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RESUM

Per aprofundir en les causes genétiques de |'anémia de Fanconi (FA) i la
susceptibilitat al cancer de mama (BrCa), aixi com en els mecanismes moleculars
de reparacié del dany al DNA per part de la via de senyalitzacié FA/BrCa, s'ha dut a
terme un cribatge massiu d’interaccions proteina-proteina per 34 components
involucrats en aquesta via. Aquest estudi ha identificat 25 noves interaccions d’alta
fiabilitat, la majoria de les quals estan involucrades en la regulacid del cicle cel-lular
o la resposta al dany al DNA. Algunes d’aquestes interaccions han estat validades
mitjancant estudis de co-immunoprecipitacido enddogena i sobreexpressié en cél-lules
de mamifer. En aquesta tesi doctoral hem caracteritzat la nova interaccié entre
FANCN/PALB2 i MORF4L1/MRG15. S’han realitzat estudis bioquimics i funcionals
amb la finalitat de caracteritzar-la tan molecularment com funcionalment en
cél-lules d’humans, de ratoli i Caenorhabditis elegans. Els resultats obtinguts ens
permeten dibuixar un possible modul funcional entre BRCA2, PALB2, RAD51 i RPA1
que suggereixen una implicacié de MRG15 en la reparacié dels trencaments de
doble cadena (DSB) en el DNA. Els nostres resultats no mostren alteracions
patogéniques de MORF4L1/MRG15 en els pacients FA amb mutacié desconeguda.
Pel que fa a l'estudi de dos variants genétiques comunes en el locus MORF4L1,
tampoc s’observa una associacié significativa amb el risc a cancer de mama entre
els portadors de mutacié BRCA1 i BRCA2; tot i que s’observa una tendéncia entre
els portadors de mutacions BRCA2. Es per aquest motiu, que serd necessari un

analisi amb series de portadors més grans.
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Introduccio

1 Anémia de Fanconi

1.1 Generalitats

FA va ser descrita per primera vegada al 1927 pel pediatra suis Guido Fanconi a rel
d’'una familia amb tres fills que presentaven pancitopenia, estatura baixa,
hipogonadisme i pigmentaci6 anormal a la pell [1]. Es tracta d’una malaltia
genetica rara, amb una prevalenga estimada de 1-5 per cada milié d’habitants [2].
Es caracteritza per una disfuncié al moll de I'és, defectes congénits en el
desenvolupament, anormalitats en els cromosomes i una predisposicio a
desenvolupar cancer. El cancers més freqlients que desenvolupen els pacients FA
son del tipus hematopoétics i carcinomes de cel-lules escamoses de cap i coll [2].

Des del punt de vista genetic, aquesta malaltia és altament heterogénia.
Fins I'actualitat, després dels exhaustius estudis de complementacié genétics, s’han
descrit 15 grups de complementaci6 diferents [3]. En els propers anys és possible
que aquest nombre es vegi incrementat ja que resten pacients FA sense cap grup
de complementacié assignat i on s’han descartat tots els 15 grups coneguts fins
ara. El producte d’aquests gens, constitueixen una xarxa comuna d‘ubiquitinitzacié-
fosforilaci6 anomenada via de senyalitzaci6 de FA [4]. Aquesta via de
senyalitzaciéo coopera amb altres proteines involucrades en la reparacié del DNA i el
control del cicle cel-lular per la reparaci6 de les lesions produides per
entrecreuaments entre cadenes (ICLs), amb la finalitat de mantenir la integritat
genomica [4].

En aquest treball, pretenem aprofundir en aquests mecanismes moleculars
on es troben involucrats el conjunt d’aquest gens i entendre com cooperen entre
ells en els processos de reparacié del DNA i la senyalitzacié del dany al DNA, aixi
com descobrir noves proteines involucrades en aquesta via de senyalitzacio.

Les cel-lules derivades dels pacients FA mostren hipersensibilitat als agents
de DNA-crosslinking, tals com la mitomicina C (MMC) o cisplati. Aquests agents
provoquen ICLs, que al no ser reparats correctament causen un alt nivell
d’aberracions cromosomiques, incloent trencaments cromosomics i la formacio dels
caracteristics cromosomes radials (Figura 1) [4]. La sensibilitat extrema dels
pacients FA a ICLs prohibeix rotundament el tractament dels cancers mitjangant

qualsevol farmac quimioterapeutic inductor de ICLs tals com la MMC.
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a Y,
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Figura 1: Analisi cariotipic de cél-lules derivades dels pacients que pateixen anémia de
Fanconi (FA). (a) Abans i (b) després de tractament amb mitomicina C (MMC). On s’observa que la
MMC produeix aberracions cromosomiques tals com trencaments cromatidics i cromosomes quadri-
radials. Aquests defectes observats, s’utilitzen de manera rutinaria en el diagnostic de pacients FA.
Adaptada de [4].

Una altra caracteristica de les cél-lules FA és que s’acumulen en fase G,/M
del cicle cel-lular en resposta a tractaments amb agents inductors de ICLs.
Aquestes observacions suggereixen que les proteines que formen part de la ruta FA
podrien estar involucrades en la resposta cel-lular al dany induit per ICLs [5].
Aquestes caracteristiques s’han utilitzat rutinariament pel diagnostic clinic dels
pacients FA. Aquest diagnostic comporta l|'analisi citogenétic de limfocits dels
pacients tractats amb agent inductor d’enllagos ICLs al DNA tals com la MMC, el
cisplati o el diepoxibuta (DEB) en el conegut com a test del DEB, com es mostra a
la (Figura 1). El conjunt d’aquests descobriments, suggereixen que una reparacio

ineficient de ICL pot ser la causa dels fenotips clinics i cel-lulars associats amb FA.

1.2 Genética

FA és una malaltia autosomica per tots els gens excepte per FANCB [6] que es
troba localitzat al cromosoma X. En conseqliéncia, la proporcidé de pacients entre
homes i dones és de 3:1, sent la incidéncia a la poblacid general de 1 a 5
naixements afectats per cada milié d’habitants [2]. Cal destacar que en algunes

etnies aquesta incidéncia esta considerablement augmentada degut a efectes
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fundadors: als sudafricans [7], als jueus asquenazites [8] i als gitanos, sent
agquesta étnia la posseidora de la freqlieéncia de portadors FA més alta del modn
(1/64 a 1/70) [9]. Com es mostra a la (Taula 1), les mutacions en FANCA, FANCG i

FANCC conjuntament sén els causants de la majoria d’afectats de pacients FA [10].

Taula 1. Gens que juguen un paper important en la via de senyalitzaci6 de FA. Taula
modificada de [4].

Crene Unigue mutations Total mutations Chromosomal Malecular Reguired for FaneD2
{n = T06) (%) {n = 2,002) (%) location wedght (kDu) mona-Uh
FANCA 0.9 57.0 16243 160 Yes
FANCE 20 0.9 Xg22.31 a5 Yes
FANCC 76 14.4 9g223 %] Yes
FANCD (BRCAZ) 50 2.8 13g12-13 380 No
FANCD2 4.7 19 Ap2sa 155 -
FANCE 35 X3 ap21-22 6l Yes
FANCF 20 2.0 11pl5 42 Yes
FANCG 6.9 1.2 apl 3 68 Yes
FANCT k] 1.7 1592526 140 Yes
FANCI {BACH I Bripl) 1.7 24 17g22-24 1400 No
FANCL 0.4 0.2 Epllﬁ.l 43 Yes
FANCM (Hef) 03 02 T4g21.3 250 Yes
FANCN (PALEB2) 21 0.8 16p12 1400 No
FANCO (Rad5IC) - - I.Tq 251 42 No
FANCP (SI.X4) - - l6pl3.3 200 Mo
FAAPIOO - - 17g25.1 100 Yes
FAAF24 - - I9gl31l 24 Yes
FANI - - 159132133 61 Mo

1.3 Via de senyalitzacié FA/BrCa

Fins ara, s’han descrit mutacions en 15 gens FA (FANC): FANCA, FANCB, FANCC,
FANCD1/BRCA2, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, FANCJ/BRIP1, FANCL,
FANCM, FANCN/PALB2, FANCO/RAD51C i FANCP/SLX4 [11]. Les proteines
codificades per gens FA i/o gens de susceptibilitat a BrCa, cooperen en una mateixa
via de reparacio del dany al DNA [12], anomenada via de senyalitzacié FA/BrCa.
Les proteines FA, funcionen de manera linear en la via de reparacié al dany al DNA.
Les primeres proteines FA, sén activades en resposta al dany al DNA o sota les
senyals de replicacid, conduint la monoubiquitinacié de FANCD2 [12].

Aquestes 15 proteines descrites, es divideixen en tres grups funcionals en el
procés de reparacio al dany al DNA sota la senyalitzacié de les quinases ataxia

telangiectasia mutated (ATM) i ataxia telangiectasia and Rad3 related (ATR).
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Grup I: Complex central de FA

El grup I esta constituit per 10 proteines, 8 de les quals s’han trobat mutacions en
pacients: FANCA, B, C, E, F, G, L i M. Les altres dos proteines del grup I sén les
proteines associades a FA: FAAP100 i FAAP24 [13]. La nomenclatura d'aquestes
proteines és deguda a que no s'han trobat pacients FA amb mutacions en cap
d'aquestes proteines, encara que la seva deplecié també provoca fenotip Fanconi.
Totes elles formen el denominat complex central (core complex) i actuen com a
lligasa d’ubiquitina E3 per monoubiquitinar les proteines FA del segon complex en
resposta a dany al DNA. Aquest segon complex és un heterodimer format per les
proteines FANCD2 i FANCI (dimer ID). Si existeix alguna proteina del core complex
mutada no és produeix aquesta modificacié post-traduccional en FANCD2 ni en
FANCI. Aguesta modificacio és per tant, fonamental en el procés de reparacio del
DNA, encara que és propiament FANCL la que té I'activitat catalitica E3 lligasa del
complex [6]. El fet que no tots els pacients FA del grup central tinguin el mateix
fenotip clinic, dona suport a la hipotesi de multiples funcions de les proteines del
complex a part de la de monoubiquitinar FANCD2/FANCI [1]. S’ha observat que
aquest complex, interacciona amb el DNA a través de FANCM i FAAP24, sent les
Uniques proteines del complex amb capacitat d’unié al DNA [14]. Aquestes,
permeten |'ancoratge del core complex al lloc de dany del DNA, d’aquesta manera
pot tenir lloc la monoubiquitinacié de FANCD?2, la conseqlient reparacio i el correcte
processament del DNA. FANCM té dominis helicasa i nucleasa tot i que la
funcionalitat d'ambdds dominis no ha estat mai verificada; de fet, no s’ha detectat
activitat endonucleasa per a cap de les proteines del complex central. FANCM es
considera paraleg de XPF perqué sén les dues Uniques proteines conegudes en
humans amb dominis en tandem helicasa - nucleasa en la seva estructura i se
suposa que deriven d'un ancestre comu en funcions de reparacid del DNA, la
proteina Hef d’arqueobacteris. La proteina Hef d’arqueobacteris funciona en forma
homodimeérica per resoldre les forquilles de replicacié bloquejades [15]. Analisis
detallats de la seqiéncia de FANCM han conclos que aquesta és incapag de
desenvolupar activitat endonucleasa des d’eucariotes inferiors a mamifers de
manera que FANCM no seria la endonucleasa responsable de resoldre les forquilles
de replicacié bloquejades i hauria adquirit noves funcions. L’activitat helicasa de
FANCM no s’ha pogut comprovar mai in vitro tot i que conserva activitat translocasa
de DNA de manera que és capac de translocar el complex central al DNA de manera
depenent a ATP facilitant els seglients passos per a la reparacido juntament amb
FAAP24 [16]. D’'aquesta manera, es suggereix una funcid6 de control del

processament i estabilitzacié de la forquilla de replicacié bloquejada [17] per a
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FANCM. FANCM es fosforila per la quinasa 3 relacionada amb ATR i contribueix a
I'activacio de tota la via FA/BrCa [18].

Algunes de les proteines del complex central de FA sén hiperfosforilades en
resposta a dany al DNA a través de les quinases de control al dany en fase
replicativa del DNA ATR i la seva quinasa 1 de punt de control del cicle cel-lular
Chkl. En destaquen FANCA,-M,-E i -G [19]. Mitjancant aquestes fosforilacions, ATR
controlaria I'activitat del complex en resposta al dany al DNA, permeten |'activacio
de la via de senyalitzacié FA/BrCa, tal i com s’observa a la Figura 2 en els punts 2,
3i4.

)

Activated ATR
phosphorylates multiple
target proteins

® Chki “—

| Checkpoint activation ‘

FA pathway
activation

..‘Ne

Fork stalled
Damage recognized

o]
/Rad51C

Figura 2. Esquema de l'activaciéo de la via de senyalitzacié de FA/BrCa. (1) La forquilla de
replicacido és bloquejada sota estrés replicatiu induit per entrecreuaments entre cadenes (ICLs). Es
reconeix el dany al DNA. (2) ATR es activat i fosforila multiples proteines diana incloent Chk1l, FANCI
entre d’altres. (3) Es desencadena l'activacié del punt de control del cicle cel-lular via fosforilacié de
Chk1. (4) El complex FANCD2-FANCI és monoubiquitinat, seguit d’'una fosforilacié de FANCI i s’'uneix a
la cromatina. (5) Té lloc la reparacié del DNA a través de mecanismes que involucren el reclutament de

proteines com FANL1 i el grup 3. Imatge modificada de [4].
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Grup II: Complex FANCD2 i FANCI

El segon grup de proteines esta per tant format per FANCD2 i FANCI que
interaccionen entre elles constituint el denominat complex ID. Ambdues proteines
son paralogues i coexisteixen en varies espécies sent de les poques proteines FA
gue tenen homolegs en espécies que no sén vertebrats [20]. La monoubiquitinacié
de FANCD2 i FANCI és interdepenent de manera que sense una de les dues l'altre
no és monoubiquitinada, sent els gens claus en la via FA/BrCa per connectar les
proteines del primer grup amb les del tercer grup [12] (Figura 2 punt 4). La
monoubiquitinaci6 de FANCD2 al residu K561 és clau per la seva localitzacié a la
cromatina [21]. La importancia d’aquesta localitzacié a la cromatina és vital per a la
reparacié dels ICLs ja que la proteina FANCD2 mutant en el residu K561 és incapag
de corregir la hipersensibilitat d’'una linia cel-lular deficient en FANCD2 a agents
inductors de ICLs, mentre que la proteina intacte si que ho és [22]. Aixi doncs, la
ubiquitinacid és un mecanisme per dirigir eficientment el complex ID a la cromatina
i als foci nuclears (acumulacié de proteines al lloc de dany) on té lloc la reparacio
del DNA. Aquesta localitzacid no només depén del grup central de proteines FA sino
gue també hi intervenen altres proteines relacionades amb la via com BRCA1 [23],
ATR, responsable de la fosforilacid del complex ID i activada com a resposta a les
forquilles de replicacié bloquejades [24], i la forma fosforilada de la histona H2AX,
yH2AX [25]. La fosforilacio de la histona H2AX és un mecanisme clau per a la
senyalitzaci6 del dany al DNA, principalment de DSBs i ICLs, i el subseqient
reclutament de proteines de reparacié [26]. Linies cel-lulars deficients en yH2AX sén
hipersensibles a MMC mostrant-se incapaces de reclutar el complex ID a la
cromatina tot i ser capaces de monoubiquitinar FANCD2. Aquest fet demostra la
importancia de la fosforilaci6 de la histona H2AX per la correcte localitzacié del
complex en foci i per dirigir la maquinaria de reparacié al lloc de dany [25].

El fenotip clinic de pacients FA amb mutacions en FANCD2 és més sever que
el de pacients FA del complex central, confirmant la hipotesi que deficiéncies en
proteines del final de la via s6n més severes que no pas del principi. Aquesta
observacié suggereix funcions critiques per a FANCD2 independents de la via [27].
A més a més, les mutacions de pacients FANCD?2 identificades son hipomorfiques,
de manera que es mantenen nivells basals de proteina amb capacitat de ser
monoubiquitinada [28]. El fet que no existeixin pacients FA totalment deficients per
FANCD2 indica la importancia de la proteina durant el desenvolupament i es
demostra que la inactivacid completa de FANCD2 és letal. Per contra, els pacients
del grup central de FA sén més freqlents i a vegades presenten mutacions de

perdua d’expressid suggerint precindibilitat durant el desenvolupament. El cas més
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conegut és el de pacients del grup de complementacié A amb un ampli ventall de
mutacions a la proteina FANCA, el grup FA més freqlient a nivell mundial [29].
Totes aquestes observacions ens porten doncs a concloure noves funcions per a
FANCD2 independents de la seva monoubiquitinacié. En destacarem la seva
capacitat per contribuir en establir el punt de control en fase replicativa del cicle
cel-lular després de dany al DNA. Els punts de control de diverses fases del cicle
cel-lular son activables en resposta al dany i donen temps a la cel-lula per reparar-
lo. En el cas del punt de control en que intervé FANCD2 també ajuda a prevenir el
col-lapse de les forquilles de replicacié i evita lesions més greus com ara DSBs i la
conseqlient inestabilitat genomica. En el punt de control de fase S del cicle cel-lular,
la proteina ATM, una de les quinases de fosforilaci6 més importants en resposta a
dany al DNA, fosforila FANCD2 al residu serina 222 (S222) en resposta a radiacid
ionitzant (IR). Juntament amb la fosforilacido d’altres substrats, ATM coordina
|’establiment del punt de control de fase S en resposta a IR [30]. Aixi doncs, el
complex ID desenvolupa com a minim dues funcions controlades per les quinases
de resposta al dany ATR i ATM. La monoubiquitinacio i conseqlent reparacié depén
de la senyalitzacioé per ATR i el complex central de FA, mentre que |'establiment del
punt de control de fase S depén de la senyalitzacié per ATM [31].

Queé fa el complex ID després del seu reclutament als llocs de dany encara
és incert. Fins al moment, s’han proposat varies vies de senyalitzacié que involucra
proteines com BRCA2, on FANCD?2 recluta BRCA2 als llocs de dany per promoure la

recombinacié homologa (HR).

Grup III: proteines FA relacionades amb cancer

El tercer i Ultim grup de proteines de la via FA/BrCa esta format per
FANCD1/BRCA2, FANCN/PALB2, FANCJ/BRIP1, FANCO/RAD51C i
FANCP/SLX4. Contrariament als altres dos grups de proteines, deficiéncies en
proteines d'aquest tercer grup no impedeixen la monoubiquitinacié del complex ID
en resposta a dany al DNA indicant que aquestes proteines funcionen downstream
del complex ID i/o en vies paral-leles [12] (Figura 2, punt 5). Una caracteristica
important d’aquest tercer grup és la connexié que presenten amb la susceptibilitat
del cancer de mama. Mutacions germinals bial-léliques de perdua de funcio
d’aquestes proteines provoquen FA, mentre que mutacions germinals
monoal-leliques de pérdua de funcié predisposen a desenvolupar cancer de mama i
ovari [32-34] suggerint una via comuna d’aquests gens supressors de tumors en la
reparacié del DNA. FANCP/SLX4 és |'excepcid i és |I'Unica proteina del grup per al

gual no han estat descrita aquesta associacié a cancer familiar de mama i ovari
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[35]. Totes les proteines del tercer grup desenvolupen funcions en el mecanisme de
reparacié per HR; FANCD1/BRCA2, la primera identificada d’aquest tercer grup [36]
i FANCO/RADS51C [37] son cofactors de la proteina recombinasa essencial per HR,
RAD51. FANCN/PALB?2 interacciona amb BRCA2 i en regula la seva localitzacié a la
cromatina [38]. FANCJ/BRIP1 va ser identificada com a helicasa interactora de
BRCA1, un altre dels gens de susceptibilitat a cancer de mama familiar involucrat
en la reparacio per HR [39, 40], FANCP/SLX4, identificat recentment com a nou gen
FA [41], és responsable de resoldre les unions de Holliday produides durant el
procés de HR [42] a més d’interaccionar amb FANCD2 monoubiquitinat, ajudant a
la resolucid de les estructures generades per reparar ICLs [43]. Tots aquests
resultats indicarien que aquest tercer grup podria funcionar com una xarxa
interconnectada amb les proteines de reparacid6 per HR de manera parcial o
totalment independent a la resta de gens FA del grup central i del complex ID [4].
A més, també reflexa la connexié de FA amb el cancer de mama i suggereix que FA
podria ser un model atractiu per la identificaci6 de més gens de susceptibilitat a
BrCa.

La identificacid de noves proteines causants de FA en pacients en els quals
s’han descartat tots els 15 grups de complementacid descrits fins ara de ben segur
que contribuiran a aprofundir el coneixement de la via i a clarificar-ne millor les

seves funcions.
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2 Reparacio del DNA

La preservacié de la integritat genomica és essencial pel funcionament i la
supervivéncia de tots els organismes vius. La reparacido del DNA és el procés a
través del qual les cel-lules sén capaces d’identificar i corregir el dany produit a les
propies molécules de DNA. L'objectiu de la reparacié és preservar integre el
genoma per al correcte i normal funcionament de la cél-lula i de la seva
descendencia [44]. Es postula que en humans, el dany al DNA esta involucrat en
diverses malalties, envelliment [10] i carcinogénesi [45]. Aquest dany pot ser
produit per diversos factors: factors endogens, incloent la propia activitat
metabolica de la cél-lula o per errors durant el procés de replicacido del DNA, o bé
per factors exogens com ara l'exposicié a llum ultraviolada (UV) o la IR entre
d’altres.

Per combatre totes aquestes agressions, les cél-lules han desenvolupat
processos de resposta coordinats i altament regulats per assegurar que el material
genetic sigui preservat, duplicat i segregat correctament a la descendéncia. Aquests
processos inclouen: la deteccié del dany i el bloqueig de les forquilles de replicacio,
I'establiment de punts de control o parada de cicle cel:-lular per tal de donar temps
als mecanismes de reparaci6 a corregir el dany i l'activaci6 de mecanismes
transcripcionals adaptatius [46]. Si el dany és sever la cél-lula desencadena
mecanismes d’‘apoptosi o mort cel-lular [47].

Els mecanismes basics de reparaciéo de dany al DNA estan molt conservats
evolutivament des d’eucariotes inferiors com Sacharomyces, fins a eucariotes
superiors com mamifers, de manera que podem identificar proteines homologues
en molts casos [48]. Aquest fet indica la importancia de desenvolupar mecanismes
eficacos per a la preservacio del genoma i per la supervivéncia cel-lular. En
mamifers superiors aquests mecanismes de reparaci6 del dany han anat
evolucionant cap a una major especialitzacid, diversificacido i complexitat, per tal

d’assolir una reparacié més eficient de les lesions produides al DNA.

2.1 Mecanismes de reparacio del dany al DNA

Els DSB soén considerats una de les formes citotoxiques més importants de dany al
DNA [49]. Aquests es generen accidentalment de manera endogena durant la
replicacio del DNA o exdgenament com a resultat de I'exposicié a agents inductors

de dany tals com la IR entre d'altres. Deficiencies en la reparacié dels DSB poden
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conduir a mutacions, reorganitzacions cromosomiques, inestabilitat gendomica i la
induccié de tumors [50].

L'accié coordinada dels diferents components de les vies de reparacié de
DSB, juga un paper critic en I’habilitat de les cél-lules a I'hora de reparar les lesions
del DNA d’una manera acurada. L’eleccié d'un o altre mecanisme de reparacio és
clau per al manteniment de la integritat de la cél-lula i evitar la tumorogénesis [51].

Els diferents mecanismes de reparacié dels DSB en eucariotes sén: la
reparacié per HR [52], la reparacié per unié d’extrems no homolegs (NHEJ) [53] i la
reparacié per unié de cadena senzilla (SSA) [54]. Aixi doncs, la reparacié per HR
Unicament es pot dur a terme durant la fase S i G, ja que utilitza la cromatide
germana coma copia fidedigne de la informacié danyada. En canvi, la reparacié per
NHEJ utilitza la unié de cues no homologues per la reparacio. Aquesta és tendent a
error, pero disponible al llarg de tot el cicle cel-lular [51]. Per tant, la decisio
d’escollir una o altre via de reparacio ha de ser adequadament regulada. La via de
senyalitzacié de FA juga un paper fonamental en la coordinacié de la reparaci6 dels
DSB [55].

2.2 Reparacid per recombinacié homologa

La reparacido per HR comprén una série de rutes interrelacionades que funcionen
amb l'objectiu de reparar els DSBs i els ICL. Es pot definir en termes generals com
a cerca de la homologia i invasié de la cadena senzilla de DNA [56]. La HR és un
mecanisme altament conservat amb una alta fidelitat en la reparacié del dany al
DNA, imprescindible pel manteniment de I'estabilitat genomica. La HR és necessaria
per la correcta segregacié dels cromosomes durant la meiosi en el procés
d’intercanvi catenari de les cromatides germanes (SCEs) i constitueix una via clau
per la reparacié de DSB i ICL [57]. A més, juga un paper clau en la correcte
duplicacié del genoma mitjangant un suport critic del DNA en la replicacid i el
manteniment dels telomers.

Els passos principals de la reparaci6 per HR soén: reconeixement de la
homologia i intercanvi catenari [58]. Aixi doncs, quan es produeix un DSB es
processen els extrems generats pel trencament mitjancant l'accié de nucleases.
Aguest processament dels DSBs és necessari pels passos seglients de la reparacio i
dona lloc a una cadena senzilla de DNA en extrem 3’ (ssDNA). Aquest extrem és

capag d’envair el DNA duplex que conté la seqliiencia homologa [59] (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de la reparacio de DSB per HR. (A) Cromatides germanes homologues, indicades
pel parell de linies blaves i el parell de linies vermelles. Aquest esquema es focalitza en els
esdeveniments que succeeixen en el DNA durant la recombinacid, no esta representat les proteines que
hi participen (B). Després del trencament de doble cadena (DSB) els extrems son processats formant
una cua de cadena senzilla en 3’ (C). (D) Les proteines recombinases s’uneixen en un nucleofilament
proteic a la ssDNA, regulant la invasié a la cadena homologa i per tant el procés de reparacié per
recombinacié homologa (HR), que es pot dur a terme o bé per la via de (E), reparacié de trencaments
de doble cadena (DSBR) on les molécules recombinants sén unides via holiday junction (HJ) (F). (G)
Resoluci6 de les HJ mitjancant endonucleases especifiques alliberant el diplex de DNA reparat. O bé per
la via de reparacié per HR és mitjancant la sintesi depenent d’unié a cadena (SDSA) (H). Quan comenga
la sintesis de DNA es dissolt la unid de les molécules (I) i la sintesi de nou de la cadena s’uneix amb el
processament del segon extrem del DNA (J). (K) Es completa la sintesi del DNA i es repara. Adaptada de
[59].

