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Resum

La transformacié neoplasica succeeix per I'acumulacié consecutiva d'alte-
racions genétiques i epigenétiques que confereixen a les cellules on ocor-
ren avantatges selectius sobre les seves germanes, cosa que condueix al
tumor per seleccié clonal i evolucié. Aquest treball pretén facilitar una vi-
si6 general de diverses técniques de diagnostic d'alteracions genétiques i
epigenétiques comunament utilitzades en I'estudi molecular dels cancers
humans en I'ambit de la investigacio basica, algunes de les quals s'estan
aplicant actualment o estan properes a implementar-se en l'entorn cli-
nic. Entre les técniques de deteccié d'alteracions genetiques descriurem
aquelles que identifiquen alteracions cromosomiques i mutacions puntu-
als. | entre els metodes de deteccié d'alteracions epigenéetiques descriu-
rem aquells dedicats als canvis somatics de metilacié en el DNA.

Paraules clau: cancer, diagnostic molecular, mutacié, técnica, seqlien-
ciacio.

Introduccio. Alteracions somatiques en cancer

El cancer comprén un conjunt molt divers de malalties caracteritza-
des pel creixement anormal i incontrolat de les céllules d’un determi-
nat teixit, que arriba en altima instancia a envair i colonitzar altres
teixits i organs. La transformacié d’una cellula normal en una céHula
cancerosa (carcinogenesi) és un procés seqiiencial d’acumulaci6 d’al-
teracions genetiques i epigenétiques que confereix a les celules can-
ceroses la capacitat de divisié cellular sense restriccions mitjangant
l'activaci6 continua dels senyals de divisio, la perdua de resposta als
senyals d’arrest del cicle cellular i I'evasié dels mecanismes de con-
trol que, en circumstancies normals, condueixen a la mort cellular
programada (apoptosi). Algunes mutacions afavoreixen que les cel-
lules canceroses siguin capaces d’induir la formacié de nous vasos
sanguinis que aporten nutrients al tumor (angiogenesi) i d’envair els
teixits circumdants i colonitzar altres organs (Hanahan et al., 2000,
2011). Les alteracions en el DNA poden produir-se per I'accié d’agents
externs (carcinogens) o interns, per la inestabilitat intrinseca del ge-
noma, o durant la replicaci6 cellular que, malgrat els complexos me-
canismes de reparacié del DNA, és inherentment mutagenica. Fins
i tot procedint d’un mateix teixit, els cancers presenten una enorme
variabilitat molecular que en reflecteix la complexa etiologia i és de-
terminant en el pronostic i la resposta al tractament. En les ultimes
decades, s’han fet importants esforgos per catalogar els tumors ja no
solament pel teixit d’origen i les seves caracteristiques clinicopato-
logiques, que han estat els criteris classics durant molts anys, sind
aplicant els més recents descobriments i tecnologies per fer una clas-
sificacié molecular.
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Summary

Neoplastic transformation is caused by the consecutive accumulation
of genetic and epigenetic alterations providing selective growth advan-
tages to cancer cells, ultimately leading to tumor development by clonal
selection and evolution. This study aims to provide an overview of several
epigenetic and genetic alteration diagnostic techniques commonly used
in basic research in the molecular study of human cancers, some of which
are currently implemented or are close to implementation in the clinical
setting. Among the techniques for detecting genetic alterations we de-
scribe those that identify chromosomic alterations and point mutations.
Among the methods of detecting epigenetic alterations we describe
those that deal with somatic changes in DNA methylation.

Keywords: cancer, molecular diagnostics, mutation, techniques, se-
quencing.

Alteracions cromosomiques

Les primeres observacions de I'existéncia d’'un nombre anomal de
cromosomes (aneuploidia) en cellules tumorals es remunten a prin-
cipis del segle passat. Arran d’aquestes observacions, 'aneuploidia es
va postular com una de les principals causes de la transformacié cel-
lular fins al descobriment en els anys setanta i vuitanta dels primers
oncogens i supressors tumorals (revisat per Holland et al., 2009). Avui
dia, pero, no hi ha un consens definitiu sobre si 'aneuploidia és un
factor que contribueix d’una manera fonamental a la carcinogeénesi
o és merament un efecte secundari conseqiiencia de la perdua de
control durant la mitosi (Li et al., 2000; Pellman, 2007). Posterior-
ment, mitjangant técniques citogenétiques amb més resolucié es va
descobrir que, a més d’aneuploidia, el genoma de les célules tumorals
pateix reorganitzacions cromosomiques més complexes, incloent-hi
duplicacions, delecions, inversions i translocacions. Totes aquestes
alteracions s6n de gran importancia perqué poden alterar els nivells
normals d’expressié genica (Beroukhim et al., 2010). Com a exemples
paradigmatics es troben 'oncogen MYC, localitzat en el cromosoma
8q i freqilentment amplificat en els cancers de pulmo, colorectals,
gastrics, de mama i d’uter, el supressor tumoral APC, localitzat en
una regi6 del cromosoma 5q freqiientment delecionada en tumors
colorectals (Bodmer et al., 1989), o les freqiients translocacions que
ocorren en la majoria de les leucémies, i que tenen utilitat prognostica
i de resposta al tractament (Mitelman et al., 1990; Braekeleer et al.,
2014). Per aixo, la deteccié d’alteracions que afecten el nombre i I’es-
tructura dels cromosomes és fonamental en els estudis de diagnostic
i classificacié molecular del cancer.
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4 Figura 1. Esquerra: analisi del nombre de copies en el cromosoma 8

