tots els membres seqiienciats si es tenien mostres tumorals disponibles.

Taula 4. Resultats validaci6 de les variants prioritzades, de I'estudi de segregacio i perdua

d’heterozigositat en les mostres tumorals.

Gen Mutacid Mostres Validacié | Segregacio LOH
CENPE .7678A>C (p.Lys2560GlIn) FAM1 2/2 - NA
EPHB6 €.2384G>A (p. Arg795His) FAM1 2/2 - NA
SIK3 .1871G>A (p.Arg624Gin) FAM1 2/2 - NA
RREB1 €.3206C>T (p.Ala1069Val) FAM2 2/2 - -
ARHGAP12  ¢.1970A>T (p.Asn6571le) FAM4 - - NA
CIDEB ¢.116G>A (p.Arg39Pro) FAM7 2/2 1/1 N
GEMIN5 ¢.194A>G (p.Glu65Gly) FAM8 313 NA NA
RGS3 €.1059A>T (p.Lys353Asn) FAM9 2/2 - -
SLIT1 €.4504C>T (p.Argl502Trp)  FAM9 2/2 - -
BCLIL c.16A>T (p. Ala5Tyr) FAM9 2/2 - -
ASCC3 c. 2527A>C(p. lle843Leu) FAM10 2/2 - N
LOXL4 ¢.1531G>A (p.Gly511Lys) FAM12 313 - N
NSMCE1 c.476T>C (p.Leul59Pro) FAM_NOVA 1 2/2 - N
BAP1 €.1133C>T (p.Ala378Val) FAM_NOVA 2 2/2 - NA
HERC?2 €.12490G>A(p.Asp4164Asn)  FAM_NOVA 2 2/2 - NA
UTP11L €.518C>A (p.Thr173Asn) FAM_NOVA 3 2/2 - NA
UTP11L €.665G>A (p.Arg222His) FAM23 4/4 - -
BLM €.2069C>T(p. Pro690Leu) FAM_NOVA_4 2/2 - N
MUCG6 €.1778delC (p.M594Cfs*3) FAM19 3/3 - N
MCM3 €.2401C>T(p.Arg801Trp) FAM19 3/3 - S
CLPTM1L  c.976+1G>A FAM19 2/2 - NA
HIST1H4 | ¢.82C>T (p.GIn28*) FAM19 313 - N
SLIT2 €.4400G>T (p.Gly1467Val) FAM21 313 - -
PSMB10 €.172C>G(p.Arg58Gly) FAM21 0/3 - -
GSK3A €.1295T>C (p.lle432Thr) FAM22 4/4 - -
MCM4 €.2039A>C (p.Glu680Ala) FAM39 2/2 - -
HIST3H2A | ¢.106C>A (p.Arg36Ser) FAM39 1/2 - -

CCR, cancer colorectal; Validacio, segregacié dels pacients amb CCR; Segregacié CCR, segregacié en familiars addicionals
que presentin adenomes avancats, polips, presentin algun altre tipus de cancer; LOH, pérdua d’heterozigositat; N, no ; NA,
error en I’amplificacio; S, si.

Mostra: identificador de cada variant detectada per seqiienciacié completa de ’exoma la variant en més d’un individu de la
familia. Validaci6: Comprovacié de la variant en tots els individus seqlienciats per exoma a partir del meétode Sanger.
Segregacié: Proporcid de casos de familiars amb adenomes avangats, polips o altres tipus de cancer que s’han seqiienciat pel
métode Sanger i presenten la mateixa variant en heterozigosis. LOH: delaci6 de 1’al‘lel normal en la posicié de la variant en
ADN tumoral comparant amb 1’ADN germinal del mateix pacient.
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A partir dels resultats obtinguts, els millors candidats per a la predisposicié germinal de CCR son
LOXL4, GEMIN5 ,UTP11L,MUC6, HIST1H4, GSK3A i SLIT2, ja que presenten tres 0 més individus
a la familia amb CCR presentant forta agregacio. També cal remarcar en els estudis de segregacio que
s’ha identificat com a bon candidat al CCR, CIDEB en la familia 7 on s’ha comprovat la segregacio en
els familiars amb CCR i confirmat la preséncia d’aquesta variant en una dona de 26 anys amb limfoma.
Per ultim també cal destacar un altre gen bon candidat, MCM3, en aquest es confirma la variant en els
familiars afectats i en la mostra tumoral d’un dels afectats s’ha observat una lleugera pérdua

d’heterozigositat tal com es pot observar a la Figura 9.