Aquest extrem cohesiu en 3’ de la cadena senzilla de DNA és rapidament
unit per la proteina de replicacié A (RPA), la qual és necessaria pel reclutament de
les proteines de la HR tals com RAD51 [60]. RAD51 és homoleg de la proteina RecA
de bacteris i té activitat ATPasa depenent de DNA. D’aquesta manera, RAD51 és
capag de formar els nucleofilaments amb el DNA i reemplacar RPA (Figura 4). Un
cop format el filament de RAD51-ssDNA es realitza la cerca d’homologia i la invasid

de la cadena de DNA, promovent un reordenament especific.
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Figura 4. Nucleofilament de RAD51. El principi de la recombinaci6 homologa (HR) és la cerca de la
seqluéncia homologa de DNA i la invasid de la cadena. En eucariotes, aquesta reaccié és duta a terme
mitjancant RAD51 el qual té activitat catalitica per la recombinacié mitjancant la seva polimeritzacié al
voltant de ssDNA formant un nucleofilament. L'’ATP és necessari per aquesta activitat. Aquests factors
(ATP-ADP) contribueixen a la unid i desunié del filament, els quals sén necessaris per la regulacié de la
HR. Quan la ssDNA es coberta per RPA, RAD51 no hi pot accedir. En aquests cas, és necessari un
mediador que permeti a RAD51 la polimeritzacid al llarg de la cadena de ssDNA, amb la consequient
dissociacié de RPA. Aquesta estabilitzacié de RAD51 és la que més tard, potenciara la capacitat per la
HR. Adaptada de [61].

En cel-lules de mamifer, RAD51 és reclutat als DSBs pel producte del gen de
susceptibilitat a cancer de mama BRCA2 [62]. BRCA2 s’uneix a RAD51 a través
d’interaccions amb les séries conservades de vuit repeticions anomenades motius
BRC [38]. A través de les repeticions BRC, BRCA2 estimula la formacié del
nucleofilament de RAD51 al ssDNA amb la preséncia d’ATP [63, 64], tal i com es

mostra a la Figura 5. Mentre que BRCA2 s’uneix directament a ssDNA [65].

Rads|

C-terminus

Figura 5. Interaccié entre BRCA2 i RAD51. RADS51 interacciona amb els motius de repeticié de
BRCA2 anomenats BRC. Aquest model proposa que les repeticions BRC proporcionen una linia d'unié
pels monomers de RAD51 i que I'extrem C-terminal de BRCA2 s’uneix al ssDNA proporcionant una
manera de desplacar RPA, permetent la unié ordenada del filament de RAD51. Quan BRCA2 és absent
afecta a l'inici de la recombinacié homologa i en la conseqlient reparacié del dany al DNA. Adaptada de
[66].
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Un cop RAD51 és reclutat als DSB, es catalitza l'intercanvi catenari durant el
qual ssDNA envaeix el duplex homoleg de DNA formant un llag de desplagament
(D-loop) que pot ser resolt de multiples maneres. En cél-lules mitotiques, es
produeix el que s’'anomena sintesi-depenent d’unié de cadena, on I'extrem 3’ del D-
loop és estés per la sintesi de reparacid. Seguidament la cadena de DNA de nova
sintesi es dissocia per unir-se a |'altre extrem del DNA i completar la reaccié. Si el
segon extrem de DNA és “capturat” pel D-loop, aleshores es produeix el que en
anglés s'anomena una estructura en doble Holliday junction (H]) que pot ser resolta
per diferents proteines com ara GEN1 i SLX1/SLX4 [67]. Com a resultat de la
resolucié de la unié de HJ es poden generar productes d’entrecreuament o sense
entre les cadenes de DNA. Mentre que els entrecreuaments juguen un paper
important per facilitar la segregacié dels cromosomes durant la recombinacié
meiotica [68], els entrecreuaments que transcorren durant la fase de recombinacié
mitotica poden tenir efectes deleteris molt greus, tals com la pérdua d’heterogozitat
[52]. Les proteines que interrompen els D-loops o dissolen les HJ, sdn proteines
protectores de la integritat genomica i disminueixen el risc de desordenaments
cromosomics [69]. En destaquen les proteines sindrome de Bloom.

Existeixen multiples subvies de reparacid per HR, com la reparacié de
trencaments de doble cadena (DSBR) amb o sense associacid als entrecreuaments,
explicada préviament, i la sintesi depenent d‘unié a cadena (SDSA)[70, 71]. Totes
les subvies de la HR comparteixen la primera fase de pre-sinapsis en el
processament dels DSB, la qual finalitza amb la invasié de la cadena 3’ i la formacio
del nucleofilament de RAD51 [56].

Tan les cel-lules HCC1937 les quals presenten mutacions per BRCA1, com la
linia cel-lular humana CAPAN-1 provinents de tumor epitelial pancreatic que
presenten una forma truncada de BRCA2 i la pérdua d’un al-lel de BRCA2 [72-74],
son defectives per la HR [75, 76]. La qual cosa, indica que aquestes proteines

juguen un paper important en el procés de reparacioé per HR.

2.3 Reparacid per unié d’extrems no homolegs

Les proteines de la NHEJ van ser inicialment identificades degut al seu requeriment
per la resisténcia a la IR i per la recombinacié V(D)J del sistema immune [53]. El
mecanisme de reparacido per NHEJ implica una re-lligacid dels extrems del DNA
trencats. Aquest procés de lligacié és tendent a error degut a la pérdua de bases
terminals properes al punt de trencament. A més a més, la NHEJ no es basa en el

reconeixement de seqliéncies llargues per reparar-les, siné que té la capacitat de
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lligar els extrems del DNA procedents de DSBs diferents, de manera que el sistema
de NHEJ és capag d’unir extrems de cromosomes no-homolegs. Aquest tipus de
reparacié aberrant provoca cromosomes aceéntrics i dicéntrics que poden causar
problemes a la cél-lula durant la segregacié dels cromosomes a la mitosi. Aixi
doncs, una utilitzacié inapropiada de la reparacido per NHEJ pot ser una possible
causa de reorganitzacions i translocacions en les cél-lules [51].

Molecularment, el procés de reparacié per NHEJ s’inicia pel primer complex
d’'aquesta via, I'heterodimer Ku70/80 (Ku) que s‘uneix a l'extrem del DNA. En
cél-lules de mamifer, Ku interacciona amb la subunitat catalitica de la proteina
quinasa depenent de DNA (DNA-PKcs) i juntes actuen coordinadament en la
sinapsis dels dos extrems de DNA per tal de reparar-lo [77] (Figura 6). Els
extrems de DNA sén units mitjangant el complex lligasa IV/XRCC4 [78]. La unid
d’aquests extrems pot conduir a la formacié de diferents estructures. Degut al
processament dels extrems del DNA previs a la reparacié per NHEJ, es poden
generar petites delecions i insercions nucleotidiques, de manera que el sistema de
reparacié per NHEJ és més susceptible d‘incorporar errors al DNA que no pas la HR
[51].
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Figura 6. Via de reparacié per unié d’extrems no homolegs (NHEJ). La NHEJ involucra sis
proteines en una sequéncia coordinada per tal d’assegurar la lligacid dels extrems del trencament. Es

produeix una pérdua de sequéncia de DNA en el lloc de reparacié. Adaptada de [79].
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2.4 Reparacié per unié de cadena senzilla

Una altra via de reparacié que involucra la sequéncia homologa pero diferent que la
HR, és la SSA. Es basa en la unié d’extensions curtes de seqliéncies homologues
que flanquegen el lloc de trencament. La reparacié per SSA es realitza un cop s’han
processat els extrems del DNA generats pel trencament, perd Unicament pot succeir
si la repeticid6 de seqliéncies es troba en ambdues bandes del DSB. Durant la
reparacid per SSA, es perd la seqliencia de DNA compresa entre les repeticions, ja
que busca la complementarietat de la cadena senzilla formada per repeticions
(Figura 7) i després es du a terme la reaccid d’unié on s’uneixen els extrems.
Comparat amb la HR, la reparacidé per SSA és per tant, més mutageénica ja que
s'indueixen delecions de seqiiéncies i en conseqliéncia es perd informacié genética.
Les proteines identificades que promouen la reparacié per SSA en cél-lules de
mamifer i llevat son RAD52, ERCC1 i Rad1/Rad10 (flap endonucleasa) [80-82].
L'eleccio d’una o altre via de reparacié dels DSB esta regulada per diferents
factors, incloent la naturalesa d’aquestes lesions i la fase del cicle cel-lular. Molts
DSB es presenten durant la replicacié del DNA i per la seva reparacio és necessaria
la HR aixi com la NHEJ la qual déna lloc a possibles translocacions. Generalment, la
fase del cicle cel-lular és el primer determinant en la limitacié de la HR, ja que com
he comentat anteriorment, la NHEJ transcorre durant tot el cicle cel-lular [83],
mentre que la HR Unicament transcorre durant la fase S/G; del cicle cel-lular, ja que

necessita la cromatide germana que no és present durant la fase G;.

2.5 Col-laboracio entre la HR i NHEJ

Hi ha evidéncies significatives que demostren que la HR i la NHEJ col-laboren per
dur a terme la reparacié del DNA i preservar la integritat genomica. Ambdues, sén
essencials per la reparacié del dany al DNA. S’han fet estudis en mutants senzills de
ratolins per multiples components d‘una o altre via, com per exemple de BRCA2
implicat en la HR i XRCC4 implicat en la NHEJ]. El resultat ha estat la mort d’aquests
ratolins durant I'embriogénesi [84]. Aquest fet confirma la importancia d’aquestes
dues vies de reparacid. Altres evidéncies de la importancia de la col-laboracié entre
aquestes dues vies, recau en l'analisi fet sobre dobles mutants dels components de
la HR o la NHEJ]. Aquests estudis suggereixen que la pérdua concomitant d’una
proteina involucrada en la HR i una proteina involucrada en la NHEJ] resulta en un
fenotip molt més sever que el que esperariem en un mutant senzill per una de les

dues vies, és a dir, el mutant doble presenta un increment significatiu de la
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inestabilitat gendmica [85, 86], aixi com en un increment dels DSB no reparats,
gue son mesurats pels foci de yYH2AX, generats fins i tot sense preséncia d’agents
inductors de dany al DNA [86].

La col-laboracié entre HR i NHEJ] és necessaria pel manteniment de la
integritat genomica, ara, la competicié entre elles per reparar els DSB és també un
fet. En la segient Figura 7, es mostra un esquema dels tres mecanismes
involucrats en la reparacio dels DSB i quins son els passos on els diferents factors
compateixen entre ells per la reparacié dels DSB. Per exemple, la pérdua de
funcionalitat de factors involucrats en la NHE]J comporta un increment en la
reparacié per HR i SSA. Per contra, mutants encarregats del processament del DNA
per generar un extrem 3’ al DNA en el procés inicial de la HR tenen augmentada la
NHEJ. Aixi mateix, trastorns de la formacié del filament de RAD51 provoca que els

extrems del DNA siguin reparats per SSA.
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Figura 7. Competicié entre les diferents vies de reparacié dels DSB. La recombinacié homologa
(HR) es iniciada en direccié 5’ a 3’ després del processament dels extrems del DNA, un pas que en
anglés I'anomenen end resection, en el qual es forma la cua de la cadena de DNA senzilla amb I'extrem
3" on s’hi unira RAD51. RAD51 formara els nucleofilaments i permetra la invasié de la cadena senzilla de
DNA en el duplex homoleg, és a dir, la cromatide germana per iniciar la sintesis de la reparacio. La
cadena sintetitzada de nou, és desplagada per unir I'altre extrem del DNA per tal de completar la reaccid
de la HR. Quan els trencaments de doble cadena (DSB) i el conseqiient processament succeeixen en
seqliencies repetitives (linies verdes), aleshores es dur a terme la reparacié per unié de cadena senzilla
(SSA), on la complementarietat de les repeticions de la cadena senzilla poden unir-se, augmentant el
numero de copies aberrants tot provocant repeticions i delecions. La reparacié per unidé d’extrem no
homolegs (NHEJ) involucra la uni6 dels extrems del DNA amb una petita o absencia preséncia
d’homologia. En aquesta via, I'heterodimer de Ku s’uneix als extrems del DNA protegint-lo del seu
processament (end resection). Seguidament, sén reclutats els factors de processament els quals

permeten la formacié d’una gran varietat d’estructures per tal d’unir els extrems. Adaptada de [51].
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2.6 Entrecreuament entre cadenes

Els ICLs s6n una lesidé altament toxica que impedeix la transcripcio i la replicacidé
mitjancant la inhibicid de la separacié de les cadenes de DNA. Els agents que
indueixen els ICLs van ser i de fet encara ho sén, un dels primers utilitzats com a
agents quimioterapeutics. No ha estat fins al cap d’'uns anys que s’ha sabut com
funcionen aquests agents: com la cél-lula els reconeix i repara els entrecreuaments
i finalment en desenvolupa resisténcia, permeten el recreixement del tumor [11].

La separacio de les dos cadenes de la doble helix de DNA és essencial pels
processos cel-lulars tals com la replicaci6 i la transcripcid. Els ICLs sén
extremadament toxics per les cél-lules ja que impedeixen aquesta separacio
mitjancant reaccions quimiques amb les bases de la cadena oposada. La unid
covalent com a resultat d’aquestes reaccions és sovint, irreversible. Els
entrecreuaments covalents entre bases de la mateixa cadena de DNA, coneguts
com a ICL també es veuen augmentats. Aquest dany, pot ser evitat per diferents
DNApolymerases, fent aquesta lesi®6 menys toxica durant la replicacié que els
entrecreuaments entre les dos cadenes de DNA.

L'acumulacié de ICLs inapropiats, indueix una parada transitoria en fase G,
del cicle cel-lular, presumiblement fins que la ICL hagi estat reemplacada [87]. En
cel-lules de pacients FA aquesta aturada és considerablement més llarga ja que es

postula que tenen defectes en el mecanisme de reparacié [88].

2.7 Els DSB com a pas intermediari de la reparacid dels ICL

La reparacid dels ICLs és diferent segons les etapes del cicle cel-lular, involucra
diferents proteines i la formacié d’estructures diverses. Aixi doncs, en les cel-lules
en fase Gy, la reparacié per excisié de nucleotids (NER) permet remoure els ICLs,
no obstant, algunes lesions no poden ser evitades d’aquesta manera. Durant la fase
S es forma l|'estructura anomenada chicken foot i el conseqient col-lapse de les
forquilles de replicacié, la qual activara els llocs de control de dany al DNA i la
monoubiquitinacié de FANCD2/FANCI. Seguidament es produeix la formacié dels
DSB [89, 90], aixi com la participacié de FANCM durant la fase S tardana i la fase
G,, permeten la regressio de les forquilles per tal d’estabilitzar-les i aixi permetre
que altres proteines vagin a reparar-les. Per tant doncs, la participacié dels
diferents factors de la HR que funcionen especificament en la reparacié de ICLs
indica que hi pot haver diferéncies estructurals importants segons el tipus

d’intermediaris del DNA durant la reparacio [11].
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2.8 Reparacid del DNA i relacié amb FA

Els mecanismes de reparacié de ICLs no sén del tot clars, sén complicats i utilitzen
multiples vies de reparacid. La reparacié per HR, la reparacié per sintesi de
translacié (TLS), o la reparacié NER [91, 92]. Aquests mecanismes de reparacid
actuen de manera coordinada en diferents passos.

Les cel-lules dels pacients FA tenen defectes tan en la HR com en TLS [93].
El fracas en la reparacio de ICL i la conseqlient tumorogenesis en individus amb FA,
ens indica que els gens FANC son essencials per la reparacid de ICL. Defectes
especifics en molts gens de reparacié al DNA poden conduir a sensibilitat a ICL, per
tant, FA ens serveix com a model per entendre la reparacié dels ICL. A més a més,
es ben sabut que FA esta involucrat en la coordinacié de varies vies de reparacio,
tals com la HR, NER i TLS [94].

Estudis recents indiquen que la inestabilitat gendomica, mort cel-lular i I'alta
freqliéncia de cromosomes radials observada en cél-lules FA sota tractament amb
agents inductors de ICLs, podria ser explicada per una deficiéncia en l'eleccié del
sistema de reparacié dels DSBs [95]. Aquests estudis expliquen el fenotip FA per
deficiéncies en la reparacié dels DSBs i proposen que les proteines FA, més que
promoure la HR, protegirien el DNA de la reparacié inapropiada per NHEJ en fase
replicativa del cicle cel-lular. La hipotesi es veu corroborada en l'observacié que
linies cel-lulars deficients en FA milloren el seu fenotip de sensibilitat a MMC amb la
inhibicié de gens claus de la ruta NHEJ [96]. Aquestes observacions poden portar a
desenvolupar nous tractaments per a millorar la simptomatologia clinica de pacients
FA malgrat que és necessaria una major comprensié del mecanisme d’eleccié per
part de la via FA en la reparacié dels DSBs.

Actualment doncs, es comenca a conéixer el funcionament de la via FA en la
reparacio dels ICLs i com es regula la resposta a forquilles de replicacié bloquejades
mitjancant la intervencié de nombroses proteines susceptibles a ser modificades
post-traduccionalment.

La identificacid de noves proteines causants de FA en pacients en els quals
s’han descartat tots els 15 grups de complementacié descrits fins ara de ben segur
que contribuiran a aprofundir el coneixement de la via i a clarificar-ne millor les

seves funcions.
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3 Cancer de mama

En paisos occidentals, aproximadament una de cada deu dones desenvolupa cancer
de mama, essent el cancer amb més incidéencia entre les dones i la primera causa

de mort per cancer, com mostra la Taula 2.

Taula 2. Taula d’incidéncia i mortalitat entre la poblacié mundial femenina de tots els tipus de

cancer. Aquestes dades son un recull del 2008 proporcionades pel Globocan.
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La majoria dels casos de cancer de mama son esporadics tot i que
aproximadament un 15% dels casos presenta algun tipus d’agregacio familiar [97]
(Figura 8). Les mutacions germinals en BRCA1 o BRCAZ2 representen entre un 20-
40% dels casos d’agregacié familiar, pero si ens fixem en tots els cancers de mama
en general, els que presenten mutacions germinals en BRCA1 o BRCA2 sén menys
d’'un 5% [98]. Aproximadament un 80% dels individus amb mutacions a BRCA1 o
BRCA2 desenvolupen cancer de mama abans dels 70 anys; mentre que
aproximadament el 60% de portadors de mutacions BRCA1 i el 30% en portadors
de mutacions BRCA2 desenvolupen cancer d’ovari en una edat semblant [99, 100].
No obstant, la penetrancia varia entre i dins dels portadors de mutacions familiars,

segons |'edat d’aparicié i segons el tipus de cancer [101-103]. Per altra banda, hi
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ha alguns sindromes hereditaris associats amb un increment del risc de cancer de
mama causats per mutacions en TP53, STK11, PTEN, CDH1 o NF1. No obstant, més
del 50% dels cancers de mama amb agregacié familiar romanen inexplicables [104-
106].

familial breast cancer all breast cancer

predisposing
genes

unknown polygenic
predisposing genes

familial
geEnes

environmental
factors
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Figura 8. Gens de susceptibilitat al cancer de mama. Casos d’agregacié familiar de cancer de
mama (esquerra), constitueixen un 15 % del total de tots els cancers de mama (dreta). Els principals
gens involucrats en els casos d’agregacié familiar de cancer de mama sén BRCA1 i BRCA2 que expliquen
el 20-40% del risc familiar. Més d'un 50% dels cancers de mama amb agregacié familiar romanen
inexplicables. Moltes de les variants genétiques que contribueixen al risc de desenvolupar cancer de

mama esporadic sén encara desconegudes. Adaptada de [107].

3.1 Gens de susceptibilitat al cancer

La dltima decada ha estat testimoni de grans avencos en la comprensid de les
bases genéetiques de les malalties humanes. Podria dir-se, que el major impacte ha
estat en I'area de la genetica del cancer, on I'explosié de la seqlienciacié genomica i
les dades de perfils moleculars, han demostrat la gran complexitat en les
neoplasies humanes [107]. Aixi per exemple, en una cel-lula tumoral, dotzenes de
gens diferents poden tenir I'estructura o el nimero de copies aberrants, i centenars
o milers de gens poden ser expressats diferencialment. Aixi com també va canviar
la percepcidé de la contribucié geneética en la susceptibilitat als cancers comuns a
partir de la década del 1980 on la major evidencia va ser demostrada a rel
d’individus amb agregacié familiar que patien BrCa [107]. El fet que la malaltia
tingués una alta prevalenca en certes families va suggerir que pogués ser deguda a
una predisposicid6 de mutacions hereditaries en gens de susceptibilitat al cancer
[108-110].
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El cancer de mama i ovari s6n malalties complexes que impliquen factors
ambientals i genétics en la seva etiologia. El factor de risc amb més forca és el
factor d’historial familiar de la malaltia, tot i que han estat identificats altres
factors, com el factor hormonal i d’estil de vida, que també juguen un paper
important en aquestes dues patologies i on molts d’ells sén comuns en ambdues
[111-119]. Aixi doncs, les dones amb un familiar de primer grau afectats de cancer
de mama tenen un risc estimat de cancer de mama de dues vegades més gran,
comparat amb aquelles que no tenen un historial familiar [120]. Els gens amb
mutacions que confereixen un alt risc de susceptibilitat a cancer de mama i ovari
que han estat identificats fins al moment i que sén els més importants en el context
del consell genétic son BRCA1 i BRCA2.

3.2 Classificacio dels gens de susceptibilitat al cancer de mama

La base genética de la susceptibilitat al BrCa, com he esmentat anteriorment, ha
estat molt estudiada durant les dues Ultimes décades. Perd ha estat en aquests
Gltims cinc anys quan la comprensié d’aquesta ha canviat drasticament amb el
coneixement de molts gens les mutacions dels quals influencien en el risc a
desenvolupar BrCa. Des del punt de vista de susceptibilitat, existeixen tres classes
de gens segons la magnitud de l'efecte i la prevalenca de les mutacions en la
poblacié [121]. Els gens que anomenem d’alta penetrancia, soén gens les
mutacions dels quals confereixen un alt risc de desenvolupar cancer de mama,
incrementant entre 10-20 vegades el risc [109], perd aquestes mutacions tenen
una prevalenca baixa en la poblacid general. Aquest gens son els ja esmentats
BRCA1 i BRCA2 [32, 122, 123]. Els gens que anomenem de moderada
penetrancia son els gens que presenten mutacions poc freqients en la poblacié
general i confereixen un increment del risc relatiu entre 2-4 vegades. Aquests gens
serien ATM [124], BRIP1 [125], CHECK2 [126, 127], PALB2 [128] i RAD51C [37]
explicarien < 1% dels casos. La resta dels casos vindria donada per efectes
ambientals i/o la combinaci6 de mutacions de baixa penetrancia. Es tractaria
d’al-lels que es troben a la poblacié en una freqiéncia alta, normalment superior al
5% pero que confereixen un increment del risc molt petit, entre 1.2-1.6 vegades.
Alguns d’aquests gens sén FGFR2 [33, 129], LSP1 [33], MAP3K1 [33], TGFB1
[130], TOX3 [33, 131].

Els casos d’agregacié familiar de BrCa que no so6n deguts a mutacions en
BRCA1 ni BRCA2 i que originalment eren atribuits a un hipotétic BRCA3, és
suggereix que poden ser deguts a una combinacio d’efectes de mutacions en gens

de baixa penetrancia i gens de moderada penetrancia amb els factors ambientals.
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Diferents aproximacions genétiques i/o moleculars han donat lloc a la identificacié

d’aquests tres tipus de gens.

3.2.1 Gens de susceptibilitat al cancer de mama d’alta penetrancia

Els gens les mutacions dels quals confereixen una alt risc en el BrCa van ser
descoberts per analisis de lligament [132]. Aquests gens son BRCA1 i BRCAZ2 i

representen un 15% dels casos d’agregacio familiar de BrCa.

3.2.2 Gens de susceptibilitat al cancer de mama de moderada penetrancia

Tan BRCA1 com BRCA2 estan involucrats en la reparacié del DNA. Ha estat
demostrat que mutacions monoal-léliques en gens involucrats en la reparacid del
DNA com ATM i TP53 estan associades a un increment del risc a cancer de mama
[124]. Aquestes mutacions sén poc freqients en aquests gens. Per tant, els gens
candidats per ser investigats en posteriors estudis de susceptibilitat al cancer
mama, eren aquells que estaven relacionats funcionalment amb Ila via de
senyalitzaci6 de BRCA1 i BRCA2 aixi com en processos de reparacié del DNA, tals
com BRIP1, CHEK2, PALB2 i RAD51C [98]. Mutacions monoal-léliques en aquests
gens incrementen la odds ratio entre 2.0 i 4.3 el risc a BrCa. La odds ratio calcula el
risc relatiu de desenvolupar cancer de mama, que en aquest cas, significa que
aquest risc relatiu incrementa entre 2 i 4 vegades més si tenim una mutacié en
algun d‘aquests gens [133]. La connexié entre la reparacid6 del DNA i la
susceptibilitat al cancer de mama és va fer encara més evident després de la
descoberta que mutacions bial-léliqgues en BRCA2 eren responsables de FA, en
concret, del subgrup FANCD1 [12, 134]. Aixi com els portadors de mutacions
bial-leliques a BRIP1 i PALB2 estan associats a un increment del risc de BrCa
moderat i al mateix temps mutacions monoal-léliques resulten ser FANCJ i FANCN
(Figura 9).
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Figura 9. Correlacio fenotipica-genotipica de mutacions bial-léliques i monoal-léliques entre els
portadors de gens de predisposicié al cancer de mama i SNPs de susceptibilitat al cancer de mama de
baixa penetrancia. A més a més dels gens BRCA1 i BRCA2, els gens estan agrupats segons l’associacio
amb els sindromes de predisposicid, gens de susceptibilitat al cancer de mama de penetrancia
intermédia i polimorfismes d’un sol nucledtid comuns de susceptibilitat al cancer de mama de baixa

penetrancia. Els gens estan ordenats alfabéticament per cada grup. Adaptada de [98].

3.2.3 Gens de susceptibilitat al cancer de mama de baixa penetrancia

Els polimorfismes en gens de baixa penetrancia es van identificar per analisis
globals del genoma, tan en gens coneguts, com en regions del cromosoma de gens
desconeguts [121]. Actualment, estan disponibles noves eines com els arrays de
variants polimorfiques d’un sol nucledtid (SNPs) per analisis genomics globals
(Genome-Wide Association Study, GWAS) [33, 129, 135]. En aquests estudis es
testen les variants genétiques en séries de centenars/milers de casos i controls per
tal d’identificar les que estan associades a un increment del risc a BrCa [98].
Aguests estudis no tenen biaix perqué no es centren en gens candidats per
participar en processos biologics préviament relacionats amb cancer, encara que

presenten limitacions estadistiques degut al gran nombre d’SNPs que s’analitzen i la
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necessitat de mostres grans per detectar el baix increment de risc que confereixen
[136]. L'objectiu d’aquests estudis és identificar un nombre de polimorfismes el
qual cada un d’ells té un baix impacte en el risc de cada individu [98] (Figura 10).
Per tal d’entendre com funcionen i interaccionen aquestes variants de risc amb els
factors ambientals, sera necessari caracteritzar el seu paper en la tumorogénesis.
Actualment, esta augmentant el nombre d’informes sobre SNPs comuns en gens i
regions de cromosomes que han estat identificats a partir dels estudis de GWAS.
Avui en dia, aquests estudis es basen en la comparacié entre els casos de cancer de
mama amb agregacié familiar que no presenten mutacié ni en BRCA1 ni en BRCAZ2 i
el cancer de mama esporadic amb els grups controls. Aquests estudis identificaran
nous polimorfismes de susceptibilitat i sera possible investigar efectes addicionals o

sinergics sobre la susceptibilitat dels polimorfismes [106].
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Figura 10. Associacio de les mitjanes de les freqiiéncies i el risc relatiu dels gens de
susceptibilitat al cancer de mama. Aquesta figura mostra I'associacié entre les mitjanes de les
freqléncies i les mitjanes de cancer de mama associades amb el risc relatiu. S’observa diferéncies pel
que fa al risc relatiu, entre les mutacions poc freqlients en gens involucrats en la reparacidé del DNA de
moderada penetrancia i els polimorfismes d’un sol nucledtid comuns (SNPs) de baixa penetrancia.
Adaptada de [98].