en un cas de cancer colorectal de la nostra colleccié mitjangant aCGH.
Cada creu representa una sonda. L'escala indica el nombre de copies en el
tumor respecte a la mostra normal, en escala logaritmica en base 2. Aixi, el
0 indica no-alteraci, I'1 la duplicacié del nombre de copies (4n),iel -1 la
pérdua d’un allel. En vermell, les sondes amb valors més petits que 0, i en
blau aquelles amb valors superiors a 0. Cal notar que la pérdua del 8p no
arriba, de mitjana, a un valor de -1, cosa que indica la preséncia de celules
sense l'alteracié (molt probablement célules no tumorals). En aquest cas,
la interpretacio és la perdua del bra¢ cromosomic 8p i guany de 8q en la
mostra tumoral. Dreta: resultats representatius de I'analisi d'alteracions en
el nombre de copies utilitzant xips SNP (figura obtinguda de http://cancer.
sanger.ac.uk/). Al panell superior es mostren el nombre de copies (sondes
en gris, i el valor mitja en linia blau fosc) i la freqliéncia mitjana dels allels
menors (en blau clar), que s'obté de I'analisi de la frequiéncia alélica (panell
inferior). Aixi, I'absencia d’heterozigosi en cap dels locus al llarg d'una regié
(linies vermelles en el panell inferior) indica la perdua d’un allel, que en
alguns casos pot anar acompanyada de la duplicacié de I'altre allel i generar
un copy neutral LOH (fletxes taronges) indetectable mitjancant aCGH.
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Durant molts anys, les deteccié d’anomalies cromosomiques es
va fer mitjangant técniques citogenétiques classiques, com per exem-
ple tincions cromosomiques i observacié mitjangant microscopia. Més
endavant, la hibridacié in situ amb fluorescencia (FISH) va millorar la
resolucio per detectar anomalies complexes (Langer-Safer et al., 1982) i
va establir les bases per al desenvolupament de la hibridacié genomica
comparativa (CGH), en la qual dues mostres es marquen amb diferents
fluorofors i s’hibriden sobre preparacions de célules en metafase, cosa
que permet identificar variacions en el nombre de copies entre les dues
mostres (Kallioniemi et al., 1992). La tecnica CGH es va adaptar poste-
riorment a plataformes de microxips (aCGH), cosa que evita les labo-
rioses preparacions metafasiques i facilita 'automatitzacié del procés
(Lucito et al., 2003). Les plataformes aCGH, i més recentment els xips
de SNP, sén les tecnologies més habituals per a I'analisi d’alteracions en
el nombre de copies cromosomiques.

D’altra banda, poc després de la invenci6 de la tecnica de reaccié en
cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al., 1986), es van publicar dos
metodes, AP-PCR i RAPDS (Welsh et al., 1990; Williams et al., 1990),
que mitjangant 'amplificacié de seqiiéncies aleatories generaven «em-
premtes» genetiques o fingerprints caracteristiques de cada individu,
poblacid o espécie, per la qual cosa van ser molt populars en estudis
filogenetics. A més, la comparacié de la intensitat de les bandes dels
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fingerprints obtinguts dels tumors i les
mostres normals permetien la detec-
ci6 de guanys i perdues en el nombre
de copies (Peinado et al., 1992). Aques-
tes técniques van ser molt utilitzades
en l'estudi d’alteracions en el nombre
de copies en diversos tipus de cancer
- (revisat per Samuelsson et al., 2010).

LT’AP-PCR va ser, a més, crucial en el

| | descobriment del fenotip mutador de

microsatellits en posar de manifest

! laltissima freqiiencia de microdele-

cions en seqiiéncies repetides en un

subgrup de cancers colorectals (Ionov
etal., 1993).

aCGH. Els xips de CGH es basen en
el mateix principi que la tecnica CGH: la comparaci6 de la intensitat
relativa entre dos genomes marcats independentment amb diferents
fluorofors (Kallioniemi, et al., 1992). La diferéncia és que en comptes de
fer la hibridacié sobre preparacions de cellules en metafase es fa sobre
un xip que conté sondes clonades en vectors o oligonucleotids sintetics.
Després de la hibridacio, els xips s’escanegen amb cameres de molt alta
resoluci6 i la proporci6 relativa de la intensitat de senyal d’emissio de
cada flurofor en cada sonda del xip permet determinar diferéncies en-
tre les dues mostres en el nombre de copies en aquest locus (vegeu la
figura 1). Les plataformes d’'aCGH han assolit resolucions del voltant
d’un milié de sondes, cosa que representa una mitjana d’'una sonda per
cada 2 kb del genoma. Els aCGH que s’utilitzen avui dia als laborato-
ris clinics permeten la deteccié d’alteracions d’unes poques desenes de
quilobases (Miller et al., 2010). També es poden utilitzar custom-arrays,
que interroguen només una fraccié del genoma pero a molta més reso-
lucid, i permeten detectar alteracions més petites, com les que afecten
un sol ex6 (Boone et al., 2010). La robustesa, relativa senzillesa, I’auto-
matitzaci6 del procés i preu contingut d’aquesta tecnologia, aixi com la
profusi6 d’eines d’analisi tant comercials com de lliure accés (Lin et al.,
2009), ha afavorit que 'aCGH sigui avui dia una de les eines habituals
en I’ambit clinic per al diagnostic, classificacio i pronostic en diferents
tipus de cancer (Shinawi et al., 2008).

Xips SNP. Encara que inicialment dissenyats per a la identificacié de
polimorfismes (single nucleotide polymorphisms, SNP), els xips SNP
permeten a més detectar alteracions en el nombre de copies. En generar
informacié sobre el nombre de copies de cada allel en heterozigosi, els
xips SNP permeten detectar un fenomen indetectable per als aCGH:
la perdua d’heterozigositat (loss of heterozygosity, LOH) que no afecta
el nombre total de copies cromosomiques (copy neutral LOH, vegeu la
figura 1) (Leeuw et al., 2011). Aquest fenomen, freqiient en cancers san-
guinis, es produeix quan la perdua d’una regié genomica en un allel es
compensa per la duplicaci6é de I'allel complementari (Langdon et al.,
2006), i exposa el fenotip de les variants germinals i mutacions somati-
ques amplificades encara que aquestes siguin recessives. Les alteracions
copy neutral LOH també poden ser detectades mitjangant técniques
meés senzilles, com PCR multiplex de seqiiencies microsatellit, seguides
d’una analisi informatica especifica (Garcia-Linares et al., 2012). Mal-
grat 'avantatge que suposa la seva capacitat per detectar copy neutral
LOH, els xips SNP no son tan efectius com els aCGH per detectar alte-
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racions que afecten regions petites del genoma. No obstant aixo, aquesta
limitacio es veu compensada pel fet que aquests xips donen informacio
sobre el nombre de copies i simultaniament el genotip del pacient, cosa
que permet explorar possibles factors de risc (Boyd et al., 2009). Una
opci6 nova i eficag per combinar les dues aproximacions son els xips
mixtos aCGH-SNP, alguns dels quals estan comercialitzats perd encara
pendents de 'aprovaci6 en diagnosi clinica (Wiszniewska et al., 2014).