C AA3502 AA3503
GTTCIDD m\f\/ GTTcch:DGGG
AA3504 B.11577
100 100
T T € ¢ G T T C c GG G

Figura 9: Resultats sequienciacio Sanger visualitzats pel programa Chromas de la variant en MCM3 de
la familia 19 en la mostra control (C), els tres familiars amb CCR (AA3502, AA3593, AA3504) i la
mostra d” ADN tumoral (B.11577) que correspon al germinal AA3504 .

5. Discussi6

5.1 Discussi6 dels resultats

La seqiienciaci6 de I’exoma de 46 pacients amb CCR de 16 families amb forta agregacié familiar han
permes la identificacio de les variants en els gens LOXL4, GEMIN5, UTP11L, MUC6, HIST1H4,
GSK3A, SLIT2, CIDEB i MCM3 per a la predisposicio al CCR.

LOXL4 pertany a la familia génica LOX, aquesta codifica per enzims extracel-lulars que s’encarreguen
de catalitzar la desaminaci6 oxidativa de molécules de col-lagen i elastina per tal d’insolubilitzar-les en
la matriu extracel-lular. D’aquesta manera participa en el manteniment de I’estabilitat del teixit

connectiu (Lucero & Kagan, 2006). Tanmateix, LOXL4 pot bloquejar el factor de transcripcié NF-kB a
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través de la inactivacio de la via PI13K/Arkt i Raf/MEK i actuar com a supressor tumoral. Pelque faa
nivell genomic, el silenciament del gen per una metilacid en el promotor s’ha associat a cancer de
bufeta. A més d’aquesta funcid, s’ha determinat una regulaci6 positiva en I'expressio d’aquest gen
associat a la proliferacio i invasio cel-lular i metastasis en cancer de coll i cap i també en cancer gastric
a partir de la via FAK/Src (Jeay etal., 2003; Wu et al., 2007; Li etal., 2015; Weise etal., 2008). La
mutacié ¢.1531G>A(p.Gly511Lys) es localitza en el domini Scavenger receptor Cys-rich, aquest
intervé en les interaccions proteina-proteina i proteina-lligand de ’enzim Lisil oxidasa (Hohenester et
al., 1999). Per aquest motiu la proteina pot presentar canvis en I’afinitat, estabilitat i enla transduccio
del senyal amb algunes de les seves interaccions. Per altra banda, aquesta familia presenta dos familiars

de 14 i 16 anys amb cancer de cap, enels que es podria comprovar la preséncia d’aquesta variant.

GEMINS5 codifica per una proteina clau en el complex SMN i és I'encarregada d’unir-se als SNRNAS.
Mutacions en aquest gen afecten la uni6 dels snRNAs al complex de splicing i poden influir en la
tumorogenesis i en la progressio del tumor (Battle et al., 2006; Lee et al., 2006). La mutacio
€.194A>G(p.Glue5Gly) es localitza en el domini WD40, aquest domini conté copies repetides en
tandem de 40 aminoacids que s’uneixen per formar un domini de forma circular. Aquest domini esta
implicat en la transducci6 del senyal, en la regulacio de la transcripcio i en el control cel-lular (Xu &
Min, 2011). Mutacions en aquest domini poden interferir en I’estructura de la proteina i ocasionar
problemes amb algunes de les seves interaccions com és MAPK3 que pertany a la cascada MAPK/ERK

associada a la iniciacié o regulacio de la mitosi.

UTP11L codifica per una ribonucleoproteina requerida per la biogénesi del 18S rRNA. Tanmateix
aquesta proteina s’ha associat a una regulacio positiva de I’apoptosi al cervell (Phipps et al., 2011;
Heese et al.,2003). La mutacid ¢.665G>A (p.Arg222His) pot causar defectes en I’estructura de la
proteina que interfereixin en la biogénesis dels ribosomes que poden causar efectes importants en el
metabolisme i la viabilitat cel-lular. En aquest estudi s’han considerat dues variants d’aquest gen com
a candidates, de les quals les dues s’han validat en les seves respectives families, per aquest motiu pren

un major interés aquest gen per a la predisposicié al CCR.

