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Introducción 

 

1. Epidemiología del Cáncer de Mama 

Según datos publicados en Globocan 2012*, el cáncer es la segunda causa de 
defunción debido a enfermedades no transmisibles en países desarrollados y la primera 
en países en vías de desarrollo1. De entre los diversos tipos de cáncer que se conocen,  el 
cáncer de mama (CM) se presenta como el segundo cáncer más común en el mundo. En 
2012, se diagnosticaron cerca de 1,7 millones de nuevos casos de CM a nivel mundial, lo 
que representa, aproximadamente, el 12% de todos los nuevos casos de cáncer 
diagnosticados en la población general y el 25% si consideramos sólo la población 
femenina (Globocan, 2012)1. De este modo, se ha convertido en el tipo de cáncer más 
frecuente entre la población femenina, tanto en países desarrollados como en aquellos 
en vías de desarrollo1-3. Además, la prevalencia† y la incidencia‡ del CM están 
aumentando constantemente, principalmente debido al mayor envejecimiento de la 
población1.  

En los últimos años, se ha dado una mejoría sustancial en los programas de 
cribado y en los tratamientos asociados al CM4. Gracias a ello, se ha conseguido reducir 
considerablemente las tasa de mortalidad ligada a este tipo de cáncer a nivel global4, 5. 
Aún así, sigue siendo la primera causa de muerte por cáncer en mujeres de las regiones 
menos desarrolladas (el 14,3% del total) y la segunda causa en mujeres de las regiones 
más desarrolladas (15,4% del total)1.  

En el caso concreto de España, según los datos de la Sociedad Española 
Oncológica Médica (SEOM, 2014), publicados en 2014 (http://www.seom.org), el CM es el 
de mayor incidencia entre la población femenina. Aún así, la incidencia del CM es menor 
que en otros países desarrollados, aunque similar al resto de países de Europa 
Mediterránea. En el 2012, se diagnostican unos 26.000 casos al año, lo que representa 
casi el 30% de todos los tumores diagnosticados en población femenina en nuestro país. 
La mayoría de estos casos se diagnostican entre los 35 y los 80 años, con un máximo 
entre los 45 y los 65 (SEOM, 2014). La tasa de mortalidad en España en el 2012 fue del 
15,5% la más baja de todos los países Europeos1.  Si bien, es la primera causa de muerte 

                                                           

*La Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC), organismo especializado para el cáncer de la Organización Mundial de la 
Salud (OMS), cada cuatro años publica el informe GLOBOCAN (http://globocan.iarc.fr). El último fue publicado en 2012 con los datos oficiales 
más actualizados a nivel mundial sobre incidencia, prevalencia (1,3 y 5 años) y mortalidad para los 28 tipos de cáncer más frecuentes de 184 
países. 

† La prevalencia hace referencia al número de pacientes con cáncer en una determina población, independientemente del momento en que 
fueron diagnosticados. La prevalencia depende de la frecuencia de aparición de la enfermedad (incidencia) y de la letalidad de la misma 
(supervivencia). La prevalencia se suele estudiar a los 5 años, 3 años y 1 año. En este caso se utilizan datos de prevalencia a 5 años. 

‡ La incidencia es el número de casos nuevos de cáncer en un periodo determinado de tiempo, generalmente un año, en un número 
determinado de habitantes. 
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de por cáncer entre mujeres españolas. Además, a prevalencia a 5 años, estima que en el 
2016 el CM constituirá el 40% de los casos diagnosticados en población femenina 
española (SEOM, 2014).  

Factores de riesgo asociados al CM 

El CM es una enfermedad compleja y asociada a diversos factores de riesgo6. Se 
puede diferenciar entre factores de riesgo modificables y no modificables. Por una parte, 
el cáncer es una enfermedad intrínsecamente ligada al envejecimiento7. Por ello, de entre 
los factores de riesgo no modificables, el envejecimiento es uno de los principales. De 
hecho, más del 70% de los casos son diagnosticados en mujeres de más de 50 años7. Por 
otra parte, el CM esté asociado a factores hormonales8. Por ello, variaciones en la 
expresión de estos puede influir en el riesgo a sufrir esta enfermedad. La mayor parte de 
factores de riesgo hormonales están relacionados con antecedentes reproductivos que 
modulan la expresión hormonal a lo lago de la vida. Entre ellos, la edad temprana de 
menarquía8, una menopausia tardía9 o una edad tardía del primer embarazo10 han sido 
asociadas a un incremento de riesgo. Los factores de riesgo modificables serían los que 
están ligados al estilo de vida. Entre ellos destacan, como factores asociados a un 
aumento de riesgo, el consumo excesivo de grasa11, la obesidad 12 o el consumo de 
alcohol, entre otros. Existen otros factores que han demostrado tener un carácter 
protector, como realizar ejercicio de forma regular13.  

No obstante,  siempre que existan antecedentes familiares o personales de CM, 
éstos serán considerados como los factores de riesgo predominantes7, 14. En este sentido, 
datos epidemiológicos mostraron que en mujeres jóvenes diagnosticadas de CM el riesgo 
de desarrollar un segundo CM primario aumenta 4,5 veces respecto a la población sana y, 
además, el riesgo de desarrollar un cáncer de cualquier otro tipo se triplica13. Por otra 
parte, se ha demostrado que mujeres con antecedentes familiares de primer grado tienen 
el doble de riesgo de padecer la enfermedad15.  Como se explicará a continuación, una 
proporción de estos casos familiares están ligados a una predisposición genética 
conocida16, 17. 

2. Histopatología de los tumores de mama. Diferencias entre 
tumores asociados a BRAC1/2 y tumores esporádicos. 

Los tumores de mama se pueden clasificar atendiendo a diferentes 
características, como el tejido de origen, grado de diferenciación de las células tumorales 
o expresión de receptores hormonales o la proteína HER2.  

El cáncer de mama puede comenzar en distintas áreas de la mama: los conductos, 
los lobulillos o, en algunos casos, el tejido intermedio. La mayoría de los tumores de 
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mama son carcinomas, un tipo de cáncer que comienza en las células epiteliales que 
revisten los órganos y tejidos internos.  Los carcinomas pueden ser “in situ” (no 
invasivos), se mantienen en el tejido de origen, o invasivos, cuando se ha propagan hacia 
los tejidos mamarios que lo rodean.  

Figura 1. Anatomía de la mama femenina 

 

Figura 1. Esquema de los diferentes que forman la mama femenina. El CM puede originarse en cualquiera de 
ellos.(Figura extraida de la página web del National Cáncer Intitute (USA) 
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=304766&version=Patient&language=Spanish) 
 

Los carcinomas ductal in situ (CDIS) o invasivo (CDI), son los tipos más comunes de 
CM no invasivo y invasivo, respectivamente. Se originan dentro de los conductos lácteos, 
que transportan la leche desde los lobulillos productores de leche al pezón. El CDI, afecta 
a  alrededor del 80 % de las mujeres con CM invasivo18-20. Se han descrito varios subtipos 
de carcinoma ductal invasivo poco frecuentes, entre ellos, el tubular que representa cerca 
del 1-2 % del total de tumores de mama, el medular, que representa entre el 3-5% o el 
carcinoma mucinoso que representa cerca del 2-3 %21, 22. 

El carcinoma lobular, in situ (CLIS) o invasivo (CLI), es el que se origina en las 
glándulas productoras de leche (lobulillos). El CLI representa el 10% de todos los CM 
detectados, representando el segundo tipo cáncer más común18-20. 

Otro tipos de carcinomas mamarios, poco frecuentes, son: el inflamatorio (CMI) 
que representa alrededor del 1 al 5 %, de los casos de CM,  el papilar invasivo que 
engloba entre 1-2 , entre otros23-25. 

El grado de un tumor es la descripción de éste basada en la morfología de las 
células que lo componen observadas bajo el microscopio. El grado tumoral es indicativo 
de la rapidez con la que éste se propagará. Los tumores se pueden dividir en tres grados 
(I, II y III)26. En general, un tumor de grado I presenta células similares en morfología  y 
comportamiento a las células sanas (crecimiento lento), se denominan tumores bien 
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diferenciados. Los tumores de grado 3 presentan células con morfología anómala y suelen 
ser de rápido crecimiento con mayor probabilidad de propagarse a otros tejidos, se 
denominan tumores indiferenciados. Los tumores de grado II (grado moderado) presenta 
una morfología y comportamiento intermedio y se denominan tumores escasamente 
diferenciados. 

Los tumores de mama también se pueden clasificar en base a la presencia de 
receptores hormonales [estrógenos (ER), o progesterona (PR)] y la sobreexpresión de 
HER227, 28. Los tumores que contienen receptores de estrógeno, son referidos ER-positivos 
mientras que aquéllos que presentan receptores de progesterona se les denomina PR-
positivos. Alrededor de dos de cada tres tumores de mama presentan al menos uno de 
estos receptores. Los tumores que no contienen receptores de estrógeno ni de 
progesterona, se dice que son negativos para receptores hormonales (ER-, PR-). Este tipo 
de tumores es más común en mujeres pre-menopáusicas. En cuanto a la expresión de la 
proteína de crecimiento HER2, los tumores de mama se pueden clasificar entre, HER2 
positivo, los que sobreexpresan HER2 o contienen copias adicionales de este gen, o HER2 
negativo, los que no presentan sobreexpresión de HER2. Aproximadamente, uno de cada 
cinco tumores de mama es HER2 positivos. Si las células tumorales no contienen 
receptores de estrógeno ni de progesterona ni sobreexpresan HER2, se les llama triple 
negativos. En caso que expresen los tres, se denominan triple positivos. 

Diferencias entre tumores asociados a mutaciones germinales en BRAC1/2 y tumores 
esporádicos 

Varios estudios comparativos de tumores asociados a pacientes con mutaciones 
germinales en los genes BRCA1 y/o BRCA2, han demostrado que existen rasgos 
histopatológicos distintivos éstos y los tumores esporádicos. 

Los tumores asociados a BRCA1, suelen presentar alto grado de diferenciación y 
una tasa de proliferación elevada (Grado III)29. Además, suelen ser triple negativos30, 31 y  
suelen ser carcinomas ductales con una mayor proporción del subtipo medular32-36. 
Presentan sobreexpresión de TP5337, 38. Además, estudios de expresión de cDNA en estos 
tumores han sugerido un fenotipo epitelial basal (patrones de expresión génica similar a 
las capas basales más profundas de los conductos y las glándulas del seno)39 y se les 
asocia la expresión de citoqueratinas 5/6 (ref40). 

Por el contrario, los carcinomas asociados a BRCA2 son más heterogéneos, por 
ello, en la mayoría de estudios no se han encontrado diferencias significativas entre los 
tumores asociados a BRCA2 y los esporádicos33, 34, 41. Como consecuencia, los marcadores 
inmunohistoquímicos asociados a los tumores asociados a BRCA2 no suelen ser 
considerados como predictores en el diagnóstico de posibles portadores de mutaciones 
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germinales en BRCA233, 34, 41. No obstante, estos tumores presentan un rasgo 
característico no observado ni en los tumores asociados a BRCA1 ni en los esporádicos, la 
sobreexpresión de la proteína nuclear RAD51 en el citoplasma42, 43. Además, por lo 
general, muestran una tasa de proliferación baja44 y un ligero aumento en la incidencia de 
carcinomas lobular o tubulolobular45, 46. Respecto a los receptores hormonales suelen ser 
positivos para receptores de estrógenos en una tasa similar a la de los carcinomas 
esporádicos y no presentan sobreexpresión de HER2 (ref45, 47). 

3. Síndrome de Cáncer de Mama y Ovario Hereditario (SCMOH) 

Aunque la mayor parte de los casos de CM son de origen esporádico, se estima 
que alrededor del 20 de los casos de CM presentan una historia familiar de la 
enfermedad, es decir, presentan agregación de varios casos de CM en la familia a través 
de varias generaciones (Fig. 2)48.  En un porcentaje de estos casos familiares, las causas 
genéticas han sido determinadas y se consideran, por tanto, hereditarios48. Los casos de 
CM hereditarios son debidos a mutaciones germinales en genes que incrementan la 
susceptibilidad a padecer este tipo de cáncer16. Estos casos, se engloban dentro del 
denominado síndrome de Cáncer de Mama y Ovario Hereditario (SCMOH) y suponen 
cerca del 15% del total de casos de CM familiar (Fig. 2)49. Las familias afectadas por este 
síndrome se caracterizan por la agregación de múltiples casos de cáncer de mama y/o de 
ovario en diferentes generaciones siguiendo un patrón de herencia autosómica 
dominante. Además, los tumores asociados a pacientes del SCMOH suelen aparecer a una 
edad más temprana que los esporádicos (edades pre-menopáusicas) y a menudo, se 
observa bilateralidad50. 

Las familias con riesgo de sufrir cáncer hereditario se pueden seleccionar en base 
a guías de consenso clínico desarrolladas por paneles de expertos, o en base a numerosos 
estudios que proporcionan datos empíricos sobre la probabilidad de tener una mutación 
genética en genes de predisposición7, 10, 51-54. Teniendo en cuenta criterios clínicos, las 
familias pueden clasificarse en alto y moderado riesgo de sufrir cáncer de mama y ovario 
hereditario. A aquellas familias que cumplan criterios clínicos de alto riesgo se les 
ofrecerá la posibilidad de realizarse el test genético en genes de predisposición a la 
enfermedad. 
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En el caso de Cataluña, dichos criterios clínicos, establecidos en 2006 y recogidos en 
la Oncoguía del Consejo y Asesoramiento Genéticos en el Cáncer Hereditario de Cataluña 
(http://www.gencat.net/salut/depsan/pdf/og0601esgrr_din4.pdf) fueron los siguientes: 

1. Tres o más individuos de primer grado afectados por cáncer de mama y/o ovario 
2. Dos casos entre familiares de primer/segundo grado: 

a. Dos casos de cáncer de ovario. 
b. Un caso de cáncer de mama y otro de cáncer de ovario. 
c. Un caso de cáncer de mama en un individuo de sexo masculino y otro caso de 

mama/ovario. 
d. Dos casos de cáncer de mama en individuos menores de 50 años. 
e. Un caso de cáncer de mama bilateral y otro de cáncer de mama (en una 

persona menor de 50 años). 
3. Un caso de cáncer de mama en un paciente menor de 30 años. 
4. Un caso de cáncer de mama y otro de ovario en el mismo paciente. 
5. Un caso de cáncer de mama bilateral diagnosticado antes de los 40 años. 

 
Actualmente estas guías están siendo modificadas y adaptadas a los 

conocimientos en este campo en los últimos diez años. 

Bases Genéticas del SCMOH 

Aunque han sido identificados varios genes de predisposición a este síndrome, 
sólo dos de ellos muestran una alta penetrancia§ a la vez que alta prevalencia. Son los 
genes BRCA1 (Breast Cancer susceptibility gene 1, MIM#113705) y BRCA2 (Breast Cancer 
susceptibility gene 2, MIM#600185)16, 17, 55. Mutaciones en la línea germinal en estos 
genes explican alrededor de un 15% de los casos del SCMOH (Fig. 2), aunque este 
porcentaje puede variar según la población estudiada56. En algunas poblaciones aisladas, 
mutaciones en los genes BRCA1/2 podrían explicar hasta un 50% de los casos56. 

                                                           

§ Penetrancia genética se entiende como la proporción de individuos de una población que expresan el fenotipo patológico, entro todos los 

que presentan un genotipo portador de un alelo mutado. Se considera que mutaciones germinales en genes de alta penetrancia para una 
enfermedad confieren un aumento de riesgo 5 veces mayor que la población general a sufrir dicha enfermedad. Así pués,  se estima que los 
genes de baja penetrancia lo aumentan menos de 1,5 veces y los de moderada penetrancia entre 1,5 y 5 veces (Jorde L CJ, Bamshad M, 
White R, editors. Medical Genetics. Mosby 2000; 2nd ed.) 
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Figura 2. Prevalencia de cáncer de mama familiar y hereditario y genes de predisposición al SCMOH 

 

Figura 2. Alrededor del 80% del CM que afecta a la población general son de origen esporádico. El 
20% restante presenta una agregación familiar. Hoy en día, las causas genéticas del CM familiar 
son conocidas para, aproximadamente, un 50% de los casos y se consideran, por tanto, 
hereditarios, debidos a mutaciones germinales. El 50% restante permanecen sin causa genética 
conocida hasta la actualidad y se conocen como casos BRCAX (esquema modificado de Couch et. 
al, 2014) (ref 57). 
 

Al ser los genes BRCA1/2 genes de alta penetrancia para esta enfermedad las 
mujeres portadores de mutaciones en estos genes presentan un alto riesgo de sufrir 
cáncer de mama u ovario a lo largo de su vida16, 55. En este sentido, los datos de riesgo 
medio acumulado con la edad, en portadores de mutaciones en genes BRCA1/2, varía 
según los estudios. Se estima que mujeres con mutaciones en BRCA1 presentan un riesgo 
acumulado de hasta el 81% de sufrir CM y de hasta el 63% de sufrir cáncer de ovario a los 
80 años. En cuanto a las portadoras de mutaciones en BRCA2 se estima un riego a los 80 
años mayor del  85% para el CM y del  25% para el CM y el CO, respectivamente58, 59. En 
parte, las variaciones observadas entre poblaciones/pacientes se pueden explicar en 
función a la existencia de variantes comunes, identificadas a lo largo de todo el genoma, 
que actúan como modificadores de riesgo de CM y CO asociado a mutaciones en los 
genes BRCA1/258-63. Estos modificadores de riesgo han sido básicamente identificados por 
estudios colaborativos en el sí del consorcio CIMBA (Consortium of Investigators of 
Modifiers of BRCA1/2), cuyo objetivo es la recolección de muestras biológicas y datos 
clínicos de portadores de mutaciones en estos genes en todo el mundo  para poder 
realizar estudios a gran escala que permitan determinar con una alta probabilidad, la 
contribución de variantes genéticas en el fenotipo final observado en los portadores 
BRCA64.  
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El resto de genes asociados a CM se consideran de baja prevalencia y, entre todos 
ellos, explicarían menos de un 10% de los casos asociados a este síndrome65, 66. Algunos 
de estos genes adicionales son de alta penetrancia (TP53, PTEN, STK11/LKB1 o CDH1) y 
están asociados a síndromes hereditarios concretos mientras que otros son de moderada 
o desconocida penetrancia (CHEK2, PALB2, BRIP1, ATM, RAD51 entre otros)67 (Fig. 2). 
Además, se considera que determinadas variantes frecuentes en población general 
podrían conferir un riesgo a CM, de modo que, la interacción entre varias de éstas podría 
explicar alrededor del 28% de las familias con SCMOH (Apartado 10) (Fig. 2)67.  