Mutacions puntuals
A més d’alteracions cromosomiques, el genoma de les céllules cance-
roses presenta un alt nombre de mutacions puntuals, cadascuna de les
quals afecta un o uns pocs nucleotids. La freqiiéncia mutacional varia
dramaticament entre diferents tipus de cancer (Lawrence et al., 2013).
Els cancers primordialment infantils, com els tumors rabdoides renals
i els sarcomes d’Ewing, tenen una freqiiencia mutacional molt baixa,
generalment inferior a una mutaci6é somatica per megabase, mentre que
els cancers adults en teixits exposats als efectes deleteris dels carcino-
gens, per exemple els melanomes o els cancers de pulmd, en molts casos
superen les cent mutacions per megabase. Totes les cellules de 'organis-
me acumulen mutacions amb una taxa que depen de la seva freqiién-
cia replicativa, de l'eficacia dels mecanismes de reparacié del DNA en
aquest tipus cellular, i de I'exposici6 a agents carcinogens. En els can-
cers de I'edat adulta, la majoria de les mutacions reflecteixen 'acumula-
ci6 de dany genetic patit per les céllules mare préviament a l'expansio
clonal i no contribueixen necessariament a la carcinogénesi. La rad per
la qual les mutacions anteriors a la carcinogenesi es detecten facilment
en un tumor i no en el teixit circumdant és la clonalitat de les cellules
tumorals (originaries d’una tnica céllula) (Nowell, 1976). En el teixit
normal, pero, les mutacions es troben diluides a causa de I’heterogene-
itat intratissular, ja que moltes céllules mare (amb diferents espectres
mutacionals) contribueixen a la poblacié cellular de cada teixit. Els gens
mutats poden veure alterada la seva funcid, regulacio o els seus nivells
d’expressid. Tradicionalment, els gens associats al cancer s’han catalo-
gat en oncogens —aquells en que I'activacid o sobreexpressi6 afavoreix
la carcinogenesi— i en gens supressors tumorals, que inhibeixen la tu-
morigenesi. Mentre que I'activacié d’un oncogen freqiientment reque-
reix només un esdeveniment mutacional (activacié monoallélica), els
supressors tumorals, com a norma general, requereixen una inactivacié
biallelica perqué la seva funcid sigui completament anullada (Knudson,
1971). El perfil mutacional dels tumors permet, en certs cancers, deter-
minar el pronostic i resposta al tractament (Ince et al., 2002; Arteaga,
2006; Hendifar et al., 2014), i en conseqiiéncia s’utilitzen cada vegada
més habitualment com a biomarcadors en la
classificacié diagnostica dels tumors.

Molts dels metodes actuals per a la de- Normal

tecci6 de mutacions puntuals es basen en = * |
P’amplificacié mitjangant PCR de la seqiién- '
cia estudiada. Revisions anteriors van resu-
mir aquests metodes de deteccid pre- i im-
mediatament post-PCR (Winter ef al., 1985;
Almoguera et al., 1989; Perucho, 1994). Fa
uns anys, quan la seqiienciacié era encara
costosa, era freqiient analitzar mutacions
mitjangant la digestié del producte de PCR N 1 {,
amb enzims de restriccié (restriction frag- '\ [\ |||/} |/
ment length polymorphism, o RFLP). Si la —
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restriccid, es generen fragments de diferent longitud que es poden re-
soldre mitjangant electroforesi. No obstant aixo, amb la proliferacié i
I’abaratiment dels aparells i reactius per a la seqiienciacié de DNA, els
termocicladors equipats amb deteccié de fluorescéncia en temps real
(real time PCR) i, més recentment, les plataformes per a seqiienciaci6
massiva en parallel, la majoria dels investigadors i laboratoris clinics
opten per algun d’aquests métodes per detectar mutacions en les mos-
tres tumorals.

Sequenciacié Sanger. El meétode desenvolupat per F. Sanger, S.
Nicklen i A. R. Coulson per seqiienciar DNA mitjangant la incorpora-
ci6 de didesoxinucleotids terminadors de cadena (Sanger et al., 1977) va
suposar una revolucié en la biologia molecular. Aquest métode ha estat
el més utilitzat durant més de vint anys, i encara avui s’utilitza de mane-
rarutinaria per a la validacié de mutacions identificades amb altres me-
todes. La modificacié d’aquest metode substituint el marcatge radiactiu
per molecules fluorescents (Smith et al., 1986) va permetre combinar
Pelectroforesi i la deteccid en un sol aparell dotat d’un lector de fluo-
rescéncia (vegeu la figura 2). Els primers seqiienciadors automatitzats
comercials (AB370 d’Applied Biosystems, 1987) utilitzaven el metode
Sanger en gels verticals, cosa que limitava la quantitat de mostres que
podien analitzar per dia. Els gels verticals van ser posteriorment subs-
tituits per electroforesi en capillars (Kasper et al., 1988), que podien
installar-se en grups de fins a noranta-sis capillars, cosa que facilita-
va i accelerava tremendament el procés de seqiienciacié (Huang et al.,