MUCEG codifica per una mucina gastrica que s’encarrega de la proteccid del tracte gastrointestinal de
proteases, acids, microorganismes patogens i danys mecanics (Toribara et al., 1993). S’ha relacionat
aquest gen com a inhibidor de la invasié de cél-lules tumorals en cancer de pancrees pero també es
troba expressat de forma aberrant en la progressi6é d’alguns casos de CCR (Leir & Harris, 2011). La
mutacid ¢.1778delC (p.M594Cfs*3) produeix que es trunqui la proteina ocasionant un efecte important

en la funci6 d’aquesta.
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HIST1H4 codifica per un membre de la familia d’histones H4, que participa en I'assemblatge del
nucleosoma. A més participa en la regulacié del cicle cel-lular en la replicacio d’ADN quan es troba
acetilada (Miotto & Struhl, 2010). La mutacio ¢.82C>T (p.GIn28*) provoca la formacié d’un codd
d’aturada a I'inici de la proteina causant la pérdua de la seva activitat, ja que conté els dominis
d’interacci6 amb les altres histones i punts d’acetilacio que es troben upstream de la mutacio. Errors en
I’empaquetament del nucleosoma poden ocasionar problemes durant el cicle, la divisio cel-lular i

I’expressio geénica per formar d’aquesta manera cél-lules aberrants.

GSK3A, codifica per un glicogen 3a. sintasa quinasa, és una serin treonin quinasa que esta implicada en
el control de diverses proteines com el glicogen sintasa i factors de transcripcio com JUN (Ali et al.,
2001). També participa en la via de Wnt i la PI3K/Akt, ambdues relacionades amb la proliferacié i
creixement cel-lular i associades a cancer colorectal (Wu & Pan, 2010). La mutaci6 ¢.1295T>C
(p-1le432Thr) no es troba en cap domini important de la proteina, perod pot afectar a I'estructura,

estabilitat i interaccions d’aquesta.

SLIT2, codifica per una de les glicoproteines de la familia SLIT. Té un paper important en la guia
axonica i migracié neuronal on SLIT2 és el lligand per la familia de receptors ROBO. Estudis recents
proposen SLIT2 com a supressor tumoral ja que s’ha trobat inactivat en cancer de mama, de pulmo i
colorectal (Dallol et al., 2002; Dallol et al., 2003). La metilacié de SLIT2 s’ha associat amb alguns
subtipus de cancer gastric (Kim et al., 2016). A més, la mutacié ¢.4400G>T(p.Gly1467Val) estrobaa
una posicid de ’homoleg SLIT2 C-terminal. Aquesta regié permet la interacci6 amb els receptors
ROBO i és una regio difusible. Canvis en aquesta regi6 de la proteina provocaran canvis en la funcio i
possiblement disminuint la seva activitat i interaccions. A més, s’ha seleccionat un altre gen que pertany
ala familia SLIT, la variant en SLIT1 que també s’ha validat. Per aquest motiu aquesta familia génica
podria estar associada a la predisposicié al CCR.

CIDEB, codifica per un efector B de tipus DFFA inductor de mort cel-lular (Inohara et al., 1998). La
mutacio ¢.116G>A (p.Arg39Pro) afecta a un domini heterodimeric d’interaccio amb altres lligands i
proteines, que pot provocar una desregulacio del procés d’apoptosi.

Per altim hi ha MCM3, pertany a la familia de proteines de manteniment de mini-cromosoma (MCM)
altament conservades que participen en la iniciacié de la replicacié del genoma eucariota. El complex
MCM té un paper determinant en la replicaci6 d’ADN (Bailis & Forsburg, 2004). Per altra banda, s’ha
observat una sobreexpressié de MCM3 en diferents cancers humans proposant la seva implicacio en el
creixement i la proliferacio de les cel-lules cancerigenes (Ha et al., 2004). La mutacio
€.2401C>T(p.Arg801Trp) no esta situada a cap domini de la proteina perd canvis en I’estructura

d’aquesta podrien influir la seva afinitat, expressio i funcid. En aquest estudi, s’ha seleccionat també
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MCM4 coma candidat en la familia 39 que també s’ha validat en els dos membres afectats. Tanmateix,
la mutacié ¢.2039A>C (p.GIlu680Ala) es localitza en un domini important de la proteina, el MCM. Per
tant, es podria proposar que canvis en els gens que constitueixen aquesta familia génica podrien ser
possibles responsables de la predisposicié de CCR.

Entre tots els candidats, els que per les seves funcions, caracteristiques i el tipus de canvi enel gen més
probablement causa un canvi important en la funcié son LOXL4, HIST1H4, GSK3A iMCM3.