3.3 Modificadors de BRCA1 i BRCA2

Diverses observacions com el fet que els portadors de mutacions BRCA1 i BRCA2
presenten una penetrancia variable, suporten la hipotesis que el risc de cancer de
mama esta modificat en part, per altres factors genétics [137]. Alguns estudis
especulen que aquest increment del risc pot ser degut a I'heréncia de variants
genetiques que actuen com a modificadors del risc en els gens BRCA1/BRCA2
[138]. Actualment s’estan realitzant grans esforcos per tal d’identificar gens
modificadors en portadors de mutaciéo en BRCA1 o BRCA2 [139].

30



Introduccio

Per tal de generar suficient poder estadistic que identifiqui gens
modificadors, s’ha establert el Consorci d'Investigadors de Modificadors de BRCA1 i
BRCA2 (CIMBA) [139]. ElI CIMBA conté 50 grups afiliats el quals conjuntament han
recopilat DNA i dades cliniques d’aproximadament 10.000 portadors de mutacions
BRCA1 i 5.000 portadors de mutacions BRCA2. Un dels descobriments més
rellevants dut a terme per Levy-Lahad i col-laboradors, va proporcionar la major
evidencia de l'existéncia de gens modificadors. En concret, van publicar que I'SNP -
135G>C de RAD51 modificava el risc en portadors de mutacions BRCA2 [140].
Altres evidéncies sorgeixen d’estudis de factors de risc que es veuen influits per
factors genétics, com per exemple la densitat mamografica que té un fort
component genétic [141], recentment ha estat demostrat que modifica el risc en
portadors de mutacions BRCA1 i BRCA2 [142].

Els modificadors genétics comuns en el risc a cancer de mama pels
portadors de mutacions en BRCA1l i BRCA2 han estat identificats essencialment
mitjangant tres camins: estudis d’SNPs en els gens candidats, estudis d’SNPs
associats en el risc a cancer de mama en el GWAS de la poblacié general i estudis
de GWAS en portadors de mutacions BRCA1 i BRCA2 [143].

e Gens candidats:

S’han investigat polimorfismes comuns en gens candidats com a modificadors
potencial del risc a cancer de mama entre els portadors de mutacions BRCAI i
BRCA2. Aquests estudis s’han centrat en gran part en els gens que son
funcionalment rellevants en la malaltia o que interaccionen funcionalment amb
BRCA1 i/o BRCA2 [143].

e SNPs trobats pel GWAS que estan associats amb el risc a BrCa

en la poblacié general:

Aguests estudis s’han centrat en SNPs amb una clara evidéncia estadistica
d’associacié amb el risc a BrCa en la poblacié general (P < 10”7) com a potencials
modificadors del risc de portadors de mutacions en BRCA1 i BRCA2. Un dels
resultats sorprenents del GWAS és la identificaci6 d'una base genética de
susceptibilitat diferent pel cancer de mama segons el nivell d’expressié del receptor
d’estrogen (ER). Aixi, la majoria de gens de baixa penetrancia identificats fins al
moment, influeixen en el desenvolupament de tumors ER positius perd no el de
tumors ER-negatius [131, 144]. De fet, els tumors de cancer de mama en

portadors de mutacions BRCA2 so6n predominantment ER positius, en canvi el
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portadors de mutacions BRCA1 sén predominantment ER negatius [145].

e GWAS en portadors de mutacions BRCA1 i BRCAZ2:

Les variants genetiques que modifiquen el risc a cancer de mama en portadors de
mutacions BRCA1 difereixen de les variants en portadors de mutacions BRCAZ i de
les de no portadors. Aquesta investigacié esta dirigida a la cerca de regions
cromosomiques associades amb el cancer de mama en portadors de mutacions en
BRCA1 i BRCA2 a través de GWAS separats en cada un dels dos grups a partir de
les dades de diferents grups dins del consorci CIMBA [33, 143].

La identificaci6 de modificadors genéetics en el risc a cancer de mama en
portadors de mutacions en BRCAI1 i BRCA2 donara lloc a una millora de la
comprensié del cancer de mama i sera Gtil per la determinacié del risc individual del
cancer entre els portadors [106]. Tot i que el llistat de gens relacionats amb la
susceptibilitat al cancer de mama és encara probablement incomplert i
desconeixem els processos biologics implicats aixi com les relacions genétiques,
moleculars i funcionals entre els gens d’alta, moderada i baixa penetrancia. En
aquesta tesi discutirem la implicacié d’aquestes troballes en la prediccid del risc a

cancer de mama.

3.4 Connexio de FA i el cancer de mama

Estudis publicats anteriorment, demostren la connexié entre les proteines
codificades pel producte dels gens de susceptibilitat al cancer de mama BRCA1 i
BRCA_Z2 i altres supressors de tumors com el producte dels gens FANC [12]. Unes de
les caracteristiques principals que mostren aquesta associacié son: les proteines
BRCA i FA s’'associen per combatre lesions que bloquegen o interfereixen la
replicacio del DNA en fase S i G, del cicle cel-lular, de manera que les cél-lules
deficients per qualsevol d’aquestes proteines, presenten fenotips semblants. Aquest
fenotip es caracteritza per una acumulacid espontania d‘aberracions
cromosomiques durant la divisido cel-lular i una extrema sensibilitat als agent
inductors de ICLs tals com la MMC.

Una altra evidéncia que mostra aquesta connexié so6n les mutacions
bial-léliques de pérdua de funcid en quatre gens FA que predisposen a desenvolupar
BrCa respectivament: FANCD1/BRCA2, FANCJ/BRIP1, FANCN/PALB2 i
FANCO/RAD51C. BRCA1 no esta mutat en els pacients FA, pero interacciona amb
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BRIP1/FANC] [39, 40, 146] i amb BRCAZ2 per traslladar-se als llocs de dany del DNA
[147]. BRCA2 co-immunoprecipita amb FANCD2 [148]. Les cél-lules que han estat
exposades a dany al DNA contenen FANCD2 al nucli, aixi com BRCA1, BRCA2 i
RAD51. Aquestes evidéncies suggereixen un paper clau de FANCD2,
FANCD1/BRCA2 i la via FA, en la ruta de reparacié de dany al DNA mitjancant la
HR. De fet, un gran nombre d’estudis realitzats demostren que linies cel-lulars
deficients de FA estan compromeses en la reparacié de DSB per HR [149, 150].
Aquest fet mostra l'implicacié del grup downstrem de FANCD2 en la reparacio del
dany al DNA, tal i com s’observa en la Figura 2. No obstant, el mecanisme precis a
través del qual la via FA promou la reparacido del DNA no esta del tot clara. El
fenotip dels pacients FA amb mutacions a FANCD?2 difereix d’altres subgrups FA,
sobretot pel que fa a l'alt risc de tumors solids infantils, particularment els
anomenats tumors de Wilms i els medul-loblastoma, els quals rarament es
desenvolupen en els altres subgrups FA [36, 151]. Aquestes observacions
suggereixen que és necessari una major comprensio de la via de senyalitzacié de
FA i que mutacions no identificades en altres gens FA poden donar una explicacio a
alguns casos d’agregacié familiar de cancer de mama o ovari que no sén explicats
per BRCA1 o BRCA2/FANCD1 [89]. Addicionalment, les caracteristiques biologiques
que determinen si un gen FA predisposa també al cancer de mama, encara son
desconegudes. No obstant, el que podem concloure és que els quatre gens FA que
estan associats amb la susceptibilitat al cancer de mama (BRCA2, BRIP1, PALBZ2 i
RAD51C) no formen part del complex central de FA, i sén els Unics gens FA que
actuen downstrem de FANCD2 [128].

En aquesta tesi, intentarem augmentar el grau de coneixement de la via de
senyalitzacido FA/BrCa, a partir de resultats ja coneguts i de les noves interaccions

obtingudes en aquest treball.

3.5 Estructura de BRCA1 i BRCA2

El 1991, Mary Claire King i el seu grup mitjancant estudis de lligament genétic van
mapar BRCA1, el primer gen descobert de susceptibilitat al cancer de mama que es
troba al cromosoma 17 [132]. Tres anys més tard, Mark Skolnick i col-laboradors,
el van clonar [123]. Estudis posteriors van demostrar mutacions truncadores en un
llarg nombre de casos familiars de cancer de mama i més de 300 variants sense
sentit. La busqueda del segon gen de susceptibilitat al cancer de mama es deu a
que hi havia casos familiars de cancer de mama sense mutacié en el gen BRCAI.

De nou, el 1995 estudis de lligament genétic van mapar el gen de susceptibilitat a
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cancer de mama BRCAZ2 al cromosoma 13 [32, 152]. Consistents amb el paradigma
dels gens supressors de tumors, els tumors sorgeixen en individus amb mutacions
en BRCA1 o BRCA2 que presenten péerdua d’heterozygositat de l'al-lel no mutat
[108-110].

En termes generals podem dir que BRCA2 és un component integral de la
magquinaria de HR, mentre que BRCA1l és una ubiquitina E3 lligasa que té un
impacte en la reparacié del DNA, en la regulacié de la transcripcid, la progressié del

cicle cel-lular i la inactivacié del cromosoma X [153].

3.6 Cooperacié de BRCA1 i BRCA2 en la reparacid del dany al DNA

Defectes en la HR comprometen la capacitat de mantenir la integritat genomica i
pot portar a la pérdua de cromosomes, desequilibris i reorganitzacions, els quals
so6n successos iniciadors de la transformacié tumorogeénica [61]. S’ha demostrat
que tant BRCA1 com BRCA2 juguen un paper important en aquest manteniment de
|'estabilitat genomica [154, 155]. De fet, tan BRCA1 com BRCA2 participen en una
via de senyalitzaci6 comuna per facilitar la HR i la reparacioé dels DSB. Defectes tan
en BRCA1l com en BRCA2 comporta que els tumors que sorgeixen en els portadors
BRCA siguin més sensibles a la IR que conseqlientment provoca reordenaments
cromosomics aberrants [66]. Aquest fenotip és associat a altres malalties tals com
FA i el sindrome de Bloom [89, 156], les quals tenen un defecte comu en la
reparacié del DNA i el processament del dany al DNA. Les cél-lules RAD51 deficients
mostren fenotips similars, la qual cosa evidencia que la interacci6 amb BRCA2 és
essencial pel manteniment de la divisid cel-lular i I'estructura dels cromosomes
[157, 158]. S’ha observat que aquestes proteines co-localitzen formant foci nuclear
en el lloc de dany del DNA després de tractaments amb agents de dany al DNA tals
com la IR, la qual cosa evidencia que aquestes proteines funcionen conjuntament

en el procés de reparacié del DNA [74], com s’ha esmentat anteriorment.

3.7 Caracteristiques de BRCA1

La proteina BRCA1 és formada per 1863 amino acids (aa) i s’expressa en moltes
cél-lules en proliferacié [66]. L'extrem C-terminal es conegut com el domini BRCT,
reconegut en moltes proteines de reparacié al DNA. A I'extrem N-terminal es troba
el domini ring-finger, involucrat en la ubiquitinacié de proteines (Figura 11)[66].

BRCA1 esta implicat en processos cel-lulars diversos depenent del context cel-lular

[159]. Aixi doncs, el trobem implicat en processos de senyalitzacié del dany al DNA,
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on és diana de la fosforilacid6 per part de les quinases ATM/ATR i rapidament es
trasllada a les forquilles de replicacié bloquejades. També funciona com a mediador
en els punts de control de dany al DNA en les fases S i G,/M del cicle cel-lular. El
trobem que interacciona amb diferents proteines, incloent enzims del sistema de
reparacié d’aparellaments erronis (MMR), tals com MSH2 i MSH®6, i la helicasa de
DNA entre d’altres, les quals semblen estar implicades en el reconeixement de
diferents aberracions de l'estructura del DNA. Per tant, la interaccié amb altres
proteines, mostra que té un paper general en la via de reparacié del DNA [76] i el
manteniment de [I‘estabilitat genomica. BRCA1 també interacciona amb varis
modificadors de la cromatina i és necessari pel manteniment de la XIST RNA en el
cromosoma X inactiu [153]. Una altra implicaci6 de BRCA1 és en la transcripcio,
doncs degut als dominis BRCT és un activador de la transcripcid i es troba associat
a RNA polimerasa II. Més extensament, BRCA1 esta implicat en la regulacio de la

transcripcié de molts gens activats en resposta al dany al DNA.

5Q cluster region
Chk2/hCDS1 ATM ATR

P aSN

988 1387 1423 1457 1524

Ring BRCT
d 452 1092 .
omain domain
domai DNA binding domain

341-748 758-1064
MRE11/RAD50/NBS1  RADSA

Figura 11. Esquema de BRCA1l. Aquest esquema mostra els llocs funcionalment importants, incloent
els llocs de fosforilacié. EI domini BRCT es troba a I'extrem COOH terminal de BRCA1 i sembla ser un
domini important d’interaccié proteica per proteines de reparacié al DNA. El domini de Ring es troba a
I'extrem NH, terminal de la proteina i té la caracteristica de ser una E3 ubiquitin lligasa, pero els llocs de
diana de la ubiquitinacié encara no han estat identificats. BRCA1 funciona amb cooperacié amb BARD1
com a ubiquitin lligasa. El domini d’unié al DNA de BRCA1l ha estat mapat a la regié central de la
proteina (452-1092aa). Aqui és on hi ha el lloc de fosforilacié depenent de Chk2 al residu Ser®®®, El grup

que compren la regié SQ adjacent al domini d’unié al DNA té multiples dianes de fosforilacié per ATM i

ATR. També es mostren els llocs d’interacci6 amb Rad50 i Rad51. Adaptada de [160].
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BRCA1 interacciona amb BRCA2 només transitoriament als llocs de dany o
en les forquilles de replicacié bloquejades, mentre que majoritariament BRCA1 es
troba en altres complexes proteics. BRCA2 actua downstream de BRCAL1 i per tant,
té una funcid6 més directe en la via de la HR mitjancant la seva interaccié6 amb
RAD51 [160].

A més a més, BRCA1 el trobem associat com a regulador de la diferenciacid
epitelial [161]. Les caracteristiques patologiques dels tumors de mama entre els
portadors de mutacions BRCA1 sén predominantment del tipus basal-like i ER
negatius [162], suggerint que la funcié de BRCA1 és regular la diferenciacié de les
cel-lules mare/progenitores [163]. Recentment s’ha identificat una variacidé genética
comuna en el gen de baixa penetrancia HMMR que modifica el risc de cancer entre
els portadors de BRCA1. La diferenciacié epitelial luminal mamaria, revela que tan
BRCA1 com RHAMM, producte del gen HMMR sbén essencials en la reorganitzacid

citoesquelética [164].

3.8 Caracteristiques de BRCA2

La proteina BRCA2 esta formada per 3418 aa i té un pes molecular aproximat de
385 kDa. Es caracteritza per un exé molt llarg (I’'ex6é 11) el qual codifica els motius
necessaris per la interaccié¢ amb RAD51 [165]. Aquests motius son els anomenats
BRC, en concret n’hi ha 8 i sén els que permeten la interaccié directa amb RAD51
(Figura 12), tot i que amb diferents afinitats cada un d’ells [166]. BRC3 i BRC4 son
els que tenen una interaccié més forta amb RAD51 [38]. Per la formacio de foci de
RAD51 és necessari BRCA2, després de dany al DNA. Tot i que també s’ha observat
la formacié de filaments de RAD51 en fase S en abséncia de BRCA2. La preséncia
de BRCA2 és necessaria per prevenir errors majors, tals com aberracions
cromosomiques [167]. Aquests errors poden reflectir la utilitzacié de vies de
reparacié alternatives tals com la NHEJ. Les ceél-lules mare embrionaries de ratolins
deficients en Brca2 sén letals i presenten una manca de desenvolupament en els

embrions [168] de la mateixa manera que Rad51 [169].
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Figura 12. Organitzaciéo de BRCA2 i estructura del domini DBD. (a) Esquema de BRCA2 amb els
motius d’interaccié proteics i els dominis identificats a la part de dalt. CTRM és el domini de I'extrem C-
terminal de la cadena, que s’'uneix a RAD51. El DBD esta trencat en dominis rics en heélix (representat
com a ratlles), i amb els tres ogligonucleotids (representat en semicercle). (b) Els 800 residus DBD es
mostren esquematicament amb el domini ric de hélix (HD) seguit dels oligonucleotids d’increment
d’unié. OB2 i OB3 estan empaquetats en tandem. Mentre que OB1 esta empaquetat amb OB2 en
direccions oposades. El domini tower surt de OB2 i a dalt de tot té el llag de triple hélix (3HB). ssDNA
interacciona amb OB2 i OB3. DSS1 interacciona amb el domini ric d’hélix i OB1 a la cara oposada del

domini. Adaptada de [61].

L'extrem C-terminal de BRCA2, en concret la regid6 compresa entre 2478-
3418 aa de BRCA2 que conté aproximadament uns 800 aa completament separats
de la regid BRC, es caracteritza per la seva uni6 al ssDNA [65] i a RAD51 [170]. Tot
i gque sembla que aquesta interacci6 amb RADS51 sigui dispensable per la
recombinacié i la reparacid. Es una regié altament conservada en l'evolucié que
forma una estructura de tres dominis d’unid d’oligonucleotids-oligosacarids (OB)
que es troben també en proteines com RPA la qual també s’uneix al ssDNA. Aquest
segment és el que interacciona amb la proteina DSS1 identificada per Marston et al
[171] a partir d’'un cribatge pel sistema de doble hibrid, de I'anglés Yeast two-
hybrid (Y2H), on mapen la regié d’interaccid entre els aminoacids 2472 i 2957 de
BRCA2. Gudmundsdottir et al [172] van demostrar a partir de la deplecié6 de DSS1
en cel-lules humanes, que comprometia la formacié de foci de RAD51 després de
dany al DNA, aixi com el manteniment del genoma, de la mateixa manera que
s’'observava en abséncia de BRCA2. La qual cosa, suggeria que DSS1 és un
component de la via de reparacié de la HR que d’alguna manera funciona amb
BRCA2 per dirigir RAD51 als llocs de dany de DSB. Una altra proteina que s’uneix
directament a BRCA2 és FANCD2. Aquesta interaccié també es va descriure a partir
d’estudis basats en el Y2H [148]. Estudis recents suggereixen que la unié al DNA de
BRCA2 esta modulada per la seva associacié amb PALB2 [128].
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3.9 Interaccio BRCA2 amb PALB2

Degut a les caracteristiques de BRCA2 explicades anteriorment, podriem dir que
BRCA2 funciona, almenys en part, com una proteina scaffold que ajuda a promoure
la formacid d'un alt orde, que conté complexes multiproteics d’importancia
biologica.

L'any 2006, Xia et al, van descriure una nova interacci6 de BRCA2. En
concret, van identificar PABL2 com interactor nuclear de BRCA2, el qual també s’ha
vist implicat en la maquinaria de reparacié del DNA en els llocs de dany [173].
PALB2 es troba al cromosoma 16p12, el producte del gen és una proteina de 1186
aa (~130 kD). Estudis realitzats, han demostrat que PALB2 co-localiza amb BRCA2
en el foci nuclear, tan abans com després de dany al DNA, essent essencial per
I'acumulaci6 de BRCA2 i RAD51 als DSBs. Concretament PALB2 promou la
localitzacidé i acumulacié estable intranuclear de BRCA2, que al seu torn, fa possible
la contribucié de BRCA2 en la HR/DSBR i BRCA1 s’associa a BRCA2 a través de
PALB2. A més, la depleci6 de PALB2 compromet la reparacié per HR i la
supervivencia de les cel-lules en resposta a estrés genotoxic [173]. Aixi com també
sOn més sensibles als tractaments amb MMC, els quals provoquen ICLs i DSB
[128]. El conjunt d’aquests resultats han evidenciat que PALB2 juga un paper critic
en la HR i és important pel manteniment de la integritat genomica i la supressio de
tumors.

Nous estudis realitzats sobre PALB2 per part de Sarah et al [174], han
identificat PALB2 com un nou subgrup de FA, anomenat FANCN. Mutacions
bial-leliques de PALBZ2 causen FA, de manera similar a les mutacions bial-léliques de
BRCAZ2 les quals causen FA del subgrup FANCD1 [36]. Tan el fenotip dels pacients
FA del grup FANCD1, com el de FANCN, sén molt més severs que els que
succeeixen en altres subgrups de FA. Es tracta d’un gen de susceptibilitat a cancer
de mama que mostra l'estreta relacié entre FA, la via de reparacié del DNA i la
predisposicié al cancer de mama.

El conjunt d'aquests coneixements ens deixa entreveure la complexitat de les
vies de senyalitzacid, qui regula a qui i que succeeix, que és el que promou una
cascada d’activacido i com repercuteix en les patologies. Per tal d’entendre el
funcionament és necessari un estudi molecular detallat que ens ajudara a entendre
poc a poc, el conjunt d’aquests gens i proteines i com interaccionen entre ells. Es
per aix0, que aquesta tesi pretén contribuir en la comprensié de les vies de
senyalitzacio, concretament, en la via de senyalitzacid6 FA/BrCa i la seva implicacio
en FA i BrCa.
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3.10 Noves proteines involucrades en la via de senyalitzacié FA/BrCa

Aixi doncs, PALB2 és un component integral del complex BRCA, important en el
procés de reparacié del DNA. Recentment, s’ha publicat dos articles que descriuen
una nova interaccio de PALB2 [175, 176] i que pot ajudar a la comprensié de la via
de reparacié del dany al DNA degut a la implicacié directa de PALB2 en la reparacio
dels DSB.

Aquests nous estudis confirmen els nostres resultats obtinguts [177], i al
mateix temps mostren controveérsies en la senyalitzacié dins la via de reparacio del
DNA [175, 176], tal i com mostra la Figura 13. Estudis publicats per Sy et al
[176], descriuen la interaccio directe entre PALB2 i MRG15. El grup de Hayakawa et
al [175], descriuen aquesta interaccid i suggereixen que MRG15 és necessari per la
HR, de la mateixa manera que ho sén BRCA1, PLAB2, BRCA2 i RAD51 [173, 178,
179]. També conclouen que MRG15 és necessari per la resisténcia a la MMC, tal i
com ho so6n els components del complex BRCA. Finalment mitjangant el
fraccionament nuclear, mostren que el reclutament de PALB2 a la cromatina i les
seves proteines associades als llocs de dany, depenen de MRG15. Aquestes
resultats, suggereixen que MRG15 participa en la resposta als DSB mitjancant el
reclutament del complex BRCA en els llocs de dany del DNA [175]. Suggereixen
gue aquest reclutament té lloc quan la cromatina esta en la conformacié relaxada,
després de |'acetilacié de la histona pel complex NuA4 HAT. Per altra banda, el grup
de Sy et al [176], suggereixen que el mutant de PALB2 el qual li falta el domini
d’'unié a MRG15 esta associat amb una hiper-recombinacié i resisténcia a la MMC.
Aguesta discrepancia, juntament amb els nostres resultats obtinguts, sera discutida
en l'apartat de discussid. Sy et al, també mostren que la depleci6 de MRG15 no
afecta als nivells de proteics de BRCA2 i incrementa la ratio de conversidé génica,

calculada mitjancant assajos de HR.
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Figura 13. Models en controvérsia de la funci6 de MRG15. A) Figures Hayakawa et al [175],
mitjancant la utilitzacid de diferents siRNA, mostren el paper crucial de MRG15 en la reparacidé dels
trencaments de doble cadena (DSB) per recombinaci6 homologa (HR). Aquests resultats suggereixen
que MRG15 és necessari per una reparacidé eficient mitjancant la HR. Tal i com mostra I'esquema
representatiu. B) Figura provinent dels estudis realitzats per Sy et al [176], sén els primers que van
descriure la interaccié entre PALB2-MRG15. En aquest grafic es pot observar que la deplecié de MRG15
no afecta la conversio génica i per tant no esta implicat en la HR.

En l'apartat de resultats, mostrarem les nostres observacions després de la
realitzacié de diferents experiments que pretenen donar noves eines per entendre

el funcionament de la via de senyalitzacié en la reparacié del dany al DNA.
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Les proteines codificades pels gens FA o els gens de susceptibilitat a BrCa cooperen
en una mateixa via de senyalitzacio en el procés de reparacié del dany al DNA [12].
FA és una malaltia genetica rara on fins al moment s’han identificat 15 gens
responsables [180]. Actualment encara resten pacients FA sense mutacio
coneguda. Es per aquest motiu, que el nostre estudi es basa en la identificacié de
nous gens/proteines causants de FA que alhora ajudin a una major comprensié de
la via de senyalitzacié en el procés reparacié del dany al DNA, concretament en la
reparacié dels ICL i DSB. Els gens del tercer grup que actuen downstream del
complex ID com per exemple FANCN/PALB2, estan involucrats en la susceptibilitat
al BrCa. Aquest estudis ens permeten hipotetitzar que nous gens del tercer grup,
també puguin presentar SNPs o mutacions que predisposin a augmentar el risc de
cancer de mama. Aquest projecte pretén identificar components de la via de
senyalitzaci6 FA/BrCa i alhora caracteritzar el seu paper en la predisposicio al

cancer de mama.
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OBJECTIUS

Identificacié de noves proteines involucrades en la via de senyalitzacio FA/BrCa i

caracteritzacio d'aquestes.

Identificacié de variants polimorfiques de predisposicié al cancer de mama dins

aquets nous gens identificats.
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1 MATERIALS

1.1 Cultius cel-lulars

Les cel-lules HelLa i HEK293 es van cultivar en el medi Dublecco’s Modified Eagle’s
(DMEM) complementat amb un 10% de serum fetal bovi (FBS), 2mM de Sodium
Pyruvate i 2mM de L-glutamine. Les cél-lules MEFs, Morf4l1 *'* i Morf4l4 7~
(proporcionades pel Dr. Tominaga K, The University of Texas Health Science
Center, San Antonio) es van cultivar utilitzant medi Dublecco’s Modified Eagle’s
complementat amb un 10% de serum fetal bovi i 2mM de Sodium Pyruvate. Les
cel-lules MCF10A es van cultivar en el medi HUMEC (Invitrogen). Tots els cultius

cel-lulars han crescut a 37°C en una atmosfera humida al 5% de CO,.