I R R I R R R I I A I I R R A N I I I AT Y

+ Figura 2. Deteccié de la mutacié oncogenica G>A en el codé 13 del gen
KRAS en un cancer colorectal mitjangant seqlienciacié Sanger (esquerra),
high-resolution melting (centre) i mitjancant next generation sequencing
(dreta). En I'allel normal, el codé 13 (GGT) codifica un residu de glicina

(G), mentre que en I'allel mutant (GAC) codifica un aspartat. En el métode
Sanger, la mutacio és detectada com la superposicié de dos pics (G/A). En

el HRM, a causa de la formacié de molécules heteroduplex, la corba de
desnaturalitzacié dels mutants heterozigots (panell superior, linies verdes,
G/A) és facilment diferenciable de la de I'allel normal (linia blava, G/G) i d’'una
molecula control amb la mutaci6 (linia vermella, A/A), especialment després
de normalitzar la fluorescéncia i la temperatura i calcular la diferencia amb la
corba control (panell inferior). En la sequienciacié NGS, la regi6 és analitzada
per més de seixanta seqliencies en el normal (panell superior) i en el tumor
(panell inferior). En vermell clar, les seqliencies en direccié forward i en blau
aquelles en direccio reversal. En el tumor s'identifica la mutacié per I'aparicio
de sequiéncies amb una timina en comptes d’una citosina, que corresponen
a la substitucié G>A en la cadena codificant que, en aquest grafic, es troba a
la cadena inferior.
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1992). Aquesta generaci6 de seqiienciadors es van emprar en els primers
projectes de seqiienciacié del genoma huma (Lander et al., 2001; Venter
et al., 2001). Encara que avui dia disposem de técniques amb una capa-
citat de seqiienciacié moltissim més elevada, els seqiienciadors capil-
lars segueixen sent el meétode més utilitzat per identificar mutacions en
I’ambit académic en projectes d’una escala reduida, i també per validar
les dades obtingudes amb altres plataformes. En I’entorn clinic també
son ampliament utilitzats per la seva robustesa, preu, facilitat d’s i per
la senzillesa de I'analisi dels resultats obtinguts.

Determinacioé de mutacions mitjang¢ant high-resolution melt-
ing (HRM). Una alternativa a la seqiienciacio és la determinacié de la
temperatura de desnaturalitzacié dels productes de PCR, mitjangant
el que sanomena high-resolution melting (HRM) (Wittwer et al., 1997;
Wittwer, 2009). La temperatura de desnaturalitzacié (Tm) d’una mole-
cula de DNA depén principalment de la seva longitud i del seu contingut
G+C. Per tant, les mutacions que modifiquen aquests parametres poden
afectar la Tm. Per estudiar la preséncia de mutacions mitjangant HRM
sempra una molecula intercalant fluorescent, la intensitat d’emissié de
la qual varia en funcid de si esta intercalada o no. Aixi, quan el DNA
es desnaturalitza, la molecula intercalant s’allibera i sobserva una per-
dua de la intensitat de fluorescéncia. Inicialment, la resolucié d’aquesta
técnica no permetia detectar canvis tan subtils com la substitucié d’'un
sol nucleotid, pero millores posteriors en els fluorofors intercalants em-
prats van augmentar molt el poder de discriminacié (Wittwer et al.,
2003). El procediment habitual de HRM es fa en un termociclador amb
un lector de fluorescéncia (real-time PCR). Primer es procedeix a 'am-

+ Figura 3. Esquerra: metilacié d'un locus genomic mitjangant sequienciacio
per bisulfit. Cada linia horitzontal representa la seqtiéncia d'un clon
individual. Els cercles blancs indiquen els llocs CpG desmetilats, i els negres
els CpG metilats. A la part superior, una mostra completament desmetilada
(teixit normal clonic). Al mig, una mostra tumoral amb metilacié biallelica, i a
la part inferior una mostra amb metilacio bialléelica (o metilacié monoallélica
acompanyada de pérdua de I'allel no metilat). Dreta: resultats representatius
de la classificacié sense supervisio obtinguda mitjangant I'analisi de la
metilacié de quaranta mostres tumorals (en vermell) i trenta-vuit mostres no
tumorals (en verd) de pacients amb cancer colorectal, utilitzant xips lllumina
HumanMethylation450. Cada fila representa una sonda que interroga un
lloc CpG unic en el genoma. Només es mostren les mil sondes més variables
i que interroguen llocs CpG autosomics. En gradacio creixent de blau a groc
s'indica el nivell de metilacio (de no metilat a completament metilat).
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plificacié mitjangant PCR de la seqiiéncia a estudiar, immediatament
seguida d’una desnaturalitzacié amb monitoratge continu de la fluo-
rescéncia emesa, de la qual es deriven les corbes de desnaturalitzacio.
En preséncia de dos tipus de molécules, com és el cas de les mutacions
en heterozigosi en la qual hi ha un allel mutant i un altre de natural
(wild type), la PCR genera tres productes diferents: el producte mutant,
el natural i productes hibrids denominats heterodiiplex (una cadena de
la molécula és mutant i I'altra natural). Aquesta heterogeneitat produeix
una corba de desnaturalitzacié complexa en la qual no es pot determi-
nar amb precisié una Tm unica. En aquests casos és habitual comparar
les diferéncies en les corbes de desnaturalitzacié després de normalit-
zar tant la fluorescencia com el rang de temperatures, en comptes de
comparar directament les Tm (vegeu la figura 2). Per la seva senzillesa,
rapidesa i cost limitat, la tecnica HRM és molt util en I'entorn clinic per
ala deteccié de mutacions conegudes (Erali et al., 2008).