També cal destacar els resultats de la familia 19 en qué s’han verificat quatre bons candidats per a la
predisposicié al CCR (MUC6, CLPTML1L, HIST1H4iMCM3), en aquesta familia es troben 6 individus
amb cancer de colon dels quals només 3 s’han pogut utilitzar per a I'estudi. Mitjangant estudis de
segregacio en els altres membres afectats es podria acabar de determinar quina variant afecta

significativament al CCR.

5.2 Etica i sostenibilitat

L’objectiu d’aquest estudi és la determinacio de noves variants genetiques implicades amb el CCR, per
aquest motiu per dur a terme I'estudi es requereixen mostres de pacients amb CCR que donin el
consentiment per tal de ser inclosos al projecte d’investigacid. Cada pacient €s informat a partir d’un
document on es descriu I"objectiu del projecte, els procediments que es realitzaran amb la mostra de
sang que subministra per I’estudi i asseguren que els resultats obtinguts a partir de la mostra es dedicaran
exclusivament per I’estudi a la predisposicié al CCR segons els termes previstos en la legislacié vigent
(Llei 14/2007 i RD1716/2011). Tanmateix s’explica on es guardara la mostra, el benefici que pot causar
de caraa un cert temps en la seva familia si es dona el cas que es troba una nova variant associada i
també els riscos, i deixant clar la participacié voluntaria del pacient i la confidencialitat de I’estudi. Una
vegada el pacient ha donat el seu consentiment, les mostres passen a disposicié dels investigadors amb
un codi determinat per cada hospital i no es té coneixement del nom ni la localitzacié del pacient. A

més, el pacient pot anul-lar el conveni en tot moment fent que la mostra d’aquest es deixi d’utilitzar.

Pel que fa a la sostenibilitat, s’ha seguit de manera rigorosa els protocols de separacio de residus per un
correcte tractament dipositant tot el material que ha estat en contacte amb material biologic enels seus
contenidors corresponents que es recullen externament i s’incineren. Tanmateix el material utilitzat al
laboratori és autoclavat, les puntes de pipeta contenen un filtre per minimitzar contaminacions i el gel
d’agarosa es llenca al contenidor de residus citotoxics pel seu tractament posterior. De la mateixa
manera, s’ha complert amb les normes de seguretat de treball en un laboratori. En I’elaboracié de la
PCR s’han seguit uns controls molt exigents d’esterilitat. En la preparacio de les mix s’ha treballat en

una sala esteril amb material exclusiu per aquesta i s’ha realitzat sota una cabina de flux laminar
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préviament netejada amb DNAzap i posteriorment irradiada amb tot el material que s’utilitza excepte
la polimerasa i els primers durant 10-15 minuts amb llum ultraviolada. Posteriorment s’ha de fer un
canvi de sala per posar les mostres dels pacients sota una altra campana de flux laminar esterilitzada

amb les mateixes condicions i per realitzar la PCR,d’aquesta manera s’eviten possibles contaminacions.

Per millorar T'eficacia del métode, s’hauria de fer un estudi a nivell de proteina. Caldria fer estudis
funcionals per determinar I'efecte d’aqueStes mutacions a nivell d’expressio, d’estabilitat i d’interaccid
amb altres proteines. Aquests estudis a partir de totes les variants seleccionades ivalidades esrealitzaran
a partir d’una Massive Parallel pipline pel clonatge de variants d’ ADN i que permet examinar el fenotip

d’aquestes mutacions (Wei etal., 2014).

6. Conclusions

- Whole exome sequencing, validation, segregation and tumour studies help us to filter all the
variants in each family in order to keep only some of them. Positives results do not indicate a
certain relation to colorectal cancer (CRC) susceptibility, it is also need to carry out with
functional and in vitro studies.

- Most of the variants selected were confirmed by Sanger sequencing, indicating the sequencing
method’s efficiency.

- CIDEB, ASCC3, LOXL4, NSMCE1, BLM, MUC6 and HIST1H4 do not have LOH. However,
they are still good candidates because it can be another genetic change along the whole
sequence not founded by this technique.

- LOXL4, HIST1H4, GSK3A and MCM3 are probably better candidates to CRC susceptibility
due to their mutations, functions, pathways and associations with cancer.

- Genes from the same family can be involved in the same disease which possibly happens with
MCM family and SLIT family.

- Aqgene canbe involved in different cancer types as it probably happens with LOXL4.
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