Aún así, más del 50% de los casos del SCMOH siguen sin causa genética 
conocida57 y se denominan BRCAX (Fig. 2).  

4. Genes BRCA1 y BRCA2: Descripción, función y susceptibilidad 

Como se ha dicho en el apartado anterior, BRCA1 y BRCA2 son los principales 
genes responsables del SCMOH. Fueron identificados a mediados de los años noventa 
mediante estudios de ligamiento en familias consideradas de alto riesgo que mostraban 
un patrón claro de hereditaria autosómica dominante16, 17. El gen BRCA1 se encuentra 
localizado en el brazo largo del cromosoma 17 (17q21), y el gen BRCA2, está localizado en 
el cromosoma 13 (13q12). Ambos son genes de gran tamaño. El gen BRCA1 presenta una 
secuencia codificante de 5.592 nucleótidos (nt), repartidos en 24 exones (dos de ellos no 
codificantes), se extiende a lo largo de 81,2 Kb de DNA genómico y se traduce en una 
proteína de 1.863 aminoácidos (aa) (~220KDa). La secuencia codificante de BRCA2, pos su 
parte, consta de 11.385 nt, distribuidos a lo largo de aproximadamente 70 Kb de DNA 
genómico y está compuesta de 27 exones, el primero de los cuales no se traduce. La 
proteína codificada por BRCA2 consta de 3.418 aa (~380KDa). Cabe destacar que ambos 
genes poseen exones centrales muy largos: en BRCA1 el exón 11 y en BRCA2 los exones 
10 y el 11 que codifican aproximadamente para el 60% de la proteína68.  

Función las proteínas BRCA1 y BRCA2. Vía de señalización FA/BRCA 

Los genes BRCA1/2 codifican para proteínas nucleares supresoras de tumores del 
tipo caretaker69. Las proteínas caretakers se caracterizan por estar involucradas en el 
mantenimiento de la estabilidad genómica mediante el control del ciclo celular y la 
reparación del DNA.68, 70. Las proteínas BRCA1/2 son proteínas multidominio y muchas de 
las funciones que realizan son dominio específicas o dependientes de sus interacciones 
con otras proteínas71. 

El daño del DNA puede suceder de distintas formas como, por ejemplo, 
modificación de bases, roturas de doble cadena, entrecruzamiento inter-cadena de DNA 
(DNA inter-strand crosslink, (ICL)) entre otras72, 73. Las células han evolucionado 
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generando distintos mecanismos de defensa para hacer frente a estos eventos de variada 
naturaleza73. Uno de estos mecanismos es la recombinación homóloga (RH)72. La RH es un 
mecanismo de reparación de roturas de DNA de doble cadena, asociado a las fases S y G2 
del ciclo celular, que utiliza dos cromátidas hermanas como plantilla para conseguir una 
reaparición precisa y libre de errores74, 75. Defectos en la RH pueden conducir a 
aberraciones genómicas o reordenamientos cromosómicos, los cuales son eventos 
iniciadores de la tumorogénesis76. Las proteínas BRCA1/2 son componentes esenciales de 
la vía de la RH, la cual es esencial para asegurar la integridad genómica (Fig. 3)74, 75. BRCA1 
tiene un papel central en la regulación de este proceso mediante la interacción con 
múltiples proteínas. Entre ellas, su interacción con BARD173, que potencia la actividad E3 
ubiquitin ligasa de BRCA1, o su interacción con otros genes reparadores para formar un 
supercomplejo denominado BASC (BRCA1-Associated Genome Surveillance Complex) son 
claves para el reconocimiento y la reparación de daños de DNA de doble cadena72 (Fig. 3). 
El complejo BASC incluye las proteínas MSH2, MSH6, MLH1, ATM, BLM, Rad50-MRE11-
NBS1 (complejo MRN) y RFC72. Por su parte, el papel principal de BRCA2 en la RH es el 
reclutamiento de RAD51 a la zonas de daño al DNA77 (Fig. 3). RAD51 es una recombinasa 
involucrada en la invasión de la cadena de DNA sencilla durante la RH en humanos78. 

Figura 3. Via de reparación FA/BRCA 

 

Figura 3. Esquema representando la vía de FA/BRCA. Las proteínas BRCA1/2 coexisten en un vía de reparación común: la vía 
de FA/BRCA. Esta vía se encarga de la reparación de los entrecruzamienos de cadena y se activa como respuesta a una 
horquilla de replicación bloqueada. Hoy en día se conocen 17 genes pertenecientes a esta vía. BRCA2 (FANCD1) tiene un 
papel directamente relacionado en la reparación del DNA, mediante el reclutamiento de RAD51 al lugar del daño al DNA. En 
cambio, BRCA1 (FANCS) tiene un papel regulador, mediante la interacción con otras proteínas de la vía, como PALB2, BRIP1 
o BRCA2 

Las proteínas BRCA1/2 coexisten en la vía de reparación denominada de Anemia 
de Fanconi/BRCA (FA) (Fig. 3). Está vía es la encargada de reparar los ICL79. Defectos en 
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alguno de los 17 genes asociados a esta vía dan lugar a la Anemia de Fanconi80-82. Esta 
enfermedad presenta un patrón de herencia autonómica recesiva y se caracteriza por una 
inestabilidad cromosómica que da lugar a múltiples anomalías congénitas, disfunción 
progresiva de la médula ósea y susceptibilidad a varios tipos de cáncer79. La reparación de 
los ICL mediante está vía requiere de la previa monoubiquinización de FANCD y FANCI80. 
Dicha ubiquinización es mediada por un complejo con actividad ubiquitin ligasa formado 
por 8 de las proteínas de la vía de FA. Dicho complejo se forma como respuesta al daño 
en el DNA señalizado por ATR83. FANCD activo es capaz de reconocer los sitios de daño 
celular y unirse a la cromatina donde co-localiza con BRCA1, BRCA2, PALB2 y RAD51 los 
cuales son requeridos para la reparación mediante RH84, 85. BRCA2 (FANCD1) fue asociado 
a esta vía en el 200284. En cambio, aunque eran conocidas las conexiones entre BRCA1 
con los complejos D2-I y BRCA2-PALB273, 80, BRCA1 no se había podido clasificar como un 
gen de FA hasta ahora. Esto es debido al hecho de que la mayor parte de las 
combinaciones bialélicas de mutaciones en BRCA1 son letales86. No obstante, un estudio 
reciente, ha reportado dos casos con mutaciones bialélicas en BRCA1 mostrando un 
fenotipo de FA, lo cual ha permitido clasificar a BRCA1 como un nuevo gen de esta vía, 
FANCS84, 85. 

Ahora bien, la función supresor tumoral de estos genes no se limita únicamente a 
su papel en la RH sino que también participan en otras funciones diferentes69, 87, 88. Por 
ejemplo, la regulación del ciclo celular89, la remodelación de la cromatina90, la regulación 
de la duplicación de centrosomas u otros procesos celulares como la regulación de la 
transcripción génica de genes reparadores91.  

Estructura de la proteína BRCA1 

BRCA1 codifica para una fosfoproteína nuclear de 220 kDa. Presenta varios 
dominios funcionales, dos de ellos muy relevantes, el dominio RING y el dominio BRCT 
(Fig. 4)71.  

Figura 4. Estructura de la proteína BRCA1 

 

Figura 4. Diagrama mostrando la estructura de BRCA1. En este diagrama se muestran los principales dominios funcionales 
de la proteína BRCA1 y sus principales interacciones con otras proteínas.  

El dominio RING se encuentra en el extremo N-terminal de la proteína (entre los 
aa 1-109). Es el responsable de la actividad E3 ubiquitin ligasa de BRCA1 y de la 
interacción con BARD13392, 93. En este dominio se encuentra una secuencia de 18 aa 
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hidrofóbicos (aa 81-99) que actúan como señal de exportación nuclear (NES) (Fig. 4)94. 
Además, dicho dominio está involucrado en la regulación de la transcripción de muchos 
genes ligados a la reparación del DNA69. 

El dominio BRCT o dominio de activación transcripcional (Fig. 4). Es un dominio 
común entre las proteínas involucradas en la reparación del DNA95, 96. Está localizado en la 
región C-terminal de BRCA1 (aa 1650-1863) en forma de repetición en tándem y participa 
en la regulación de la transcripción mediante la interacción con proteínas de la 
maquinaria transcripcional97. Además, mediante este dominio, BRCA1 interacciona con 
una serie de proteínas fosforiladas, como BRIP1, para actuar en los puntos de control del 
ciclo celular de las fases S y G2/M como consecuencia del daño en el DNA95, 98. 

La secuencia intermedia entre ambos dominios (aa 109-1649) da lugar a una 
región sin configuración tridimensional determinada. En esta región se encuentran dos 
señales de localización celular (NLS) (aa 503-508 y 607-614) y una región rica en residuos 
serina (SCD) (aa 1280-1524), las cuales son diana de fosforilación mediada por ATM/ATR 
como señalización de horquillas de replicación bloqueadas74. También se han identificado 
en esta región una serie de motivos de unión a otras proteínas como RB, c-MYC, RAD50, 
RAD51 todas de vital importancia en la reparación del DNA durante el ciclo celular78, 99-101. 
Además también podemos encontrar en esta zona intermedia el motivo colied coil (aa 
1364-1467), mediante el cual BRCA1 interacciona con JUNC y PALB2102. 

Estructura de la proteína BRCA2 

BRCA2 codifica para una fosfoproteína nuclear de 384 kD102. La proteína BRCA2 
presenta tres dominios funcionales principales: un dominio N-terminal,  una serie de 
repeticiones BRC y un dominio de unión al DNA (DBD) (Fig. 5)103.  

Figura 5. Estructura de la proteína BRCA2 

 

Figura 5. Diagrama mostrando la estructura de BRCA2. En este diagrama se muestran los principipales dominios funcionales 
de la proteína BRCA2 y sus principales interacciones con otras proteínas.  

El dominio N-terminal o dominio de transactivación (aa 4-105) presenta actividad 
acetiltransferasa de histonas. Gracias a su actividad acetiltransferasa BRCA2 está 
involucrada en la regulación de la transcripción del RNA104. Además, este dominio está 
implicado en la interacción con PALB2, el cual interacciona físicamente con BRCA1105. Esta 
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interacción es crítica para la función reparadora de estás tres proteínas105. También 
mediante este dominio BRCA2 interacciona con EMSY y RPA, proteínas involucradas en la 
remodelación de la cromatina106, 107.  

El dominio BRC consta de 8 subdominios situados en tándem y codificadas por el 
extenso exón 11 (aa 1.009-2.083)102. La principal función de este dominio es la interacción 
con RAD51, que como se ha comentado es esencial para la RH108, 109. De hecho, la 
formación de los foci RAD51 como respuesta al daño en DNA es, en su mayor medida, 
dependiente de su interacción con BRCA2108, 109.  

El DBD situado en la región C-terminal, corresponde con una región altamente 
conservada en la evolución. Está formado por cinco motivos: un primer motivo rico en 
alfa-hélices, tres motivos de unión a  oligosacáridos y oligonucleótidos (OB) y un motivo 
helicoidal que sobresale de la estructura, denominado Torre103. Mediante este dominio 
BRCA2 se une a el DNA de doble cadena y de cadena sencilla durante la recombinación 
homóloga (RH)103. Asimismo, la proteína DSS1 interacciona con BRCA2 a partir del DBD. 
Mediante esta interacción DSS1 estabiliza BRCA2 y controlar su localización nuclear110. 

Otros aspectos importantes de la estructura de BRCA2 son su unión con 
FANCD2111 (aa 2350-2545) mediante la región posterior al dominio BRC y el dominio 
PhePP (mediante el que se une a la proteína DMC1)112. Además, en el extremo C-terminal 
contiene dos NLS, un sitio adicional de interacción con RAD51 y una diana de fosforilación 
regulada por CDK2113. Por otra parte, BRCA2 interacciona con FANCG a través de dos 
regiones situadas en la región central (aa 499-994 y 2.350-2.545). 

Susceptibilidad al Cáncer de Mama y Ovario asociada a los genes BRCA1/2 

La tumorigénesis asociado a genes supresores, como los genes BRCA1/2, requiere 
de la inactivación bialélica de éstos68, 70. De forma general, el proceso de inactivación de 
estos genes se puede explicar a partir del modelo de Knudson o two hits70, 114. Este 
modelo propone que uno de los alelos se hereda inactivo debido a la presencia de una 
mutación en línea germinal y el segundo alelo se inactiva en una célula somática debido a 
un segundo evento al azar a lo largo de la vida. La herencia de un solo alelo activo 
confiere predisposición al cáncer, dado que, las posibilidades de que el gen quede 
inactivado aumentan en gran medida con respecto a la población normal115. El 
denominado segundo hit puede ser debido a errores en la replicación celular o a factores 
genotóxicos externos, en forma de cualquier tipo de mutación génica (mutaciones 
puntuales, inserciones-deleciones, frameshift, reordenamientos, etc.) o por 
silenciamiento del alelo activo por metilación del promotor114, 116. La pérdida de función 
del segundo alelo es conocido como pérdida de heterocigosidad. 
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Aunque el modelo de Knudson es utilizado de forma general para explicar  la 
susceptibilidad al cáncer asociada a genes supresores, existen evidencias que señalan que 
el mecanismo de inactivación de estos genes podría ser más complejo. Recientemente, se 
han publicado estudios que indican que podría estar ligado a la haploinsuficiencia 
derivada de la inactivación germinal del uno de sus alelos117, 118. No obstante, no existen 
evidencias suficientes que lo confirmen. 

Espectro mutacional de los genes BRCA1 y BRCA2 

Los genes BRCA1/2 muestran un patrón mutacional muy heterogéneo y complejo. 
Además, puede variar mucho en función de la población estudiada53. Según datos 
obtenidos a partir de la principal base de datos para variantes detectadas en estos genes, 
denominada Breast Cancer Information Core (BIC)119, hay reportadas 1781 variantes en 
BRCA1 y 2000 en BRCA2 (Tabla 1). Las variantes reportadas en BIC son, por una parte, 
variantes que afectan a un solo nucleótido como: variantes intrónicas, variantes que 
afectan a un solo aminoácido (missense), que no afectan al aminoácido que codifican 
(silent) o variantes que generan un codón de terminación (mutaciones  STOP). Y, por otra, 
pequeñas inserciones y deleciones que pueden alterar o no, el marco de lectura 
(frameshift e in-frame, respectivamente). Todas estas variantes se distribuyen a lo largo 
de las regiones codificantes y en las secuencias intrónicas flanqueantes. Además de éstas, 
existen otro tipo de variantes, no reportadas en BIC, que implican la reorganización de 
grandes segmentos de DNA y suelen afectar a uno o varios exones de estos genes. Son los 
denominados reordenamientos genómicos (LGR). Cabe destacar que, aunque, las 
variantes frameshift y los LGR se dan en ambos genes, son mucho más comunes en 
BRCA1, probablemente debido a la mayor frecuencia de secuencias repetitivas (Alu) en 
las regiones intrónicas de este gen120, 121. De hecho, las mutaciones frameshift 
corresponden al 40% de las mutaciones patogénicas en BRCA1, y sólo al 20% en BRCA2, 
mientras que los LGR corresponden con el 14% en BRCA1 y tan sólo con el 2,6% en 
BRCA2122, 123. 

Tabla 1. Espectro mutacional de los genes BRCA1 y BRCA2 

Gen 
Número de 

entradas en BIC 
Número de variantes 

únicas 
Número de variantes 

observadas solo una vez 
BRCA1 15311 1781 964 
BRCA2 14914 2000 1065 

Datos obtenidos de BIC. Última modificación: 13-03-2015 
 

El patrón mutacional que se da en estos genes variará mucho según la población 
estudiada, dando lugar a escenarios muy distinto en el análisis genético de los pacientes 
de alto riego. Por ejemplo, mientras que en poblaciones no endogámicas, la mayor parte 
de las mutaciones detectadas son específicas de una o de muy pocas familias, en ciertas 
poblaciones endogámicas, un número pequeño de mutaciones puede aparecer de 
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manera muy frecuente debido a un efecto fundador124, 125. De hecho, en poblaciones no 
endogámicas, más del 50% de las variantes detectadas en estos genes han sido 
identificadas una única vez (Tabla 1). Como consecuencia, el test genético de pacientes de 
alto riesgo en este tipo de poblaciones, requerirá el análisis completo de ambos genes. 
Por el contrario, en las poblaciones con mutaciones fundadoras de alta frecuencia se 
realizará el cribado específico de dichas mutaciones antes que proceder al más costoso 
cribado mutacional completo de los genes BRCA1/2.  

Los análisis genéticos rutinarios de BRCA1/2 suelen centrarse en el cribado 
mutacional de las regiones codificantes y las regiones intrónicas flanquenates más el 
análisis de alteraciones en el número de copias para detectar LGR. Por ello, la mayoría de 
estudios rutinarios no detectan cambios localizados en regiones promotoras, regiones 
UTR y regiones intrónicas alejadas de las regiones codificantes. Varios estudios han 
mostrado que este tipo de variantes pueden ser de relevancia clínica126, 127.Por ejemplo, 
un estudio reciente ha detectado patrones de splicing (véase Apartado 7 para el Splicing) 
aberrantes en pacientes de alto riesgo en los que, a priori, no fueron detectadas 
mutaciones en los genes BRCA1/2 mediante análisis genéticos rutinarios y que podrían 
estar asociados a mutaciones en regiones intrónicas profundas  No obstante, en la 
actualidad se están empezando implantar otras aproximaciones de cribado que incluyen 
regiones no codificantes128. 