Sequenciacid massiva en parallel. La seqiienciacié massiva en pa-
rallel, també anomenada next-generation sequencing (NGS), compren
diverses tecnologies que s’han desenvolupat més o menys al mateix
temps i que permeten la seqiienciacié simultania de centenars de milers,
fins i tot milions, de fragments curts de DNA. Hi ha quatre tecnologies
principals que s’han disputat el mercat durant els ltims anys: Solexa
(Illumina), 454 (Roche), Ton Torrent i SOLiD (Applied Biosystems). Hi
ha abundant literatura que compara els avantatges i limitacions de ca-
dascuna d’aquestes plataformes, de manera que en aquest treball només
citarem unes revisions que considerem molt informatives per proveir
una descripcié més detallada del seu funcionament (Mardis, 2008; An-
sorge, 2009; Fox et al., 2009). Independentment de la tecnologia em-
prada, I'analisi de I'enorme volum de les dades generades exigeix una
alta capacitat computacional. Paradoxalment, s’ha passat d’'una épo-
ca en que el pas limitant de la investigacié era la generacié de dades
a una en qué aquest es troba en I'analisi (Koboldt et al., 2010). Gene-
ralment, I'analisi s’inicia amb un pas de filtratge en el qual s’eliminen
les seqiiencies de baixa qualitat i els artefactes generats pels processos
d’amplificaci6 i seqiienciacié. Posteriorment, aquestes seqiiencies es
mapen sobre una seqiiéncia referencia, que pot ser el genoma complet
o una fraccié d’aquest. Després del mapatge, les variacions trobades es
classifiquen en germinals —aquelles presents en la mostra normal i en
la tumoral— i mutacions somatiques, exclusives de la mostra tumoral.
Molt recentment, cientifics de Barcelona han desenvolupat una nova
aproximacié computacional que no requereix mapar les seqiiéncies so-
bre una referéncia, cosa que representa un enorme avang en facilitar
la detecci6 de mutacions que, per
la seva complexitat, sén dificils
o impossibles de mapar mit-
jangant les técniques habituals
(Moncunill et al., 2014).

Una de les aplicacions més
esteses de la NGS és la deteccio
de mutacions i variants germi-
nals mitjancant la seqiienciaci6
d’exomes, és a dir, les regions
genomiques corresponents a
les seqiiencies codificants dels
gens. Els fragments genomics

corresponents als exomes es
capturen mitjangant hibridaci6
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amb seqiiéncies sintétiques complementaries a tots
els exons del genoma huma. La captura es fa habitu-
alment mitjangant hibridacié sobre xips (Choi et al.,
2009) o en solucié utilitzant sondes marcades amb
biotina que es poden aillar mitjancant estreptavidi-
na (Mamanova et al., 2010). Aquesta captura redu-
eix la regio a seqiienciar (coverage) a unes 30-60 Mb
per mostra, en comptes de les 3.200 Mb del genoma
complet. Aquesta reducci6é permet augmentar molt la
profunditat de lectura (depth), és a dir, el nombre de
lectures per cada base, facilita el processament i se-
quienciaci6 simultania de diverses mostres i abarateix
aixi els costos tant de la seqiienciacié com de I’analisi
posterior. La seqiienciaci6 d’exomes irremeiablement
ignora aquelles mutacions en regions no codificants,
pero moltes, si no la majoria, de les mutacions causals
s’esperen trobar a les regions codificants. A més, és
generalment més senzill inferir I'efecte de les muta-

2001 2002 2003 2004

cions en seqiiencies codificants que en seqiiéncies no
codificants. Pel seu equilibri entre cost i poténcia, la
seqiienciacié d’exomes és molt habitual avui dia en
I’ambit académic per definir el perfil mutacional dels cancers i, a poc a
poc, s’esta obrint pas en ’ambit clinic.

Lespectacular descens dels costos de seqiienciacié (vegeu la figu-
ra 4) ha promogut que molts equips d’investigacio es decideixin per la
seqiienciacié de genomes complets, una cosa que fins fa només uns anys
era absolutament prohibitiva. Lavantatge fonamental de la seqiienci-
acié del genoma complet és evident: sobté una visié6 completa de les
alteracions somatiques, tant les cromosomiques com les puntuals, al
llarg de tot el genoma. A causa de I'abaratiment d’aquesta tecnologia i
la possible entrada al mercat de tecnologies fins i tot més poderoses és
molt probable que la seqiienciacié de genomes complets s’'imposara en
un futur proper com la técnica d’eleccié no només per a I'analisi muta-
cional en cancers, siné fins i tot com a alternativa als xips per a la deter-
minacié del genotip dels pacients de manera rutinaria. Avui dia, pero,
P’analisi bioinformatica suposa un important cost en temps i recursos
i possiblement es necessitaran noves aproximacions computacionals
per millorar i estandarditzar 'analisi abans de ’aplicacio rutinaria en
I’ambit clinic.

Alteracions epigenétiques

Les celules canceroses exhibeixen perfils epigenétics anormals que
afecten els patrons d’expressié génica i, en alguns casos, I’estabilitat
mateixa del genoma (Jones et al., 2002). Entre les modificacions epige-
netiques que s’han estudiat amb més profunditat destaquen les altera-
cions en els patrons de metilcitosina en el DNA, associats a canvis en
Pestat de compactacio i accessibilitat de la cromatina. En la majoria dels
genomes dels vertebrats les citosines poden metilar-se per accié d’en-
zims nuclears denominats DNA-metiltransferases (DNMT), formant
5-metilcitosina. En vertebrats, la metilacio de citosines esta restringida
gairebé exclusivament als llocs CpG (un nucleotid de citosina seguit de
guanina), que estan infrarepresentats en el genoma dels vertebrats a
causa de la inestabilitat intrinseca de la metilcitosina que muta a timina
fixant una mutacié C>T (Russell et al., 1976; Bird, 1980). Hi ha regi-
ons en el DNA anomenades illes CpG (CGI), d’uns 200-1.000 pb i amb
meés proporci6 de CpG (Gardiner-Garden et al., 1987), generalment as-
sociades a seqiiéncies repetitives amb alt contingut en G+C, aixi com
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4 Figura 4. Disminucio del cost de la seqiienciacio d'un genoma

huma en els darrers quinze anys (figura obtinguda del National Human
Genome Research Institute, www.genome.gov). Després de la finalitzacié
del projecte de sequienciacio del genoma huma (2001), el cost de
sequenciacioé seguia aproximadament la llei de Moore, inicialment
postulada per predir el descens exponencial del cost de computaci, i que
s’ha emprat per determinar la reduccié en el cost d'altres tecnologies. La
implementacio dels seqiienciadors de nova generacié (NGS) el 2007 va
suposar una enorme reduccié en el cost. Es preveu que, amb la probable
irrupcié de noves tecnologies, en els propers anys el cost de seqlienciar
un genoma complet sigui significativament de menys de mil dolars.