1.2 Anticossos

Les immunoprecipitacions es van realitzar amb anti-ACTN (ACTNO5 C4; Abcam,
Cambridge, UK), anti-Actb (Abcam 8226), anti-ATR (Millipore 09-070), anti-BRCA2-
Ab1l (Calbiochem OP95), anti-CHEK2 (Santa Cruz Biotechnology H-300), anti-CHUK
(Abcam, ab54626), anti-E6TP1 (Santa Cruz Biotechnology, N-20), anti-FANCD2
(Abcam, ab2187), anti-phospho-Ser139-H2AX (JBW301; Millipore), anti-KPNA1
(Abcam ab6035 i ab55387), anti-MRG15 (Novus Biologicals. Littleton, CO, USA; 1-
235 ab37602; Abcam i 15C [181-184], anti-NFKB (Santa Cruz Biotechnology, H-
119), anti-PALB2 (Bethyl Laboratories. A301-246A i Novus Biologicals, 675-725),
anti-PPHLN1 (Abcam, ab69569), anti-RAD51 (Santa Cruz Biotechnology, H-92),
anti-RPA1 (C88375; LifeSpan BioScience, Seattle, WA, USA), I'anti TOP3A (Santa
Cruz Biotechnology, N-20) lI'anti-TSNAX (Santa Cruz Biotechnology, 3179C2a) i
anti-USP1 (Abgent, AP130a, San Diego, CA, USA). L’anti-IgG (Santa Cruz
Biotechnology), l'anti-IgM (Santa Cruz Biotechnology) i l'anti-IgR (Santa Cruz
Biotechnology) van ser utilitzats com a controls. Per l'assaig de co-AP, es van
utilitzar els anticossos anti-MRG15 rabbit, i anti-MRGX rabbit (reactius
proporcionats pel Dr. Tominaga. K), aixi com anti-His (Santa Cruz Biotechnology H-
15), anti-Myc (Sigma-Aldrich, 9E10) i anti-HA (Sigma Aldrich) per hPALB2Myc-His i
MRG15-HA i MRGX-HA (reactius proporcionats també pel Dr. Tominaga. K). Els
Westerns Blots van ser realitzats amb els anticossos anti-glutathion-s-transferase
(GST) (Sigma). El complex anticos-antigen es va visualitzar utilitzant el sistema

d’analisis ECL Western blotting analysis system (Amersham Pharmacia Biotech) i
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exposat en I'hiperfilm Amersham HyperﬁlmTIVI ECL (GE Healthcare). Els anticossos
secundaris horseradish peroxidase-linked van ser adquirits de GE Healthcare i
Abcam.

Les immunofluorescéncies es van realitzar amb anti-TRF2 (36 BD
Transduction Laboratories, Mississauga, ON, USA), anti-RAD51 (Santa Cruz
Biotechnology, H-92), l'anti-TSNAX (Santa Cruz Biotechnology, 3179C2a). Els
anticossos secundaris fluorescents eren Alexa 488 o0 546-594 nm anti-mouse i anti-

rabbit respectivament (Molecular Probes, Invitrogen).

Taula 3. LLista d’anticossos primaris.

Anticos Dil-lucié Casa comercial
ACTN WB 1:1,000 Abcam
Actb WB 1:1,5000 Abcam
ATR WB: 1:500 Millipore
BRCA1 WB 1:2,000 Calbiochem
BRCA2 WB 1:300 Calbiochem
CHEK2 WB 1:1,000 Santa Cruz Biotechnologies
CHUK WB 1:500 Abcam
E6TP1 WB 1:300 Sant Cruz Biotechnologies
FANCD2 WB 1:2,500 Abcam
GST WB 1:2,000 Sigma-Aldrich
HA WB 1:1,000 Sigma-Aldrich
HIS WB 1:300 Santa Cruz Biotechnology
Phospho-Ser139-H2AX IF 1:1,000 Millipore
KPNA1 WB: 1:1,000 Abcam
MRG15 WB 1:1,000 Novus Biological
MRG15 WB 1:500 Abcam
MYC (clon 9E10) WB 1:2,000 Sigma-Aldrich
NFKB1 WB 1:500 Santa Cruz Biotechnologies
NUP62 WB 1:1,000 BD Biosciences
PALB2 WB 1:2,000 Bethel Laboratories
PALB2 WB 1:1,000 Novus Biological
PPHLN1 WB 1:500 Abcam
RAD51 WB 1:300 Santa Cruz Biotechnology
IF 1:100
RPA1 WB: 1:500 LifeSpan
IF: 1:250
TOP3A WB 1:300 Santa Cruz Biotechnology
TRF2 IF 1:250 Transduction Laboratories
TSNAX WB: 1:1,000 Santa Cruz Biotechnology
IF 1:500
uUsP1 WB 1:500 Abgent
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1.3 Vectors d’expressio

Per tal de realitzar Y2H, primerament es van generar les seqlieéncies d'interés de
cada proteina (baits) aixi com la proteina codificada per complert open-reading
frame (ORFs), mitjancant la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR). Per tal de
generar aquests productes es van utilitzar diferents primers de 25 parells de bases
més la seqiéncia attB amb guanines terminals (G). Aquest lloc attB permet clonar
la seqiencia d'interés en un vector donador, sense la necessitat d’utilitzar enzims
de restriccidé, mitjancant el sistema Gateway. Aixi per exemple, el vector donador
conté el gen d’interes i els llocs de recombinacié attL que flanquegen el gen. Per tal
de clonar el fragment d’interés es va utilitzar la reaccié BP del sistema Gateway,
segons el protocol (Invitrogen). Un cop clonada la seqiéncia d’interés en el vector
DONR, es va procedir a la clonacio en el vector de destinacié pDEST27, mitjancant

la reaccidé LR segons els protocol de sistema Gateway (Invitrogen).

GST CcmR
B w2 | st on' Lceom w2 B 77

Figura 14. Estructura del vector pDONR201 i pDEST27. A I'esquerra el vector donador pDONR201
utilitzat per clonar els fragments d’interés en el sistema del doble hibrid (Y2H). A la dreta, estructura del
vector de destinacié pDEST27 utilitzat per corroborar I'expressid d’alguns dels fragments clonats

previament en el vector DONR. Aquests dos vectors sén compatibles amb el sistema Gateway.
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2 PROCEDIMENTS EXPERIMENTALS

2.1 Yeast two-hybrid screens

El sistema del Y2H, és una técnica molecular utilitzada per la identificacié i
caracteritzacié d’interaccions proteiques. Consisteix en un factor de transcripcio
separat en dos fragments, el domini d'unié al DNA (DBD) i el domini d’activacio
(AD) [185]. D’aquesta manera, la interaccié de proteines pot ser potencialment
identificades (X-Y heterodimer o X-X homodimer) mitjangant la generacié de dos
proteines hibrides diferents, una amb la proteina X fusionada al DBD i l'altre
proteina Y fusionada al domini AD [186], les quals, conjuntament poden
reconstituir el factor de transcripcié que al seu torn, pot activar la transcripcié del
gen informador regulat pels llocs de DBD.

Els criabtges a escala protedmica del Y2H es van realitzar seguint
I'estratégia d'unié (mating) [186, 187] i utilitzant dos llibreries diferents de cDNA,
de human fetal brain o spleen (ProQuest, Invitrogen) com a preys. Es van dissenyar
multiples baits per cada proteina de la via de senyalitzacié FA/BrCa d’acord amb els
dominis familiars predits pel Pfam [188], regions desordenades predites pel PONDR
[189] i la seqliencia completa de la proteina ORF. Els fragments dels baits es van
obtenir a partir de la reaccié en cadena de la polimerasa transcriptasa reversa (RT-
PCR) utilitzant cDNAs provinents de limfocits sans amb els primers corresponents
per cada bait (forward i reverse), i subseqientment clonats en el vector Gateway
pDONR201 (Invitrogen). Els baits es van sequenciar en 5’ per tal de confirmar que
la sequéncia fos correcte i que estiguessin in-frame. Un cop verificats, es van
transferir en el vector d’expressié de llevats pPC97 (Invitrogen) fusionat amb el
DBD de Gal4. Els constructes es van transfectar a la soca de llevat AH109
(Clonotech) pel posterior cribatge utilitzant medi selectiu sense histidina (HIS) i a la
soca de llevat Y187 (Clonotech) va ser fusionada amb la llibreria de cDNA. La soca
de llevat AH109 conté diferents gens informadors ADE2, HIS3, lacZ i MEL1 GAL4.
Els medis per la soca de llevat AH109 es van complementar amb 10 mM de 3-
amino-1,2,4-triazole (3-AT; Sigma-Aldrich) pel test d’interaccio-depenent de la
transactivacié del gen informador HIS3. El 3AT és un inhibidor competitiu del
producte del gen HIS3. Per tant, perque els llevats puguin créixer, és necessari la
sintesis del gen informador HIS3. Si hi ha interaccid entre les dos proteines, el
factor de transcripcid permet la sintesis del producte del gen HIS3 i el conseqlient
creixement de les colonies de llevat. Previament, es van examinar el baits segons si

podien activar-se per si sols, mitjangant la utilitzacié de diferents concentracions de
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3-AT d’un rang de 10 a 80 mM. Sota aquestes condicions, es van cribar més de 10’
transformants per cada bait. Els clons positius van créixer en un medi selectiu
durant tres cicles (10 a 15 dies) per evitar els cDNAs contaminants, previs a

I'amplificacié per PCR i a la identificacié del prey per seqlienciacio [187].

e Mating screening protocol

Préviament al cribatge, es va realitzar una amplificacié de la llibreria de cDNA
(ProQuest Invitrogen) que conté el vector pPC86 (Invitrogen) en la soca de llevat
Y187 (Clonotech), la qual conté els constructes informadors /acZ i MEL1 que tan
sols s’expressen en presencia de la interaccié de proteines basades en GAL4 i és
una llibreria ideal com a hoste de la soca AH109. La transformacié de la llibreria de
cDNA es va realitzar segons el protocol: la soca de llevat Y187 que havia estat
creixent durant tota la nit (o/n) en una placa amb medi YPD, es va inocular en un
medi liquid de YPD (10 g d’extracte de llevat, 20 g bacto-peptone, 50ml 40%
glucosa en 1 litre) durant aproximadament 11-12 hores fins que la ODggg
incrementés fins a 0.4-0.5 unitats. Seguidament, les cél-lules es van centrifugar
durant 5 minuts a 2000 x g; després el pelet es va rentar dos vegades amb aigua
destil-lada i després amb la solucié TE/LiAc ( per 50 ml, 5 ml de 10x TE 100 mM
Trisc-HClI (pH 7.5, 10 mM EDTA) i 5 ml de 1 M LiAc) seguidament de la
centrifugacid, tal i com hem realitzat abans; després el pelet es va resuspendre
amb solucié TE/LiAc/PEG (TE/LiAc en 40 ml d'un 50% polyethylene glycol 3350)
amb 3 mg/ml de DNA de esperma de salmd bullit utilitzat com a portador i 30 ug
de llibreria de cDNA (ProQuest, Invitrogen); la barreja es va incubar durant 30
minuts a 30°C, seguidament d’un shock de 42°C durant 15 minuts; les cel-lules
després es van centrifugar per remoure la solucié TE/LiAc/PEG i resuspendre-ho en
aigua destil-lada per ser plaquejat en plaques d’agar amb medi selectiu YPD sense
triptofan (TRP) i complementat amb ampicil-lina i cloramfenicol; les cel-lules
després es van incubar durant dos o tres dies a 30°C, un cop passat aquests tres
dies va apareixer les colonies. L'Ultim dia, es van recollir les colonies de les plaques,
diluides amb aigua destil-lada i emmagatzemades com a estocs de glicerols.

Pel cribatge, els diferents baits van créixer o/n a la soca de llevat AH109 en
medi liquid YPD complementat amb ampicil-lina i cloramfenicol. El seglient dia, es
va incubar una aliquota de la llibreria de cDNA previament amplificada durant 10
minuts a 30°C en medi YPD complementat amb glucosa. Mentrestant, es va
mesurar la ODggy del cultiu del bait o/n (que hauria de ser 2-5 unitats OD). Es
necessitar 80 ODggp del cultiu (e.x per 3.6 ODggo de cultiu, es va utilitzar 21 ml) que

es va barrejar amb la llibreria que havia estat creixent durant 10 minuts amb YPD.
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La barreja es va centrifugar durant 10 minuts a 2,500 x g. El pelet es va
resuspendre en medi liquid YPD i plaquejat en plaques d’agar no selectives de YPD.
Les plaques es van incubar durant 4 hores 30 minuts a 30°C. El cultiu crescut es va
recollir sota la flama utilitzant una pipeta Pasteur i aigua. El volum final es va
centrifugar durant 10 minuts a 2,500 x g. Després el pelet es va resuspendre en
aigua destil-lada, plaquejat en plaques de 10 mM 3-AT i incubat a 30°C.
Addicionalment també es va plaquejar un volum final d’una dilucié a 1/10,000 en
una placa amb YPD sense leucina (LEU) i sense TRP com a control per calcular
I’eficiencia de la unié. Després de cinc o sis dies, es van picar les colonies i es va
replicar unes 4-5 vegades en plagues amb 3-AT durant tres setmanes. Després de
la Ultima réplica, es van picar les colonies i es van incubar a 37°C durant 5 minuts
en una placa de 96 pous amb solucio de lysis (zymolasa), després durant 5 minuts
a 95°C en una maquina de PCR. Seguidament es va fer una dilucié 1:10 del lysat i
es va realitzar una PCR utilitzant els primers de la sequéncia AD i la sequéncia de
terminacid corresponent al vector pPC97. Després, els productes de la PCR es van
purificar seguint els protocols (Genomed GmbH) i seqlienciats utilitzant els primers
AD.

Figura 15. Vectors Gateway utilitzats en el Y2H. Les figures mostren l‘estructura de pPC97

(esquerra del panell) i pPC86 (dreta del panell) utilitzats en el cribatge del Y2H.

2.2 Analisi de perfils d’expressio

Es van avaluar les similituds dels perfils d’expressié mitjancant el coeficient de
correlacié de Pearson (PCC) utilitzant els nivells d’expressié normalitzats (gcRMA)
de les dades del Human GeneAtlas U133A (http://biogps.gnf.org) [190]. Es van fer

les comparacions per totes les possibles sondes de microarrays per la correccié de

Bonferroni.
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2.3 Assaig de supervivéncia i SiRNA

Per tal d’avaluar la supervivéncia cel:lular, 24 hores abans de |'assaig, es van
plaquejar 3 x 10° cél-lules en plaques duplicades de 60-mm. Seguidament, els
cultius es van exposar a MMC o a irradiacid-y a les dosis indicades. Després de 72
hores amb el tractament, es van rentar les cél-lules amb PBS, es van recollir amb
trypsina i es van contar. La supervivéncia es presenta com a percentatge relatiu als
controls no tractats.

Cada siRNA es va transfectar dos vegades successivament, (24 hores
després) amb una concentracié final de 20 nM utilitzant Lipofectamina RNAIMAX
(Invitrogen) d’acord amb el protocol del producte. Després de 4 dies, els cultius es
van tractar amb MMC o irradiacié-y. Es va utilitzar com a control negatiu el siRNA
Lo GC (12935-200; Invitrogen).

Taula 4. siRNA MORFL1 i MORF4L2

MORF4L1 Stealth RNAi #HS5145886 and #HSS145887 (Invitrogen)

MORF4L2 Stealth RNAi #HSS114413 and #HSS114414 (Invitrogen)

2.4 Western blotting

Pel gel d’electroforesis SDS-PAGE, es van barrejar les mostres amb Laemmil
loading buffer (60mM Tris-HCI pH 6.8, 2% (w/v) SDS, 10% glicerol, 0.2 mg/ml
bromofenol bau i 0.1 M DTT), desnaturalitzat a 70-95°C durant 5-10 minuts i
carregat en un gel tris- glycine-SDS PAGE. La concentracié de proteines en els
lysats es va determinar mitjancant BioRad Bradford Protein Assay. Les proteines es
van separar al gel per electroforesis utilitzant I'aparell de Bio.Rad. Seguidament, les
proteines es van transferir a la membrana de Invitrolon PVDF (Invitrogen) o
IMMOBILON PVDF (Millipore) mitjancant el sistema de transferéncia de Bio-Rad,
utilitzant el buffer que conté 25 mM Tris base, 192 mM Glycine i entre un 10 0 20%
de methanol (depenent del pes molecular de les proteines d'interes). Les
membranes es van incubar almenys durant una hora en buffer de bloqueig al 5%
de llet en pols amb TBS-T (TBS amb 0.1% Tween-20). Totes les incubacions dels
anticossos es van dur a terme amb el buffer de bloqueig a 4°C o/n sota agitacié
constant. Seguidament, es van rentar les membranes tres vegades durant 10
minuts cada vegada amb TBS-T i incubat durant una hora amb |'anticos secundari

horseradish peroxidase (HRP), diluit amb el buffer de bloqueig d'acord amb les
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indicacions de l'informe de |'anticos. Després dels tres rentats de 10 minuts amb
TBS-T, les proteines d’interés es van identificar mitjangant la deteccié del complex
anticos HRP amb quimiluminescéncia utilitzant el kit Western blotting Detection ECL
o ECL-Plus (GE Healthcare) seguint els protocols estandards. En alguns casos, les
mostres es van resoldre en uns gels comercials NUPAGE Novex 4-12% Bis.Tris o 3-

8% Tris-Acetate Gels (Invitrogen).

2.5 Immunofluorescéncies

Es van plaquejar les cél-lules en cobreobjectes, es van fixar amb paraformaldehyde
al 4% durant 10 minuts a temperatura ambient i permeabilitzar amb 0.02% Tween-
20 en PBS. En altres casos, les cél-lules es van ficar en els cobreobjectes. Les
cel-lules un cop fixades es van incubar durant 45-60 minuts a temperatura ambient
amb buffer de bloqueig (4% FBS i 0.02% Tween-20 amb PBS) i tenyides amb
I’'anticos primari a 4°C o/n. El seglent dia, es van rentar les cél-lules tres vegades
amb 0.02% Tween-20 amb PBS durant 5 minuts cada vegada. Posteriorment, es
van incubar els cobreobjectes amb I’anticos secundari conjugat amb qualsevol dels
Alexafluor 488 o 594 (Invitrogen), durant 30-45 minuts a temperatura ambient.
Després de tres rentats amb 0.02% Tween-20 amb PBS, es van muntar els
cobreobjectes amb 4,6-diamidino-2-phenylndole (DAPI) amb VECTASHIELD (Vector
Laboratories). Les immunofluorescencies es van observar amb un microscopi
confocal (Olympus BX60) i les imatges es van obtenir utilitzant una camera SPOT

RT Mono-2000 (Diagnostic instruments).

2.6 Co-immunoprecipitacions

Pels assajos de co-immunoprecipitacions (co-IP), les cél-lules es van recollir amb
una confluéncia del 80-90%, préviament es van rentar dos vegades amb PBS. Els
lysats de les cel-lules es van obtenir a partir del buffer de lysis que conté 20mM
Trisc-HCI (pH 8.0), 100-150 mM NaCl, 0.5% Nonidet P-40, 1 mM EDTA amb
inhibidors de proteasa i fosfatasa (Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets,
Roche Diagnostics, i 5 mM NaF). En alguns casos vam lysar les cél-lules amb NETN
buffer ( 20 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA, 0.5 NP-40 i 350 mM NaCl ). Les cél-lules
es van incubar amb el buffer de lysis durant 15 minuts a 4°C i es va aclarir dos
vegades mitjangant la centrifugacié a 13,000 x g durant 20 minuts. El precleaning
es va dur a terme amb una incubacié d’una hora amb Protein G Sepharose Fast
Flow (GE Healthcare) a 4°C. Les immunoprecipitacions es van dur a terme utilitzant

de 2.5 a 5 pg d'anticoés a 4°C o/n. Seguidament, les proteines van ser incubades
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durant una hora a 4°C amb Protein G Sepharose Fast Flow (GE Healthcare) i es
van rentar tres vagades amb buffer de lysis, desnaturar a 70-95°C durant 5-10

minuts abans de carregar les mostres en un gel d’electroforesis SDS-PAGE.

2.7 Co-affinity purification

Pels assajos de co-affinity purifications (co-AP) es va transfectar el plasmid (1.5 pg)
en les cél-lules HEK293/HelLa en cada pou de dis, mitjancant Lipofectamina 2000
(Invitrogen) o Fugene®6 (Roche Diagnostics). Després les cél-lules van créixer
durant 48 hores i seguidament lysades amb buffer que conté 50 mM Tris-HCI (pH
7.5), de 100 a 150 mM NaCl, 0.5% Nonidet P-40, 1 mM EDTA i inhibidors de
proteasa (Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche Diagnostics). Els
lysats es van aclarar dos vegades amb una centrifugacié de 13,000 x g abans de la
purificaci6 del complex utilitzant els beads de glutahatione Sepharose (GE
Healthcare) durant una hora a 4°C. Seguidament, els beads es van rentar tres
vegades amb buffer de lysis i desnaturats a 70-95°C durant 5-10 minuts abans de

carregar les mostres en un gel d’electroforesis SDS-PAGE.

2.8 Estudis en Caenorhabditis elegans

Els cucs es van cultivar d’acord amb els protocols estandards. Es van sembrar en
agar NGM amb Escherichia Coli OP50 [191]. La soca Bristol N2 es va utilitzar com
a wild-type. Les soques portadores de mutacions estudiades en aquesta tesi van
ser sedides pel Caenorhabditis Genetics Center (University of Minnesta,
Minneapolis): DW104 brc-2(tm1086) II1/hT2 (bli-4(e937) let-? (g782) qls48)
(I;II1); VC1873: rad-51(ok2218) 1IV/ nT1(qls51) (IV;V) i XA6226 mrg-
1(ga6200)/qC1 dpy-19(e1259) glp-1(q339) (qls26). Les gonades dels adults es
van diseccionar amb agulles de calibre fi per tal de realitzar una
immunofluorecéncia estandard. Els anticossos primaris an ser rat anti-RPA-1
(1:500) i Rabbit anti-RAD51 (1:100). Els anticossos secundaris van ser anti-rat
Alexa 488 i anti-rabbit Alexa 568 (Invitrogen). Les gonades es van muntar amb el
reactiu ProLong® Gold Antifade amb DAPI (Invitrogen). Per rentar les cél-lules
apoptotiques mortes es va utilitzar SYTO 12 Green-Fluorescent Nucleic Acid Stain

(Invitrogen).
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2.9 Estudi de les mostres i analisis estadistics i genotipics

Tots els participants es van inscriure sota el Institutional Review Boards o comites
etnics aprovat per cada centre que hi participa i van donar per escrit el seu
consentiment. La recerca es va dur a terme d’acord amb la Declaracié de Helsinki.

La seqiencia gendmica de MORF4L1 es va obtenir de la University of
California at Santa Cruz Genome Browser versidé hgl8 i els primers intronics es van
dissenyar utilitzant les bases de la web del programa Primer3 [192].

Els extractes cel-lulars dels 13 pacients FA no-classificats i FANCD2
monoubiquitinat, sense mutacions en FANCJ, FANCD1, FANCN, FANCO o FANCP i
incloent sis casos amb foci nuclear de RAD51 deficient, es van examinar a partir de
immunoblot utilitzant l'anticos anti-MRG15 15C [181-184]. Aquestes mostres
també es van sequlienciar en tots els exons anotats per MORF4L1 i els limits entre
els exons-introns, utilitzant diferents primers.

Els portadors de mutacions BRCA1 i BRCA2 es van inscriure a través de 18
centres que participen en el consorci CIMBA i seguint els criteris préviament
detallats [193]. Es van recol-lectar les dades individuals i cliniques: any de
naixement, descripcié de la mutacid, étnia, pais de residéncia, edat en l'Gltim
seguiment, edat del diagnostic de BrCa o cancer d’‘ovari, edat de la mastectomia
profilactica bilateral i edat de la ooforectomia profilactica bilateral.

La genotipacié es va realitzar al centre corresponent utilitzant els assajos
basats en la nucleasa 5" a 3’ (TagMan; l'assaig iPLEX es va dur a terme a
Queensland Institute of Medical Research (Brisbane, Australia) i conté els portadors
EMBRACE, FCCC, GEORGETOWN, HEBCS, HEBON, ILUH, kConFab, Mayo Clinic,
PBCS, SWE-BRCA i UPENN. Els resultats d'aquests assaig es van centralitzar i
analitzar per controls de qualitat descrits préviament [193]. Segons aquests
criteris, en aquest estudi es va excloure un analisi.

L'estimacié de la Hazard ratio es va obtenir a partir dels models de regressio
de Cox sota ambdods analisis de regressid estandards i tenint en compte el pes de la
cohort que permet un apropament del disseny de I'estudi retrospectiu i de mostres
aleatories d'un efecte o no afecte en els portadors de mutacions [194]. Els analisis
es van estratificar pel naixement de la cohort (<1940, de 1940 a 1949, de 1950 a
1959 i = 1960), segons la étnia i pel centre d’estudi. L'estimaci6 de la robustesa de
la varianga es va utilitzar per tenir en compte les correlacions familiars. El temps
del diagnostic de BrCa des del seu naixement es va modelar per la censura dels
seglients esdeveniments: mastectomia profilactica bilateral, diagnostic de BrCa,

diagnostic de cancer d’ovari, mort i la Ultima dada en vida. Els subjectes es
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consideren afectats si es van censurar en el diagnostic de BrCa i no afectats en
I'altre cas. L'aproximacié del pes de la cohort implica l'assignacié per separat
(individus afectats i no afectats) dels pesos, de tal manera que la incidéncia dels
pesos observats en les mostres, estigui d’acord amb els establerts en I'estimacio
per portadors de mutacions [194]. Aquesta aproximacid s’ha vist que ajusta per la
parcialitat en I'estimacio de la Hazard ratio, resultant en un criteri de comprovacid,
que condueix a un sobremostreig de les dones afectades. Els pesos es van assignar
per separat pels portadors de mutacions BRCA1 i BRCAZ2 i per un interval d'edat
(<25,25a29,30a34,35a39,40 a 44,45 a 49,50 a 54, 55 a 59, 60 a 64, 65 a

69 i = 70). P valor es va derivar del test de puntuacié robust.
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1. Noves interaccions fisiques en la via de senyalitzacio
FA/BrCa

Les proteines codificades pels gens de FANC i/o els gens BrCa, cooperen en una via
comuna en la senyalitzacié de la reparacié al dany al DNA, la via FA/BrCa [12]. Per
tal d’aprofundir en el coneixement d’aquesta via i la seva influéncia en el risc al
cancer, es van buscar nous components a partir d’interaccions fisiques proteina-
proteina. Per fer-ho, es va utilitzar el sistema del Y2H, una teécnica geneética
molecular que es basa en la identificacié d’interaccions fisiques entre proteines.
Nosaltres, I'hem utilitzat amb l'objectiu d’identificar nous components de la via
FA/BrCa.