5. Clasificación clínica de variantes genéticas  

Las variantes genéticas se pueden clasificar clínicamente en varios tipos según su riesgo 
asociado: 

Variantes patogénicas 

Son las que producen la pérdida de función de la proteína y, por lo tanto, 
confieren un gran aumento en el riesgo de sufrir cáncer de mama y/u ovario a lo largo de 
la vida. Generalmente, corresponden con mutaciones que dan lugar a una proteína 
truncada no funcional debido a la creación de un codón de terminación prematuro129. Tal 
evento puede ser debido a mutaciones de STOP, frameshift, a mutaciones que afectan el 
correcto splicing de estos genes o a LGR129. Además, existen mutaciones missense que 
pueden generar la pérdida de función de la proteína. Para el gen BRCA1 la gran mayoría 
de mutaciones missense patogénicas han sido identificadas en el dominio RING y el 
dominio BRCT, mientras que  para el gen BRCA2 en el dominio DBD16, 55, 130-132. De hecho, 
un estudio multifactorial basado en alineamientos filogenéticos sugiere que la 
probabilidad de que una variante missense localizada fuera de estos dominios sea 
patogénica, es menor al 1%133. 
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Variantes de significado desconocido (VSD) 

Se definen como variaciones genéticas de las que no se dispone de suficiente 
información (genética, funcional y/o clínica) para determinar si afectan a la función de la 
proteína codificada y, por tanto, no se puede predecir su riesgo asociado. Generalmente, 
suelen ser variaciones del tipo missense, silent, indels in-frame, variantes intrónicas o LGR 
que afectan a zonas de desconocida importancia. La proporción de VSD detectadas en los 
genes BRCA1/2 es muy variable y depende tanto de la población estudiada como de la 
experiencia y la el número de pacientes del laboratorio que las reporte, siendo mayor 
para población no-caucásica que para la caucásica53, 56, 134. Por ejemplo, Myriad Genetics 
reporta entre un 5-6% de VSD como resultados los análisis genéticos de BRCA1/2 para 
población de origen caucasico2 en Estados Unidos. En cambio, para población Afro-
Americana reporta cerca del 21%53, 56, 134. Por otra parte, la mayoría de los laboratorios 
Europeos identifican alrededor de un 15% de VSD para población caucásica53, 134-137. Como 
se explicará en el Apartado 9, la incertidumbre ligada al efecto de estas variantes supone 
un verdadero problema desde el punto de vista del consejo genético. 

Variantes Neutras 

Son aquellas variantes que no afectan la función de la proteína y por lo tanto, no 
se considera que aumenten el riesgo a sufrir cáncer. En el caso del SCMOH se consideran 
variantes neutras aquellos polimorfismos que aparecen en más del 1% de la población 
general o aquellas variantes que han mostrado odds a favor de su neutralidad en los 
modelos multifactoriales de clasificación de variantes. En el caso de los polimorfismos 
frecuentes (>1%), en general, no suelen tener un valor patogénico por si solos pero no se 
puede descartar que estén asociadas a pequeño aumento en la susceptibilidad al cáncer, 
como sucede con los modificadores de riesgo citados anteriormente138, 139. 

Variantes recurrentes en los genes BRCA1/2 

La mayoría de las mutaciones detectadas en los genes BRCA1/2 son específicas de 
un solo individuo o familia16, 17. Sin embargo, se han descrito ciertas mutaciones que 
aparecen en un alto porcentaje de familias. Normalmente, estas mutaciones, 
denominadas recurrentes, están generalmente asociadas a determinadas poblaciones 
aisladas, aunque también se han identificado en poblaciones más abiertas140.  

Dentro de las mutaciones recurrentes podemos diferenciar entre las recurrentes 
fundadoras, si provienen de un único alelo común, o recurrentes no fundadoras si 
provienen de varios eventos mutacionales independientes. La comparación de haplotipos 
entre familias portadoras de una misma mutación recurrente nos permitirá discernir si 
tienen un posible origen común o no141. En el caso de las recurrentes no fundadoras, se 
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presume que su alta frecuencia está ligada a hot spots de mutación, es decir, a zonas 
inestables dentro del gen141. Por el contrario, la alta frecuencia en que aparecen las 
mutaciones fundadoras se explica mediante el denominado efecto fundador. Se entiende 
como efecto fundador el proceso por el cual una mutación rara se convierte en frecuente, 
dentro de una determinada población, debido al aislamiento y consecuente endogamia. 
Dichas mutaciones fundadoras, aunque en inicio pueden ser específicas de una población, 
con el tiempo, debido a efectos migratorios, se pueden encontrar, con representación 
significativa, en otras poblaciones142. La frecuencia con la que aparece una cierta 
mutación fundadora puede variar mucho dependiendo de la mutación y de la población 
estudiada125, 142. Por ejemplo, si consideramos la población de judíos Azkenazi, las tres 
mutaciones fundadoras más características de esta población están presentes un 2,6% de 
esta población [BRCA1 c.68_69delAG (1%), c.5266dupC (0,13%) y BRCA2 c.5946delT 
(1,52)]143, 144. Estas tres mutaciones explican más del 90% de los casos de SCMOH 
asociados a los genes BRCA1/2 en esta población. Además, estas mutaciones se han 
identificado en diversos países con una representación significativa. Por ejemplo, si nos 
fijamos en la mutación BRCA1 c.5266dupC se ha identificado en Rusia, Bielorrusia, 
Polonia, Letonia, República Checa, Grecia o Lituania con frecuencias que corresponden al 
94%, 73%, 60%, 55%, 37-52%, 46% y 34%, respectivamente, del total de las mutaciones 
detectadas en BRCA1 en estos países125.  

La identificación de este tipo de mutación facilita el proceso de diagnóstico 
genético en las poblaciones afectadas 142. Como se ha comentado anteriormente, en los 
casos en lo que la frecuencia de la mutación recurrente es considerablemente alta, el 
cribado específico de dichas mutaciones es más rápido y coste/efectivo en relación al 
cribado completo de ambos genes143, 144. Además, la alta frecuencia con que aparecen, 
permite estimar, de una manera más precisa, su penetrancia y permite diseñar estudios 
para identificar factores modificadores de riesgo142. 

6. Modelos de clasificación de variantes. Esquema de clasifiación de 
variantes propuesto por la IARC. 

Muchas de las variante raras identificadas en los genes BRCA1/2 claramente 
inactivan la función de la proteína por causar directa o indirectamente su truncamiento. 
En base a ello, estas variantes pueden ser clasificadas como patogénicas partir de su 
primera observación en el test genético16, 17, 55, 145. Sin embargo, el análisis de estos genes 
suele identificar un alto porcentaje de VSD, lo que tiene cierta repercusión en el 
seguimiento de los pacientes afectados48, 146. Por ello, elucidar su riesgo asociado con la 
mayor brevedad posible es de suma impotancia para un correcto seguiminto clínico. 
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Existen varias líneas de evidencia que pueden aportar información sobre el riesgo 
asociado a estas variantes (Siguiente subapartado)115. Sin embargo, todas ellas presentan 
limitaciones intrínsecas o asociadas a la baja frecuencia poblacional que presentan la 
myor parte de VSD en BRCA1/2147. La mayor parte se han identificado únicamente en una 
o muy pocas familias. Debido a ello, la información genética y clínica disponible sobre 
ellas es muy escasa. Por ello, esclarecer la patogenicidad de estas variantes a partir de 
aproximaciones basadas en una única línea de evidencia no suele ser posible148, 149. De 
hecho, la “International Agency for Research on Cancer  (IARC), en su “2008 IARC 
Workshop”, recomendó tomar ciertas precauciones a la hora de interpretar la 
información obtenida a partir de este tipo de evidencias152.  

Con el fin de mejorar esta situación, se han diseñado una serie de modelos 
multifactoriales que integran varias de estas líneas de evidencia, lo que ha supuesto  una 
mejoría sustancial en la interpretación del riesgo asociado a una VSD124, 147, 148, 150, 151. 

Aproximaciones utilizadas para la clasificación de variantes 

Frecuencia Poblacional 

Hace referencia a la frecuencia con que una variante es identificada en la 
población general. En la mayor parte de laboratorios se clasifica una variante como 
polimorfismo y, por tanto, se considera que tiene bajo o nulo impacto sobre el riesgo de 
sufrir cáncer, cuando es observada en ≥1% en la población general. El hecho de que una 
variante pueda aparecer con diferentes frecuencias dependiendo de la población, implica 
que, un estudio caso-control adecuado para clasificar una variante como neutra debería 
estar realizado con individuos de una misma población con clínica conocida y de gran 
magnitud para obtener una estadística robusta. Sin embargo, acceder a muestras de este 
tipo no es posible en muchos casos, lo que supone la principal limitación de este 
modelo147. Por ello, esta línea de evidencia ha sido excluida de los modelos 
multifactoriales. Recientemente, han sido publicadas bases de datos que contienen 
información de exomas completos de un gran número de casos de población control, 
aunque no indican la información clínica de los individuos, con lo cual no se puede saber 
con exactitud si tienen una historia de  SCMOH o no, lo que limita en cierta medida su uso 
en este contexto152, 153. En tal caso se suele tener en cuenta la frecuencia de dicho 
síndrome en dicha población general y se asume que si la frecuencia de la variante en 
dicha población es mayor, no puede ser causante del síndrome, considerándola neutra. 
En estos casos es esencial contar con un número de casos suficiente para considerar esta 
diferencia significativa al nivel de confianza exigido. A este respecto, ENIGMA considera 
no patogénicas las variantes descritas con una frecuencia alélica igual o superior al 1% en 
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grandes grupos de referencia sin alta consanguineidad, como los de 1000 Genomes y 
Exome Variant Server. 

Análisis de cosegregación 

El análisis de cosegregación determina si una variante está asociada a la 
enfermedad en una familia determinada. Debido a la existencia de fenocopias asociadas 
al SCMOH, como consecuencia de la alta incidencia del CM y CO esporádico, y a la 
penentrancia incompleta de la mutaciones patogénicas en BRCA1 y BRCA2, el análisis de 
cosegregación basado en una única familia es raramente concluyente147, 154. Por ello, será 
mucho más determinante cuando esté basado en la combinación de varias familias que 
comparten la misma variante. En estos casos, la cosegregación se puede analizar 
utilizando modelos estadísticos específicos154, 155. Para ello, se requiere asumir unos 
valores de penetrancia y frecuencia que infieren de las variantes patogénicas descritas. En 
ello radica la principal limitación de este modelo, ya que implica suponer que todas las 
variantes patogénicas tienen una misma penetrancia y que la VSD objeto de estudio se 
ajusta a este patrón de penetrancia elevada, lo cual no es siempre así (variantes 
hipomórficas con riesgo moderado)147, 154. Además, para obtener valores significativos se 
requiere una gran cantidad de información familiar por lo que se necesita la participación 
activa de múltiples familiares siendo difícil en muchos casos. Aún así, la cosegregación es 
considerada como la herramienta ideal (gold standard) para clasificar una variante147. De 
ahí que las variantes clasificadas sin más evidencias que las aportadas por la 
cosegregación pueden ser utilizadas para calibrar los modelos multifactoriales o los 
ensayos funcionales en términos de especificidad, sensibilidad y valor predictivo148. 

Ponderación de la historia familiar y personal 

Esta aproximación se basa en la información obtenida a partir de la gran cantidad 
de afectos que han sido estudiados en los últimos años y de los cuales se ha podido 
obtener su historia familiar y personal (edad del diagnóstico, tipo de tumor, número de 
afectados de primer y segundo grado con sus respectivas edades de diagnóstico y tipos 
de tumor)124, 150. Esta información permite establecer patrones de agregación para 
mutaciones patogénicas, los cuales suelen ser muy severos, y para polimorfismos 
benignos, que suelen ser inocuos. El patrón establecido para una determinada VSD, 
obtenido a partir de varias familias independientes portadoras de dicha VSD, se 
comparará con los patrones para mutaciones patogénicas y para polimorfismos benignos. 
De este modo, se podrá estimar la probabilidad de que la VSD sea patogénica o neutra156. 
Al igual que el modelo de cosegregación, supone una penetrancia elevada para todas las 
variantes patogénicas, lo que no sería válido para mutaciones hipomórficas. Además, las 
familias seleccionadas para establecer los patrones de cosegregación deben haber sido 
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recopiladas utilizando los mismos criterios de selección que la variante testada, lo que 
requiere acceso a grandes bases de datos. Así pues, este método es de mayor valía en 
laboratorios donde el volumen de afectos testados es muy grande. Por ejemplo, Myriad 
Genetics reportó 290 VSD reclasificadas entre 2011 y 2010 en base a este método, lo cual 
corresponde al 56% de las variantes que reclasificaron en ese periodo134.  

Concurrencia “in trans” con mutaciones patogénicas 

Debido a los fenotipos tan agresivos asociados a mutaciones patogénicas en 
homozigosis en los genes BRCA1/2157, 158 cuando una VSD es detectada en un mismo 
paciente en concurrencia con una variante patogénica pero en distintos alelos (en trans), 
la probabilidad de que dicha VSD sea neutra es muy elevada. En el caso de BRCA1, 
excepto muy pocas excepciones85, 159, mutaciones patogénicas bialélicas son letales a 
nivel embrionario160. En cuanto a BRCA2, mutaciones patogénicas en homozigosis 
resultan en Anemia de Fanconi (FA), con un fenotipo reconocible clínicamente158. 
Recientemente, mutaciones bialélicas en BRCA1 también han sido asociadas con el 
fenotipo FA85. Por tanto, la ausencia del fenotipo de FA en un portador de una mutación 
patogénica y otra VSD nos indicará  que dicha VSD tiene una alta probabilidad de ser 
neutra. Cabe destacar que se han identificado casos de FA atenuados asociados a BRCA2, 
con un fenotipo muy leve, lo que limita esta aproximación84. Además, el riesgo de las 
variantes hipómorficas no podrá ser interpretado mediante este tipo de análisis161, 162. 

Para que el modelo de concurrencia sea informativo, se requiere determinar, en 
primera estancia, que las variantes están en trans147. Cuando están en el mismo alelo (en 
cis) no sé podrá determinar el efecto de la VSD, ya que el portador posee una copia con 
las dos alteraciones a la vez. La forma más directa para determinar si dos mutaciones 
están en cis o en trans, es genotiparlas en los progenitores del probando o algún otro 
familiar147. Si no es posible, existen otros métodos como el clonaje del DNA del paciente.  

Conservación evolutiva entre especies 

La alta conservación filogenética de una determinada región génica sugiere que 
dicha región será de vital importancia para mantener un correcto funcionamiento de la 
proteína133, 163. Por ello, cualquier cambio aminoacídico en una región altamente 
conservada puede tener un impacto drástico en la función o estructura de la proteína. Por 
tanto, una VSD localizada en una región de este tipo, que introduce un cambio no 
observado en ninguna otra especie, tiene mayor probabilidad de tener un efecto 
deletéreo sobre la proteína. Por otra parte, si la VSD si está localizada en una región poco 
conservada entre especies, se considera que la repercusión de esta variante en la función 
de la proteína será mucho menor, aún menor cuando el aminoácido resultante ha sido 
observado en otra especie163. 
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Múltiples algoritmos computacionales basados en el alineamiento de proteínas 
de múltiples especies han sido diseñados para evaluar el significado evolutivo/funcional 
de un cambio de aminoácido. Sin embargo, debido a la alta tasa de falsos positivos y 
falsos negativos, sobre todo en las regiones no conservadas, así como a la disparidad de 
resultados entre los distintos programas, no pueden ser utilizados como única evidencia 
para clasificar variantes. Si bien, se consideran una buena herramienta para priorizar 
variantes para futuros estudios funcionales o como evidencia complementaria en análisis 
multifactoriales134, 147, 164, 165. 

 El resultado de estos programas está sujeto tanto a la calidad de la secuencia de 
las especies alineadas como a la adecuada selección de las especies utilizadas en el 
alineamiento166. De este modo, regiones pobremente anotadas se consideran 
insuficientes para este tipo de análisis134. La clasificación de un mayor número de 
variantes missense mediante modelos genéticos o epidemiológicos, es necesario para 
poder validar y/o entrenar dichos programas de predicción134.  

Entre los modelos computaciones desarrollados a este efecto destacan Align-
GVGD133, Sorting Intolerant from Tolerant (SIFT)167, Mutation Taster168 y Polymorphism 
Phenotyping (PolyPhen 2)169. 

Por otra parte, publicaciones recientes indican que evaluar el impacto físico-
químico que una missense puede tener en el correcto plegamiento de la proteína también 
puede ser un buen predictor para determinar el efecto de dicha variante en la función de 
la proteína170, 171. Sin embargo, este método está limitado a los dominios funcionales que 
han podido ser cristalizados.  

Estudios Funcionales 

Por ser uno de los objetos principales de esta tesis, la aportación de los ensayos 
funcionales en la clasificación de variantes se explicará ampliamente en el Apartado 8. No 
obstante, a modo introductorio cabe decir que dichos ensayos evalúan el impacto que 
una mutación determinada puede tener en una o varias de las diferentes funciones 
conocidas de un gen. Debido a  que BRCA1/2 son proteínas multidominio y multifunción, 
la interpretación del riesgo asociado a una de sus variantes, en base al resultado de un 
ensayo funcional, es muy complejo172. Por ello, aunque pueden aportar una información 
muy valiosa, aún no han sido incluidos en los modelos multifactoriales.  

Análisis de splicing 

El splicing y el análisis variantes de splicing es otro de los temas principales de la 
presente tesis, con lo que se tratarán extensamente en el Apartado 7. A modo 
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introductorio, cabe decir que existen una serie de variantes que pueden afectar al 
proceso de splicing 173. Una variante que afecte al splicing puede, en muchos casos, ser 
clasificada directamente como patogénica o probablemente patogénica en el esquema de 
clasificación propuesto por la IARC (Tabla 2)129, 174-178. De ahí, que el análisis experimental 
a nivel transcripcional de estas variantes es una de las técnicas más utilizadas para la 
clasificación de VSD en laboratorios de diagnóstico.  

Perfil histopatológico y pérdida de heterocigosidad en tumor 

Las características histopatológicas de los tumores asociados a una determinada 
VSD en los genes BRCA1/2 pueden ser comparadas con los datos publicados para los 
tumores esporádicos y con los asociados a variantes patogénicas en estos genes. De este 
modo, se puede determinar la posible asociación de la VSD con el tumor. No obstante, los 
tumores asociados a mutaciones en BRCA1 y BRCA2, no son uniformes, lo que supone 
una de las mayores limitaciones de este modelo30. Aún así, esta aproximación puede ser 
utilizada como valor predictivo para mutaciones en BRCA1, dado que los tumores 
asociados a este gen muestran unas características histopatológicas concretas y, en cierta 
medida, diferentes de los esporádicos151, 179. En cambio, para BRCA2, debido a la 
heterogeneidad que presentan sus tumores asociados, esta aproximación no tiene un 
gran valor predictivo147.  

La pérdida de heterocigosidad (LOH) es uno de los mecanismos comunes de 
inactivación del alelo wild type de los genes BRCA1/2 en tumores asociado a dichos 
genes. Por ello, esta característica ha sido comúnmente utilizada para clasificar VSD151, 179-

181. Sin embargo, un estudio reciente sugiere que este modelo puede no ser 
suficientemente robusto para evaluar todas las variantes missense de BRCA1/2, dado que 
pueden mostrar perfiles patológicos diferentes a las mutaciones truncantes182. De hecho, 
actualmente, los estudios de LOH han sido excluídos de los modelos multifactoriales 
actuales. 