D I I T R R R R I I I I I I A S A P A Y

en la regié promotora d’aproximadament el 60-70 % dels gens humans
(Illingworth et al., 2009). En general, la metilacié de les CGI en pro-
motors génics s’associa al seu silenciament transcripcional. A principis
dels anys vuitanta es va descobrir que el genoma de les céHules cance-
roses estava hipometilat (Diala et al., 1982; Feinberg et al., 1983). La
hipometilacié genomica reflecteix majoritariament la desmetilacié de
seqiiencies repetitives, que representen més del 50 % del genoma huma,
i en menys mesura la desmetilacié de les regions no promotores dels
gens (gene bodies). Encara que s’ha descrit que la hipometilacié d’al-
guns oncogens esta associada a la seva sobreexpressié (Feinberg et al.,
1983; Vachtenheim et al., 1994), avui dia es creu que 'efecte més impor-
tant de la hipometilacié del DNA en cancer és la reactivacié de 'expres-
si6 de retrotransposons (Bestor ef al., 1996) i 'augment d’inestabilitat
genomica (Ehrlich, 2002). Posteriorment, es va descobrir que alguns
tumors presentaven, a més, hipermetilaci6 localitzada en les regions
promotores de certs gens implicats en la tumorigeénesi i el desenvolu-
pament tumoral (Greger et al., 1989, 1994; Herman et al., 1994, 1995;
Gonzalez-Zulueta et al., 1995). Aquests descobriments van iniciar una
veritable revolucio en el camp de la genetica del cancer, en demostrar
que molts gens supressors tumorals resultaven inactivats no solament
per mutacions genétiques, sind per alteracions en la metilacié del DNA
(revisat per Esteller, 2002). Un exemple paradigmatic d’aquest fenomen
és, sens dubte, la hipermetilacié del gen MLHI, que és el principal cau-
sant dels cancers colorectals esporadics amb el fenotip mutador (Kane
et al., 1997). Lepigenetica ha obert un nou front en la batalla contra el
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cancer, basat en el disseny i aplicacié de medicaments dirigits a revertir
la metilaci6 dels supressors tumorals o, en alguns casos, a explotar les
conseqiiencies dels canvis epigenetics (Yoo et al., 2006).

Els canvis en la metilacié del DNA sén possiblement les alteracions
epigenétiques en cancer més estudiades i millor conegudes. Durant els
ultims trenta anys s’han desenvolupat i perfeccionat diversos metodes
per identificar aquest tipus d’alteracions. Molts dels meétodes inicials
es van basar en I’s d’endonucleases de restriccié sensibles a la metila-
cid. No obstant aix0, els métodes actuals més habituals es basen en la
transformacié quimica del DNA mitjangant tractament amb bisulfit,
que modifica les citosines no metilades i deixa intactes les citosines me-
tilades (Frommer et al., 1992; Clark et al., 1994).

Deteccid d'alteracions mitjancant enzims de restriccid sen-
sibles a la metilacio. Una de les primeres aproximacions experimen-
tals per detectar canvis en els patrons de metilacié del DNA va ser I’tis
d’endonucleases de restriccié sensibles a la metilacié. La gran majoria
de les endonucleases de restriccio utilitzades en biologia molecular pro-
venen dels sistemes bacterians de metilacié-restriccié de tipus II, que
combinen una parella d’enzims, una metilasa i una endonucleasa que
reconeixen la mateixa seqiiéncia del DNA. La metilasa actua sobre el
DNA propi després de la sintesi, i protegeix de I’acci6 de I'endonucleasa.
El DNA fora, pero, no té el mateix patré de metilacid i, per tant, que-
da exposat a digesti6é de 'endonucleasa (Wilson, 1991). Aixi, 'estudi de
la mida dels fragments del DNA tractat amb enzims de restriccié que
contenien un o més llocs CpG en la seva seqiiencia de reconeixement
permet identificar llocs CpG metilats en un locus determinat. Poste-
riorment es van desenvolupar diverses técniques que permetien analit-
zar canvis en la metilacié d’un major nombre de locus simultaniament
mitjangant electroforesi unidimensional generant fingerprints, com la
methylation-sensitive arbitrarily primed PCR (MS-AP-PCR), restriction
fingerprinting (MSRF), amplification of inter methylated sites (AIMS)
i methylation sensitive amplification length polymorphism (MS-AFLP),
o mitjan¢ant electroforesi bidimensional, com la restriction landmark
genomic scanning for methylation (RLGS-M) (revisat per Samuelsson
et al., 2010). En general, aquestes técniques han estat desplagades pels
metodes basats en la transformacié del DNA amb bisulfit, molt espe-
cialment els xips de metilacié d’Illumina. No obstant aixo, la tecnica
MS-AFLP ha estat adaptada a plataformes de xips, utilitzant com a son-
des els fragments de MS-AFLP clonats (Yamamoto et al., 2004) o oli-
gonucleotids sintetics (Koizumi et al., 2012). El nostre grup ha utilitzat
aquests xips de metilacio per identificar alteracions epigenetiques en la
mucosa colonica de pacients amb colitis ulcerosa (Koizumi et al., 2012)
i més recentment per investigar la metilacié d’una regio interna del gen
AXIN2 com a biomarcador associat a la ruta de transformacié dels ade-
nomes serrats en carcinomes (Muto et al., 2014).