A la primera fase del Y2H es van cribar 34 proteines, que estan implicades
en diferents funcions dins la via de senyalitzacié FA/BrCa. Segons la seva funcié les
podem classificar en: i/ proteines les mutacions de les quals causen fenotip FA, és a
dir els gens FANC (Taula 5); ii/ proteines quinases ATM i ATR que es fosforilen en
resposta al dany al DNA i consequentment activen la via de senyalitzaci6 FA/BrCa
[195]; iii/ varies proteines implicades en la reparacié del dany al DNA i en el control
del cicle cel-lular, entre aquestes destaquem CHEK2, que és una proteina de punt
de control del cicle cel-lular que és rapidament fosforilada en resposta al bloqueig
de les forquilles de replicacid i del dany al DNA permeten la parada del cicle
cel-lular en fase G; [196]. Aquesta proteina interacciona amb BRCAL1 i la fosforila
[197]. Mutacions en el gen CHEK2 causen el sindrome de Li-Fraumeni i confereix
una predisposicio al cancer de mama [198, 199]. També destaquem dins aquest
grup ERCC1, que actua en la via de reparacié per NER i és necessaria per la
reparacié del dany induit pel cisplati. Aquesta proteina forma un heterodimer amb
la endonucleasa XPF/ERCC4 que catalitza la reaccido de reparacié del DNA [200,
201]. Entre aquestes proteines de reparacié també hem inclos BLM, una DNA-
helicasa capag de resoldre diferents estructures del DNA. Mutacions en el gen BLM
causen el sindrome de BLM, que té unes caracteristiques similars al sindrome de
FA, ambdues caracteritzades per inestabilitat gendomica i predisposicié al cancer
[202]. En aquest cribatge també hem seleccionat les topoisomerases iv/. La
topoisomerasa TOP3A que controla la topologia del DNA semblant a com ho fa
TOPBP1. TOP3A treballa conjuntament amb BLM amb I'‘objectiu de resoldre
recombinacions intermediaries com les HJ. El conjunt d’aquestes proteines estan
involucrades en varies activitats de processament del DNA. La investigacié de com
treballen totes aquestes proteines pot proporcionar una visid general dels
mecanismes moleculars que son la base de varis sindromes, aixi com les regles

generals que governen el manteniment del genoma.
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Un cop seleccionades les 34 proteines, per tal d’'incrementar la cobertura de
Iinteractoma es van utilitzar com a esquer (bait) diferents dominis o regions
definides de cada proteina. Aquests dominis es van predir a partir de la base de
dades del Pfam, el qual conté informacié sobre families de dominis [188], com
també a partir de regions desordenades predites pels algoritmes del PONDR [189].
Aguestes regions desordenades, manquen d’estructura terciaria i semblen ser
comuns en proteines nuclears involucrades en el cicle cel:lular, aixi com en
processos de transcripcid i senyalitzacid [203, 204]. Finalment, també es va
utilitzar com a bait la seqiéncia completa de la proteina ORF. Conseqiientment, es
va obtenir un total de 137 baits, provinents de les 34 proteines inicials. Aquests
multiples baits son els que es van utilitzar pel cribatge del Y2H, com s’observa a la
Taula 5.
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| Nom proteina Sindrome Baits (ORF, PFAM o PONDR) 5°AA 3 AA Baits totals
Via de senyalitzacio FA/BrCa
Mito-LTXXQ 1 149
RestA 150 655
FANCA RestB 656 1253 5
FA domain 1254 1316
RestC 1317 1455
full length 1 859
FANCB Disord-Middle 356 470 3
Disord-Cterm 744 859
full length 1 558
FANCC HCARG-Bromodomain 1 65 3
C-term-DNA fragmentation 461 558
full length 1 536
DUF1983 1 36
FANCE Disord-FANCC interaction 138 337 5
MAD3-BUB1 291 387
Cterm 388 536
full length 1 374
N-term 1 139
FANCF Disord-Middle 116 230 4
FAGrup I cterm 139 374
full length 1 622
Disord-Nterm 1 50
FANCG Disord-Middle 287 343 5
TPRs 209 547
C-term 547 622
full length 1 375
C3HC4-PHD 307 362
FANCL wd40-1 75 124 5
wd40-2 147 202
wd40-3 243 275
Disord-Nterm 1 300
Disord-Middle 568 729
Disord-Middle 764 912
FANCM Disord-Middle 1093 1254 7
Disord-Middle 1281 1816
SMC-Ku-Helicase 452 581
ERCC4-C-term 1819 2048
FAAP24 full length 1 215 1
Disord-Cterm-DED-Yfcl 1 79
DYNEIN 66 597
EXO70 124 632
DiverseA 632 862
FANCD2 Disord-Cohesin-MAP 856 910 8
Disord-Middle 949 1007
FA Grup II ' vgr-snF2 887 1292
Disord-Cterm 1389 1451
1 650
Lipocalin fold 612 650
KIAA1794 /FANCI 612 1268 4
Arm repeat 985 1207
Disord-Nterm 1--248
DEAD 248 415
FANCJ]/BRIP1 DING 239 887 5
HELIC 698 849
Disord-Cterm 874 1249
N-term 1 766
SNF2 766 1073
FA G i BRCAZrepeatS 1002 2085
rup 1 'BRCAZ2helic 2479 2667
FANCD1/BRCA2 BrCa BRCA20b1 2670 2800 8
Tower 2831 2872
BRCA20b3 3052 3190
Diverse-Cterm 2854 3418
Disord-Nterm 1 393
Disord-Middle 428 575
FANCN/PALB2 Disord-Middle 610 863 5
Disord-Middle 945 1025
WD40 1025 1186




Quinases d'activacio de la via en resposta a dany al DNA

N-term 1 894
HEAT-Diverse 799 1365
Diverse 1370 1695
ATR Seckel TPRs-FAT-MAD 1707 1986 7
MAD3-BUB1 1950 1980
PIK3 2321 2567
PIK3-FATC 2321 2644
FAT 2096 2491
PIK3-FATC 2711 3056
BDHCT 1 356
Ataxia Disord-Middle 401 488
ATM telangiectasia DiverseA 356 971 9
HEATa 1037 1100
Disord-Cterm 2502 2612
DiverseB 1101 1445
HEATb-FAT 1728 2491
Proteina de deubiquitinitzacié de la via FA
full length 1 785
Disord-Nterm 1 77
uspi Disord-Middle 224 488 4
Disord-Cterm 613 785
Topoisomerases involucrades en la reparaci6 del DNA
Nterm-BRCTs 1 184
Disord-Middle 196 264
Disord-Middle 362 497
TOPBP1 Disord-Middle 643 836 7
BRCTs 184 638
Disord-Middle 931 1173
UPF0004-BRCTf 638 1435
Topo 1 595
TOP3A Diverse 595 811 3
Disord-GRF-Zinc 745 1001
Altres proteines involucrades en la reparacié del dany al DNA
full length 1 339
RAD51 HHH 1 77 3
Rec 73 339
MIF_Diverse 1 113
BRCTs 1601 1801
DiverseA 254 650
BRCA1 BrCa DiverseB 650 1021 7
DiverseC 1021 1601
Brota 1601 1682
BRCTb 1715 1801
full length 1 586
BrCa i Disord-Nterm 1 136
CHEK2 Li-Frauemi FHA 156 235 5
Disord-Cterm 501 586
Pkinase 263 413
N-term-BDHCT 1 411
BLM BLM BDHCT-DEAD 412 984 3
Disord-Cterm 1289 1417
Xeroderma gjllhle;g;gm 1919 2;2 491(1)8
XPF/ERCC4 pigmentosum ERCC4-Nterm 683 916 4
grup F Disord-Middle 442 541
full length 1 297
Disord-Nterm 1 105
ERCC1 RAD10 99 166 4
HHH-Cterm 259 297
H2AFX full length 1 143 1
Disord-Nterm 1 108
EMSY Diverse 108 1269 3
Disord-Cterm 1269 1321
C190rf40 MUS81 108 215 1
XRCC3 full length 1 346 1
TERF2 full length 1 500 1
NBS1 full length 1 754 1
ZBTB32 full length 1 487 1
RPA1 full length 1 616 1
DSS1/ SHFM1 full length 1 70 1
MRE11 full length 1 680 1




Resultats

Taula 5. Taula amb les proteines involucrades en la via de senyalitzacié FA/BrCa distribuides
segons la seva funcionalitat. Es mostren els baits dissenyats per cada una d’elles segons els dominis
familiars del Pfam, els algoritmes del PONDR i la sequéncia completa de la proteina (ORF). Taula

mostrada en la pagina anterior.

Per I'obtencié d’aquest baits va ser necessaria la sintesi de cada un d'ells
mitjangant la PCR a partir de cDNA human fetal brain i amb els seus encebadors
(primers forward i reverse) corresponents. Posteriorment les PCR obtingudes van
ser verificades en gel d'agarosa (Figura 16). Finalment, es va procedir al clonatge
dels baits obtinguts en el vector pDONR201 (Invitrogen) (Figura 14). Per aquest
clonatge es va utilitzar el sistema del Gateway (Invitrogen), el qual té com a
objectiu la modificacié dels llocs de recombinacié att per tal d’augmentar I'eficieéncia
i I'especificitat de la reaccié. Un cop els baits van ser clonats, es va verificar la seva
seqliéncia, obtenint un total d’aproximadament un 60% de clonatges correctes, és
a dir, 81 baits clonats en el vector pDNOR201 (Figura 16). La resta no es van
poder clonar per diferents raons, unes de les principals va ser la sintesi aberrant del
primer en 5’ o la grandaria del cDNA que es volia amplificar. De les 34 proteines
seleccionades inicialment, només en cinc no es va poder clonar cap bait (MRE11A,
NBS1, TERF2, XRCC3 i ZBTB32). Per tal de comprovar que els baits es van clonar
correctament, se’'n va verificar la correcte expressido d’alguns d’ells en linies de
cel-lules humanes. Per fer-ho, es van clonar alguns baits en el vector de destinacio
pDEST27 GST-N-term (Figura 14). Posteriorment aquest vector va ser transfectat
a la linia cel-lular HEK293 (Figura 16) i es va comprovar la seva expressio

mitjancant I’analisi per Western Blot.
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PCR DE CADA UN DELS BAITS —— ES VAN CLONAR 81 BAITS

ccdf

attPl attP2
attR1  ccdB attR2

—‘_

attBl  geme attg2
E— +

BP Clonase™ Il

PDONR201 GATEWAY SYSTEM
MOTIUS DEL NO CLONATGE VERIFICACIO PER SEQUENCIACIO
A. No s’obté PCR del cDNA 50 60

AG A ATC AC T T TG TG G AT G A

B. PCR no especifica
C. Tamany del cDNA > 3Kb

D. Sintesi del primer en 5’ aberrant

EXPRESSIO EN HEK293

pDEST27 (GST N4ag)

o
W S

224

o e

Figura 16. Passos a seguir per a I'obtencio dels baits de cada proteina. Comprovacio de la mida
dels gens amplificats. Posterior clonatge en el vector donador pDONR201 mitjancant el sistema
Gateway. Verificacid per seqiienciacié de la pauta de lectura correcte i que el gen transformat també

sigui I'esperat. Per Ultim, comprovacio de I'expressio d'alguns dels gens en ceél-lules HEK293.

Un cop confirmada la seqliéncia i I'expressio, es va procedir al cribatge del
Y2H utilitzant les soques de llevat AH109 i Y187 pel metode del mating [186, 187,
205] (explicat a l'apartat de materials i métodes). Per tal de transfectar cada un
dels baits en les corresponents soques de llevat, préviament es va clonar cada
vector donador pDONR201 amb el seu bait corresponent, en el vector de destinacio
pPC97 mitjangant el sistema del Gateway. Aquest vector conté el domini BD i la
sintesi de LEU2, com s’observa a la Figura 15. Un cop clonat se’n va verificar
novament la seva seqliéncia i finalment es va procedir a la transfeccié a la soca de
llevat AH109. D’aquesta manera la soca AH109 pot créixer en un medi selectiu
sense LEU2 (Figura 17). Mentre que la soca Y187 va ser transfectada amb un
vector comercial (Invitrogen) pPC86 que conté la llibreria de cDNA anomenada
presa (prey), el domini AD a més de la sintesi de TRP1, el qual li permet a la soca

créixer en un medi selectiu sense TRP1 (Figura 15). Aquestes sistema té la
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peculiaritat de tenir un background baix i una especificitat relativament alta. Un cop
les soques van ser transfectades amb els seus vectors corresponents, préviament al
cribatge es van descartar aquells baits que eren self-activators en el sistema
(capacos d’induir creixement en medi selectiu sense LEU, TRP1 i amb 3AT, sense la

necessitat d’interaccio) (Figura 17).

AH109 YEAST TRANSFORMATION

GAL4 BD Dl |
LG4 0 R pPC97 (GAL4 DNA-binding domain (DBD), LEU2

L
/ FANCD2 (diverse)
LR REACTION
3 PC97 i .
—_— E P ,  PALB2 (disorder-1)
att L att E‘E . FANCD2 (C-term)
v Sarrve
pDONR 201 Vector destinacio

PALB2 (disorder-2)

SELF-ACTIVATION TEST
3-AT 10mM

Figura 17. Obtenci6 dels baits amb el seu domini d’'unié al DNA (DBD). Després de clonar el bait
en el vector donador, es va clonar en el vector de destinacié pPC97 mitjancat el sistema Gateway. Un
cop clonat i verificat per seqiienciacid, es va transformar a la soca de llevat AH109 i es va fer créixer en
un medi selectiu sense leucina (LEU). Posteriorment, es va comprovar que aquest bait no s’activés per si
sol. Per la comprovacié es va realitzar un test amb 3AT (analeg de la histidina), sense LEU i sense
triptofan (TRP).

Després de descartar dos baits self-activators, es van cribar 79 baits
mitjancant el metode del mating, descrit en I'aparat de materials i métodes. Com a
resultat positiu d’aquestes interaccions es van obtenir colonies que van créixer en
un medi selectiu sense LEU, TRIP i HIS. Aquestes colonies poden créixer degut a
I'interaccié entre el bait-prey que formen el factor de transcripcid i permeten
I'activacié del gen informador HIS i el conseqiient creixement de les colonies de

llevat en el medi selectiu sense HIS. En 35 (44%) no es va trobar cap interaccid, és
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a dir, no van créixer colonies, la qual cosa és consistent amb les observacions
d’estudis previs de llarga escala sobre el Y2H [206].

De les interaccions obtingudes, es van escollir aquelles a priori amb una alta
fiabilitat, basant-nos en criteris sobre la técnica i/o biologia: i/ més d’una troballa
(ex. diferents colonies de llevat en un cribatge particular); ii/ troballes que estiguin
representades per diferents fragments de cDNA en un prey; iii/ baits en menys de
cinc preys diferents i en multiples troballes; iv/ preys involucrats en processos
biologics esperats per la via FA/BrCa com la resposta al dany al DNA o la regulacié
del cicle cel-lular. Alguns d’aquests exemples estan representats a la Taula 6.
Segons aquests criteris, es van identificar 27 interaccions d’alta confidencialitat,
com es mostra a la Taula 7 i on dos d’aquestes son préviament conegudes (BLM -
MLH1 [207], i ERCC1 - ERCC4 [208]). Aquest parell de proteines interaccionen a

través de regions desordenades i dominis familiars respectivament (Figura 18).

Taula 6. Exemple de les troballes obtingudes en el cribatge del Y2H

| Nom proteina Baits (ORF, PFAM o PONDR) 5' AA 3'AA Colonies o troballes |
CA436975.1
full length 1 586 CNN3
CHEK2 LDHA
FHA 156 235 NFKB1
E6TP1
FANCD1/BRCA2 BRCA helicasa 2479 2667 E6TP1
E6TP1
Disord-Middle 1 393 No clonat
Disord-Middle 428 575 No colonies
Disord-Middle 610 863 MORF4L1
FANCN/PALB2 MORFAL1L
MORF4L1
MORF4L1

En el cas de CHEK2, es van obtenir troballes a partir del full lenght de la proteina utilitzada com a bait.
En aquest cas, es van obtenir multiples troballes de diferents preys (no estan representats tots el preys
obtinguts per aquest bait). A partir del domini FHA de CHEK2 utilitzat com a bait, es va obtenir una
troballa representada per un sol prey. Del bait BRCA helicasa de la proteina FANCD1/BRCA2 es van
obtenir multiples troballes representades per un sol prey. De les diferents regions desordenades de
FANCN/PALB?2 utilitzades com a baits, també se’n va obtenir multiples troballes representades pel mateix
prey. En aquest cas, ens vam centrar en aquesta interaccié perqué el prey obtingut esta involucrat en la
reparacié del DNA i perque el genome wide association study (GWAS) informa de la possibilitat que
variants genétiques en aquest loci, estiguin associades amb un increment del risc a cancer de mama
(BrCa). A més, tal i com s’ha comentat anteriorment, considerem més fiables aquelles troballes
representades per diferents fragments de cDNA en un prey. En alguns casos, no es van obtenir troballes,

és a dir, no van créixer colonies de llevat.
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Taula 7. Taula que mostra les 27 interaccions obtingudes a partir del sistema del Y2H

. Bait (ORF, PONDR o Gene Ontology
Proteina Prey
PFAM) Funcio I Procés I Component
ATR Diverse domains FIBP1 Activitat quinasa IkappaB Transduccié de senyal Complex lkappaB
L . . . . City let, nucli i
Diverse domains FIBP2 Uni6 zinc-fingger Regulaci6 negativa de la proliferacio cel-lular ! oisigol;el;ml;uc H
Diverse domains FIBP3 Citoplasma i citoesquelet]
BLM N-term-BDHCT FIBP4 Serin proteasa Processos metabolics Lisosoma
Contribueix a la uni6 de la cadena senzilla . N
Disord Cterm MLHI de DNA Resposta al dany al DNA , DSB via NHEJ Complex MutLalfa
Disord Cterm FIBPS Ubiquitina Iligasa Reparacio del DNA i ubiquitinitzacid Complex central de FA
I, Reparacio del DNA i remodelacio de la .
CHEK2 Full lenght FIBP6 Proteina d'unio cromatina Nucli
FHA FIBP7 Factor de transcripcio del DNA Regulador positiu de la transcripcid Complex NFKB
. . T . 5 Membrana, citoplasma i
FANCB Didord Middle FIBP8 Proteina d'uni6 al seleni Transport de proteina nucli
FANCC HCARG-Bromodomain FIBP9 Factor de transcripci6 d'unié al DNA Desenvolupament embrionari Citoplasma i nucli
FANCD1/
BRCA2 Helicase FIBP10 Substrat de la kinasa neuronal CDC2 Regulacié de la diferenciaci6 neuronal Component cel-lular
Helicase FIBP11 Activador de la GTPasa Regulador de I'activitat RAP GTPasa Component cel-lular
Helicase FIBP12 Centrosoma
Tower FIBP13 Domini proteic d'unié especific Organitzacio del fus mitotic Centrosoma
FANCF Cterm FIBP14 Ubiquitina Interactor de ERCC1 i RAD23A
. S Compl t
Cterm FIBP15 Funci6é molecular Processos biologics OCI;EI;;X;:;;];N
FANCL C3HC4-PHD FIBP16 Regulacié del cicle cel-lular i proliferacié
Complex trimolecular de|
C3HC4-PHD FIBP17 Activador de PIKFYVE Transduccid de senyals les membranes de
l'endosoma
C3HC4-PHD FIBP18 Regulaci6 del flux de 16 de calci Activador del canal de calci Transmembrana
. . . Transduccid di Is.Unir PP1c delta i . .
C3HC4-PHD FIBP19 Enzim activador d'activitat rans ueeto de sc?ya's' o cdefal Citoesquelet d'actina
incrementar 'activitat fosfatasa
4 ' FIBP20 Activitat proteina tirosina fosfatasa Processos (‘:eHula‘rvs, c9m lel control de Recepto¥ transmembrana|
FANCM Disord Middle l'adhesio epitelial tipus PTP
. . . Component del complex
. . R« 6 del DNA via HR delador d . .
FIBP21 Unio6 de proteines per l'extrem N-termial eparacto @e via . 1 Femodetador € | Nua4 acetiltransferasa i
. i la cromatina .
PALB2 Disord Middle Sin3-HDAC
Proteina transportadora que s'uneix a les . L . . S
. FIBP22 o , Diferenciacié cellular i transport de traslin Nucli i ctioplasma
TOP3A Diverse seqiiencies especifiques del DNA
TOPBP1 Disord-Middle FIBP23 Uni6 de proteines Processos de metabolitzacio del mRNA Nucli i ctioplasma
Disord-Middle FIBP24 Diferenciacio epitelial Queratinitzacid Nucli i ctioplasma
USP1 Disord-Middle FIBP25 Activitat transportadora de proteines Regulador de la recombinacié del DNA Component cel-lular
XPF/ L. . -
. F 1 ds del DNA .
ERCC4 ERCC4-Nterm ERCC1 Proteina d'unié al dany al DNA unelo enfa via de reparacio de pet Nucli i ctioplasma

NER

Amb un nom codificat per cada interaccié obtinguda, el procés biologic en el que estan involucrades i les

dos interaccions préviament conegudes.
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A B
ELM (NF_D00048) Ban FRLBZ (NF_OTESS1)
88 1288 14197 aa E10 et gy 1184
Disg
H =DMAS — tOMAs
}“TPIII HlAnp-:n |
i
1 432 758 a1 161 362
MLH1 {NP_000Z40) MORF4L1 (NF_S866T0)
ERCCA (NP_DOB22T) TOPIA (MP_004608)
as B33 916 aa 55 " 811 10p1
BRCC | Hl-Cbanpolsana it
| |
; Prey . Fray
! oDl .' — cOH&
]
: 1
a8 143 293 aa +211 240
ERGCC1 (NP_DO1S74) TSMAX (NF_D0S350)

Figura 18. Exemples de regions d’interaccions (a) Al panell de dalt: BLM interacciona fisicament
amb MLH1 a través de la seva regié C-terminal, la qual és predita per PONDR per ser una regio
desordenada (quadre taronja), entre els amino-acids (aa) 1,289-1,417 (NP_000048). En el cribatge, han
estat identificades multiples colonies de llevat, almenys dos de diferents, pero parcialment solapades
amb MLH1 full lenght Opean Reading Frame (ORF) que mapen el domini d’interaccié entre els aa 432-
756. Al panell de baix: ERCC4 interacciona fisicament amb ERCC1 a través de la seva regié C-terminal
que conté el domini familiar ERCC definit per Pfam. (b) Al panell de dalt: representa la interaccio fisica
entre PALB2 i MRG15 a través de les regions desordenades predites per PONDR i per I'extrem C-
terminal de MRG respectivament. En el cribatge, van ser identificades divuit colonies de llevat, almenys
tres de diferents, pero parcialment solapades amb MORF4L1 ORF. Al panell de baix: TOP3A interacciona
fisicament amb TSNAX a través del seu domini familiar topoisomerasa. En el cribatge, van ser

identificades multiples colonies de llevat representades per totes elles pel gen complet de TSNAX ORF.

Per tal de corroborar els resultats del Y2H es van validar algunes d’aquestes
27 interaccions utilitzant técniques alternatives bioquimiques com co-affinity
purification (co-AP) i/o endogenous co-immunoprecipitation (co-IP), en cél-lules de
mamifer HEK293. Els resultats obtinguts suggereixen la fiabilitat de quatre
interaccions CHEK2-NFKB1, PALB2-MRG15, TOP3A-TSNAX i USP1-KPNA1 (Figura
19). Estudis prévis referents a TOP3A mostren que aquest va ser co-purificat amb
BLM, FANCA i proteines de replicacié [13]. TSNAX (també conegut com a traslin-
associated factor X, TRAX) préviament es va trobar que interaccionava fisicament
amb MRG15/MORF4L1 [205]. Respecte a USP1 i KPAN1 van ser co-purificades en
altres estudis [209].

Una d‘aquestes interaccions fisiques amb les que ens varem centrar, ha
estat descrita recentment: PALB2 i MRG15 [175, 176] .

74



Resultats

. ¢ ) o
UsP ﬁ@. = ﬁ;ar
GETanpariins
I.Du'_'GSTld-aS-.aﬁ-rﬁpﬁlilE:ﬂ hm@ﬂ?*ﬁqj
701 | | PALEZ
100 s i [AbETE-TZE)
TO -
— el
4I:|—- @ {:‘. ﬁ
- i %’@ -\# G@' {:l-““
=] PALBZ
Lo [8LBT5-T25)
GET-amparins RADS1
GET ol uwl of of [ @ Wmput |-- == [atH3Z)
R
e = = | (abcasars, shon exposure)
= ol e q — — H.Pn'1
N« n I—-—-—'.-'J [AbCERITS, kang exposura)
—— — | MRGS (a015C)
iy HEK 233
HETN-150
r—
uos
1P buffar
! & @ﬁ“ D >
& "EP P & & ¢§$&
o 4 6‘;’\ kDa hid
TOP3A
o8 {abM 30}
MFKE1 pso 1e_| p— TEMAK
fabiH118) - [ab3179C2a)
HEK281
+ GSTOHEKZ [FHA) e
- GST
HEKZ33
METN-150

Figura 19. Validacio de les interaccions mitjancant co-immunoprecipitacions i co-Ap (A) Co-Ap
de USP1 i importins. El panell de dalt, gel tenyit amb Coomassie. El panell de baix, una autoradiografia
per sofre 35-USP1 co-purificada amb GST-importins perd no amb el control GST. Els pesos moleculars
estan indicats (kDa, kilo Daltons). (B) Co-AP de GST-CHEK2 (en el cribatge del Y2H es va utilitzar el
domini FHA) amb NFKB1 endogena (ab, anticos) en els extractes cel-lulars de HEK293 i utilitzant el
tamp6o NETN amb 150 mM de NaCl. WCE, whole-cell extract. (C) Al panell de dalt, co-IP de PALB2 i
MRG15 o BRCA2. IgG, control negatiu de la immunoglobulina (R, rabbit; G, goat). Al panell de baix, co-
IP de MRG15 i PALB2, RAD51 i RPA1. MMC, mitomycin-C. (D) Co-IP de TOP3A i TSNAX en les HEK293
utilitzant un tampd amb altes condicions d’astringéncia (300 mM NaCl).
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2. Interaccio entre PALB2-MRG15

Familia de proteines MRG

Originalment, MORF4 (moratlity factor on chromosoma 4) va ser aillat en estudis
basats en I'habilitat d’induir senescéncia replicativa en cél-lules humanes immortals
[210]. Com a resultat de la caracteritzaci6 molecular de MORF4, es va identificar
una nova familia de set gens, anomenada familia MRG [211]. Dos dels membres de
la familia sén MRG15/MORF4L1 (moratility factor on chromosoma 15) i
MRGX/MORF4L2 (mortality factor on chromosoma X) [210].

Les proteines de la familia MRG sén presents en molts eucariotes, des dels
llevats fins als humans. Tan MORF4 com MRG15 i MRGX comparteixen el domini
MRG, altament conservat entre totes les proteines que el contenen, una regid
d'unié a ATP/GTP seguida de la regio helix-bucle-helix (HLH) i leucine zipper (LZ) a
I'extrem C-terminal. Aquestes tres proteines tenen una part C-terminal comuna i
una part N-terminal diferent (Figura 20). Es creu que la diferéncia en I'extrem N-
terminal és la base de la seva funcionalitat diversa. En termes generals, la familia
MRG esta associada a la proliferaciéo cel-lular, la regulacié transcripcional i la
reparacié del dany al DNA. Addicionalment MRG15 i MORF4 contenen la senyal de
localitzacié nuclear (NLS) bipartida, flanquejada per llocs de fosforilacié, mentre
gue MRGX conté Unicament una regié NLS. Consistent amb els motius NLS,
aquestes tres proteines es localitzen al nucli [212]. Totes tres proteines
interaccionen amb la histona acetiltranferasa (HAT) i deacetilasa (HDAC), suggerint

una funciod en la regulacié dinamica de la cromatina [213].