Los valores obtenidos a favor de la patogenicidad de una variante en base a los 
modelos histopatológicos y de LOH, suelen ser calculados  a partir de pequeños conjuntos 
de tumores, los cuales incluyen en gran parte, casos asociados a mutaciones truncantes, 
en los que la representación de otros tipos de variantes patogénicas es reducida 
(missense, del/ins in frame)115. La posibilidad de que existan características distintivas 
entre diferentes tipos de variantes patogénicas sugiere que estudios a gran escala de 
histopatología de tumor asociados a variantes no truncantes patogénicas conocidas 
(posición y riesgo asociado) son necesarios para elucidar bajo qué circunstancias la LOH y 
otras características tumorales, pueden ser utilizadas como una herramienta útil para 
clasificar este tipo de variantes147. Además, en la práctica, no se suele disponer de 
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suficientes tumores asociados a una misma variante como para poder clasificarla en base 
a este modelo.  

Modelos multifactoriales de clasificación de variantes 

Los modelos multifactoriales son algoritmos cuantitativos que estiman la 
probabilidad que una variante tiene de ser patogénica en base a la combinación de varias 
líneas de evidencia independientes. Como se ha visto,  algunas líneas de evidencia han 
sido excluidas de los modelos multifactoriales actuales debido a sus limitaciones147, 183. De 
este modo,  las líneas de evidencia integradas actualmente en dichos modelos son: la 
conservación evolutiva del aminoácido afectado junto la predicción del impacto físico-
químico introducido por el cambio (obtenidas ambas a partir de Align-GVGD)133, la 
cosegregación de la variante con la enfermedad, la concurrencia con otras variantes, la 
historia familiar y personal del paciente, la histopatología del tumor y el efecto de la 
variante en el splicing del RNA131, 147, 150.  

El uso de estos modelos ha permitido clasificar un gran número de VSD en 
BRCA1/2 de forma robusta124, 133, 134, 147, 148, 150. No obstante, la rareza asociada a las VSD, 
implica que en muchos casos ni siquiera estos métodos obtienen el poder estadístico 
suficiente para clasificarlas. Se espera que la inclusión, en un futuro cercano, de la 
información funcional en los citados modelos aporte una gran mejoría en este sentido130, 

132. 

La limitación principal de estos modelos, como muchos de los modelos 
anteriores, es la ponderación de los valores de patogenicidad en base, principalmente, a 
las características de variantes patogénicas truncantes. Lo que implica que variantes 
missense hipomórficas o de moderada penetrancia serán difícilmente clasificadas en base 
a estos modelos147.  

En definitiva, la principal limitación de la mayoría de los modelos explicados, a 
parte de la rareza asociada a las VSD, son los sistemas de referencia de patogenicidad 
utilizados, que pueden no ser válidos para clasificar todo tipo de variantes. Para mejorar 
estos modelos, se requiriría una validación de dichos sistemas de referencia en series 
grandes de mutaciones que contuvieran una representación adecuada de variantes no 
truncantes correctamente anotadas. No obstante, no es una aproximación fácil y requiere 
del trabajo colaborativo a nivel mundial, con el propósito de compartir datos y recursos. 
El ejemplo más representativo de es el consorcio Evidence-Based Network for the 
Interpretation of Germline Mutant Alleles (ENIGMA)149 que se fundó para la 
interpretación conjunta de variantes en los genes BRCA1/2. Se espera que trabajos 
interdisciplinarios diseñados por consorcios como ENIGMA ayuden a subsanar las 
limitaciones citadas anteriormente. 

24



Introducción 

 

Esquema de clasificación de variantes propuesto por la IARC 

En el contexto clínico, los modelos multifactoriales son considerados la 
aproximación más aceptable para evaluar el riesgo asociado a una VSD 148, 149. Por ello, la 
IARC mediante su “Unclassified Genetic Variants Working Group” ha propuesto un 
sistema numérico de clasificación de variantes basado en dichos modelos (Tabla 2). Dicho 
sistema consta de cinco clases y cada una de ellas está ligada a unas recomendaciones 
para el asesoramiento clínico184. 

Tabla 2. Esquema de clasificación de variantes propuesto por el grupo de trabajo  Unclassified Genetic Variants Working 
Group de la IARC. 

Clase 
Probabilidad 

de ser 
patogénica 

Recomendaciones de 
cribado en familiares  

para el uso clínico 

Recomendaciones para 
el asesoramiento 

genético 

Recomendaciones 
de cribado en 

familiares para 
investigación 

5 
Patogénica 

>0,99 
Valor predictivo-Testar 

familiares 

Protocolos de 
seguimiento 

establecidos para 
pacientes de alto riesgo 

No indicado 

4 
Probablemente 

Patogénica 
0,95-0,99 

Valor predictivo-Testar 
familiares 

Protocolos de 
seguimiento 

establecidos para 
pacientes de alto riesgo 

Recomendable 
para clasificar la 

variante 

3 
Variante de 
significado 

desconocido 

0,05-0,945 

No usar la variante 
como valor predictivo 

de riesgo-No testar 
familiares* 

Basado en historia 
familiar y otros factores 

de riesgo 

Recomendable 
para clasificar la 

variante 

2 
Probablemente no 

patogénica o de baja 
significancia clínica 

0,001-0,049 

No usar la variante 
como valor predictivo 

de riesgo-No testar 
familiares* 

Tratar como si no se 
hubiera encontrado la 

variante 

Recomendable 
para clasificar la 

variante 

1 
No patogénica o de 

baja significancia 
clínica 

<0,001 

No usar la variante 
como valor predictivo 

de riesgo-No testar 
familiares* 

Tratar como si no se 
hubiera encontrado la 

variante 
No indicado 

*Recomendar al paciente otras opciones de cribado como, por ejemplo, grandes reordenamientos. (Tabla traducida de 
Spurdle et. al, 2012) 
 

El sistema propuesto por la IARC aporta una serie de avances en comparación a 
sistemas anteriores de clasificación, como por ejemplo el sistema de 3 clases (Patogénica, 
VSD y Neutra/Bajo Impacto Clínico) que se utilizaba hasta ese momento185. El sistema 
propuesto por la IARC introduce dos nuevas clases. Estas nuevas clases, Clase 4 o 
probablemente patogénica y Clase 2 o probablemente neutra, permiten discernir entre 
las variantes que realmente tienen un significado desconocido (VSD o Clase 3) y aquellas 
de las cuales hay evidencias significativas pero no irrefutables sobre su patogenicidad o 
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neutralidad, permitiendo así un asesoramiento clínico más apropiado a los portadores de 
estas variantes. Además, sugiere cuándo y cómo realizar el test predictivo en familiares 
del probando así como el asesoramiento clínico de los pacientes con estas variantes. 

Cabe destacar que, la IARC ha publicado una base de datos dónde se recopila 
toda la información reportada en la literatura para más de 1000 variantes en los genes 
BRCA1/2, incluyendo la patogenicidad asignada a cada variante en cada publicación 
(http://chromium.liacs.nl /LOVD2/cancer/home.php)147. Además ha creado una base de 
datos que recoge las VSD que han sido reclasificadas mediante modelos multifactoriales, 
indicando su nueva clasificación (http://brca.iarc.fr/LOVD /home.php)186. 

7. Mutaciones genéticas que alteran el correcto splicing del RNA  

Conceptos básicos sobre el splicing 

El splicing consiste en un mecanismo co-transcripcional mediante el cual, a partir 
de un tránscrito de RNA primario, resultante de la transcripción de toda la secuencia de 
un gen, se obtiene un RNA maduro (mRNA). Para ello, se eliminan de las regiones no 
codificantes (intrones) del transcrito primario y el empalman las regiones codificantes 
(exones)187, 188. El mRNA es el que servirá como plantilla para la síntesis de proteínas189. 
Aunque el  splicing es un proceso común a cualquier tipo celular, es mucho más común en 
células eucariotas190.  

En el splicing intervienen elemento en cis y en trans. Los elementos en cis son 
aquellos localizados en la secuencia del tránscrito primario que va a ser procesado. 
Corresponden a secuencias reguladoras, secuencias de reconocimiento de puntos de 
corte y los puntos de corte en sí mismos (Fig. 8). Los elementos en trans, la maquinaria de 
splicing propiamente dicha, consisten en una serie de complejos proteicos y factores de 
transcripción que se encargan del proceso de corte y empalme del RNA primario. Los 
elementos en trans reconocen a los elementos en cis para realizar su función191, 192. 

Los puntos de corte o sitios de splice (SS, splice sites)192 son secuencias 
dinucleótidas localizadas en los extremos 5' y 3' de cada intrón, delimitando la frontera 
entre exones e intrones. Son secuencias universalmente conservadas y se denominan SS 
donador y aceptor, respectivamente. Generalmente, el sitio donador (D) consiste en un 
dinucleótido GU y el sitio aceptor (A) con un dinucleótido AG (Fig. 8)173. Las secuencias 
colindantes a los SS, aunque presentan una gran degeneración, suelen ser del tipo 
GURUGU en el sitio D y (Y)nCAG en el sitio A, donde (Y)n representa una secuencia 
polipirimidínica y R cualquier purina192.  Además, en la región 3’ del intrón, existe otra 
secuencia conservada de reconocimiento, el denominado punto de ramificación (Fig. 
8)193. El punto de ramificación, se encuentra en cualquier lugar entre los nucleótidos 20 y 
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50 de la zona anterior a la A del sitio aceptor y se caracteriza por poseer una adenina 
universalmente conservada dentro de una secuencia del tipo YNYYRAY, donde Y indica 
una pirimidina, N cualquier nucleótido, R cualquier purina, y A la adenina. Cabe 
mencionar, que han sido descritos lugares SS distintos a los citados, aunque solo 
representan el 1% de los casos. Corresponden a la secuencia AU para la región 5’ y AC 
para la región 3’ (ref. 192). 

Figura 8. Esquema mostrando los elementos en cis de reconocimiento de splicing 

 

Figura 8. En este esquema se representan los diferentes sitios en cis  involucrados en el splicing. El sitio 
donador de splicing (GU), el sitio aceptor de splicing (AG) y la adenina del punto de ramificación están 
maracados en rojo. En amarillo, la secuencia polipirimidínica colindante al sitio aceptor. Y, pirimidina; N, 
cualquier nucleótido; R, cualquier purina. 
 

En cuanto a los elementos en trans, el más relevantes es el complejo proteico 
denominado spliceosome194, 195. Consiste en un complejo dinámico formado por 5 
subunidades que van cambiando durante el proceso de maduración del RNA (Fig. 9). Las 5 
subunidades, denominadas U1, U2, U4, U5 y U6, están compuestas por 
ribonucleoproteínas nucleares pequeñas o snRNP. Estás proteínas se caracterizan por 
contener una secuencia de RNA que utilizan para unirse a los intrones durante el proceso 
de splicing por complementariedad de bases196. Otros elementos en trans implicados en 
la regulación del splicing son los diferentes factores de transcripción encargados de 
regular el splicing. Entre ellos, las proteínas SR (serine-arginine rich) y las 
ribonucleoproteínas heterogéneas nucleares o hnRNPs (heterogeneous nuclear RNPs). 

Mecanismo general de splicing 

El mecanismo de splicing consta de dos etapas caracterizadas por dos reacciones 
de trans-esterificación catalizadas por el spliceosome196-199. Inicialmente, tiene lugar la 
reclusión de las distintas subunidades del spliceosome en la región intrónica, seguida de 
una serie de cambios conformacionales de éste que darán lugar al spliceosome en su 
forma catalítica activa. Para ello, en primer lugar la subunidad U1 reconoce el sitio D por 
complementariedad de bases con la secuencia de RNA (Fig. 9). Al mismo tiempo, la 
proteína SF1 (Splicing Factor 1) se une al punto de ramificación y el factor auxiliar 
heterodimérico U2AF65/35 se une al sitio A (AG) y a la secuencia de polipirimidinas 
colindante, mediante su subunidad menor y susubunidad mayor, respectivamente. Al 
complejo formado se le denomina estadio temprano del spliceosome o complejo E. A 
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continuación, la subunidad U2, también por complementariedad de bases, se une a la 
región de ramificación, desplazando a SF1. El complejo así formado se denomina 
complejo A. Posteriormente, son recluidas las subunidades U4/U6 y U5 formando el 
complejo B. Finalmente, se liberan las subunidades U1 y U4 produciéndose la activación 
catalítica del spliceosome (complejo C) y dando lugar a la primera reacción de trans-
esterificación. En esta reacción, la adenina conservada de la región de ramificación, 
mediante su grupo 2’ OH, ataca al  grupo fosfato de la guanina inicial del sitio D. Como 
consecuencia, el exón situado en la región 5' queda liberado y el intrón queda formando 
un lazo, dando lugar al denominado complejo intermedio C1. Inmediatamente tiene lugar 
un nuevo reordenamiento conformacional del spliceosome que dará lugar a la segunda 
reacción de trans-esferificación200. En esta segunda reacción, el grupo 3' OH libre del exón 
5´ ataca el grupo fosfato del primer nucleótido del exón adyacente (3’), generándose una 
unión covalente entre ambos exones y la liberación del intrón junto con las subunidades 
U2, U5 y U6 del spliceosome. Las secuencias consenso minoritarias 5’AU, 3’AC dan lugar a 
un mecanismo de splicing similar al descrito, mediante el conocido como spliceosome 
menor201. 
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Figura 9. Esquema representando el mecanismo de splicing de pre-mRNA 

 

Figura 9. Esquema representando las diferentes etapas del proceso de splicing. El splicing sucede en dos etapas 
principales, caracterizadas por dos reacciones de trans-esferificación consecutivas catalizadas por el spliceosome. 
Durante el splicing las diferentes subunidades del spliceosome (U1, U2, U4, U5, U6) son reclutadas gradualmente. 
Antes de que tenga lugar la reacción de trans-esfericación, una serie de cambios conformacionales de estas 
subunidades darán lugar al spliceosome en su forma catilíticamente activa. Mediante estas reacciones, se cortan 
y eliminan las regiones intrónicas y se empalman las exónicas, dando lugar a un RNA maduro a partir de un 
tránscrito primario que contiene toda la secuencia complementaria al DNA de un gen. (Figura adaptada de la 
página web del grupo de investigación de Hennig Urlaub, http://www.mpibpc.mpg.de/289605/07-spliceosome). 
 

Regulación del splicing. Splicing alternativo. 

El splicing alternativo (SA) es el mecanismo mediante el cual se producen varios 
mRNA a partir de un mismo tránscrito primario. Es debido a la gran degeneración de los 
elementos de reconocimiento de splicing en células eucariotas, que posibilita la inclusión 
diferencial de exones durante el procesamiento del pre-mRNA187, 202-204. Como 
consecuencia del SA, para muchos genes, el número de tránscritos alternativos generados 
es muy amplio. La expresión de los diferentes tránscritos posibles estará determinada por 
factores como el tipo de tejido, estímulos intra/extra celulares o las distintas etapas del 
desarrollo203, 204. Concretamente, para los genes BRCA1/2, estudios recientes han 
identificado 73 y 24 tránscritos alternativos en sangre, número que no varía de forma 
significativa en tejido mamario (ref 205, 206 y datos no publicados de ENIGMA). 

No obstante, el splicing consta de un sistema de regulación interno que asegura  
que una serie de tránscritos alternativos se produzcan de forma predominante. Dicho 
sistema consta de una serie de secuencias reguladoras en cis, que interactúan con 
factores de transcripción para promover (activadoras) o reprimir (silenciadoras) la 
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inclusión de un determinado exón en el mRNA194, 195.  Dichos elementos se pueden 
encontrar tanto en regiones intrónicas como exónicas y se denominan Exonic/Intronic 
Splicing Enhancers (ESE o ISE) o Exonic/Intronic Splicing Silencers (ESS o ISS). Entre los 
factores de transcripción que interaccionan con ellos destacan las proteínas SR, que 
suelen actuar como activadoras y las proteínas hnRPN, que suelen actuar como 
represoras207-210.  

Variantes que provocan defectos en el sistema de regulación del splicing han sido 
asociadas con varios tipos de enfermedades, entre ellas diferentes tipos de enfermedades 
hereditarias211-213. 

Alteraciones de splicing asociadas al SCMOH 

Hay estudios que indican que el alrededor del 60% de las mutaciones asociadas a 
enfermedades hereditarias causan alteraciones del splicing214. Además, la lista de 
mutaciones puntuales vinculadas a defectos de splicing en este tipo de enfermedades es 
creciente. De hecho, se han reportado más de 80 estudios relacionados con variantes que 
afectan el splicing de BRCA1/2215. Debido a ello, el evaluar el impacto biológico de 
variantes puntuales en el splicing de genes de predisposición, se ha convertido en una 
práctica habitual en el diagnóstico clínico174, 195, 211, 214, 216.  

Las mutaciones de splicing pueden afectar a los componentes de la maquinaria 
splicing (mutaciones en trans) o, a la secuencia del gen que va a ser procesado 
(mutaciones en cis)284. En el caso del SCMOH las mutaciones de splicing son variantes en 
cis en los genes BRCA1/2. 

Las variantes de splicing en cis pueden ser de diferente naturaleza. Dependiendo 
de su ubicación, algunas son consideradas directamente como probablemente 
patogénicas por afectar de forma clara al splicing215, son las variantes que afectan a los 
dinucleótidos invariables de los sitios donador y aceptor de splicing. Sin embargo, se han 
reportado otro tipo de variantes cuyo efecto en el splicing es difícil de predecir a nivel 
genómico214, 217, 218. Serían variantes que generan un SS de novo, que activan SS crípticos, 
o que alteran secuencias reguladoras (activadoras, silenciadoras, punto de ramificación o 
la secuencia polypirimidínica). Para determinar el efecto de estas variantes en el splicing 
se requiere  realizar ensayos funcionales a nivel de RNA129.  

Priorización de variantes para realizar estudios de RNA 

Idealmente, en el contexto clínico, se debería determinar el efecto en splicing de 
todas las VSD identificadas. Sin embargo, la alta frecuencia con que estas variantes 
aparecen en el test genético de BRCA1/2 hace que no sea logísticamente posible en todos 
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los laboratorios176. En este sentido, el uso de los programas de predicción in silico, que 
permiten determinar la probabilidad de que una variante afecte el splicing129, han 
mostrado ser una buena herramienta para priorizar que variantes tienen más 
posibilidades de alterar el procesamiento correcto del mRNA y deberían ser estudiadas a 
nivel funcional176. Existen dos tipos de programas de predicción in silico, los que permiten 
analizar el efecto de una variante en el reconocimiento de los SS y los que permiten 
analizarlos en las secuencias reguladoras ESE/ISE y ESS/ISS219-129. Los programas de 
reconocimiento de SS, permiten evaluar los SS canónicos, SS crípticos o predecir la 
formación de un SS de novo. Estos programas han mostrado ser muy eficientes para 
predecir alteraciones en los SS canónicos, pero presentan ciertas carencias a la hora de 
reconocer SS crípticos o de novo129. Los programas de reconocimiento de secuencias 
reguladoras, reconocen múltiples secuencias que potencialmente puede interaccionar 
con los factores de splicing pero no determinan cuales de ellas serán utilizadas129. 
Además, el hecho de que estas secuencias estén muy degeneradas y muchas de ellas 
pueden ser no funcionales sugiere que los datos in silico obtenidos a partir de este tipo de 
programas debe ser tratados con mucha precaución194. 