Captura de DNA metilat. Una altra de les técniques habituals és I’en-
riquiment de DNA metilat mitjangant anticossos que reconeixen direc-
tament la metilcitosina (MeDIP) o dominis d’unié a citosina metilada
(MBD) (Rauch et al., 2006; Jacinto et al., 2008). Conceptualment, les
dues tecniques sén molt similars. Es basen en la captura de la fraccié
del DNA que es troba metilat i 'analisi posterior mitjangant hibridacio
en tiling-microarrays o mitjangant NGS (Down et al., 2008) per detec-
tar regions amb metilacié diferencial (DMR) entre dues o més mos-
tres. Avui dia hi ha multiples productes comercials basats en aquestes
tecnologies. No obstant aixo, cal tenir en compte que els anticossos i
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les proteines amb dominis MBD presenten una afinitat diferent per la
5-metilcitosina, cosa que resulta en diferents biaixos en funcié de la tec-
nica emprada (Nair et al., 2011).

Transformacio del DNA amb bisulfit. La transformacié del DNA
mitjangant tractament amb bisulfit ha facilitat enormement lestu-
di de la metilacié del DNA. Aquest tractament provoca la desaminacio
de les citosines, i les converteix en uracils. La 5-metilcitosina, pero, és
molt més resistent a la transformacié i roman majoritariament inalte-
rada. Després del tractament, el DNA és amplificat mitjangant PCR.
La Taq-polimerasa confon els residus d’uracil amb residus de timina,
per la qual cosa introdueix una adenina com a base complementaria.
D’aquesta manera, les citosines originalment desmetilades, pero no
les metilades, sén substituides per timines en el cicle d’amplificacié
segiient (Frommer et al., 1992; Clark et al., 1994). Encara que és pos-
sible, en general es desaconsella seqiienciar directament el producte
d’amplificacio, i és preferible clonar i seqiienciar clons individuals i
obtenir aixi I’estat de metilacié de molécules individuals (vegeu la fi-
gura 3). Shan desenvolupat molts metodes basats en el tractament del
DNA amb bisulfit (revisat per Jorda et al., 2010). Una opci6é molt uti-
litzada pel seu moderat cost és la digestio del producte d’amplificacio
amb enzims de restriccid, la seqiiencia de reconeixement dels quals
inclou dinucleotids CpG, que sén transformats a TpG a les molécules
originalment desmetilades i generen, per tant, fragments de diferent
longitud (combined bisulfite and restriction analysis, COBRA) (Xiong
et al., 1997). Una altra alternativa econdmica que no requereix seqiien-
ciar és la PCR sensible a metilacié (methylation-sensitive PCR, o MSP),
potser un dels metodes més emprats per investigar I'estat de metilacio
de locus individuals (Herman et al., 1996). Per estudiar una seqiiéncia
mitjangant MSP es dissenyen dues parelles d’encebadors (primers): una
especifica per al producte de transformacié de la seqiiéncia desmetilada
(considerant totes les citosines transformades a uracil), i I’altra parella
reconeix el producte de transformacié de la seqiiéncia metilada (totes
les citosines transformades a uracil, excepte aquelles en llocs CpG).
Tot i que la MSP és molt sensible, és també propensa a generar falsos
positius. Una versié quantitativa de la MSP és el métode MethyLight,
que empra sondes fluorescents per quantificar la proporcié de molécu-
les metilades (o desmetilades) en una mostra (Eads et al., 2000). Altres
opcions menys habituals sén la determinacié de I’estat de metilacié mit-
jana del producte amplificat mitjangant MS-SSCA (methylation-sensiti-
ve single stranded conformation analysis) (Bianco et al., 1999) o HRM
(Worm et al., 2001), la determinacié de I’estat de metilacié d’uns pocs
llocs CpG interns mitjangant PCR d’inhibici6é headloop (Rand et al.,
2005), i la quantificacié de I'estat de metilacié d’un tnic lloc CpG mit-
jangant Ms-SNuPE (Gonzalgo et al., 1997), o de tots els llocs CpG del
producte d’amplificacié mitjangant piroseqiienciacio (Tost ef al., 2003).
Totes aquestes técniques van ser dissenyades per estudiar la metilacio
d’un sol locus i, excepte per a estudis molt especifics o per confirmar les
observacions fetes mitjangant altres metodes, s’han vist relegades per
tecnologies més recents que permeten analitzar diversos locus simul-
taniament.

Microxips basats en el tractament amb bisulfit. Encara que
hi ha diverses plataformes comercials per estudiar la metilacié del
DNA, possiblement la més utilitzada avui dia sén els xips desenvo-
lupats per Illumina. La primera generacié d’aquests xips disposava
d’unes 1.500 sondes basades en la tecnologia GoldenGate (Bibikova et
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al., 2006). Com a exemple practic del poder d’aquesta plataforma per
classificar cancers, el 2011 es va utilitzar per generar mapes epigeno-
mics en més de 1.600 mostres tumorals (Sandoval et al., 2011). Poste-
riorment es va desenvolupar una segona generacié de xips basats en
la tecnologia Infinium. EI primer d’aquests xips, denominat Human-
Methylation27, interrogava uns 27.000 llocs CpG localitzats principal-
ment en promotors génics (Bibikova et al., 2009). Aquests xips conte-
nien sondes anomenades de tipus I, en el qual cada CpG és interrogat
per dues sondes independents, una complementaria a la seqiiéncia des-
metilada i una altra a la seqiiéncia metilada. L'assaig analitza 'exten-
sié de la base que es troba a continuaci6 del lloc CpG interrogat. Aixi,
la intensitat relativa entre els dos tipus de sondes per a cada lloc CpG
permet estimar la proporcié de molécules metilades en aquesta posi-
ci6. Poc després es va comercialitzar el HumanMethylation450, amb
molta més resolucio, en interrogar uns 480.000 llocs CpG (aproxima-
dament I'l,7 % de tots els llocs CpG del genoma), localitzats tant en
regions promotores com en regions intra i intergéniques (vegeu la figu-
ra 3) (Bibikova et al., 2011; Sandoval et al., 2011). Aquesta generaci6 de
xips inclou sondes anomenades de tipus II, en que es dissenya una sola
sonda per a cada lloc CpG i s’analitza la incorporacié d’una citosina o
una timina en el lloc estudiat. Pel seu preu limitat i alta resolucio, els
xips HumanMethylation450 s6n molt emprats per moltissims grups de
recerca, i han estat la plataforma triada per al projecte de I'International
Cancer Genome Consortium (ICGC, https://icgc.org/) per analitzar la
metilacié dels tumors.