Chromo

weats [ NN [N S

MRGX |

MORF4 e

2
I ATP/GTP 35 aa

Figura 20. Diagrama esquematic de I'estructura de MRG15, MRGX i MORF4. Chromo (Chromo-
domain), NLS (nuclear localization signal), HLH (helix-loop-helix), LZ (leucine zipper), Ct (C-terminal),

aa (aminoacids). Figura adaptada de [210].
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MORF4: Es una proteina codificada per 235 aa, sent la més petita de la

familia. Té I’habilitat d’induir senescéncia en linies cel-lulars immortals humanes.

MRG15: També conegut com a producte del gen MORF4L1 (mortality
factor 4 like 1), és la proteina més llarga, codificada per 323 aa i és l'ancestre
evolucionat de la familia, altament conservat en llevats, C. elegans, Drosophila
melanogaster, plantes i mamifers, implicat en la remodelacié de la cromatina [212].
MRG15 és la Unica proteina de la familia que conté un cromodomini prop de
I'extrem N-terminal, que implica una paper en les funcions relacionades amb la
cromatina i en les interaccions proteina-proteina. Aquesta proteina és present en el
complex de la histona acetiltransferasa/deacetilasa (NuA4/Tip60-HAT i Sin3-
HDACSs) i conseqiientment juga un paper important en l'activacid/silenciament de la
transcripcié génica. A més a més, els complexes de HAT estan implicats en la
deteccido del dany al DNA i la seva reparacido [214]. La depleci6 de MRG15 en
ratolins és letal en I'embri6 com a resultat d'una organogénesis i proliferacio
inapropiada o degut a defectes en la reparacié del dany al DNA [212]. L'ortoleg de
MRG15 en Drosophila melanogaster ha estat co-purificat en el complex de la
histona xaperona amb un interactor en humans de BRCA2, anomenat EMSY [215].
Consistent amb el rol en la reparacio del dany al DNA, es va demostrar que l'ortoleg
de MORF en Saccharomyces cerevisiae, EAF3, interacciona genéticament amb els
gens sensibles a la radiacid (RAD) [216]. Altres estudis informen que MRG15
interacciona a partir de I'extrem C-terminal amb la proteina supressora de tumors
de retinoblastoma (Rb) i amb la proteina nuclear PAM14 durant la regulacio de la

transcripcio [217].

MRGX: Estd codificada per 288 aa. Es el producte del gen MORF4L2
(mortality factor 4 like 2). Aquesta proteina tan sols és present en vertebrats i té
una identitat de seqliéncia del 89% amb MRG15. Esta relacionada amb la
progressio del cicle cel-lular aixi com amb una activacié de la proliferacié cel-lular
[183].

Tenint en compte les caracteristiques d’aquestes proteines i un cop validada
la interaccié entre PALB2-MRG15 (Figura 19), es va acotar el domini d’interaccio
entre les dos proteines. Els resultats del Y2H d’aquesta interacci6 mostren diferents
fragments de cDNA representats per un mateix prey (MRG15). Aixi, consistent amb
els dominis d’interaccié delineats pels resultats del Y2H, es va definir la regid
d’interaccié de MRG15 a partir del seu mutant, el qual li manca el domini C-terminal

LZ perd no del cromodomini a I'extrem N-terminal. Tal i com s’observa a la Figura
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21, MRG15 és capag d’interaccionar amb PALB2. De la mateixa manera i tenint en
compte les caracteristiques estructurals ja esmentades anteriorment entre MRG15 i
MRGX, és possible que ambdues interaccionin amb proteines comunes i que
participin en els mateixos processos cel-lulars. En aquest cas, la regié6 HLH de MRGX
€és necessaria per co-purificar amb PALB2 (Figura 21). El conjunt d’aquests
resultats recolzen la identificaci6 de la interaccié fisica entre PALB2 i MRG15 i
probablement MRGX.

A B
5% iI'IpIJT Co-AP HA (abY11} 5% input Co-AP MYC {angA‘o)
PALB2-MYCHIS + + + - + + + . PALB2MYCHIS - + + + - + + #
MGR15-HA -+ - * - - MRG15 + + - .« + + . .
MRGX-HA - - + + - - + + MRG15 (ACHR) - + - - + -

| X m HIS (abH15)
- HA (ab12CA5) o - - - MRG15 (ab15C)
s _ St

Hela

5%input  Co-AP MYC (ab9E10)

PALB2ZMYCHIS = + + + - + + 4
MRGX-HA WT WT A5HLH L263A WT WT ASHLH L263A

“; - ..,'.._..lHIS{abH15)

. o
I-.. - | HAlab12cAs)

Figura 21. Resultats de les diferents co-AP per PALB2-MR15/MRGX (A) Resultats de les co-AP
per PALB2-MRG15/MRGX detectades directament amb els anticossos contra els tags de la proteina en els

extractes cel-lulars de les HelLa. (B) Al panell de dalt, resultats dels assajos de co-AP utilitzant el mutant
de MRG15 deplecionat pel cromodomini (ACHR) o el domini leucine zipper (ALZ). El panell de baix
representa els resultats dels assajos de co-AP el mutant de MRGX deplecionat pel domini helix-loop-helix
(A5HLH) o per una mutacio puntual L263A.

(Els analisi per Western Blotting dels diferents constructes de MRG15 i MRGX representats a la Figura
21 van ser realitzats amb la col-laboracié del Dr. Kaoru Tominaga, de la University of Texas Health
Science Center)
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3. Estudi de MRG15 com a possible gen FA

Es conegut que mutacions bial-leliques de PALB2 causen FA del grup de
complementacié FANCN [174, 218]. Per tant, es va investigar el paper de MRG15
com a possible gen FA dins la via de senyalitzacié FA/BrCa. Un dels punts claus de
la via és la monoubiquitinaci6 de FANCD2 per part de les proteines del complex
central en resposta a dany al DNA. Es va realitzar un analisi per WB de |'activacio
de FANCD2 en cel-lules deplecionades per MRG15. Els resultats no mostren una
monoubiquitinacié alterada de FANCD2, la qual cosa descarta MRG15 com a

proteina del complex central (Figura 22).

siRMA control siRNA MORF4L1T
MME 0.5 ug/ml

hours 1] ] 24 0 L] 24

- B e = FANCD2 (ab2187)

——— S R e e e | ACTN (abC4)

— - MRG15 (ab37602)

HelLa

Figura 22. Analisi de la monoubiquitinaci6 de FANCD2. Resultats obtinguts de la deplecié de
MRG15 mitjangant siRNA en la linia cel-lular Hela i analisi de la monoubiquitinacié6 de FANCD2 després

de tractament amb mitomicina C (MMC).

Les cel-lules dels pacients FA son sensibles als agents inductors de ICL tals
com la MMC. Aquestes cél-lules al no poder reparar eficientment els ICL presenten
una marcada parada del cicle cel-lular en fase G,/M. Aquesta caracteristica, s'ha
utilitzat rutinariament com a diagnostic de la malaltia FA [4].

En un dels articles publicats previament per un altre grup, s‘observava
sensibilitat intermédia a MMC en els cultius cel-lulars deplecionats per MRG15, en
contrast amb els cultius cel-lulars deplecionats per BRCA2 i PALB2 [175]. No
obstant, en el nostre estudi, les cel-lules MEFs deficients en Mrgl5 i les cél-lules
HeLa i MCF10A deplecionades per MRG15, no condueixen a un increment
estadisticament significatiu de la mortalitat induida per la MMC. A més, les cel-lules
deplecionades per MRG15 tampoc mostren una parada del cicle cel-lular en fase

G,/M en contrast amb les cél-lules deplecionades per BRCA2 i PALB2.
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Finalment, es van fer assajos de deteccié per MRG15 a partir de 13 extractes
cel-lulars provinents de linies cel-lulars de pacients FA no identificats per cap grup
de complementacié (cedides pel Dr.Detlev Schindler, Universitat d’Alemanya) i que
presentaven una monoubiquitinacid de FANCD2 positiva i on sis d’ells eren defectius
per foci de RAD51. En cap dels 13 extractes analitzats, no es va observar una

reduccio de I'expressid proteica de MRG15 (Figura 23).
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Figura 23. Analisi de I’expressio proteica de MRG15 en pacients FA no classificats. Es mostra la
banda de la proteina MRG15 en sis linies cel-lulars diferents de pacients FA amb mutacid desconeguda
que presenten una monoubiquitinaci6 de FANCD2 normal pero deficiéncies en la formacié de foci de
RAD51. (L, lymphoblast; F, fibroblast) sense mutacions en FANCJ, D1, N, O o P i dos controls (HEK293,
cel-lules embrionaries de ronyd (human embryonic kidney 293 cells)). Es va determinar la proporcioé de
MRG15 relativa a la proteina de la matriu nuclear p84 en un arxiu d'imatges digitals. Hi ha alguna
variabilitat en I’'expressié de MRG15 entre les mostres, pero els nivells en els casos no estaven per sobre

o sota els controls.

Per tal de comprovar més detalladament si hi havia alguna mutacié o variant
comuna, es va realitzar la seqlienciacio de MORF4L1 en aquestes linies cel-lulars.
Aguests analisis tan sols van detectar unes quantes substitucions de bases i
delecions d'una sola base en els introns, i variants comunes ja descrites en els
exons. El conjunt d’aquests resultats ens porta a concloure que MRG15 no és un

nou gen FA.
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4. MRG15 i reparacio del dany al DNA

La via de senyalitzaciéo FA/BrCa participa en el procés de reparacié dels DSB per HR
[219, 220]. Consequentment, un cop descartat MRG15 com a gen FA, es va
estudiar la seva possible implicacié en la reparacio del DNA a través de la via de
senyalitzacido FA/BrCa. Com s’ha descrit en la introduccid, PALB2 és un interactor
nuclear de BRCA2 [173]. Tan PALB2 com BRCA2 juguen un paper critic en la
reparacié dels DSB mitjancant el mecanisme de reparacié per HR. La deplecio de
qualsevol d’ells en cel-lules de mamifer compromet la HR i provoca que aquestes
siguin més sensibles a agents inductors de DSB, tals com la IR [179, 221, 222].
Tenint en compte aquestes caracteristiques, es van realitzar diferents
experiments per esbrinar el paper de MRG15 en la reparacié dels DSBs. En primer
lloc, es va testar la sensibilitat a IR en MEFs deficients per MRG15 (Morf4l”") les
guals mostren més sensibilitat (mesurada com a supervivéncia cel-lular) a la
radiacié que els controls wild-type (Figura 24). El nivell de sensibilitat a la radiacié
és moderat en comparacié amb les MEFs Atm 7". La linia MEFs Atm 7", utilitzada
com a control positiu en aquest experiment, és coneguda per la seva alta
sensibilitat a la IR [31]. La sensibilitat mostrada per la linia MEF Morf4/”" a IR
podria suggerir que MRG15 també esta implicat en el procés de reparacio per HR.
Aguests resultats reforcen funcionalment la interaccié descrita, ja que la literatura,

demostra I'estreta relacié de BRCA2 i PALB2 en el complex de reparacio de DSB.
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Figura 24. Mrgl15 deficients confereixen sensibilitat a la irradiacié-y. Les cél-lules murines
embrioniques de fibroblast (MEFs) mostren sensibilitat intermédia a la irradiacié-y en relacid als controls.
(WT, wild-type; Morf4/1 7-, Mrg15 deficients i Atm 7°, Atm deficients).* Diferéncies significatives entre
les MEFs WT i Morf4/1 - ( test de t d'una cua P<0.01).
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Contrariament als resultats obtinguts per MRG15/Mrg15, en el cas de les
linies deficients per MRGX no es van observar els fenotips sensibles a IR (també
consistent amb els estudis previs [175]).

Referent a la interaccié entre TOP3A i TSNAX obtinguda en el Y2H també es
va estudiar la seva possible implicacié en el complex de reparacioé dels DSB, ja que,
com s’ha esmentat anteriorment, estudis previs referents a TSNAX descriuen la
seva interaccid6 amb MRG15/MORF4L1. Aixi doncs, es va realitzar el mateix assaig
de sensibilitzacié a IR en cél-lules humanes HelLa deplecionades per TSNAX. En
aguest cas, no es van observar fenotips sensibles a la IR, contrariament als
resultats obtinguts per les MEFs deficients per MRG15. Per tant, els nostres
resultats suggereixen que TSNAX i MRG15 no participen conjuntament en la
reparacié dels DSBs. No obstant, és conegut el paper de TOP3A en el manteniment
del telomer [223], conseqglientment es va investigar el possible paper de TSNAX en
aquest procés. Els resultats obtinguts mostren com la proteina EmGFP-tagged
TSNAX co-localitza amb estructures nuclears especifiques amb la proteina d'unié al
telomer TRF2 com s’observa a la Figura 25. D’aquesta manera, relacionem

funcionalment TOP3A amb la nova proteina interactora TSNAX.

EmMGFF-T3NAX TRFZ [ab3&) Menge D

Figura 25. Co-localitzaci6 de EmGFP-tagged TSNAX i TRF2 (detectat amb ab36) en estructures

nuclears especifiques en ceél-lules en interfase.

L'escurcament dels telomers ha estat relacionat a la patologia FA [224-226],
i s’ha demostrat que alguns productes de FANC participen en el manteniment del
telomer [227-229]. Aquestes observacions condueixen a especular que les
interaccions entre TOP3A-TSNAX podrien tenir un paper en el manteniment del
telomer mitjangant la via de senyalitzaci6 FA/BrCa. Sén necessaris pero, nous
experiments per aprofundir en el possible modul funcional que relaciona aquestes

proteines.
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Tenint en compte el fenotip de sensibilitzacié a la IR en cél-lules deficients
per MRG15 perd no per cel-lules deficients per MRGX ni TSNAX, es va estudiar
I'implicaci6 de MRG15 en el procés de reparacié dels DSBs per HR. En el procés
reparacié dels DSB per HR és necessari el reclutament de RAD51 en el lloc de dany
per part de BRCA2 [230]. Aquestes proteines, s‘acumulen en els llocs de dany
juntament amb altres proteines implicades en la reparacié per HR i formen els
anomenats foci. S’ha demostrat, que la deplecié de BRCA2 en cél-lules de mamifer,
impedeix la formacié de foci de RAD51 provocant deficiéncies en la HR [230]. Amb
I'objectiu d’entendre millor el paper funcional de MRG15 dins d’aquesta via de
reparacié i tenint en compte els resultats anteriors de sensibilitat a IR, es van
aprofundir els estudis mitjancant les linies MEFs Morf4/1”7". En els treballs citats
préviament, MRG15 apareix necessari per |'associacié6 de BRCA2/PALB2/RAD51 amb
la cromatina i la formacié de foci nuclear després de irradiacié-y [175]. D'acord amb
aquestes observacions, els nostres resultats en les cél-lules Morf4/1 7~ mostren un
namero més baix en la formacié de foci nuclear de Rad51 després d‘irradiacié-y en
comparaci® amb les MEFs Morf4/4 */* (mostres preses en diferents temps post-
irradiacié i utilitzant clons i cultius cel-lulars no seleccionats com es mostra en la
Figura 26. En aquest experiment, es va utilitzar com a marcador de DSBs la

histona H2AX, la qual es fosforila en resposta a IR.
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100 - Rad51 pS139-H2ax DAPI
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Cells with Rad51 foci (%)

Morf4i1+

Figura 26. Les linies cel-lulars embrionaries de fibroblast de murins (MEF) Mrg15 deficients
danyen la formacié de foci de Rad51. El panell de I'esquerra: nimero de cél-lules amb foci nuclear
de Rad51 (>4 foci per nucli) en els wild-type i en els clons de MEF Mor4/17" després de 16 hores de
tractament a 10 Gy. ** Diferéncies significatives ( t-test, P < 0.001). Al panell de la dreta: imatges
representatives de la immunodeteccié de Rad51 i pS139-H2ax en cultius cel-lulars on s’observen els foci

nuclears. DAPI, 4,6-diamidino-2-phenylindole; IR, radiacio-y.

Simultaniament, es van investigar els nivells d’expressié de diverses
proteines involucrades en la reparacid per HR en linies cel-lulars Morf4l4 7. Els
resultats analitzats per WB dels extractes cel-lulars de les MEFs Morf4/4 -, mostren
nivells inferiors de Brcal i Brca2, pero els resultats son variables per Rad51
(Figura 27). Els nivells de Palb2 no han estat mesurats perque els anticossos
utilitzats no reconeixen la proteina del extractes cel-lulars de ratoli. El resultat
obtingut per Brca2 és contrari a les dades obtingudes en estudis previs utilitzant
models de cél-lules humanes [176], no obstant, un altre estudi, mostra la reduccio
de BRCA2 degut a la deplecié transitoria de MRG15 perd no de MRGX [175].
Aquests resultats suggereixen que MRG15 és necessari pel reclutament de BRCA2
de la mateixa manera que ho és PALB2 [173]. Malauradament, no hem pogut testar

si MRG15 és necessari pel reclutament de PALB2. Altres treballs publicats mostren
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que el reclutament de PALB2 i la seva associacié als llocs de dany del DNA,
depenen de MRG15 [175]. El conjunt dels nostres resultats suggereixen la
participacio de MRG15 en la reparacio dels DSB del DNA a través de la relacié entre
BRCA2, PALB2 i RAD51.

Morfdl1+* Morf4il1+

!g----ﬂn:aﬂ

e == == —|Brca2

T wm— — s 1 Rad5

o — Mrg15
—— W W --! Actb

Figura 27. Nivells de Brcal, Brca2 i Rad51 i control de Actb en els extractes cel-lulars de les MEFs

Mor4l17" i el seu homoleg wild-type (es mostren tres clons cel-lulars per cada genotip).
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5. Estudi de la funcié de MRG15 en C.elegans

Per aprofundir en l'estudi de MRG15 en HR, es va extrapolar aquests resultats en
un altre model animal, basant-nos en estudis realitzats préviament sobre I'ortoleg
de BRCA2 en C.elegans. Els ortolegs de BRCA2 i RAD51 en C.elegans (anomenats
BRC-2 i RAD-51 respectivament), interaccionen fisicament i regulen la HR [231].
Els mutants per brc-2 presenten defectes en la localitzacio RAD-51 en els llocs de
DSB presents en la meiosis o induits pels agents de dany del DNA [232]. D’aquesta
manera, els mutants brc-2 es caracteritzen per unes linies germinals que no
presenten foci de RAD-51 per0 si una acumulaci6 anomala de RPA-1,
presumiblement als llocs de DSB. A més, els mutants de brc-2 presenten
anormalitats cromosomiques durant la fase meiotica de la diaquinesis i
conseqlientment un increment en els cadavers apoptotics [232, 233]. RPA-1 és una
de les primeres proteines que s'associen als DSB i té la funcié d’estabilitzar la
ssDNA. Posteriorment és reemplagcada per mediadors i RAD-51 per promoure la
recombinacio (Figura 4). C. elegans té una proteina ortologa a la proteina humana
MORF (anomenada MRG-1), que com la seva proteina corresponent a mamifers, es
troba associada a la cromatina i és necessaria per la supervivencia de I'embrid i la
proliferacié cel-lular [234, 235]. Segons aquesta evidéncia es va investigar la
connexié funcional entre BRC-2 i MRG-1 mitjancant assajos de fenocopia entre els
mutants brc-2 i mrg-1 (mutants tm1086 i ga6200 respectivament).

De manera semblant als mutants de brc-2, els mutants de mrg-1 presenten
un increment notable del nombre de foci de RPA-1 en cél-lules meiodtiques en
contrast amb els animals wild-type (Figura 28). Mentre que els animals wild-type
presenten un promig de 3-4 RPA-1 foci per nucli, els mutants mrg-1 de forma comu
exhibeixen nuclis amb més de 10 foci (Figura 28). S’han observat dos tincions
diferents per RPA-1 en els mutants mrg-1: una consisteix en un foci discret similar
al que s’observa en els mutants de brc-2 (Figura 28, fletxa), mentre que l'altre
mostra una tincié més intensa i difusa (Figura 28, cap de la fletxa). Referent a la
tinci6 de RAD-51 és principalment intensa en el nucli i difusa en els mutants per
mrg-1, contrariament als mutants brc-2 on s’observa RAD-51 principalment en el
citoplasma. En els animals wild-type tan sols s’observa un foci discret de RAD-51 i
una tincié en general menys intensa. Finalment, els mutants mrg-1 mostren una
alta frequéncia de compactacions aberrants dels cromosomes i, com és d’esperar,
un increment en les cél-lules mortes revelades mitjangant la tincié SYTO-12
(Figura 28).
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Figura 28. Estudi fenotipic dels mutants brc-2 i mrg-1 de Caenorhabditis elegans. (a) Imatges

Byv-2 roed D) |+

representatives de les cél-lules meiotiques a la part distal, prop de la curva de la gdnada. El foci de RAD-
51 en els animals wild-type (WT) és brillant i nuclear mentre que en els mutants brc-2 apareix menys
intens i débilment difés en el citoplasma. En els mutants mrg-1, la tinci6 de RAD-51 apareix sovint
dispers i intens en el nucli, mentre que és absent en els mutants rad-51. Hi ha més formacié de foci
nuclear de RPA-1 en cada un dels tres mutants que no pas en els animals WT. Els panells de 4,6-
Diamidino-2-phenylindole (DAPI) estan fusionats amb el canal vermell (pels WT i els mutants brc-2) i
amb el canal verd (pels mutants rad-51). * Compactacié anormal dels cromosomes. (b) Quantificacié de
foci per nucli de RAD-51 i RPA-1 en linies cel-lulars germinals dels animals WT i dels mutants brc-2 i
mrg-1. Numero de cél-lules comptabilitzades (n) i desviacié estandard de la mitjana. ** Diferéncies
significatives en relacio als animals WT (Mann-Whitney U test, P < 0,001). (c) Tincié de SYTO-12 en cucs
adults sincronitzats. Al panell de dalt a I'esquerra: animal heterozigot per la mutacié brc-2 (segons
I'expressid de la proteina verda fluorescent a la faringe) presenta una tincid WT SYTO-12. Al panell de
dalt a la dreta i de baix a |'esquerra: increment en cél-lules positives SYTO-12 en els mutants germinals
brc-2 i mrg-1 respectivament. Al panell de baix a la dreta: ampliacié de la zona ressaltada en el panell

de lI'esquerra.

(Els estudis de fenocopia en els diferents mutants de C.elegans que corresponen a la Figura 28 han

estat realitzats amb la col-laboracié de Dr.Julian Cerdn del Departament de Genetica de I'ICO-IDIBELL)
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El conjunt d’aquests resultats recolzen la participaci6 de MRG-1/MRG15 en el
control de |'estabilitat gendomica de la mateixa manera que ho fa BRCA2. Aquests
resultats també suggereixen que MRG15 esta implicat en la reparacié dels DSB per
HR, ja que també presenta una lleugera disminucié dels foci de RAD-51 fet que
reforca que formi part del complex BRCA. En general, totes les dades presentades
reforcen un paper de MRG15 en el complex BRCA i el la HR mitjangant la interaccié
directe de MRG15 amb PALB2.
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6. MORF4L1 i el risc a BrCa

Una vegada identificada la relaci6 molecular i funcional entre MRG15 i la reparacid
del DNA en els DSB, es va decidir avaluar I'existéncia d’alteracions o mutacions de
MRG15/MORF4L1 entre els pacients amb BrCa. A rel de la identificacié de
mutacions bi-al-léliques en el gen de susceptibilitat a cancer de mama BRCA2 com
a causant del grup de complementaci6 FANCD2 i posteriorment de mutacions bi-
al-léliques de PALB2 com a causant del grup de complementacié FANCN, es va
demostrar la relacié entre la via de senyalitzacié FA/BrCa i la susceptibilitat a BrCa.

Tenint en compte els resultats del nostre estudi que mostren la interaccié de
PALB2 amb MRG15/MORF4L1 i seguint la mateixa linia d’investigacié, es va
hipotetitzar que mutacions germinals o variants comunes en el gen MORF4L1
podrien conferir un risc moderat/baix a BrCa i/o modificar el risc a cancer entre els
portadors de mutacions en BRCA1 i/o BRCAZ2. Aixi doncs, primerament es va
seqlienciar directament els exons de MORF4L1 i es va analitzar les seqliéncies en
300 pacients amb una forta agregacio familiar a BrCa que no presenten mutacions
en BRCA1 o BRCA2, pertanyents a dos poblacions (United Kingdom, Institutet of
Cancer Research i Institut Catala d'Oncologia, Catalunya). En els resultats obtinguts
no es va detectar cap canvi patogénic. Aquests resultats negatius, sén consistents
amb els descrits en un article recentment publicat per un altre grup [236]. No
obstant, tenint en compte la baixa freqliencia de mutacions de penetrancia
alta/moderada dels altres components de la via de senyalitzacié FA/BrCa [125, 128,
237] i de la possible participacié en altres tipus de cancer [238], es van realitzar
altres investigacions per MORF4L1.

Seguidament, es va investigar si hi havia alguna variant genética comuna en
el gen MORF4L1 associada al risc a BrCa. Aquest estudi es va realitzar a partir de
resultats publics provinents de I’'estudi del GWAS dut a terme pel projecte Cancer
Genetic Markers of Susceptibility (CGEMS) [129], els quals tenen com a objectiu la
identificacido de variants genetiques comunes heretables associades amb el risc a
BrCa i prostata. Aquests resultats suggereixen variants comunes (rs7164529) i
(rs10519219) situades dins el mateix bloc de desequilibri de lligament (D'=1) que
conté el gen MORF4L1 estan associades amb el risc a BrCa (P,¢s < 0.01) (Figura
29a). Basant-nos en aquestes observacions es van genotipar aquests dos SNPs en
les séries de 9.573 portadors de mutacions en BRCA1/BRCA2. Aquests portadors
procedien d'un conjunt de 18 centres que participen en el consorci de CIMBA. Com
s’ha explicat anteriorment, aquest consorci recopila DNA i dades cliniques dels
portadors per tal de generar suficient poder estadistic que identifiqui gens
modificadors de BRCA1 i/o BRCAZ2.
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Un cop realitzat el control de qualitat i comprovat que aquests SNPs
compleixen I'equilibri Hardy-Weinberg, es van realitzar els analisis de supervivéncia
mitjancant el model de regressiéo de Cox. Aquests analisis van revelar que no hi ha
associacio significativa entre I'SNP (rs7164529) i el risc a BrCa entre els portadors
de mutacions en BRCA1 (rs7164529, Pyeng = 0.45, Pogs = 0.51, ). Mentre que en els
portadors de mutacions en BRCAZ2 els resultats suggereixen una associacié d’aquest
SNP amb el risc a BrCa ( rs7164529, Pyeng = 0.05, Py4 = 0.14). En canvi, per l'altre
SNP (rs10519219) no s’observa cap associacié significativa al risc a BrCa entre els
portadors de mutacions en BRCA1 (rs10519219, Pyend = 0.92, Pogs = 0.76) ni en
portadors de mutacions en BRCAZ2 (Pyend = 0.72, Pogs = 0.07) pels models additius i
codominants respectivament (Taula 8). Tot i que si tenim en compte el model
recessiu, hi ha algunes evidéncies d’associacid6 amb el risc a BrCa pels portadors de
mutacions en BRCAZ2 per I'SNP rs10519219 (Precessive =0.033) (Taula 8). Si existeix
algun efecte en la hazard ratio estimada pels portadors de mutacions en BRCA2
degut al genotip menor de rs7164529 o rs10519219 s’observa en direccié contraria

a aquelles obtingudes en la poblacié general.