Numerosos estudios han comparado los programas de predicción entre ellos, 
observándose discrepancias en muchos casos104. Por ello, es preferible combinar varios 
de ellos cuando se quiere seleccionar variantes para el realizar ensayos de RNA. Algunos 
estudios han comparado con los resultados de los ensayos de RNA129, 175. También en 
estos estudios se han encontrado varias discrepancias, especialmente en las variantes 
que afectan a las secuencias reguladoras. Esto indica la necesidad de una mayor 
validación de estos programas, especialmente cuando se espera que pronto sean 
integrados en los modelos multifactoriales129, 175, 176, 215, 220.  

Análisis funcional de variantes que pueden afectar el splicing  

Los estudios in vitro a nivel de RNA, suponen una manera fácil y robusta para 
determinar el efecto de una variante sobre el splicing176. Además, como se ha comentado 
anteriormente, la variante puede ser clasificada directamente en función de este 
resultado, lo que hace estos estudios aún más valiosos a nivel clínico149, 184. 

Los ensayos de RNA más utilizados son los basados en la extracción de RNA a 
partir de sangre del paciente, posterior amplificación del cDNA mediante PCR de retro-
transcripción (RT-PCR) y secuenciación del producto de PCR para identificar la presencia 
de posibles tránscritos aberrantes129, 176, 221. No obstante, existen otras metodologías de 
detección como: la PCR cuantitativa, electroforesis en geles de agarosa, electroforesis 
capilar o ensayo de desequilibrio alélico222-224. Estas aproximaciones se pueden utilizar por 
si solas o en combinación.  
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Es importante recalcar que una gran proporción de los tránscrito alternativos que 
generen un CTP son naturalmente eliminados por la célula para reducir la posibilidad de 
errores en la expresión génica mediante un mecanismo denominado Nonsense-Mediated 
Decay (NMD)225. Por ello, para la detección de este tipo de tránscritos en los ensayos de 
RNA, es necesario utilizar inhibidores de este sitema, como por ejemplo, la puromicina o 
la ciclohexamida129, 176, 221.  

Como ya se ha dicho anteriormente, los patrones de expresión de los tránscritos 
puede ser tejido específicos, por ello, idealmente, la extracción de RNA debería ser 
realizada a partir del tejido afectado174. No obstante, el hecho de que no existan 
diferencias significativas entre los patrones de expresión sangre/mama para los genes 
BRCA1/2, indica que el uso de sangre para los estudios de RNA en estos genes supone una 
buena aproximación (ref205, 206 y datos no publicados de ENIGMA). Esto conlleva una gran 
ventaja, ya que en la mayoría de los casos no se dispone de tejido mamario del paciente. 
En otras situaciones, no se dispone de ningún tipo de tejido del paciente.  En estos casos, 
se puede diseñar un mini-gen que englobe la región afectada (exon afectado y 
exones/intrones colindantes), transfectarlo en un modelo celular y extraer el RNA 
expresado a partir del mini-gen176, 226. En este sentido, el ensayo funcional basado en 
células embrionarias de ratón aporta grandes ventajas, dado que permite, el análisis del 
gen en toda su amplitud227.  

Dificultades en la interpretación de los resultados de los ensayos de RNA de BRCA1/2 

Una de las principales limitaciones en la interpretación de los análisis de RNA de 
BRCA1/2 es el gran número tránscritos alternativos que se generan de forma constitutiva 
en estos genes175, 205, 215, 224. El uso de un amplio número de controles sin mutación en 
estos ensayos, es esencial para poder discriminar entre tránscritos alternativos 
constitutivos y los causados por la variante objeto de estudio224. Aún así, existen variantes 
cuyo efecto sólo varía la proporción de tránscritos alternativos constitutivos o genera 
tránscritos aberrantes de forma parcial215. En estos casos, en términos de relevancia 
clínica, es muy difícil interpretar el efecto de la variante, dado que no está bien definido 
como pueden afectar los cambios en los niveles de expresión de los diferentes tránscritos 
en la función de la proteína. Para determinar el efecto de estas variantes, sería necesario 
realizar ensayos funcionales adicionales que evalúen su efecto en la función de la 
proteína228. Además, es necesario diseñar estudios multicéntricos a gran escala que 
permitan establecer la correlación entre las proporciones de tránscritos aberrantes y la 
clínica de los pacientes224. 

Por otra parte, el uso de diferentes metodologías de detección puede llevar a 
diferentes resultados, lo que dificulta aún más la interpretación de estos análisis224. Con el 
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fin de detectar qué factores son críticos en esta variabilidad y estandarizar los protocolos 
utilizados, el consorcio ENIGMA, con su grupo Splicing Working Group, realizó un estudio 
comparativo entre los ensayos de RNA realizados en diferentes laboratorios. De este 
estudio se concluyó que, el diseño de la PCR (localización de primer, tiempo de 
elongación) y la metodología de detección del producto de PCR junto con un 
conocimiento previo de los tránscritos alternativos constitutivos, son los factores más 
relevantes a la hora de realizar un ensayo de RNA224. 

8. Ensayos funcionales en BRCA1 y BRCA2 

El uso de los ensayos funcionales tiene como principal propósito conseguir 
información adicional sobre una VSD para poder clasificarla clínicamente229. En un sentido 
estricto, debido a las limitaciones asociadas a su interpretación, la información funcional 
únicamente puede utilizarse para evaluar el efecto de una variante en una determinada 
función de la proteína y no para determinar su patogenicidad o fenotipo clínico51, 230. Para 
esto último hará falta completar la información funcional con información proveniente de 
otras líneas de evidencia. De hecho, la información funcional ha demostrado ser de un 
gran valor añadido para interpretar la patogenicidad de una variante cuando se utiliza 
como información suplementaria a evidencias aportadas por otras fuentes131, 170, 231, 232. 
Aún así, en un contexto en el que la baja frecuencia poblacional de muchas VSD hace que 
su clasificación mediante modelos epidemiológico, genéticos o multifactoriales sea 
prácticamente imposible, la información funcional es de gran relevancia147. Ya que, es de 
suponer que, tanto los pacientes como los clínicos pueden preferir tomar decisiones 
clínicas en base a una información no inequívoca sobre el riesgo asociado a una variante, 
estimada en base a su efecto funcional, antes que no utilizar ninguna información124, 150, 

172, 184, 233. Por ello, la IARC establece que la información cualitativa proporcionada por los 
ensayos funcionales puede ser categorizada según el sistema de clasificación que ellos 
mismos proponen, lo que permite hacer uso de las recomendaciones clínicas pertinentes 
a cada clase184. Si bien, consideran necesario que dicha información esté adecuadamente 
contrastada mediante grupos de especialistas con un amplio conocimiento de las 
funciones del gen y de las vías en las que está implicado. Aunque la decisión final de 
utilizar esta información con fines clínicos debe ser abordada conjuntamente por el panel 
de especialistas de laboratorio, facultativos clínicos y por los propios pacientes. No 
obstante, la decisión final dependerá de si los pacientes se sienten cómodos utilizando 
esta información, aún sabiendo que puede ser incorrecta172. Por ello, es mandatorio que 
los pacientes entiendan completamente las limitaciones del ensayo utilizado, los riesgos 
asociados a una interpretación errónea del resultado y del significado de cada una de las 
clases en el esquema de clasificación de variantes172. Además, los clínicos y asesores 
genéticos necesitarán un entrenamiento específico para interpretar estos resultados 
funcionales y saber cómo entregar la información al paciente. En este sentido, con el fin 
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de facilitar el proceso de análisis e interpretación de los datos funcionales, recientemente 
se ha publicado en BIC una herramienta bioinformática interactiva que proporciona toda 
la información funcional disponible sobre cada variante identificada en BRCA1 
(https://research.nhgri.nih.gov/projects/bic/circos/index.shtml)230. 

De todos modos, la información funcional adquiriría mucha más relevancia clínica 
si fuera incluida en los modelos estadísticos multifactoriales de clasificación de 
variantes132. Con ello se conseguiría una gran mejoría de estos modelos y se aceleraría, en 
gran medida, la clasificación de las VSD. Sin embargo, debido a la complejidad asociada a 
la interpretación de los ensayos funcionales diseñados para las proteínas BRCA1/2, la 
información funcional que éstos aportan aún no ha podido ser integrada en los citados 
modelos. 

Problemática de la inclusión de los ensayos funcionales en los modelos multifactoriales  

La difícil interpretación de los resultados funcionales deriva, principalmente, de 
que BRCA1/2 son genes que codifican para proteínas con múltiples funciones y no se 
conoce con exactitud cuáles de ellas contribuyen a su función supresora de tumores. Así, 
una variante no se podrá considerar como patogénica únicamente en base al resultado de 
un ensayo funcional, si no se está completamente seguro que la pérdida de la función 
testada inactivará su función supresora de tumores131, 132, 172.  Cada variante debe ser 
analizada con un ensayo, o ensayos, diseñados para el dominio en el que esté localizada, 
de otra forma, se podría caer en el error de clasificarla como neutra, cuando se está 
analizando una función en la que el aminoácido afectado no está involucrado172.  

Por otra parte, los ensayos funcionales pueden identificar variantes hipomórficas, 
las cuales pueden tener efectos intermedios o moderados sobre el riesgo a sufrir  
cáncer131, 161, 234. Estas variantes no responden plenamente a un fenotipo deficiente y 
pueden mostrar resultados discordantes en diferentes ensayos funcionales, lo que 
dificulta la interpretación de su impacto en la función supresora. Como se ha comentado, 
este tipo de variantes no tienen cabida en los modelos multifactorial actuales, ya que 
éstos parten de la hipótesis que una variantes es patogénica con penetrancia elevada o 
neutra y no consideran un efecto intermedio124, 150.  

El primer paso para que la información proporcionada por un ensayo funcional 
pueda ser introducida en los modelos multifactoriales es determinar el valor predictivo de 
dicho ensayo. Para ello, es esencial que sean correctamente validados, haciendo uso de 
un amplio panel adecuado de variantes patogénicas y neutras conocidas, para establecer 
su sensibilidad y especificidad172. Las variantes utilizadas en la serie de validación deben 
ser variantes que hayan sido clasificadas previamente mediante modelos basados en 
evidencias genéticas directas no funcionales (por ejemplo, historia familiar, cosegregación 
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o concurrencia). Desafortunadamente, muchos de los ensayos funcionales actuales aún 
no han podido ser adecuadamente validados130, 233. Si bien, los grandes esfuerzos 
realizados en este campo, han dado sus primeros frutos. Recientemente, se han 
publicado los primeros modelos computacionales que permiten convertir los resultados 
de determinados ensayos funcional en valores de probabilidad, que pueden ser 
integrados en los modelos multifactoriales131, 132, 231, 232. 

Consideraciones técnicas en la realización de ensayos funcionales 

Además de las limitaciones intrínsecas en la interpretación de la información 
funcional, los ensayos funcionales presentan una serie de limitaciones técnicas que 
pueden llevar a una interpretación errónea de los resultados. Para evitar caer en errores 
de interpretación hay que tener en cuenta una serie de consideraciones cuando se realice 
un ensayo funcional130, 233: 

- En el caso de detección de variantes hipomórficas, cuando la especificidad, 
sensibilidad y valor predictivo del ensayo no hayan sido adecuadamente 
validados y los límites de patogenicidad/neutralidad no hayan sido 
establecidos, las variantes cuyo efecto sea intermedio en comparación al de 
los controles patogénicos y neutros se consideran de efecto desconocido y el 
resultado no tendrá valor predictivo. 

- Se deben usar controles adecuados en cada experimento. Al menos uno 
variante neutra y una mutación patogénica conocidas. Estos controles deben 
estar localizados en el dominio interrogado por el ensayo funcional. 

- Se deben incluir triplicados de cada muestra en cada experimento 
independiente y cada experimento independiente debe ser repetido al menos 
dos veces. 

- Siempre que los ensayos se realizan utilizando métodos de transfección 
transitoria, la eficiencia de transfección debe ser medida y normalizada para 
cada plásmido transfectado. Además, las transfección transitoria da lugar a 
niveles de expresión de proteína muy variables, en comparación con 
transfecciones estables. Por ello, para asegurar una correcta interpretación, 
es esencial examinar si las proteínas se expresan en un nivel similar al 
fisiológico. 

- Al realizar experimentos de transfección transitoria, en el mismo experimento 
se debe utilizar una única preparación de plásmido. Esto permitirá evitar la 
variabilidad causada por diferencias en la calidad del plásmido. 
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- El uso de proteínas parciales puede conducir a errores de interpretación de la 
relevancia clínica de ciertas variantes. Por lo tanto, es claramente preferible el 
uso de ensayos que consideren la proteína completa, a pesar de los 
problemas asociados con la detección de proteínas de gran tamaño como las 
BRCA1/2. En este sentido, los grandes avances que se están dando en el 
campo de la ingeniería genética permiten, actualmente, introducir la variante 
en el gen endógeno, lo que conllevará una gran mejora en la interpretación 
de los resultados235, 236. 

Ensayos funcionales comunes para BRCA1 y BRCA2 

Ensayo de localización subcelular 

Las proteínas BRCA1/2 desarrollan su función supresora en el núcleo237, 238. Por 
tanto, su deslocalización en otras regiones de la célula, debido al efecto de una variante, 
puede derivar en una alteración de su función. Para examinar si estas proteínas están 
deslocalizadas a causa de una variante, se transfecta transitoriamente un plásmido GFP-
BRCA1/2 en células MCF7 (para BRCA1) y V-C8 o HEK293T (para BRCA2). Los vectores GFP 
(Proteína verde Fluorescente) emiten fluorescencia, lo que permite cuantificar los focis 
BRCA1/2 nucleares formados en respuesta a un daño en el DNA mediante microscopio de 
fluorescencia. Para ello, las células transgénicas (BRCA2 variante y BRCA2 wild type) se 
tratan con radiación IR y se compara el número de foci BRCA1/2 producidos por las 
variantes con respecto a lo producidos por BRCA2 wild -type (wt)239-242. 

La ponderación de este ensayo resulta complicada debido al uso de plásmidos 
que incluyen una gran variabilidad en la expresión de la proteína, lo que puede afectar a 
su deslocalización130.  

Ensayo funcional basado en el uso de células madre de ratón embrionarias 
(Células- RE) 

El ensayo funcional basado en células-RE se basa en la observación de que 
BRCA1/2 funcional es esencial para la viabilidad de estas células cuando son deficientes 
en Brca2243, 244. Para realizar este ensayo se utilizan células-RE genéticamente 
modificadas. Estas células contienen un alelo no funcional de Brca1/2 y otro que puede 
ser delecionado mediante recombinación inducida por Cre. Para realizar este ensayo, se 
se transfecta un BAC que contiene BRCA1/2 humano wt o portando las mutaciones objeto 
de estudio en dichas céluas, de modo que, la capacidad que tenga cada variante para 
rescatarlas cuando se induce la deleción del alelo condicional de Brca1/2, servirá para 
evaluar el efecto de la variante en la función de BRCA1/2. Las variantes que no sean 
capaces de rescatar dichas células serán consideradas patogénicas y las que sean capaces, 

36



Introducción 

 

se analizaran mediante una serie de ensayos biológicos relacionados con las funciones de 
los genes BRCA1/2 (sensibilidad a radiación IR, sensibilidad a drogas que dañan el DNA, 
recombinación homóloga o estabilidad cromosómica). Las variantes que son deficientes 
para alguno de estos ensayos se consideran hipomórficas228, 234, 245. Este sistema presenta 
dos ventajas principales respecto a otros ensayos funcionales. Por una parte, las células 
embrionarias no son propensas a la inestabilidad genómica que caracteriza a la mayor 
parte de líneas celulares cancerígenas utilizadas en otros ensayos. Por otra, utilizan un 
BAC que contiene todo el gen BRCA1/2. Esto asegura niveles de expresión de BRCA1/2 
similares a los fisiológicos, evitando las sobreexpresión ligada al uso de plásmido. Por otra 
parte, permite testar variantes en el contexto de expresión de la proteína completa, a 
diferencia de muchos ensayos de compensación que se basan en la expresión del cDNA 
de dominios funcionales puntuales, lo que puede llevar a conclusiones erróneas. Además, 
el uso de BAC permite testar variantes zonas reguladoras o regiones intrónicas haciendo 
de este sistema una buena aproximación para analizar variantes que pueden afectar al 
splicing227. 

Debido a las ventajas que este ensayo aporta,  fué el elegido en la presenta tesis 
para testar una serie de VSD posiblemente asociadas al SCMOH. La metodología seguida 
para realizar este ensayo se describe detalladamente en el Capítulo 2 de resultados: 
“Análisis funcional de variantes de significado desconocido en BRCA2 mediante un ensayo 
basado en células embrionarias de ratón”. 

Ensayo de recombinación homóloga dirigida (HDR) 

Para testar el efecto de una variante puede tener en la capacidad de BRCA1/2 de 
realizar la RH, se generó un constructo de recombinación reportero DR-GFP es 
transfectado de forma estable en células deficientes en BRCA1/275, 242, 246-249. El DR-GFP  se 
compone de dos repeticiones GFP diferencialmente mutadas (SceGFP y iGFP) y separados 
por un gen de resistencia a la puromicina (3,7Kb). En una de las repeticiones GFP,  Sce-
GFP, se generó un sitio de corte para la encima de restricción I-Sce I, de modo que, 
cuando I-Sce I es expresada en estas células se producirá la rotura de doble cadena en 
Sce-GFP. Además, el sitio de corte I-Sce I introducido consta de dos codones STOP in-
frame, por tanto, Sce-GFP es inactivo. Por otra parte, iGFP está  truncado en 5’ y 3’, de 
modo que es también es inactivo, de manera que las células no expresan GFP. Cuando 
Sce-GFP es reparado mediante RH utilizando el iGFP como plantilla, éste será funcional y 
las células expresarán GFP. La cuantificación de células GFP positivas se mide mediante 
clitómetro. Este ensayo ha sido correctamente validado mostrando un 100% de 
especificidad y sensibilidad utilizando 18 mutaciones no patogénicas y 13 patogénicas 
conocidas. A raíz de ahí, se pudo desarrollar un método estadístico de clasificación de 
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VSD basado en el resultado de este ensayo131. Estos valores de probabilidad podrán ser 
incluidos en los modelos multifactoriales132. 