Sequienciacio de genomes transformats amb bisulfit. Actual-
ment, la técnica de més resolucid per determinar la metilacié del DNA
és la seqiienciacio completa del genoma després de la transformacio
amb bisulfit (whole genome bisulfite sequencing, o WGBS) (Lister et al.,
2009; revisat per Stirzaker et al., 2014). Aquesta técnica permet la iden-
tificaci6 de I'estat de metilacié de la gran majoria dels llocs CpG geno-
mics, excloent aquells en seqiiéncies repetitives que sempre suposen un
problema per mapar-los. No obstant aix0, aquesta aproximaci6é com-
porta considerables obstacles tecnics. Comparat amb la seqiienciacié de
genomes sense transformar, per a la WGBS es requereix més quantitat
de material inicial a I’hora de generar les biblioteques, ja que una gran
part del DNA és degradat durant el tractament amb bisulfit. Després de
la seqiienciacio, totes les citosines fora de llocs CpG hauran estat subs-
tituides, cosa que redueix la informacio ttil (de quatre bases a tres) per
mapar les seqiiencies obtingudes. D’altra banda, els llocs CpG poden es-
tar metilats o no, cosa que genera una variabilitat per a la qual no estan
dissenyats la majoria dels programes de mapatge de seqiiencies. Les-
trategia més estesa és substituir in silico les citosines per timines (o les
guanines per adenines en funcié de l'orientacio) en totes les seqiiencies
obtingudes i, a continuacid, mapar-les sobre dues versions del genoma
huma, cadascuna generada a partir d’una de les cadenes substituint les
citosines per timines (i llavors les cadenes perden la seva complemen-
tarietat). Després del mapatge, es reposa la informaci6 referent a 'estat
de metilacio dels llocs CpG per a cadascuna de les seqiiéncies. A causa
de I’elevat cost i la complexitat de I’analisi, sobretot si es compara amb
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les plataformes de xips actuals, la WGBS no s’ha estes encara en 'am-
bit académic excepte per a estudis en que s’analitzen un nombre petit
de mostres. S"han desenvolupat alternatives per reduir la complexitat
i el cost, com seqilenciar només una part del genoma (reduced repre-
sentation bisulfite sequencing, RRBS) (Meissner et al., 2005) o millorar
leficiencia de la construccié de les biblioteques mitjangant la fragmen-
tacié del DNA amb la transposasa Tn5 (tagmentation-based WGBS, o
T-WGBS) (Wang et al., 2013).

Recapitulacié i direccions futures
Avui dia disposem de plataformes molt potents per a la classificacio
i caracteritzacid dels cancers en funcié de les seves alteracions geno-
miques i epigenomiques. Algunes d’aquestes plataformes estan encara
restringides a ’ambit academic pero a poc a poc van introduint-se en
la practica clinica per a la diagnosi molecular. La PCR, la seqiienciacio
Sanger i els xips sén probablement les tecnologies més comunes avui dia
per la seva fiabilitat, relativa senzillesa i cost limitat. No obstant aixo,
la seqiienciacié massiva en parallel ha suposat una tremenda revolucid
en el camp, i ha facilitat ’analisi de practicament tots els tipus d’altera-
cions esmentades en aquest treball. Els seus inconvenients actuals sén
elevat cost dels equips i els reactius emprats per a la seqiienciacio, de
manera que I’as d’aquestes tecnologies en I’ambit académic esta restrin-
git a unitats especialitzades de seqiienciacio, publiques o privades. En
qualsevol cas, els costos han disminuit de manera espectacular en els
darrers anys (vegeu la figura 4), i es preveu que amb el desenvolupament
definitiu de 'anomenada seqiienciacio de tercera generacid, amb nous
metodes capagos de generar desenes de milers de seqiiencies de més de
20 kb cadascuna i partir de molécules individuals, els preus baixaran
per sota dels mil dolars per genoma (cent mil vegades menys del que
va costar el primer genoma huma el 2001). D’altra banda, en tractar-se
de tecnologies molt joves que generen una enorme quantitat de dades,
els métodes d’analisi computacional sén complexos i estan en continu
desenvolupament, cosa que en dificulta la implementacié immediata
en ’ambit clinic, en qué la fiabilitat i I'estandarditzacié dels protocols
de diagnostic sén absolutament critics. Malgrat aquestes dificultats, la
implementaci6 clinica de les tecnologies d’analisi molecular, tant les ac-
tuals com les que estan en fase de desenvolupament, és fonamental per
a la futura aplicaci6é d’una medicina de precisio per al cancer, en la qual
se seleccionara la terapia més apropiada per a cada pacient en funcié del
seu genotip i de la informacié genética/epigenetica del cancer que I'afec-
ta (Esplin et al., 2014). No és improbable, a més, que el desenvolupament
de noves tecnologies —avui completament impredictibles— facilitara
encara més I’aplicacio de la informacié genética i epigenética en el di-
agnostic dels pacients, tal com ja ha passat tantes i tantes vegades en
el passat amb la seqiienciacié del DNA, la PCR, els microxips, la NGS,
i un llarguissim etcetera. Parafrasejant Sydney Brenner: «Progress in
science depends on new techniques, new discoveries and new ideas,
probably in that order» (Brenner, 2002).
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