Taula 8. Associaci6 entre les variants en el locus de MORF4L1 i el risc a cancer de mama

Variant Genotype BRCAT mutation carriers BRCA2 mutation carriers CGEMS
n HR 95% Cl n HR 95% Cl n OR 95% Cl
rs/ 164529 GG 2437 1.00 - 1,587 100 - 833 100
GA 2998 1.04 09710 1,13 1,813 107 098 10 1,17 1,087 123 102 t0 147
AA 928 1.02 09210 1.4 568 112 089 10 1.27 366 083 0,65 to 1.06
Trend 1.02 09710 107 106 10010 1.12 097 0.86 1o 1.09
Prrend 045 005 0.58
Paat 051 014 0,003
rs10519219 T 4366 1.00 - 2,760 100 - 1,766 100
TC 1331 0.99 0.91 10 1,08 866 096 086 10 1.06 500 0./8 0.64 10 096
C 95 1,10 084 10 143 8 139 102 t0 188 21 038 0.14 to 097
Trend 1.00 093 10 1.08 102 093 o 1.11 0.76 0,63 to 091
Prrend 092 072 0,003
Pt 0.76 007 0,008
P ecessive 0.49 0033 0,045

Estudi d’associacié entre les variants del locus MORF4L1 i el risc a cancer de mama entre els portadors de mutacions
BRCAL1 i BRCA2 i en la poblacié general (resultats del CGEMS). n, nimero d’individus; HR, hazard ratio; CI, interval de
confianga; OR, odds ratio
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Posteriorment, es va realitzar I'analisi d’interaccidé entre l'efecte de I'SNP i
cada un dels 18 centres que participen en el consorci CIMBA. Els resultats obtinguts
tenint en compte els estudis de hazard ratio no mostren evidéncies d’heterogeneitat
per rs7164529 en portadors de mutacions BRCA1 (P=0.66) ni pels portadors de
mutacions en BRCA2 (P=0.21). En canvi si que mostren algunes suggerencies
d’heterogeneitat per I'SNP rs10519219 per centres, entre els portadors de
mutacions en BRCA2 (P=0.041) (Figura 29b).

S’han dut a terme estudis de susceptibilitat al cancer utilitzant com a models
ratolins, els quals revelen efectes oposats de l'al-lel depenent del background
genetic de cada ratoli [239]. En aquest context, I'efecte dels al-lels de MORF4L1 en
el risc a BrCa pot ser diferent depenent de I'estat genétic/funcional de
BRCA2/BRCA2, ja que aquest esta per sobre en la via de senyalitzacid: la poblacié
general wild-type versus la poblacié portadora de mutacions en BRCAZ2. Per altra
banda, al-lels de predisposicié6 comuna diferencialment associats amb el risc a BrCa
entre els portadors de mutacions BRCA1 i BRCA2 [193, 240, 241], suggereixen
diferencies en la influéncia en els processos biologics que es duen a terme en la

carcinogenesis entre els dos tipus de portadors.

Per tal d'investigar la robustesa de la possible associacid genetica entre
MORF4L1 i el risc a BrCa es van realitzar analisis de sensibilitat. En primer lloc, es
va tractar la ooforectomia profilactica (extraccié d’'un ovari o ambdds) com a una
covariable depenent del temps. En els resultats obtinguts no s’‘observa associacio
entre la ooforectomia i les estimacions del risc a BrCa (Pyaor > 0.10). En segon lloc,
els analisis realitzats després d’excloure els casos prevalents, definits com aquells
diagnosticats >5 anys abans del reclutament de dades, suggereixen algunes
associacions. En el model additiu (rs7164529 BRCA2 n=2.803, HR=1.09, CI 95%
interval de confiangca =1.00 a 1.18, P=0.048); en el model recessiu (rs10519219
BRCA2 n=2.633, HR = 1.78, CI 95%=1.12 a 2.87, P=0.027), és a dir, en els
resultats anteriors on s’‘observa associacions amb BrCa se segueix observant
aquesta associacio tot i excloure els casos prevalents, la qual cosa demostra la
robustesa dels nostres resultats. Finalment, per prevenir un possible biaix en les
nostres estimacions dels riscos a causa de la seleccié d’individus en base al seu
fenotip, es va repetir I'analisi utilitzant els pesos de la cohort. El que significa que
els individus es ponderen d’acord amb certes probabilitats de mostreig, per tal de
simular una veritable cohort de mostres afectades i no afectades dels portadors de
mutacions [194]. Aixd va donar lloc a resultats similars mostrats en la Taula 8 pel
model additiu i el model codominant. Els analisis amb pesos (WHR) per rs7164529,
BRCA1 (wHR= 1,04 a 1,08) i per BRCA2 (wHR=1,03 a 1,12); en el cas de I'SNP
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(rs10519219, BRCA1 wHR=0,98 a 1,08) i per BRCA2 (wHR=0,95 a 1,59), pero
I’'associaci6 de rs10519219 segons el model recessiu no era estadisticament
significativa (BRCA2 wHR= 1,62, CI 95%=0'97 a 2,70, P= 0,062). En aquest analisi
tampoc es van observar evidencies d’heterogeneitat en cap cas pels wHRs
(P>0.30).

En conjunt podem dir que les dades obtingudes no mostren una associacio
significativa entre els SNPs (rs7164529 i rs10519219) en el locus de MORF4L1 i el
risc a BrCa entre els portadors de mutacions BRCA1/2, pero si que suggereixen una
debil associacié amb el risc a BrCa en el model additiu per I'SNP (rs7164529) i en el
model recessiu per I'SNP (rs10519219) que no sén explicats ni per altres factors de

risc, ni per un biaix de selecié dels participants en |'estudi.

(Els analisis estadistics representats a la Taula 8 i Figura 29 han estat realitzats amb col-laboracié amb
la Unitat de Biomarcadors i Susceptibilitat de I'ICO-IDIBELL)
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Figura 29. Variaciéo del locus MORF4L1 i el risc a cancer de mama. (a) SNPs amb prévies

evidencies d’associacié amb el risc a cancer de mama (BrCa) en la poblacié general (P,4<0,01) [129],

gens i l'estructura del bloc de desequilibri de lligament que conté el gen MORF4L1 en el HapMap

Caucasians. (b) Hazard ratio (HR) i estimacions de l'associacié de rs7164529 (panell de dalt) i

rs10519219 (panell de baix) amb el risc a BrCa entre portadors de mutacions BRCA1 (panell de

'esquerra) i portadors de mutacions BRCA2 (panell de la dreta). La grafica mostra HRs i el 95%

d’interval de confianga (CI 95%) pels heterozigots i I'al-lel minoritari homozigot per tots els centres que

han participat excepte per rs10519219 i grups relativament petits (menys de cinc individus amb el

genotip minoritari). La mida del rectangle és proporcional a la precisié de |'estudi corresponent.
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DISCUSSIO

FA és una malaltia genética rara, caracteritzada per una disfuncié al moll de |'ds,
defectes congenits en el desenvolupament, anormalitats cromosomiques i
hipersensibilitat cel-lular del DNA als agents inductors de ICLs [2]. A més, els
pacients FA tenen predisposicio a desenvolupar cancer, principalment de tipus
hematopoeétics i carcinomes de cel-lules escamoses de cap i coll [1]. Des del punt
de vista genétic és una malaltia altament heterogénia. Fins al moment s’han descrit
15 gens FANC, les mutacions dels quals causen FA [242]. Tot i aixi, encara resten
pacients diagnosticats clinicament com a FA que no presenten mutacions per cap
d’aquests 15 gens coneguts. Aquest fet indica que encara falten nous gens FANC
per identificar. Les proteines codificades per aquests 15 gens coneguts
constitueixen una xarxa comuna de ubiquitiniacié-fosforilaci6 anomenada via de
senyalitzacié de FA/BrCa [4, 55]. Aquestes proteines cooperen amb altres proteines
involucrades en la reparacié del DNA i el control del cicle cel-lular amb |'objectiu de
reparar les lesions de ICLs en fase replicativa del DNA i mantenir |'estabilitat
genomica [4]. Malgrat tot encara no esta del tot clar com la via de senyalitzacid
FA/BrCa regula la resolucié dels DSBs intermediaris en el procés de reparacio dels
ICLs [55]. A més, s’ha demostrat I'estreta relacié d’algunes d’aquestes proteines
FANC amb la susceptibilitat al cancer de mama, en concret, mutacions
monoal-leliques en FANCD1/BRCA2 o FANCN/PALB2 incrementen el risc a
desenvolupar cancer de mama.

Aixi doncs, en la present tesi doctoral, es va realitzar un estudi a gran escala
amb el principal objectiu d’identificar nous gens causants de FA que alhora ens
permetin arribar a una major comprensio de la via de senyalitzacié FA/BrCa en el
procés de reparacié del dany al DNA i, al mateix temps, a la identificacié de nous
gens de susceptibilitat al cancer de mama. Els resultats del Y2H presentats en
aquest treball pretenen identificar nous gens causants de FA a partir de la
interacciod fisica entre dominis de proteines involucrades en la via de senyalitzacié
FA/BrCa i contribuir en el coneixement molecular d’aquesta. Aquests dominis
proteics es van dissenyar tenint en compte tres evidencies obtingudes de diferents
bases de dades: els dominis familiars predits pel Pfam, els al-legorismes del
PONDOR i la seqiéncia completa de la proteina. Aquests resultats, ens permeten
aprofundir en les causes genetiques de FA i BrCa.

A partir del cribatge del Y2H es van obtenir 25 noves interaccions. Definim
aquestes noves interaccions d’alta fiabilitat d’acord amb I'experieéncia del nostre
grup en aquest sistema [206], i seguint criteris técnics i bioldogics dels propis

resultats. Per exemple, identificarem com a fiable una nova interaccié si presenta
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més d’una troballa (diferents colonies de llevat en un cribatge particular) o troballes
que estiguin representades per diferents fragments de cDNA en un mateix prey. A
més, la identificaci6 de dues interaccions préviament conegudes (BLM-MLH1 i
ERCC1-ERCC4) reforcen els nostres resultats i donen fiabilitat al sistema utilitzat.
D’'aquestes noves interaccions es van caracteritzar amb major profunditat aquelles
gue tenien una implicacié més directa en la reparacié del DNA o en la progressio del
cicle cel-lular per la seva possible relacié amb la via de senyalitzacié FA/BrCa. Aixi
doncs, es van validar quatre interaccions mitjancant técniques bioquimiques tals
com les colPs, que corroboren aquestes interaccions: CHEK2-NFKB1l, PALB2-
MRG15, TOP3A-TSNAX i USP1-KPNA1 (Figura 19). Actualment estem estudiant i
caracteritzant una nova interaccié entre BRCA2 i E6TP1. Aquesta interaccié pot ser
d’elevat interés ja que E6TP1 s’ha vist implicat en els cancers escamosos de cap i
coll [243], un dels tipus de cancer més freqients en pacients FA.

D’entre aquestes quatre interaccions esmentades, aquesta tesi posa emfasi
en la caracteritzacié molecular i funcional de la interacci6 entre FANCN/PALB2-
MRG15 [177]. La via de senyalitzacié FA/BrCa s’ha vist implicada en la reparacio de
DSB mitjancant la HR. La deplecié de gens FA provoca defectes en aquesta
reparacid. Es per aquest motiu, que ens vam centrar en aquesta interaccid, ja que
s’ha descrit que PALB2 és necessari pel reclutament de BRCA2 en els llocs de DSB i
aixi iniciar la HR. Tenint en compte aquests coneixements es va hipotetitzar que
MRG15 fos un possible gen FA. Aquesta interaccié ha estat descrita per altres dos
grups [176, 244] en el transcurs d’aquests estudis.

L'evidéncia més directa de la participacié de la via de senyalitzacié FA/BrCa
en la HR prové de la identificaci6 de BRCA2 com a subtipus FANCD1 de FA [36].
BRCA2 és un factor critic necessari per l'inici de la HR que facilita la formaci6 del
nucleofilament de RAD51 en el ssDNA [40, 76]. Posteriorment, es va identificar
PALB2 com a factor que s’uneix i regula la localitzacié6 de BRCA2 [173]. A més,
mutacions germinals bial-léliques de PALB2 causen FA del grup N, conegut com a
FANCN [174, 218] mentre que mutacions germinals monoal-léliques de PALB2
incrementen de manera moderada el risc a desenvolupar BrCa [128]. De manera
semblant, mutacions monoal-léliques de BRIP1 incrementen el risc de cancer de
mama hereditari i mutacions bial-leliques causen FA del subtipus FANCJ]. BRIP1 és
necessari per la reparacié per HR [245] i interacciona amb BRCA1l. BRCA1 és un
gen de susceptibilitat al cancer de mama i ovari, que tot i no ser un gen FA per se,
esta estretament relacionat amb la via de senyalitzacié de FA. Cél-lules deficients
en BRCA1l també presenten sensibilitat als agents inductors de ICLs, presenten
trencaments cromosomics i defectes en la HR [89, 246]. Estudis recents han

demostrat la critica interaccié entre BRCA1, BRCA2 i PALB2 en la coordinacio del
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procés de la HR [179, 221, 222]. Aquestes tres proteines juntament amb d‘altres
com RPA-1 i RAD51 s’han vist implicades en la reparacié del dany al DNA formant el
complex BRCA [178, 179, 221, 222]. El conjunt d'aquestes caracteristiques també
mostren |’estreta relacidé entre les proteines de la via de senyalitzacido FA/BrCa i la
susceptibilitat a BrCa.

Tenint en compte tota la informacié prévia, es va realitzar simultaniament
diferents estudis. Per una banda es va investigar el paper de MRG15 com a possible
gen FA. Els productes dels gens FANC es divideixen en tres grups funcionals en la
via de senyalitzaci6 FA/BrCa. Un dels punts claus d’aquesta via, és la
monoubiquitinacié de FANCD2 per part del complex central. Mutacions en qualsevol
d’aquests gens del complex central (upstrem) impedeixen la monoubiquitinacié de
FANCD2 després de dany i en conseqliéncia, no s’activa la via de senyalitzacid. Per
contra, mutacions en els gens que actuen downstream de FANCD2 no alteren la
seva monoubiquitinacidé, malgrat tot, presenten dificultats en la correcte reparacio
dels ICLs. Primerament es va avaluar si la deplecié de la nova proteina interactora
de FANCN/PALB2, MRG15 alterava la monoubiquitinacié6 de FANCD2 es resposta a
dany al DNA. En els nostres resultats no s'observen deficiencies en la
monoubiqutinacié. Aquest fet que conclou que MRG15 actua downstream de
FANCD2 com la propia proteina PALB2.

Posteriorment, degut a que les cél-lules dels pacients FA presenten
hipersensibilitat als agents inductors de ICL tals com la MMC, es va estudiar la
sensibilitat de les cél-lules deplecionades per MRG15 a la MMC. En el nostre estudi,
les cél-lules MEFs deficients per Mrg15 i les cel-lules HeLa i MCF10A deplecionades
per MRG15 no presenten un increment estadisticament significatiu de la mort
cel-lular induida per la MMC. En un dels articles publicats préviament es va
descriure sensibilitat intermédia a MMC en els cultius cel-lulars deplecionats per
MRG15 en contrast amb els cultius cel-lulars deplecionats per BRCA2 i PALB2 [175].
L'observacié d’efectes intermedis i la utilitzacié de diferents tipus cel-lulars entre els
diferents estudis pot explicar la discrepancia pel que fa a la sensibilitat a la MMC
guan MRG15/Mrgl15 és completament o parcialment deplecionat. En concordanca
amb aquests resultats, també es va avaluar l'imapcta de la deplecié de MRG15 en
la parada del cicle cel-lular en fase G,/M. Les cél-lules dels pacients FA estan
caracteritzades per una marcada parada del cicle cel-lular en fase G,/M degut a la
incapacitat de reparacié dels ICLs al rebre dany. Aquestes caracteristiques s’han
utilitzat rutinariament en el diagnostic clinic dels pacients FA. En les cél-lules
deplecionades per MRG15 tractades amb MMC no s’observa la parada en G,/M.

Aquests resultats suggereixen que MRG15 no sigui un gen FA.
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Per acabar d’aprofundir en l'estudi i descartar definitivament MRG15 com a
gen FA, es van fer assajos de deteccié per MRG15 a partir de 13 extractes cel-lulars
provinents de linies cel-lulars de pacients FA no identificats per cap grup de
complementacié (cedits pel Dr. Detlev Schindler, Universitat d’Alemanya) i que
presentaven una monoubiquitinacié de FANCD?2 positiva i on sis d’ells eren defectius
per foci de RAD51. En l'analisi realitzat, no es va observar una reduccié de
I'expressid proteica de MRG15 en cap dels 13 extractes analitzats (Figura 23). Per
tal de comprovar més detalladament si hi havia alguna mutacié o variant comuna
en els 13 pacients FA que no modifiqui I'expressié de la proteina MRG15 pero si la
seva funcionalitat mitjangcant un canvi conformacional o modificant els dominis
d’interaccid, es va sequenciar MORF4L1 en les linies cel-lulars. Els analisis de
seqlienciacié tan sols van detectar unes quantes substitucions de bases i delecions
d’'una sola base en els introns i variants comunes ja descrites en els exons. El
conjunt d’aquests resultats ens porta a concloure que MRG15 no és un nou gen FA
ja que les cél-lules deplecionades per MRG15 no presenten sensibilitat a MMC, ni
parada del cicle cel-lular en fase Gy/M. A més, es decarten mutacions tant
d’expressié proteica com de funcionalitat de MRG15 en els 13 pacients FA amb

mutacié desconeguda.

Paral-lelament i després de validar la interacci6 entre PALB2-MRG15
mitjancant assajos de co-IPs i co-AP (Figura 19 i 21) vam procedir a la
caracteritzacié funcional d’aquesta interaccié. En concret ens vam centrar en el
possible paper de MRG15/MORF4L1 en la reparacié dels DSB mitjancant la HR. Com
s’ha esmentat anteriorment, tan BRCA2 com PALB2, es troben implicades en la
reparacié dels DSB mitjancant el mecanisme de reparacié per HR juntament amb
d’altres proteines com RAD51 i RPA-1. El conjunt d’aquestes proteines és el que
anomenen el complex BRCA. Es descriu que la deplecid de qualsevol d’elles en
cel-lules de mamifer compromet la reparacié per HR [247] i provoca que aquestes
siguin sensibles a agents inductors de DSB tals com la IR.

Per tal de validar si MRG15 forma part del complex BRCA es van realitzar
assajos de sensibilitat en MEFs amb genotip Morf4/17". En aquest assaig es va
utilitzar la IR com a agent inductor de DSBs i es va valorar la supervivéncia cel-lular
de les linies WT i deficients. Els nostres resultats mostren sensibilitat intermedia a
IR respecte al control positiu en MEFs Atm” com es mostra a la Figura 24. Aquest
resultat suggereix la participacié de MRG15 en el complex BRCA.

Diferents estudis de caracteritzacié del gen MORF4L1 en MEFs indiquen que
aquest esta involucrat en la proliferacié cel-lular i que la seva deficiencia causa

defectes en el desenvolupament provocant, fins i tot, la mort embrionaria [183].
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Altres estudis en MEFs van demostrar que MRG15 és necessari per la correcta
reparacié del dany al DNA després d’exposicié a IR [182]. A més a més, aquesta
proteina també és necessaria pel reclutament eficient de les proteines de reparacio
del DNA en els llocs de dany [182]. Addicionalment, es va observar que la pérdua
d’una copia de MRG15 en MEF endarrereix la reparacio del dany del DNA després de
IR. Aquestes evidéncies reforcen els nostres resultats que suggereixen que
MRG15/MORF4L1 és un possible gen essencial en la reparacié del dany al DNA dins
el complex BRCA mitjancant la reparaci6 per HR.

Per aprofundir en l'estudi del paper de MRG15/MORF4L1 com a possible
proteina implicada en la reparacio per HR es va avaluar I'impacta en la formacio de
foci de RAD51 en MEFs deficients per MRG15. RAD51 és un element essencial per
I'inici de la HR ja que promou la invasié de la ssDNA a la cromatide homologa i
permet l'inici de la recombinacié. Segons la literatura, els fibroblasts deficients en
PALB2 no sén capagos de formar foci de RAD51 després de IR [173]. S’observa el
mateix fenotip en les cel-lules amb mutacions bial-leliques de BRCA2. Aquest fet
diferencia els subgrups FANCD1 i FANCN de la resta de subgrups FA [146]. Els
nostres resultats mostren que les cél-lules Morf4/4 7~ presenten un nimero més
baix en la formacié de foci nuclear de Rad51 després de irradiacié-y respecte el seu
control en MEFwt (mostres recollides en diferents temps post-irradiacid i utilitzant
clons i cultius cel-lulars no seleccionats) tal i com es mostra la Figura 26. Per tant,
les cél-lules Morf4l4 7~ presenten un fenotip molt semblant a les cél-lules deficients
per PALB2 o BRCA2 en quant a la formacié de foci de RAD51. Aquests resultats
suggereixen la participaci6 de MRG15 en el procés de reparacid per HR. Si
comparem els nostres resultats amb els publicats pels altres dos grups que van
descriure préviament la interacci6 entre MRG15-PALB2 trobem algunes
controversies respecte el paper de MRG15 en la HR i la seva posicié dins el complex
BRCA. Aixi per exemple, en els estudis realitzats per Hayakawa i col-laboradors
[175] mitjancant assajos de reparacido per HR de DR-GFP mostren que la deplecid
tan de BRCA2 com de PALB2 redueix l'eficiencia de la reparacié, mentre que
s'observa un efecte intermedi amb la depleci6 de MRG15 (Figura 13). Aquests
resultats estan en la mateixa linia que els publicats recentment pel nostre grup
d'investigacié [177]. L'estudi de Hayakawa suggereix que MRG15 és necessari per
I’'associacié de BRCA2/PALB2/RAD51 a la cromatina i per la formacié de foci nuclear
després de irradiacié —y (Figura 13). Per contra, els treballs realitzats pel grup de
Sy [176] suggereixen que el mutant de PALB2, el qual li manca el domini d‘unié a
MRG15, esta associat a una hiper-recombinacio i resisténcia a la MMC en aquestes
cel-lules (Figura 13). MRG15 forma part de tres tipus de complexes que inclouen,

el complex Tip60 HAT, el complex Sin3-HDAC i el complex BRCA. Es possible que la
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deplecié de MRG15 alteri la funcié i/o estabilitzacié del complex HAT i HDAC i
addicionalment afecti al reclutament del complex BRCA. A la vegada, la delecio
d’una porcid de la proteina, com han fet en els experiments de Sy i col-laboradors,
podria juxtaposar dominis de les proteines que normalment no interactuen i alterar-
ne la seva conformacié. Aquestes diferéncies experimentals, podrien explicar les
discrepancies entre els nostres resultats i els de Sy. No obstant, els nostres
resultats son consistents amb els resultats publicats per [175] i [182], els quals
suggereixen que MRG15 esta implicat en la reparacié dels DSB mitjancant la HR.

Tenint en compte aquestes controveérsies, es van realitzar altres estudis amb
I'objectiu de comprovar la participacio de MRG15 en el procés de reparacié de DSB
per HR i amb la finalitat de ubicar-lo dins la via de senyalitzacié del complex BRCA.
Per aix0, es van realitzar assajos de WB per la quantificacié dels nivells tant de
BRCA1 com de BRCA2. Estudis realitzats préviament descriuen que la deplecio de
PALB2 produeix una disminucié dels nivells de proteina de BRCA2 al nucli [173].
Aguests resultats situen PALB2 com a proteina necessaria pel reclutament de
BRCA2 i per tant, per la HR. Els nostres resultats en MEFs deplecionades per
Morf4/1”7~ també mostren nivells inferiors de proteina tan de Brcal com de Brca2
(Figura 27). Els nivells de Palb2 no es van poder mesurar perqué els anticossos
utilitzats no poden detectar la proteina en extractes cel-lulars de ratoli. No obstant,
aquests resultats sén consistents amb els publicats per Hayakawa i col-laboradors,
els quals mostren una reduccié similar de BRCA2 quan MRG15 és deplecionat, pero
no per MRGX. Per contra, els analisis realitzats pel grup d’investigacié de Sy en
cél-lules deplecionades per MRG15 no mostren una alteracié dels nivell proteics de
BRCA2, amb la qual cosa, seran necessaries futures investigacions per tal de
resoldre la dicrepancia. Tot i aixi, els nostres resultats reforcen la possibilitat que
MRG15 sigui necessari pel correcte funcionament de BRCA2 i que, per tant, tingui
una implicacié en la reparacié dels DSB en el procés de reparacio per HR.

Seguint les evidencies anteriorment exposades i per aprofundir en I'estudi,
es van extrapolar aquests resultats en un altre model animal. La recent identificacid
i caracteritzacié dels homolegs de FA en un organisme model com C.elegans pot
ajudar a facilitar la comprensié de la funcié de les proteines FA, proveint noves
eines d’estudi [248]. Els nostres estudis es basen en altres treballs realitzats
préviament sobre l'ortdoleg de BRCA2 en C.elegans, anomenat CeBRC-2 [232]. El
nostre treball pretén doncs proporcionar majors evidéncies funcionals entre BRCA2 i
MRG15. C.elegans té una proteina ortologa a la proteina humana MORF anomenada
MRG-1. La nostra investigacié es basa en l'observacié de les diferents fenocopies
presentades per cada mutant de C.elegans (Cebrc-2, rad-51, mrg-1) que ens

proporcionin nous coneixement del paper de MRG15 en la reparacié per HR. Aixi
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doncs, els mutants Cebrc-2 presenten anormalitats cromosomiques durant la
diaquinesis, una reducciéo de foci de RAD-51 en els llocs de DSB presents en la
meiosi o induits per agents de dany al DNA, una acumulacié anomala de foci per
nucli de RPA-1 i conseqientment un augment dels cadavers apoptotics [232, 233]
(Figura 28). Aquests resultats suggereixen que BRC-2 és necessari pel
reclutament de RAD-51 en el procés de reparacié de DSB. Per contra, els mutants
de rad-51 presenten una localitzaci6 de foci de BRC-2 després de irradiacid,
indicant que BRC-2 pot localitzar-se als llocs del dany independentment de RAD-51
[232]. Els mutants per mrg-1 presenten una fenocopia semblant al mutants brc-2,
acumulacié de foci de RPA-1 i una reduccié dels foci de RAD-51 en les cél-lules
meiotiques, a més de presentar anormalitats cromosomiques. Mentre que els
animals WT presenten una mitjana de tres o quatre foci per nucli de RPA-1, en els
mutants per mrg-1 s’observen nuclis amb més de deu foci (Figura 28). Aquests
resultats suggereixen que tan MRG-1 com BRC-2 desenvolupen un paper semblant
en la reparacido dels DSB. Aixi, defectes en qualsevol d'aquestes dos proteines
causa una disminucié de foci de RAD-51 de manera de s’'impedeix la reparacié per
HR; com a conseqiéncia s’‘observa una acumulacié andmala en foci de RPA-1 que
no pot ser reemplagat per RAD-51 als llocs de DSB.