Ensayo de recombinación homóloga espontánea 

El ensayo descrito anteriormente fué diseñado para testar variantes en la RH 
inducida. No obstante, existe otro ensayo similar para medir el efecto de variantes en 
estos genes en la RH espontánea250, 251.  

Ensayo de recombinación homóloga espontánea utiliza el modelo celular HelaG1, 
que contiene dos alelos de resistencia a higromicina (Hygr) integrados de forma estable e 
inactivada mediante mutaciones en lugares diferentes. Un evento de RH espontáneo 
intracromosomal puede dar lugar a un alelo activo de Hygr. La frecuencia de este tipo de 
eventos espontáneos se puede medir  como el número de células viables  después de la 
selección con Hygr respecto al número de células sembradas. Para medir el efecto de una 
variante en la RH espontánea, se transfecta en estas células un plásmido que contiene el 
cDNA de BRCA1/2 (wt o variante), se siembran las células y se seleccionan con Hygr 
durante dos semanas. Las colonias resistens a Hygr obtenidas se tiñen,  se cuantifican y se 
comparan wt Vs variante.  

Ensayo de recombinación en levadura 

Este ensayo evalúa el efecto de la expresión de las proteínas BRCA1/2, portando 
la VSD, sobre la RH en la cepa diploide de levadura Saccharomyces cerevisiae252, 253. Este 
sistema mide, por una parte, la RH intracromosomal mediante dos alelos del gen HIS que 
comparten 400 pb de homología. Uno de ellos contiene una deleción en la región 3’-
terminal y el otro en la 5’-terminal. Y, por otra parte, la RH intercromosomal utilizando los 
dos alelos ade2-40 y ade2-101, que están localizados en dos cromosomas homólogos. La 
expresión de BRCA1 wt no tiene ningún efecto en la RH, en cambio, la expresión de 
variantes patogénicas induce un incremente significativo en ambas, la RH 
intracromosomal e intercromosomal. Con BRCA2 sucede lo contrario, la expresión de 
BRCA2 wt incrementa ambas, la RH intracromosomal y intercromosomal, sin afectar al 
número de RAD51 foci, lo que sugiere que BRCA2 funcional interfiere en la reparación de 
DNA en esta levadura. Por tanto, las variantes en BRCA2 que incrementen la RH se 
consideran no patogénicas y las que no estimulan la RH podrían estar asociadas con un 
incremento en el riego a sufrir cáncer. Para BRCA1 sucedería al revés. 

Amplificación del centrosoma 

Este ensayo se basa en la observación de que la reducción en la expresión o la 
inactivación de los genes BRCA1/2 conduce a la amplificación del centrosoma242, 254, 255. 

38



Introducción 

 

Para evaluar los defectos funcionales en BRCA1/2 debidos a una variante, este ensayo 
mide la capacidad de una variante de restablecer el número de centrosomas cuando es 
transfectada en células en las que BRCA1/2 ha sido silenciado con un RNA de 
interferencia. Para ello, en estas células un plásmido que contiene el cDNA de BRCA1/2 
(wt o mutante) fusionado con GFP. Los centriolos y centrosomas se visualizan y enumeran 
mediante inmunofluorescencia 72h después de la transfección. Las variantes patogénicas 
no serán capaces de restablecer el número de centrosomas en comparación al wt,  
mientras que las neutras si lo harán.  

Ensayo de resistencia a agentes genotóxicos 

La hipersensibilidad agentes que dañan el DNA como agentes crosslinkers o 
metilantes es una de las características mostradas por muchas de las líneas celulares 
deficientes en  BRCA1/2, lo que sugiere que esta propiedad está ligada a la pérdida de 
funcionalidad de estos genes244, 256-259. Además, dicha hipersensibilidad puede ser 
reconstituida  cuando se transfecta BRCA1/2 funcional en dichas células260. En base a esta 
observación, la reconstitución de líneas celulares deficientes en estos genes, 
complementadas con  BRCA1/2 (wt o variante) y posteriormente tratadas  con agentes 
genotóxicos puede ser utilizado para determinar el efecto funcional de una varinate234, 261. 
La viabilidad celular después del tratamiento se puede medir mediante ensayos de 
supervivencia clonogénica242. Los resultados se comparan con células complementadas 
con BRCA1/2 wt y BRCA1/2 portando una missense patogénica. Algunos de los agentes 
agentes genotóxicos comúnmente utilizados son Mitomicina C, Cisplatino, metil 
metanoxulfonato, radiación ionizante o radiación UV227, 242, 259, 262, entre otros. 

Aproximaciones agnósticas 

Los estudios basados en los perfiles de expresión de un gen se presentan como 
una aproximación prometedora para detectar variantes patogénicas263, 264. Estos estudios, 
basados en microarrarys de expresión, se apoyan en la premisa de que la expresión de 
ciertos genes asociadas a BRCA1/2 y/o a la modulación de las vías de señalización en las 
que éstos están involucrados, estará alterada cuando BRCA1/2 estén mutados en 
heterozigosis. El uso de microarrays tiene la ventaja que permite analizar cambios de 
expresión en varias vías de una manera agnóstica. No obstante, estos estudios requieren 
de una correcta validación. 

Evaluación de variantes localizadas en las regiones reguladoras de BRCA1/2 

Mutaciones en las regiones reguladoras de BRCA1/2 incapacitan su trascripción y 
se han identificado en pacientes de cáncer de mama265, 266. En un contexto en el que los 
avances en las tecnologías de secuenciación permiten la secuenciación del loci BRCA1/2 
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enteros de forma coste-efectiva, es de prever un aumento considerable en el número de 
variantes identificadas en las regiones no codificantes128. Por tanto, el desarrollo de 
ensayos funcionales que nos permitan evaluar estas variantes de forma sistemática, es 
necesario. Dado que muchas de estas variantes, a priori, serán inocuas, es aconsejable 
priorizar, mediante métodos bioinformáticos, cuáles de ellas analizar mediante 
experimentos funcionales. Para ello, la conservación evolutiva es aceptada como un buen 
indicador para seleccionarlas. 

El efecto de variantes localizadas en las regiones UTR, o en regiones activadoras o 
represoras de la expresión, se puede medir mediante la capacidad que tiene esa variante 
en la modulación de la transcripción de un gen reportero (ej. Luciferasa) transfectado de 
forma transitoria en células mamíferas y fusionado con dichas regiones promotoras267. 
Este método requiere del uso de un adecuado tipo celular humano como huésped dado 
que se pueden dar grandes variaciones asociadas a efectos específicos de la tipo celular. 
Además, permanece incierto el nivel de expresión del tránscrito que debe considerarse 
como límite a partir del cual se produce un defecto funcional. Para determinar la 
expresión límite es necesario testar un gran número de variantes previamente 
clasificadas situadas en estas regiones. 

Ensayos funcionales descritos para BRCA1 

Ensayo de actividad E3 ubiquitín ligasa y de interacción con BARD1 

BRCA1 interacciona con BARD1 mediante el dominio RING situado en la región N-
terminal. El complejo formado con esta proteína es necesario para la actividad ubiquitín 
ligasa de BRCA1268-270. En este ensayo, se evalúa, paralelamente , el impacto de VSD 
localizadas en la región N-terminal  de BRCA1 en la capacidad del heterodímero BRCA1: 
BARD1 de autoubiquitinizarse, con el impacto que tienen dichas variantes en la 
interacción BRCA1/BARD1, utilizando para esto último un ensayo de doble híbrido271. Para 
el ensayo de ubiquitin ligasa, la región BRCA1N-terminal (2–101) y la región BARD1 
comprendida entre los aminoácidos 27-146, fueron amplificadas a partir de cDNa 
humano y fusionadas cada una a una poli-histona. Estos fragmentos son clonados en el 
vector pET15b y expresados en Escherichia coli en presencia de ubiquitina. Posterior 
mente, el heterodímero BRCA1/BARD1 es clonado para medir la capacidad de este 
compuesto de auto-ubiquitnitizarse. 

Ensayo de la actividad transcripcional (TA) 

Debido a que este ensayo ha sido uno de los utilizados en esta tesis, se explicará 
más detalladamente que el resto.  
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BRCA1 interviene en la regulación transcripcional mediante su dominio BRCT272. 
Así pués, el ensayo de la actividad trasncripcional está basado en la capacidad de la región 
C-terminal de BRCA1 (aa 1396-1863) de transactivar un gen reportero, cuando éste se 
encuentra fusionado a un dominio de unión al DNA (DBD)273, 274.  Este ensayo permite 
testar variantes localizadas en la región C-terminal de BRCA1, la cual incluye el dominio 
BRCT en tándem (aa 1646-1736 y aa 1760-1855), y ha demostrado ser una medida directa 
de la integridad estructural de BRCA1231, 275.  

Figura 6. Fragmento de la región C-terminal que puede ser analizavz en el ensayo de trasnactivación 

 

Figura 6. En esta figura se reprensenta la región C-terminal de la proteína BRCA1, la cual puede ser testada por el 
ensayo de activación transcripcional. Esta región comprendida entre los aminoácidos 1396-1864, que esta 
codificada por exones 13-24 de BRCA1, incluye el dominio en tándem BRCT, que cosnta de dos repeticiones, BRCT-
N (aa 1653-1736) y BRCT-C (aa 1760-1855). 

 

Un esquema detallado del procedimiento seguido en este ensayo se muestra en 
la Figura 7. El ensayo de actividad transcripcional consta de dos etapas. En primer lugar, 
se genera, mediante mutación dirigida, la mutación deseada en un plásmido que contiene 
la región terminal de BRCA1 (aa 1386-1863) fusionada a 4 sitios de unión al DNA GAL4 
(pcDNA3). Una vez generada la mutación, se clona en bacteria, se validan las colonias que 
contienen la variante por secuenciación y  se prepara una “maxiprep” de DNA a partir de 
las colonias positivas. En la segunda etapa, el pcDNA3 con la mutación se co-transfecta en 
células mamíferas HEK293T junto con un plásmido reportero, que contiene el gen 
luminiscente de Luciferasa (pG5LUC) y un plásmido de Renilla Luciferasa que está bajo el 
control de un promotor constucional (pHRG-TK). El plásmido Renilla se utiliza como 
control de la eficiencia de transfección y de viabilidad celular (Fig. 7). La expresión del gen 
luciferasa está regulada por 5 DBD GAL4 situados en su región promotora, por tanto, la 
expresión del gen luciferasa servirá como medida indirecta de la capacidad de BRCA1 
para activar la trasncripción de GAL4. De este modo, BRCA1 funcional activará la 
transcripción de GAL4 que se unirá a los sitios de unión del promotor Luciferasa 
induciendo su expresión. En cambio, si la variante afecta la función de BRCA1, la 
expresión de luciferasa será menor o nula.  En cada experimento se utiliza un control wt y 
dos mutaciones patogénicas que conducen a la pérdida de expresión de Luciferasa.  
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Figura 7. Esquema del protocolo seguido en el ensayo de transcripcional de BRCA1 

 

La especificidad y sensibilidad de este ensayo ha sido ampliamente validado 
mediante un set de más de 70 variantes, incluyendo 13 variantes patogénicas y 7 neutras 
previamente clasificadas por modelos que no utilizaban información funcional. Gracias a 
ello, se ha podido desarrollar un modelo computacional que integra los resultados de este 
ensayo con los de la historia familiar, lo que supone el primer paso en la inclusión de los 
resultados funcionales en los modelos multifactoriales132.  

Ensayo de unión a proteínas fosforiladas 

El dominio BRCT de BRCA1 interacciona con proteínas fosforiladas que contiene la 
secuencia pSer-x-x-Phe98, 276.  En este ensayo, el dominio BRCT portando la VSD estudiada 
es expresado in vitro en bacteria y precipitado utilizando esferas de agarosa unidas a un 
péptido con la secuencia pSer-x-x-Phe229, 277. Esto permite testar la capacidad de la VSD 
para unirse a al péptido pSer-x-x-Phe en comparación con el wt. Además, la especificad 
de dicha unión se puede medir utilizando esferas de agarosa unidas a un péptido no 
fosforilado como control. Para ello, se compara la unión de la VSD con el péptido 
fosforilado con la unión al péptido no fosforilado229. 
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Sensibilidad a la proteasa 

Varios estudios han demostrado que el dominio BRCT presenta mayor 
susceptibilidad a la digestión mediante proteasas cuando contiene una mutación 
deletérea, en comparación con el wt278-280. Este ensayo, nos permite identificar variantes 
que provocan defectos en el plegamiento de BRCA1. Está limitado a variantes localizadas 
en la zona interior de la proteína, dado que las localizadas en la superficie no afectarán al 
plegamiento. Por ello, la especificidad de este ensayo es menor que el ensayo de la TA y 
el de unión a proteínas fosforiladas229. 

El ensayo de sensibilidad a la proteasa y el ensayo de unión a proteínas 
fosforiladas han sido extensivamente utilizados para analizar VSD en BRCA1. Por tanto, al 
igual que el ensayo de actividad transcripcional, la sensibilidad y especificidad de estos 
ensayos ha sido robustamente determinada, mostrando una fuerte correlación entre los 
resultados de estos tres ensayos y la predisposición al cáncer. Así pués, estos dos ensayos 
también podrán ser incorporados en los modelos mutifactoriales en un futuro cercano132, 

229. 

Ensayo de fenotipo de colonias pequeñas (SCP) 

El SCP deriva de la observación que la expresión de BRCA1 funcionlal en levadura 
inhibe su crecimiento dando lugar a colonias pequeñas281, 282. El fenotipo puede ser 
testado cualitativamente observando el tamaño de las colonias o cuantitativamente 
contando el número de células por colonia. Aunque las bases bioquímicas del SCP no 
están aún claramente definidas, se ha observado una fuerte correlación entre la 
supresión del crecimiento y la expresión de BRCA1 wt o portando variantes neutras. 
Igualmente, se ha observado que mutaciones truncantes y missense patogénicas no 
afectan el crecimiento283. Parece ser, que la integridad del dominio BRCT es crítica para el 
SCP. De hecho, Este ensayo, este ensayo está actualmente  limitado a variantes 
localizadas en el dominio BRCT, para las cuales ha mostrado una alta sensibilidad y 
especificidad y los resultados obtenidos correlacionan con los obtenido en el ensayo de 
TA281, 282. No obstante, actualmente está siendo testado para variantes en el dominio de 
RING. 

Ensayo de fenotipo de localización en levadura (YLP) 

Mediante el YLP se puede determinar la capacidad que tiene una mutación 
patogénica en BRCA1 de inducir la deslocalización de dicha proteína al citoplasma. Para 
determinar este efecto, se transfecta BRCA1 (wt o con la variante) fusionado con la 
proteína fluorescente mCherry. Esta proteína fusionada, con BRCA1 wt, se acumula en el 
núcleo en, aproximadamente, un tercio de las células y se reduce cuando BRCA1 contiene 
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una variante patogénica. Este efecto puede ser determinado cuantitativamente mediante 
microscopia de fluorescencia. Los resultados entre YLP y SCP correlacionan fuertemente 
sugiriendo que los defectos de crecimiento asociados a BRCA1 en levadura podrían ser 
debidos a su acumulación en el núcleo281, 282, 284. El YLP si ha sido validado para testar 
variantes localizadas en el dominio de RING. 

Ensayos funcionales descritos para BRCA2 

Ensayo de interacción entre proteínas 

Como se ha descrito en apartados anteriores, algunas de las funciones más 
importantes de BRCA2 dependen de la interacción con otras proteínas. Por tanto, medir  
diferencias en la afinidad de interacción, debidas a la presencia de una variante en uno de 
los dominios de unión de BRCA2, puede ayudar a determinar el efecto funcional de dicha 
variante. Las diferencias de afinidad se pueden analizar directamente mediante varios 
métodos bioquímicos como pull downs, co-inmunoprecipitaciones o ensayos de doble 
híbrido. Las interacciones de BRCA2 más estudiadas, hasta ahora, han sido con PALB2105, 

227 y APRIN285. Se ha demostrado que varias variantes que afectan la interacción PALB2-
BRCA2 están asociadas a un mayor riesgo de sufrir cáncer de mama105, 228. Esta asociación 
aún no ha sido establecida para variantes que afectan otras interacciones de BRCA2. 

Modelo syngeneic basado en líneas celulares cancerígenas humanas con BRCA 
noqueado (SyVal model)  

Este ensayo está basado en  células cancerígenas del epitelio colorectal humano 
(DLD1) modificadas genéticamente. En las células DLD1 alelo de BRCA2 es noqueado 
mediante la delección del exón11. La introducción de variantes en el alelo funcional 
endógeno de BRCA2 servirá para analizar su efecto funcional286. En los clones portadores 
de la variante se evalúa el efecto que dichas variantes tienen en la formación del RAD51 
foci y en la sensibilidad a la Mitomicina C. 

9. Asesoramiento genético en portadores de VSD 

Como se ha explicado, debido a su naturaleza, el riesgo clínico asociado a una VSD 
es desconocido por su propia definición. Esto implica que la VSD no podrá ser utilizada 
como valor predictivo en el contexto clínico y, por tanto, la detección de una VSD en el 
test genético se deberá usar como un resultado indeterminado del estudio realizado. Por 
ello, los portadores seguirán los protocolos de seguimiento clínico acordes a este estado, 
que estarán principalmente basados en la historia personal y familiar de la enfermedad115, 

146, 287. 
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Sin embargo, en manos de facultativos clínicos sin formación específica en 
genética, las VSD puede generar cierta subjetividad, condicionando decisiones clínicas 
futuras136, 288. Con ello, se puede incurrir en un alto riesgo de perjudicar al paciente, ya 
que las decisiones que éstos tomaran respecto a cirugías profilácticas preventivas u otras 
intervenciones dependerán, en gran medida, de la percepción de riesgo que reciban a 
partir de las recomendaciones de sus facultativos clínicos115, 136, 288. Además, ha sido 
reportado que, alrededor del 30% de los portadores de una VSD no comprenden 
correctamente el impacto que ésta tiene sobre el riesgo a desarrollar cáncer. Y, 
generalmente, de manera errónea, la asocian a un incremento de riesgo, lo que provoca 
en ellos un gran impacto psicológico y puede tener repercusiones en sus decisiones 
futuras287-291. 

Este escenario refleja la gran dificultad ligada al seguimiento clínico de los 
portadores de VSD, y por tanto, la importancia que tiene el clasificarlas correctamente en 
el menor tiempo posible146. Cuando la VSD sea reclasificada como patogénica, tanto el 
paciente como sus familiares obtendrán un gran beneficio, ya que los portadores podrán 
beneficiarse de las estrategias de prevención establecidas para su nuevo estado de riesgo 
y la variante se podrá utilizar como valor predictivo de riesgo115, 146, 287. Con ello, los no 
portadores quedarán liberados del estrés asociados a su situación de incertidumbre en 
cuanto a su riesgo. Evidentemente cuando una VSD sea reclasificada como benigna, el 
beneficio para los pacientes y familiares será menos significativo, dado que seguirán 
siendo considerados pacientes de alto riesgo sin causa genética conocida y su 
seguimiento clínico no variará. Si bien, puede reducir la subjetividad que una VSD puede 
generar en el facultativo clínico136, 288.  

Hoy en día, la media temporal de reclasificación de VSD es demasiado grande en 
comparación al tiempo en que las pacientes portadoras tardan en tomar una decisión al 
respecto de las cirugías profilácticas128,134, 136, 146, lo que implica la necesidad de mejorar 
los modelos de clasificación de variantes actuales147. 

10. Predisposición al SCMOH más allá de mutaciones en BRCA1 y 
BRCA2. 

Otros genes de predisposición al SCMOH 

Con el paso de los años, después del descubrimiento de los genes BRCA1/2, 
quedó en evidencia que la genética de susceptibilidad al CM iba mucho más allá de estos 
dos genes. De hecho,  BRCA1/2 sólo son capaces de explicar alrededor de un 15-20% de 
los casos de CM familiar57. Por ello, la búsqueda de nuevos genes y modelos de 
predisposición ha sido constante desde entonces.  
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Existen una serie de síndromes de predisposición al cáncer, que entre otras 
características clínicas, muestran una mayor prevalencia de CM entre sus afectos67. Estos 
síndromes se caracterizan por mutaciones germinales en distintos genes de 
predisposición. Entre ellos, TP53, que predispone al síndrome de Li-Fruameni; PTEN, al 
síndrome de Cowden; LKB1-STK11, causante del síndrome de Peutz-Jeghers o CDH1 que 
predispone al síndrome de cáncer gástrico difuso292-294. Todos estos síndromes confieren 
un elevado riesgo al CM, aunque presentan frecuencias poblacionales muy bajas y 
contribuyen, entre todos ellos a un 3% de los casos de SCMOH67 (Fig. 2).  

Estudios dirigidos hacia genes interactores de los genes BRCA1/2 y genes que 
actúan en vías de reparación comunes a éstos en familias de alto riesgo de CM, 
identificaron una serie de nuevos genes de predisposición considerados de moderada 
penetrancia67. Sin embargo, entre todos estos genes tan sólo se pueden explicar un 3% 
adicional de los casos de SCMOH57(Fig. 2). Por una parte, se identificaron varios genes 
pertenecientes a la vía de la Anemia de Fanconi. Entre ellos: PALB2 (FANCN), BRIP1 
(FANCJ), RAD51C (FANCQ), FANCM e interactores de éstos como XRCC2 y RAD51D295-300.  
Entre ellos, se ha descrito que genes como BRIP1 y RAD51C confieren un alto riesgo a 
sufrir cáncer de ovario. Por otra parte, se han identificado genes involucrados en la vía de 
reparación de RH, común con BRCA1. Entre ellos BARD1, ATM, CHEK2 y los genes del 
complejo MRN (MRE11-RAD50-NBS1)301-306. Destacar que, ATM fue identificado por 
predisponer al síndrome de ataxia-telangiectasia, una enfermedad autosómica recesiva, 
cuyo fenotipo sugería que, la población femenina afectada por este síndrome tenía un 
riesgo moderado de sufrir CM. Estudios epidemiológicos y moleculares posteriores 
demostraron que mutaciones en heteocigosis en este gen confieren un riesgo moderado 
a sufrir CM301. 

Además, mediante una serie de estudios de asociación en el genoma completo 
(GWAS), que comparan la frecuencia con que aparecen ciertos polimorfismos comunes 
(SNP) entre poblaciones de alto riesgo de CM y población general, se han identificado 
alrededor de 90 SNP que aparecen con frecuencias significativamente mayor en 
pobaciones afectas por el CM;  lo que sugiere que están asociados a un pequeño aumento 
en el riesgo de esta enfermedad307, 308. Mediante estos SNP de baja penetrancia se puede 
explicar alrededor de un 14% de los casos de CM familiar (Fig. 2). Además, se espera que 
mediante futuros estudios GWAS en tamaños muestrales más grandes se podrán 
identificas nuevos SNP comunes asociados al CM que permitirán explicar un 14% 
adicional de los casos de SCMOH307, 309. La susceptibilidad al CM asociada a estos alelos de 
baja penetrancia parece estar ligada a un modelo poligénico de predisposición124, 310. 
Según este modelo, los genes de alta, moderada y baja penetrancia interactuarían entre 
ellos y/o con factores asociados al ambiente o el estilo de vida124. Un modelo de 
interacción entre estos factores asume que cada uno actúa de forma independiente y el 
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efecto común es multiplicativo124. Sin embargo, aunque los estudios de co-ocurrencia 
realizados hasta ahora, con SNP de baja penetrancia, parece indicar que éstos interactúan 
de forma multiplicativa entre ellos, una situación mucho más compleja se deriva de su 
interacción con otros factores de riesgo311-314. 

Paneles genéticos  

Durante mucho tiempo, los genes BRCA1/2 han sido los únicos genes 
considerados en el diagnóstico genético rutinario de pacientes con sospecha de sufrir el 
SCMOH. La baja frecuencia poblacional con que aparecen mutaciones en el resto de 
genes de alta o moderada penetrancia identificados para esta enfermedad ha hecho que 
no hayan sido incluidos en los test genéticos hasta ahora, a excepción de los genes de alta 
penetrancia asociados a los síndromes citados anteriormente (TP53, PTEN, SKT11 y CDH1) 
cuando la paciente cumplía criterios clínicos para dichos síndromes301. Sin embargo, la 
aparición de las nuevas técnicas de secuenciación masiva y el abaratamiento de los costes 
de éstas, ha propiciado el desarrollado de paneles genéticos que permiten el análisis 
simultáneo de éstos, dando cabida a los genes de predisposición de menor prevalencia en 
el test genético rutinario de una forma coste/efectiva. Entre todos los paneles 
desarrollados para el cáncer hereditarios se pueden analizar hasta un centenar de genes 
de predisposición al cáncer, siendo aproximadamente unos veinte los directamente 
asociados a la predisposición al SCMOH315. El primero de ellos diseñado para el SCMOH, 
denominado BROCA, fue desarrollado por Walsh et. al en el año 2010. Dicho panel incluía 
21 genes de predisposición a cáncer de mama incluyendo BRCA1/2. La validación de este 
panel en 20 mujeres diagnosticadas de CM o CO portadoras de una mutación conocida 
identificó todas las mutaciones conocidas y ningún falso positivo, demostrando a su vez 
ser una técnica coste efectiva en comparación a los test rutinarios128. La aplicación 
posterior de este panel en 360 paciente con CO, identificó 63 mutaciones en BRCA1/2 lo 
que corresponde con el 18% de los pacientes testados y 23 mutaciones en otros 10 genes, 
que corresponde con el 6,1% de los pacientes316. En los años siguientes varios estudios 
basado en paneles multigénicos han identificado mutaciones en genes de predisposición 
distintos a BRCA1/2 en frecuencias que varían entre el 3% y el 14% de los pacientes 
analizados que varía en relación al número de genes incluidos en el panel y el tipo y 
número de pacientes seleccionados para el estudio317-322. Esta situación ha propiciado que 
varios laboratorios privados como Myriad Genetics, Invitae o Ambry Genetics entre otras 
hayan desarrollado diferentes paneles para el uso comercial (un listado de los paneles 
comerciales desarrollados hasta ahora se puede encontrar en la revisión de Easton et. al 
2014) (ref315). 

Aunque es evidente que la implantación de los paneles genéticos conlleva una 
mejora en el diagnóstico genético, ya que la posibilidad de testar simultáneamente varios 
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permite aumentar el porcentaje de pacientes con mutación identificada y por tanto, una 
mayor estratificación del riesgo pudiendo ayudar a seleccionar pacientes para 
determinados tratamientos (por ejemplo, iPARP para portadores de mutaciones 
patogénicas en BRCA)323-325, la utilidad clínica actual de estos paneles esta aún por 
determinar. Este hecho es debido a que los avances en el poder de interpretación de los 
resultados obtenidos en los paneles no ha seguido el mismo ritmo de desarrollo que las 
tecnologías de secuenciación. Por ejemplo, se desconoce la penetrancia real de 
mutaciones (principalmente de las missense) en algunos de los genes de predisposición 
incluidos en dichos paneles. Por otra parte, cuando se utilizan paneles de cáncer 
hereditario generales, existe la posibilidad de encontrar mutaciones no esperadas en 
genes de predisposición a enfermedades diferentes a las que iba dirigido el test 
(incidental findings). Además, el número de VSD aumentará en gran medida326. Por todo 
ello, cuando se utilicen paneles en el diagnóstico genético, se debe explicar 
correctamente al paciente que test se le va a realizar y cuáles son los posibles resultados 
y limitaciones del estudio realizado327. Para esto, será necesario establecer unas guías 
clínicas de actuación consensuadas que indiquen cuándo se deben utilizar dichos paneles, 
cómo manejar la información obtenida y qué información proporcionar al paciente57, 300.  

Una mayor conocimiento de las bases genética de susceptibilidad al SCMOH, que 
nos permita una correcta interpretación del riesgo en base a los modelos poligénicos, es 
necesario para mejorar el asesoramiento genético asociado a los paneles328. Análisis 
genéticos en series grandes de pacientes y la detección de nuevos genes de 
predisposición ayudarán a mejorar este entendimiento276. 

Consideraciones en la búsqueda de nuevos genes de predisposicion al SCMOH 

Desde el descubrimientos de los genes BRCA1/2, han sido varios los intentos de 
identificar nuevos genes de predisposición al SCMOH con las mismas características que 
éstos. Sin embargo, los estudios realizados hasta ahora, parecen indicar que, aunque 
existen más genes de alta penetrancia como BRCA1/2, éstos solo explicarán un 
porcentaje muy pequeño de familias de alto riesgo329, 330. Estos estudios, principalmente, 
han consistido  en estudios de ligamiento diseñados en base a la presima de un patrón de 
herencia autosómica dominante en familias no asociadas a mutaciones en BRCA1/2 
(conocidas como BRCAX)329, 331, 332.  

La aparición de las nuevas técnicas de NGS se presentó como una herramienta 
prometedora para la identificación de nuevos genes. Aunque, hasta ahora, no ha tenido 
el éxito esperado en lo referente a la detección de genes de alta penetrancia152, 333, 
algunos estudios basados en la secuenciación de exomas de varios pacientes 
pertenecientes a familias de alto riesgo con un patrón de herencia autosómica 
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dominante, han identificado algunos genes de predisposición al SCMOH aunque el riesgo 
asociado a mutaciones en estos genes es aún desconocido (BLM, FANCC, REQL, 
XRCC2,)299, 334-336. 

La gran heterogeneidad que presenta el grupo de familias BRCAX, tanto a nivel 
genético (modelos de herencia poligénicos, diferentes loci asociados con la enfermedad,  
posibilidad de herencia autosómica recesiva, presencia de fenocopias) como a nivel 
histopatológico, es una de las principales causas del poco éxito en la búsqueda de nuevos 
genes333, 337. Los estudios realizados hasta ahora, la mayoría basados en patrones de 
herencia autosómica dominante, no consideran esta heterogeneidad en su diseño. Se 
espera, que el estudio de subgrupos histopatológicos concretos dentro de los casos 
BRCAX  o el diseño de estudios que se ajusten a diferentes patrones de herencia podrá 
ayudar en la identificación de nuevos genes de alta penetrancia asociados al SCMOH338-

341. Por otra parte, la existencia de nuevos genes de moderada penetrancia es segura, sin 
embargo, es difícil predecir cuantos serán y que proporción de casos de SCMOH serán 
atribuibles a ellos. Hasta ahora, todos los genes de moderada penetrancia identificados 
han sido genes involucrados en vías de reparación de DNA, principalmente en las que 
también participaban los genes BRCA1/267. Esto indica que, la re-secuenciación de genes 
reparadores en grupos de familias de alto riesgo, BRCA1/2 negativas, es la aproximación 
más optima para detectar nuevos genes de predisposición moderada299. 
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Antecedentes e hipótesis 
 

 

Antecedentes que han motivado la presente tesis doctoral 

El Cáncer de Mama (CM) es el segundo tipo de cáncer más común a nivel 
mundial. Se considera que alrededor de un 25% del CM se presenta en un contexto de 
agregación familiar. Si consideramos que en el año 2012, se diagnosticaron más de 
1.700.000 de casos de CM a nivel mundial (Globocan 2012), el CM familiar afectaría a más 
de 400.000 mujeres en todo el mundo. 

El CM familiar está causado por mutaciones genéticas en genes de susceptibilidad 
al cáncer que predisponen al SCMOH. En la actualidad, sólo se han identificado dos genes 
de alto riesgo asociados al SCMOH que presentan alta prevalencia, BRCA1 y BRCA2. 
Mutaciones germinales en estos genes explican menos del 20% de los casos de CM 
familiar. Sin embargo, el estudio mutacional de BRCA1/2 identifica un alto porcentaje de 
variantes cuyo significado biológico es desconocido (VSD), no pudiendo ser utilizadas para 
el diagnóstico genético. 

El porcentaje de VSD detectadas en BRCA1/2 varía entre 2-15% dependiendo de 
la población analizada y la casuística del laboratorio que las reporta. La gran mayoría de 
VSD son específicas de una o muy pocas familias lo que dificulta su clasificación mediante 
modelos epidemiológicos, genéticos o multifactoriales. En este contexto, analizar estas 
VSD mediante ensayos que evalúen su efecto en la función del gen puede aportar nuevas 
evidencias que ayuden a su clasificación. 

Los esfuerzos realizados los últimos años, así como una mejor comprensión de las 
bases genéticas y moleculares del SCMOH ha llevado a la identificación de otros genes de 
predisposición a esta enfermedad. La mayoría de ellos son considerados de penetrancia 
moderada/baja (PALB2, CHEK2, BRIP1, ATM…) y están implicados en las vías de 
reparación genómico en las que están involucrados los genes BRCA1/2. Además, se han 
descrito otros síndromes hereditarios poco frecuentes, asociados a cáncer de mama pero 
con otras características clínicas asociadas como son los síndromes de Li-Fraumeni 
(causado por mutaciones en TP53), el síndrome de Cowden (causado por mutaciones en 
PTEN), el síndrome de Peutz-Jeghers (causado por mutaciones en STK11) o el síndrome de 
cáncer gástrico difuso (causado por mutaciones en CDH1). No obstante, se estima que 
más de un 50% de familias de alto riesgo siguen sin causa genética conocida (son los 
casos denominados casos BRCAX). Los estudios realizados hasta ahora indican una 
naturaleza muy heterogénea de estos casos, con existencia de diferentes patrones de 
herencia. Elucidar las causas genéticas del SCMOH es necesario para mejorar el 
diagnóstico y el consejo genético así como las opciones terapéuticas de los pacientes 
afectados por esta enfermedad. 
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Antecedentes e hipótesis 
 

 

Hipótesis de trabajo 

El estudio funcional de VSD en los genes BRCA1/2 puede aportar nuevas 
evidencias que nos ayuden a elucidar el impacto clínico de dichas variantes. Como 
consecuencia, algunas de ellas se podrán clasificar como variantes patogénicas o neutras, 
beneficiando el manejo clínico de los pacientes portadores de las mismas. 

La secuenciación de genes candidatos involucrados en vías de reparación 
comunes a los genes BRCA1/2 o de genes que interaccionan con éstos puede identificar 
nuevos genes de susceptibilidad al SCMOH. 

La secuenciación de exomas de pacientes pertenecientes a familias BRCAX, 
seleccionadas en base a un patrón de herencia autosómica dominante, puede identificar 
nuevos genes de susceptibilidad de alta y/o moderada penetrancia a esta enfermedad. 

En definitiva, la clasificación de la relevancia clínica de VSD en los genes BRCA1/2 
y la identificación de nuevos genes de susceptibilidad al SCMOH contribuirá a una mejor 
comprensión de las bases moleculares de esta enfermedad. Con ello, se espera mejorar el 
diagnóstico y el consejo genético de los pacientes con SCMOH. 
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Objetivos 

 

Objetivo 

El objetivo global de esta tesis doctoral es mejorar el diagnóstico genético y el 
consejo genético de los pacientes con síndrome de cáncer de mama y ovario hereditario 
(SCMOH) haciendo uso de diversas herramientas  de análisis genéticos, moleculares y 
celulares.  

 

Objetivos específicos 

Con el fin de abordar el objetivo principal propuesto en esta tesis, se proponen 
dos grandes subobjetivos, tal y como se detalla a continuación: 

1. Análisis in vitro de VSD identificadas en nuestra población en los genes BRCA1 y BRCA2. 

1.1 Evaluar el efecto de VSD identificadas en nuestro centro en el procesamiento 
del mRNA de los genes BRCA1/2. 

1.2 Estudio del posible efecto funcional de diferentes VSD en las proteínas 
BRCA1/2. 

2. Búsqueda de nuevos genes implicados en la génesis del SCMOH. 

2.1. Secuenciación, mediante tecnología Sanger, de genes candidatos de la vía de 
Anemia de Fanconi/BRCA, así como de genes candidatos por ser interactores de 
las proteínas BRCA1/2. 

2.2. Secuenciación de exomas de diversos pacientes pertenecientes a familias 
BRCAX distintas, con elevada carga familiar y que muestren un patrón de herencia 
autosómico dominante. 
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 Resultados 
 

 

Los resultados de esta tesis se dividen en cuatro apartados, de acuerdo con los 
subobjetivos propuestos. Los resultados ya publicados o enviados a publicación se 
presentan adjuntando la publicación correspondiente. Los resultados aún no publicados 
se presentan en formato de artículo científico, redactado en castellano. Los resultados se 
presentan en el siguiente orden: 

1. Evaluación del efecto de VSD en el procesamiento del mRNA de los genes 
BRCA1/2. 

Artículo 1 

“Comparison of mRNA splicing assay protocols across multiple laboratories: 
recommendations for best practice in standardized clinical testing.” 