El conjunt d’aquests resultats ens permeten dibuixar un possible model per,
on suggerim que MRG15 esta implicat en el procés de reparacid per HR d’una
manera semblant a BRCA2. Pero no podem concloure si MRG15 depén o no de

PALB2 per la seva localitzacié als DSB (Figura 30).

Complex BRCA

DSB

Figura 30. Possible model de participaciéo de MRG15 en la reparaciéo per HR dels DSB. BRCA1 i
BRCA2 formen part del complex BRCA. Aquestes dos proteines interaccionen entre elles gracies a la unid
amb PALB2 que els condueix als llocs de dany del DNA, en concret als trencaments de doble cadena
(DSBs). Un cop localitzats als llocs de dany, RAD51 reemplaga RPA-1 per iniciar la recombinacié
homologa (HR). Els nostres resultats demostren la interaccié entre MRG15 i PALB2, perd no esta del tot
clar si MRG15 depén de PALB2 per la seva localitzacié als DSB o si per contra és PALB2 el que depén de

MRG15 per la seva localitzacié als llocs de dany.
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Recentment s’han identificat RAD51C [249] i SLX4 [35, 41, 250, 251] com a
nous gens causants de FA. RAD51C també és un nou gen de susceptibilitat a BrCa
[237] i SLX4 codifica per una proteina que es troba downstream de FANCD2 i que
actua com a plataforma de reclutament de diferents endonucleases per tal de
resoldre i reparar correctament els ICLs. En aquest Ultim cas també s’estan duent a
terme estudis que expliquin el seu possible rol en la susceptibilitat a BrCa [35]. Una
caracteristica ben coneguda que distingeix BRCA1, BRCA2/FANCD1, PALB2/FANCN,
BPRIP/FANC], RAD51C/FANCO i SLX4/FANCP de la resta de proteines FA, és que
aquestes son prescindibles per la monoubiquitinaci6 de FANCD2. A més, aquest
grup de proteines FA son absolutament necessaries per la HR que no pas d’altres
que actuen upstream del complex ID presenten un defecte intermedi [149].
Mutacions germinals en els gens que actuen downstream de FANCD2 incrementen
el risc de BrCa i ovari [106, 252], suggerint que la reparacié del DNA regulada per
la HR és critica com a mecanisme de supressid tumoral. Aquestes evidéncies
demostren que la via de senyalitzacid de FA i la susceptibilitat a BrCa estan
entrellacades, per tant, arribar a una millor comprensié d’aquesta important via de
senyalitzacié ens pot ajudar a identificar nous gens potencials involucrats en BrCa.

Els gens de susceptibilitat a BrcA amb mutacions d’alta penetrancia sén els
coneguts BRCA1 i BRCA2. Aquests dos gens son els que expliquen una proporcio
més alta dels casos d’agregacié familiar entre un 20 i un 40% [107, 132]. Es
postula que el percentatge restant de casos amb agregacié familiar de BrCa és
conseqliéncia d’efectes acumulatius d’al-lels de susceptibilitat a BrCa associats a
penetrancia baixa o moderada, d’acord amb el model poligénic d’heréncia [253].
Aixi doncs, en estudis posteriors es van identificar nous gens de predisposicido a
BrCa de penetrancia moderada relacionats funcionalment amb la via de
senyalitzacid de BRCA1 i BRCA2 tals com PALB2, CHEK2, ATM, BRIP1 i RAD51C
[98]. Tal i com s’ha comentat anteriorment, la descoberta del gen PALB2 com a gen
de predisposicid a BrCa, suggeria que les proteines que actuen downstream de la
monoubiquitinacio de FANCD2 i FANCI incrementen el risc de BrCa, mentre que
aquelles que actuen upstream no modifiquen el risc [128, 254]. Aquesta evidéncia
s’ha vist reforgada pels nou gen descoberts de FA (RAD51C/FANCO). Finalment,
s’han descrit recentment els al-lels modificadors del risc de BrCa de baixa
penetrancia, que s’han conegut recentment gracies als estudis de gens candidats i
estudis GWAS [33, 129]. Seguint aquesta linia d’estudis i tenint en compte que
MRG15 interacciona amb PALB2, el nostre grup va avaluar l'existéncia de mutacions
germinals o variants comunes en el gen MORF4L1. Inicialment es va valorar si

MORF4L1 era un gen de penetrancia moderada de manera que mutacions en el gen
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MORF4L1 puguin explicar una porcido de casos amb agregacié familiar de BrCa. Es
van realitzar estudis de seqlienciacié dels exons del gen MORF4L1 en 300 pacients
amb una forta agregacié familiar de BrCa pero que no presentaven mutacions ni en
BRCA1 ni en BRCAZ2. Els resultats de sequenciacié en els 300 pacients no van
detectar cap canvi patogénic en MORF4L1 de manera que es va descartar MORF4L1
com a gen de penetrancia moderada tot i la seva interacci6 amb PALB2. Aquests
resultats son consistents amb els descrits en un article recentment publicat per un
altre grup [236]. No obstant, tenint en compte la baixa freqiiéncia de mutacions de
penetrancia alta/moderada dels altres components de la via de senyalitzacié
FA/BrCa [125, 128, 237] i de la possible participacié en altres tipus de cancer [238]
es va avaluar l'existéncia de variants comunes en el gen MORF4L1. Aquestes
variants podrien conferir un risc moderat/baix de BrCa i/o modificar el risc a cancer
entre els portadors de mutacions en BRCA1 i/o BRCA2. Els resultats publics
provinents de l'estudi del GWAS dirigit pel projecte del CGEMS suggereixen que les
variants comunes (rs7164529) i (rs10519219) situades en el bloc de desequilibri
de lligament que conté el gen MORF4L1 estan associades al risc a BrCa (P <
0.01). Basant-nos en aquestes observacions es va genotipar aquests dos SNPs en
les series de 9.573 portadors de mutacions en BRCA1/BRCA2 procedents d’un
conjunt de 18 centres que participen dins el consorci de CIMBA. Els analisis de
supervivéncia realitzats amb el model de Cox no van trobar cap associacio
significativa d’aquests SNPs amb el risc a BrCa. Tot i aixi, hi ha algunes evidéncies
d’associaci6 a BrCa en el cas dels portadors de BRCA2 suposant un model
d’heréncia recessiu per I'SNP rs10519219.

El estudis basats en el GWAS per descobrir variants de susceptibilitat a BrCa
en la poblacié general, i en menor mesura entre els gens candidats, ha permeés la
identificaciéo de loci capagos de modificar el risc a BrCa entre els portadors de
mutacions en BRCA1 i BRCA2. No obstant, actualment aquests loci tan sols
expliquen una petita porcidé de les variacions genétiques en el risc a BrCa entre les
dones portadores de mutacions, en BRCA1 representen un 2,2% i entre les dones
amb mutacions en BRCA2 un 5,2% [143]. Aquestes dades evidencien l'existéncia
de més modificadors de risc que encara no han estat identificats. Les iniciatives
com el consorci CIMBA, els quals recluten les dades de portadores de mutacions en
BRCA1 i BRCAZ2, ajudaran a la identificaci6 de més variants de susceptibilitat. Els
estudis realitzats en aquesta tesi doctoral pretenen contribuir en el coneixement de
noves variants genétiques associades a la modificacié del risc entre les dones
portadores de mutacions i aprofundir en la prediccio del risc entre aquestes dones

en I'ambit del consell genétic.
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Aixi doncs, el poder dels perfils d’SNPs per predir el risc a BrCa en la
poblacid general actualment encara és limitat, ja que els SNPs identificats fins al
moment tan sols expliquen una proporcid6 molt petita del total de variacions
genetiques de risc [143]. Tot i aixi, els perfils de risc milloraran el poder predictiu
com més loci de susceptibilitat siguin identificats. De moment pero, |'aplicabilitat
clinica dels SNPs encara és incert donat que el risc conegut per cada SNP és petit.
No obstant, el risc relatiu combinat associat a un grup d’'SNPs pot ser molt més
gran i, per tant, pot tenir implicacions en la prediccid del risc de BrCa. Per exemple,
basant-nos amb la combinacié de risc relatiu associat als polimorfismes de FGFR2 i
TOX3/TNRC9, el risc absolut de desenvolupar cancer de mama al llarg dels 80 anys
per portadors de mutacions en BRCAZ varia des del 54% per aquells que no tenen
un al-lel de risc fins al 82% per aquells que tenen les dos copies dels al-lels de risc
[241]. Fins al moment, els estudis basats en el GWAS han confirmat divuit SNPs
que confereixen risc relatiu de BrCa amb un odds ratio per al-lel entre 1.07 i 1.43
[106]. El conjunt d'aquests divuit SNPs actualment identificats explicaria un 8%
dels casos d’agregacié familiar de BrCa [255] suggerint I’'existéncia de més SNPs
que podrien explicar una alta proporcié de susceptibilitat a BrCA [256].

Actualment, les dades proporcionades pels estudis del GWAS ens permeten
agrupar diferents subtipus de tumors en funcié dels SNPs. Per exemple, el GWAS
pels portadors de mutacions en BRCA1 pot identificar al-lels associats amb ER-
negatius i/o rellevants pel desenvolupament del tumor basal. Les diferencies
d’associacié dels polimorfismes modificadors entre els portadors de mutacions
BRCA1 i BRCA2 reflexen les diferéncies en la biologia del desenvolupament del
tumor en aquests dos grups de dones d’alt risc de cancer. La identificacié d’aquests
polimorfismes podria, per tant, permetre una millor comprensié de la etiologia dels
tumors entre els portadors de mutacions com també en el desenvolupament de
millors terapies i més especifiques pel cancer de mama. Aix0 indica que els
portadors de mutacions BRCA1 i BRCA2 podrien ser els dos primers grups
d’individus per als quals es desenvolupi una aplicacié clinica utilitzant les variants

comunes de susceptibilitat al cancer.

El conjunt d’aquests resultats proposen un avang important de les causes
genetiques i mecanismes moleculars involucrats en FA i BrCA, no obstant, seran
necessaries futures investigacions que ens permetin resoldre algunes discrepancies
en quan a la via de senyalitzacio en el procés de reparacié dels DSB. Els estudis de
variants genétiques comunes en el loci de MORF4L1 pretenen contribuir en la

prediccié del risc de BrCa entre els portadores de mutacions en BRCA1 i BRCA2. En
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aquest cas, també seria necessari futures investigacions en altres gens candidats
obtinguts a partir dels resultats del Y2H. En resum, podriem dir que la biologia de
sistemes ens permet obtenir una visié global a partir de I'estudi de relacions entre
totes les molécules d’'un organisme concret, per entendre’n el seu funcionament
global. Es a dir, no és suficient I'estudi d’un gen o proteina, sind que és necessari
integrar tota la informacidé possible sobre el sistema bioldgic examinat. Aixi doncs,
I'objecte d’estudi de la biologia dels sistemes sén les xarxes d’interaccions

proteiques.
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E6TP1

El virus huma anomenat Papilomavirus Huma d’alt risc (HPVs) és l'agent
etiologicament relacionat amb el cancer de cervix huma i amb altres cancers [257].
HPVs esta classificat en genotips d’alt o baix risc segons la seva associacio amb el
cancer. La transformacio oncogénica de la cél-lula hoste pel HPVs recau, en part,
per I'habilitat de la proteina virica E6 en la induccié de la degradacié de p53, un
activador de la transcripcié que juga un paper crucial en la resposta cel-lular del
dany al DNA [258, 259]. A més, E6 pot immortalitzar eficientment cél-lules
epitelials mamaries [260]. E6 interacciona amb un alt nombre de proteines
cel-lulars, algunes de les quals contribueixen amb E6 per la induccidé de la
transformacié cel-lular [261]. L'any 2002, es va identificar el HPVs d’alt risc tipus
16 (HPV16), que s’uneix a la proteina E6 i que van anomenar E6TP1 (E6-targeted
protein 1), també anomenat Signal Induced Proliferation Associated protein 1 Like 1
(SIPA1L1) [262]. L'oncoproteina d'alt risc HPV E6 dirigeix E6TP1 a la degradacié via
la ubiquitin lligasa E6AP, de fet, hi ha estudis que revelen una correlacié estricte
entre |'habilitat de degradar E6TP1 i I'habilitat d'immortalitzar cél-lules epitelials
mamaries [263].

E6TP1 és una proteina d’activacio a GTPasa (GAP) de la familia de GTPases
Rap petita. Les proteines amb el nivell més alt d’homologia amb E6TP1 inclouen
Rap1GAP [264], SPA1 [265, 266] i tuberin [267].

Aixi doncs, el gen E6TP1 es troba al cromosoma 14g23.2-14q24.3, un lloc de
delecions en meningiomes malignes [268]. La proteina consta d'un domini GAP
entre el residu 240 i 945. Un domini PDZ localitzat a la regi6 C-terminal del domini
GAP conservat en SPA1. Aquest domini no és necessari per |'activitat GAP, sin6 que
serveix de motiu d’interaccid proteina-proteina i normalment és diana de proteines
de senyalitzacido de complexes submembrana. A més, també s’ha descrit un domini

LZ a I'extrem C-terminal de la proteina, com s’observa a la Figura 31.

E6TP1

RapGap activity PDZ LZ

R

Figura 31. Diagrama esquematic del gen E6TP1. A 'extrem C-terminal trobem el domini Leucine-

zipper (LZ) i el domini PDZ.
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Recentment s’ha publicat un nou interactor de la proteina E6TP1 amb la
Casein kinase I epsilon (CKIg) pel seu extrem C-terminal [269]. CKIe és una
quinasa regulada per la via de Wnt que promou la fosforilacié de E6TP1 i n’indueix
la seva degradacié. Aquesta interaccid suggereix que CKIe pot regular la
gastrulacid, en part per |'activitat de la via Rap.

Fins al moment, no es coneix gaire informacié sobre la proteina E6TP1 i sera
necessari la realitzacié de més estudis per validar si E6GTP1 esta realment involucrat
en la oncogénesis de HPV. Els nostres resultats provinents de l’'estudi del Y2H

pretenen contribuir una mica més, en la caracteritzacié d’aquesta proteina.

Interaccio entre BRCA2-E6TP1

Com s’ha esmentat, els estudis realitzats fins al moment descriuen la correlacio
entre |'activitat transformadora d’E6 i I'habilitat d’E6 d'unir-se a E6TP1 promovent
la seva degradacio per la via regulada per la ubiquitinacié de E6AP.

Els resultats del Y2H, suggereixen una nova interaccié entre BRCA2 i E6TP1.
En concret, mapen la regié d’'interaccié entre els aminoacids 2479 i 2667 de BRCA2.
Aguesta regio correspon a lI’'extrem C-terminal de BRCA2 que es caracteritza per la
seva unio al ssDNA [65] i RAD51 [170]. Anteriorment es va descriure la interaccio
de BRCA2 amb DSS1 [171] per aquesta mateixa regié de BRCA2 i com la deplecio
de DSS1 comprometia la formacié de foci de RAD51 [172]. Es per aquest motiu
hem hipotetitzar sobre una possible implicacié de E6TP1 en el complex de reparacio
BRCA. Consistents amb aquesta idea, primerament es van realitzar tecniques
alternatives bioquimiques com co-IPs endogenes i co-APs per tal de corraborar la
interaccié obtinguda en el Y2H. En primer lloc es van realitzar assajos de co-IPs
endogenes a partir de diferents linies cel-lulars (HEK293, HelLa i U20S) (Figura
32). En I'estudi de la interaccié entre BRCA2-E6TP1, les cel-lules van ser tractades
amb IR com agent inductor de DSB i sense IR, per tal d’estudiar la possible
implicacié de E6TP1 en el complex de reparaci6 BRCA després de dany al DNA.
Malauradament, en cap dels casos es va aconseguir un resultat positiu que
confirmés la interaccié. Tampoc es va poder confirmar la interaccié reciproca, com

s’observa a la Figura 32.
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BRCA2 (OP95)

E6TP1 (N20)

Figura 32. Co-immunoprecipitacié (CO-IP) enddogena de BRCA2 i E6TP1 en Hela. El Western
blot (WB) superior esta revelat amb |'anticos anti-BRCA2 (OP95). S‘observa la banda Unicament en els
carrils on s’ha realitzat la IP per BRCA2. S’observa també molt debilment en el primer carril la banda
corresponent a BRCA2 endogen de l'extracte cel-lular de HeLa (WCE). En el WB inferior s‘observa el

mateix per E6TP1. La co-IP es va realitzar 5 hores post irradiacié (IR) o en cultius no tractats.

En segon lloc, amb el mateix objectiu de validar la interaccié obtinguda en el
Y2H, es van realitzar assajos de co-AP en ceél-lules HEK293 tal i com mostra la
Figura 33. Per dur a terme les co-AP es van es van utilitzar diferents mutants de
E6TP1 cedits per Gao et al, que presenten una delecid en |'extrem C-terminal
(E6TP1(CA)), una delecié en I'extrem N-terminal (E6TP1(NA)) o sense delecions
(E6TP1 (FL)), units al tag Myc, com mostra la Figura 33 a). La utilitzacié d’aquests
vectors mutats per diferents regions de E6TP1, ens van permetre acotar la regid
d’interaccié amb BRCA2. Aquests mutants van ser sobreexpressats en les cél-lules
HEK293 i posteriorment se’n va verificar la seva sobreexpressido en un WB. De la
mateixa manera que en el cas anterior, no hem estat capagos de validar la

interaccid per cap dels mutants ni pel FL de E6TP1 (Figura 33b).
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Figura 33. Co-affinity purification dels diferents constructes de E6TP1-Myc (co-AP). (a)
Esquema dels diferents constructes de E6TP1 amb les mutacions corresponents. 1676-Myc correspon al
FL-E6TP1, 1677-Myc correspon a E6TP1(NA) i 1678-Myc correspon a E6TP1(NA). (b) Western-Blot (WB)
de les co-immunoprecipitacions dels diferents constructes de E6TP1. Al panell de I'esquerra el WB esta
revelat contra Myc, per tal de comprovar la transfeccid i I'expressié correcta dels diferents constructes.
Com s’observa, el constructe de 1677-Myc no s’expressa. Al panell de la dreta: No observem cap banda

de BRCA2 en cap de les immunoprecipitacions.

La proteina BRCA2 té un pes molecular molt elevat. Es per aquest motiu que
sovint és dificultds veure la seva expressido mitjangant I'analisi per WB. Aixi doncs,
amb l'objectiu d’intentar validar novament la interaccid, es va sobreexpressar la
regidé concreta de BRCA2 que interacciona amb E6TP1 en la linia cel-lular HEK293.
Aguesta regio d’interaccio de BRCA2 és la que es va utilitzar en el cribatge del Y2H
com a bait. Per la realitzacié de I'analisi per co-AP, es va unir un tag GST a la regio
de BRCA2. Les cel-lules es van tractar amb IR (10Gy) i sense. Novament, els
resultats obtinguts van ser negatius (Figura 34) i no hem estat capagos de validar
aquesta interaccid.
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Figura 34 Co-affinity purification del bait 49 GST de BRCA2. Hem utilitzat la regié6 de BRCA2 que
initeracciona amb E6TP1 (el bait 49 utilitzat en el sistema del doble hibrid (Y2H) que correspon al domini
helicasa de BRCA2). No observem banda de E6TP1 en cap de les dos condicions. NT, no tractat amb

irradiacio ionitzant, IR, irradiacid ionitzant a 10 Gy. Mostres preses després de 5 hores post-tractament.

No obstant, per tal de caracteritzar la possible funcié de E6TP1 en relacid
amb BRCA2 es va realitzar un assaig de fraccionament en cél-lules Hela
deplecionades per BRCA2 mitjancant shRNA. Pel correcte fraccionament de la linia
cel-lular HelLa es va utilitzar el kit Subcellular Protein Fraction (Thermo scientific) i
es va verificar el seu correcte fraccionament mitjancant antiocossos especifics de
nucli (Nup62) i de citoplasma (EGFR). Tan la linia cel-lular HeLa, com les Hela
deplecionades per BRCA2 (shBRCA2) es van tractar amb IR o sense per tal de
veure si E6TP1 modificava la seva localitzacié cel-lular en funcié del dany i/o en
funcié de BRCA2. En aquest cas, el que s’observa és una isoforma més petita en els
extractes nuclears (nucli i cromatina) de E6TP1, mentre que en els extractes
citoplasmatics i de membrana s’observa el pes molecular esperat. En cap dels

casos, s'observa diferéncia respecta a la radiacié (Figura 35).
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Figura 35. Fraccionament de la linia cel-lular HeLa. Hem fraccionat linia cel-lular HeLa deplecionada
per BRCA2 (shBRCA2) i les cel-lules HeLa control. No s’observa modificacion E6TP1 en la seva

localitzacié. Observem una banda de mida inferior en el nucli i cromatina.

No hem pogut deplecionar el gen E6TP1 i en conseqliéncia no hem pogut
observar si la seva depleci6 comprometia la formacié de foci de RAD51 de la
mateixa manera que ho fa DSS1. Fins al moment no s’ha publicat cap estudi on
s’hagi realitzat la seva deplecid, per tant, aquesta s’hauria de fer a partir d'altres
proteines que provoquin la seva degradacié, com per exemple a partir de la

sobreexpressio de CKIe.

Els pacients FA son altament susceptibles a carcinomes cel-lulars
esquamosos (SCCs) que sorgeixen en multiples llocs anatomics, basicament en la
regié del cap i coll. El HPVs particularment el tipus 16, esta associat amb el 20%
dels carcinomes cel-lulars esquamosos de cap i coll (HNSCCs) en la poblacid
general. Alguns investigadors han informat que els HNSCCs en els pacients FA
estan associats a un 81% dels casos a HPV. En concret, HPV16 causa un 90-95%
dels casos de cancer relacionats amb HPV [270, 271], és per aixd0 que els clinics
recomanen la vacuna contra HPV dels subtipus 16, 18, 7 i 11 entre els pacients FA.
La freqliencia de HNSCC en el pacients FA és comparativament més elevada que en
la poblacio general [1, 272-274]. Fins i tot després del trasplantament de medul-la
ossia, els pacients FA presenten una alta incidéncia de HNSCC, segurament degut a
defectes en la reparacié del dany al DNA i el conseqient augment de la inestabilitat
genomica en les cél-lules epitelials de cap i coll. Park i col-laboradors suggereixen
que la via de senyalitzacié de FA contribueix en la reparacié del dany al DNA
provocat per HPV16 E7, la qual cosa podria donar una explicaci6 de perqué els
pacients FA estan predisposats a HPV associat a HNSCCs [243].

HPV16 codifica per tres oncogens, E5, E6 i E7. Entre E6 i E7, HPV16 E7 té un
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millor potencial de causar cancer de cap i coll en els models animals [275] amb la
contribucié d’E6 en I'augment d’incidéncia amb combinacié amb E7 [276].

La unié entre HPVs i SCC dels pacients FA és interessant pel que fa a I'ambit
de la clinica i la recerca. En estudis previs de pacients FA s’observen discrepancies
entre la hipotética relacié entre el desenvolupament d’aquests cancers i I’expressio
dels oncogens [277, 278]. Alguns investigadors han demostrat correlacions més
clares entre I'activitat oncogenica de HPVs i la deficiéncia en la via de senyalitzacid
de FA in vitro [279, 280]. Segons |'acumulacié de diferents estudis s’ha hipotetitzat
que la via de senyalitzacié6 de FA reprimeix l'activitat oncogénica de HPV16 E7
[243].

Tenint en compte els diferents resultats publicats referents a I'oncoproteina
E7 i a la implicacié d’aquesta en el HPV i el HNSCC en els pacients FA, podem
suggerir que E6TP1 també podria tenir una implicacié en I'augment substancial de
HNSCC entre els pacients FA. Els resultats del Y2H suggereixen una nova interaccio
per part de E6TP1, en concret, interacciona amb BRCA2. BRCA2 esta involucrat de
manera directa amb la reparacié del dany al DNA. Per tant, suggerim que E6TP1
podria ajudar en la comprensié de la relacido entre I'augment de HNSCCs en els
pacients FA i la reparacié ineficient que pateixen els pacients FA. Actualment
aquests resultats no han pogut ser validats. Tot i aixi, a partir dels estudis realitzats
per altres grups, podriem suggerir la realitzacid de diferents estudis per tal de
comprovar la seva possible implicacié en el desenvolupament de HNSCC i contribuir
d’aqusta manera a una major comprensio de la via de senyalitzacié de FA i la seva
relacio amb el HPV. Addicionalment, també s’hauria d’investigar la seva relacié amb
la HR i la susceptibilitat al cancer de mama, ja que la regid d’interacci6 de BRCA2
amb E6TP1 és la mateixa regié d’interacci6 que amb DSS1. Aquesta regidé de
BRCA2 és una zona en la que s’han descrit varies mutacions relacionades amb el
risc a BrCa. Es per aquest motiu, que calen futures investigacions per confirmar la
interacciod i el seu possible paper en la reparacié dels DSB per HR i com a possible

gen de contribucié al desenvolupament de HNSCC entre els pacients FA.
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Conclusions

Identificacid6 de 25 noves interaccions segons criteris tecnics i biologics
mitjancant el sistema del Y2H, les quals poden contribuir a una major

comprensié de la via de senyalitzacié FA/BrCa.

Validaci6 de quatre d‘aquestes 25 noves interaccions: CHEK2-NFKBI1,
PALB2-MRG15, TOP3A-TSNAX, USP1-KPNA1, les quals s’han vist

involucrades en processos de reparacié del dany al DNA.

MRG15 interacciona per l'extrem N-terminal amb PALB2. MRG15 esta
involucrat en la reparacio dels DSB a través de la relacid entre BRCA2,
PALB2, RAD51 i RPA1. Aquestes evidéncies es veuen reforgades en altres

models animals com en ratolins i C.elegans.

MRGX necessita la regi6 HLH per interaccionar amb PALB2. No presenta

fenotips sensibles a la IR.

MORF4L1/MRG15 no és un nou gen FA. Els pacients FA amb mutacié
desconeguda no presenten una reduccié proteica de MRG15, com tampoc

mutacions en el seu gen MORF4L1.

No s’observen mutacions del gen MORF4L1 en la série de 300 pacients amb

agregacio familiar tipus “"BRCAX”".

No hi ha una associacid significativa entre els SNPs (rs7164529 i
rs10519219) en el locus de MORF4L1 i el risc a BrCa segons les series de
9.573 portadors de mutacions BRCA1/2. Perd si algunes evidéncies
d’associacié amb el risc a BrCa pels portadors de mutacions BRCAZ2 per I'SNP

rs10519219, suggerint la necessitat de series més grans.
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