Whiley et. al, Clinical Chemistry, 2014 

Resultados sometidos a publicación 

"Investigating the effect of 28 BRCA1 and BRCA2 variants on their related 
transcribed mRNA." 

Quiles et. al, Breast Cancer Research and Treatment  

(In press) 

2. Estudio funcional de VSD en las proteínas BRCA1/2. 

Artículo 2 

“Functional and structural analysis of C-terminal BRCA1 missense variants.” 

Quiles and Fernández-Rodríguez et. al, Plos One, 2013 

Resultados sometidos a publicación 

"Identification of a founder BRCA1 mutation in the Moroccan population" 

Quiles et. al, Clinical Genetics (en revisón Diciembre 2015) 

Resultados no publicados 

“Análisis funcional de variantes de significado desconocido en BRCA2 mediante un 
ensayo basado en células embrionarias de ratón.” 
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Resultados 

3. Estudio mutacional de nuevos genes identificados en la vía de Anemia de 
Fanconi/BRCA en familias BRCAX 

Artículo 3 

“Analysis of SLX4/FANCP in non-BRCA1/2-mutated breast cancer families.” 

Fernández-Rodríguez* and Quiles* et. al, BMC Cancer, 2012 

Artículo 4 

“Evaluation of rare variants in the new fanconi anemia gene ERCC4 (FANCQ) as 
familial breast/ovarian cancer susceptibility alleles.” 

Osorio A et. al, Human Mutation, 2013 

4. Secuenciación de exomas en familias BRCAX. 

Resultados no publicados 

“Búsqueda de nuevos genes de predisposición al SCMOH mediante secuenciación 
de exomas de pacientes pertenecientes a familias BRCAX.” 
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Capítulo 1 

EVALUACIÓN DEL EFECTO DE VSD EN EL PROCESAMIENTO DEL mRNA 
DE LOS GENES BRCA1/2 

 





Resultados 
 

 

ARTÍCULO 1 

 
 
Artículo 1: Comparison of mRNA splicing assay protocols across multiple laboratories: 
recommendations for best practice in standardized clinical testing. 

 

Whiley PJ1, de la Hoya M, Thomassen M, Becker A, Brandão R, Pedersen IS, Montagna 
M, Menéndez M, Quiles F, Gutiérrez-Enríquez S, De Leeneer K,Tenés A, Montalban 
G, Tserpelis D, Yoshimatsu T, Tirapo C, Raponi M, Caldes T, Blanco A, Santamariña 
M, Guidugli L, de Garibay GR, Wong M, Tancredi M, Fachal L, Ding YC, Kruse T, Lattimore 
V, Kwong A, Chan TL, Colombo M, De Vecchi G, Caligo M, Baralle D, Lázaro C, Couch 
F, Radice P, Southey MC,Neuhausen S, Houdayer C, Fackenthal J, Hansen TV, Vega A, Diez 
O, Blok R, Claes K, Wappenschmidt B, Walker L, Spurdle AB, Brown MA; ENIGMA 
consortium.  

Clinical Chemestry.2014 Feb; 60(2):341-52. 
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Comparison of mRNA Splicing Assay Protocols across
Multiple Laboratories:

Recommendations for Best Practice in Standardized
Clinical Testing
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Barbara Wappenschmidt,5,6 Logan Walker,22 Amanda B. Spurdle,1 and Melissa A. Brown2

on behalf of the ENIGMA consortium

BACKGROUND: Accurate evaluation of unclassified se-
quence variants in cancer predisposition genes is essen-
tial for clinical management and depends on a multi-
factorial analysis of clinical, genetic, pathologic, and
bioinformatic variables and assays of transcript length
and abundance. The integrity of assay data in turn re-
lies on appropriate assay design, interpretation, and
reporting.

METHODS: We conducted a multicenter investigation to
compare mRNA splicing assay protocols used by mem-
bers of the ENIGMA (Evidence-Based Network for the
Interpretation of Germline Mutant Alleles) consor-
tium. We compared similarities and differences in re-

sults derived from analysis of a panel of breast cancer 1,
early onset (BRCA1) and breast cancer 2, early onset
(BRCA2) gene variants known to alter splicing
(BRCA1: c.135-1G�T, c.591C�T, c.594-2A�C,
c.671-2A�G, and c.5467�5G�C and BRCA2: c.426-
12_8delGTTTT, c.7988A�T, c.8632�1G�A, and
c.9501�3A�T). Differences in protocols were then as-
sessed to determine which elements were critical in re-
liable assay design.

RESULTS: PCR primer design strategies, PCR condi-
tions, and product detection methods, combined with
a prior knowledge of expected alternative transcripts,
were the key factors for accurate splicing assay results.
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For example, because of the position of primers and
PCR extension times, several isoforms associated with
BRCA1, c.594-2A�C and c.671-2A�G, were not de-
tected by many sites. Variation was most evident for the
detection of low-abundance transcripts (e.g., BRCA2
c.8632�1G�A �19,20 and BRCA1 c.135-1G�T �5q
and �3). Detection of low-abundance transcripts was
sometimes addressed by using more analytically
sensitive detection methods (e.g., BRCA2 c.426-
12_8delGTTTT ins18bp).

CONCLUSIONS: We provide recommendations for best
practice and raise key issues to consider when design-
ing mRNA assays for evaluation of unclassified se-
quence variants.
© 2013 American Association for Clinical Chemistry

Germline mutations in the breast cancer susceptibility
genes breast cancer 1, early onset (BRCA1)26 and breast
cancer 2, early onset (BRCA2) (OMIM #113705 and
#600185, respectively) are associated with a signifi-
cantly increased risk of breast and other cancers (1 ).
Although many thousands of disease-associated muta-
tions have been identified in these genes, many DNA
sequence changes found during genetic screening fall
into the category of unclassified variants because their
functional and clinical significance is not immediately
clear. Such unclassified variants pose a challenge for
clinical management of variant carriers.

Unclassified variants have the potential to alter
protein function by changing the coding sequence of a
transcript, or the level or structure of the gene tran-
script, and by disrupting regulatory regions in promot-
ers, untranslated regions, exons, or introns (2–5 ). Such
regulatory variants include those affecting normal
splicing of BRCA1 and BRCA2, many of which have
been shown to be clinically significant by use of cDNA
studies and multifactorial likelihood analysis methods
that combine bioinformatic, pathologic, and clinical
information (6 – 8 ). These variants include those that
affect splicing by disrupting or weakening the motifs at
intron– exon boundaries, introducing de novo splice
acceptor or donor sites, activating cryptic splice sites,
or disrupting enhancer and silencer sequences. Several
studies have shown that bioinformatic prediction tools
can be used to prioritize variants for splicing assays
(9 –14 ).

To date, a total of 82 studies have reported findings
related to splicing in BRCA1 or BRCA2 (15 ). The ma-

jority of these used reverse transcriptase PCR (RT-
PCR)27 analysis of RNA extracted from blood of vari-
ant carriers or alternatively, minigene constructs
containing the variant and assayed in non–patient-
derived cell lines. The interpretation of splicing results
for variant carriers can be complicated by the detection
of normal alternatively spliced transcripts that occur in
healthy individuals—an issue that has yet to be exten-
sively addressed in the literature. The effect of the range
of variables found in protocols used in research and
clinical testing laboratories, including the PCR assay
design, reagents used, and tools for visualizing and
characterizing transcripts identified by PCR on assay
result interpretation, is also unclear.

There are 4 instances of inconsistent or conflicting
splicing results (6, 8, 14, 16 –19 ). These include BRCA1
c.212�3A�G, c.670�8C�T, and c.736T�G and
BRCA2 c.517-19C�T (4, 19 –25 ). Reports of splicing
results from a further 7 variants differed in the number
of aberrant bands found in each study. The potential
clinical implications of such inconsistencies highlight
the need to establish the advantages and limitations of
the various techniques in practice.

Guidelines for clinical interpretation and report-
ing of unclassified variants analyzed using splicing as-
says are available in the UK and Netherlands via the UK
Clinical Molecular Genetics Society (http://www.cmgs.
org/BPGs/Best_Practice_Guidelines.htm) and Dutch
Society of Clinical Genetic Laboratory Specialists
(http://www.vkgl.nl/). In addition, a range of in silico
approaches have been compared with one another, and
with transcript analysis, by the splice network of the
French BRCA diagnostic testing laboratories, recently
reported by Houdayer et al. (11 ). In this study (11 ),
Houdayer et al. investigated the value of combining
Splice-site Finder and MaxEntScan prediction tools
and showed that major splice defects were consistently
identified across a number of different laboratories.
The authors did find some discrepancies with results
previously reported in the literature and recommended
a large cross-validation study as a future priority.

The Evidence-Based Network for the Interpreta-
tion of Germline Mutant Alleles (ENIGMA) consor-
tium was established in 2009 with the purpose of
sharing data, methods, and resources to facilitate clas-
sification of unclassified variants (21 ). To date, a total
of 3286 unique BRCA1 and BRCA2 variants considered
to be of uncertain clinical significance have been sub-

26 Human genes: BRCA1, breast cancer 1, early onset; BRCA2, breast cancer 2,2
early onset.

27 Nonstandard abbreviations: RT-PCR, reverse transcriptase PCR; ENIGMA,
Evidence-Based Network for the Interpretation of Germline Mutant Alleles; NMD,
nonsense-mediated decay; LCL, lymphoblastoid cell lines; kConFab, Kathleen
Cuningham Consortium for Research into Familial Breast Cancer; CE, capillary
electrophoresis.
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mitted to ENIGMA from more than 43 sites in 19
countries. The consortium has established several
working groups, including one dedicated to examining
variants that potentially alter RNA splicing.

Here we describe the outcome of an ENIGMA
Splicing Working Group study to assess the impor-
tance of various mRNA assay components on consis-
tency of results. We identified a variety of differences in
protocols from 23 laboratories, the majority of which
conduct routine clinical assays (see Table 1 in the Data
Supplement that accompanies the online version of
this article at http://www.clinchem.org/content/vol60/
issue2). We report the critical elements on assay design
that should be considered in the analysis of variants
that may impact RNA splicing.

Materials and Methods

Each participating laboratory submitted information
about the mRNA splicing protocol in use at their site.
These protocols were then compared on the basis of the
source of biological material; the use of a nonsense me-
diated decay (NMD) inhibitor, RNA extraction, or re-
moval of contaminating genomic DNA; the choice of
cDNA synthesis primer, reverse transcriptase, and
DNA Taq polymerase; the method of PCR product de-
tection; and whether products were isolated, subcloned
or sequenced (see online Supplemental Table 1).

To compare the assays used by laboratories within
the ENIGMA consortium, 23 sites were sent aliquots of
samples from the same lymphoblastoid cell lines
(LCLs) that had been generated by the Kathleen Cun-
ingham Consortium for Research into Familial Breast
Cancer (kConFab) from 9 carriers of BRCA1 or BRCA2
variants known to be associated with splicing defects
(Fig. 1) and from 11 controls. Four LCLs carried vari-
ants that produce unequivocal splicing aberrations re-
sulting in a clear exon-skipping event. Five LCLs car-
ried variants considered to produce equivocal splicing
aberrations, based on the observation that they confer
more subtle and variable effects, such as altering the
availability of naturally occurring isoforms to a variable
extent and/or producing a large and variable number
of uncharacterized splicing products.

The project was conducted in 2 phases. In the ini-
tial phase (phase 1), 16 sites used an mRNA splicing
protocol they routinely use in their laboratory (see on-
line Supplemental Table 1), summarized their results,
and submitted these to PJW and MAB. for collation.
Following an analysis of phase 1 results, phase 2,
informed by the phase 1 findings, was initiated, dur-
ing which some sites repeated each assay using a
standard set of PCR primers and cycling conditions
(see online Supplemental Table 2). All other compo-
nents of the protocol were per phase 1, apart from
site 8, which used a Bioanalyzer in phase 1 and cap-

BRCA1 d i t i�

3 5 6 7 8 9 10 11

BRCA1 c.591 C>T

13 14 1512

BRCA1 exons and variant posi�on

BRCA1 c.135-1 G>T  BRCA1 c.594-2 A>C  BRCA1 c.671-2 A>G

16 17 18 19 20 21 22 23 24

BRCA1 c.5467+5G>C

BRCA2 exons and variant posi�on

3 4 5 6 7 8 9 10 11

BRCA2 c.426-12_8delGTTTT

13 14 15

16 17 18 19

12

20 21 22 23 24 25 26 27

BRCA2 c.9501+3A>TBRCA2 c.7988 A>T BRCA2 c.8632+1G>A

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Red = unequivocal variants. Blue = equivocal variants.

Fig. 1. BRCA1 and BRCA2 exons showing the positions of the variants studied.

BRCA1 c.135-1 G�T, BRCA1 c.5467�5 G�C and BRCA2 c.9501 � 3A�T and c.8632 � 1G�A were considered to produce
unequivocal splicing aberrations. BRCA1 c.591 C�T, c.594–2 A�C and c.671–2 A�G and BRCA2 c.426-12_8delGTTTT and
c.7988 A�T were considered to produce equivocal splicing aberrations.
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illary electrophoresis (CE) in phase 2. Seven sites
that participated in phase 1 repeated the assays un-
der the controlled conditions of phase 2. An addi-
tional 3 sites joined the study to assay all variants for
phase 2. A further 3 sites joined phase 2 to specifi-
cally assay BRCA1 c.671-2A�G, following the find-
ing that this equivocal variant gave rise to the great-
est range of alternatively spliced transcripts.

Results

The initial comparison of protocols used by participat-
ing laboratories revealed that cycloheximide or puro-
mycin was sometimes used for NMD treatment, with
incubation times between 4 and 8 h and concentrations
between 100 and 250 �g/mL, the use of 8 cDNA syn-
thesis kits, 12 different DNA polymerases, and tran-
script isolation strategies that included band excision,
subcloning, and sequencing. The majority of laborato-
ries used agarose gel electrophoresis for visualizing
transcripts, but several used digital visualization
strategies.

In phase 1 of the study, all sites detected the full-
length transcript for each of the 4 unequivocal variants
(Table 1). All sites also detected the most prominent
single-exon skipping events not seen in controls for
each of the unequivocal variants, apart from site 4 and
14, which did not detect the �20 transcript for the un-
equivocal variant BRCA2 c.8632�1G�A. Not all sites
detected all of the less abundant transcripts from this
variant, however, with only 3/16 sites detecting the
�19&20 transcript and only 6/16 sites detecting the ins
i20 transcript. For the unequivocal variant BRCA1
c.135-1G�T, which has been associated with multiple
splice isoforms (22 ), only 3/16 detected the �5q tran-
script, and only 1 site detected the �3 transcript.

Detailed analysis of each of the protocols and re-
sulting data revealed that the range of PCR design strat-
egies contributed to the variation in detection of tran-
scripts, in particular PCR primer design and PCR
cycling conditions. For example, 11 out of 16 sites that
analyzed equivocal BRCA1 c.671-2A�G were unable
to detect all of the transcripts because primer position
did not allow some, clearly unanticipated, fragments to
be amplified (Table 1). Forward primers positioned in
exon 9 or 10 were unable to amplify isoforms lacking
those exons, including �9/10, �9/10/11, or �9/10/11q
isoforms seen in controls, or the �9/11 or �10/11
variant-associated isoforms detected by other sites.

The length of extension time during PCR amplifi-
cation was also found to be a contributing factor, with
several protocols using times that were likely to be too
short to detect the longer PCR products amplified from
some splice isoforms. For example, 5 sites used elonga-
tion times of 3 min or less and were unable to amplify

full-length transcripts or transcripts containing exon
11 (�9 or �9/10) for BRCA1 c.671-2A�G, which are
longer than 3 kb. As for the results observed for un-
equivocal variants, an additional explanation for vari-
ation in detection of transcripts was the low abundance
of some transcripts, including those identified in the
variant carrier only (e.g., �9/11, �10/11, and ��3kb
exon 11 transcripts), which is known to lead to variable
PCR amplification. PCR cycle number was also impor-
tant, with site 23 detecting only a limited number of
transcripts (Table 1), likely reflecting the use of only 25
cycles (see online Supplemental Table 1).

Given that phase 1 showed that many transcripts
were not observable due to the positioning of primers
or elongation time, phase 2 of the study was initiated.
Phase 2 included assays conducted by 10 –12 sites (de-
pending on the variant analyzed) using a standard set
of primers and elongation times appropriate for the
expected lengths of the transcripts (see online Supple-
mental Table 2). The outcome was a much greater an-
alytical sensitivity and consistency of results (Table 2).
For example, all sites were now able to detect relatively
high-abundance isoforms or variant-associated tran-
scripts reported in previous studies, but not consis-
tently reported in phase 1 [�17,18 for BRCA2
c.7988A�T, �20 for BRCA2 c.8632�1G�A, �5 for
BRCA2 c.426-12_8delGTTTT, and �10 for BRCA1
c.594-2A�C (5, 7, 8 )]. Importantly, unlike phase 1, in
phase 2 all study sites were able to detect at least 1 ab-
errant band (cf. controls) and thus may have been able
to better classify the variant using the IARC (Interna-
tional Agency for Research on Cancer) 5-tier classifica-
tion scheme.

There remained some inconsistencies in the phase
2 data. Further comparison of protocols suggested that
the method of PCR product detection was likely to be a
contributing factor. Sites 2 and 8 in phase 2 were the
only sites to use CE exclusively for detection of tran-
scripts. Site 2 had higher overall detection compared to
the other sites. Indeed, 10 of the 23 transcripts (43.5%)
identified across all sites in the phase I analysis of un-
equivocal variants were detected only by CE, demon-
strating it to be a comparatively more analytically sen-
sitive detection method. This trend continued for
equivocal variants analyzed in phase 2, with 12 of the 49
(24.5%) transcripts detected only by capillary CE. The
sites employing a Qiaxcel visualization, Bioanalyzer, or
MultiNA systems demonstrated that these systems
were often more analytically sensitive than gel electro-
phoresis. For example, sequencing of transcripts
identified by Qiaxcel analysis of BRCA2 c.426-
12_8delGTTTT (site 9, phase 2) showed that it was the
only system to discriminate the small insertion of 18
nucleotides from the full-length transcript (Table 2;
also see online Supplemental Fig. 1).
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Table 1. Phase 1 results submitted by 17 sites.a

Variant Transcript

Site (n � 17)

1 2 3 4 5 6b 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Unequivocal

BRCA2 c.9501�3A�T Full length � � � � � � NAc � � � � � � � � � �

�25d � � � � � � � � � � � � � � � �

BRCA2 c.8632�1G�A Full length � � � � � � � � � � � � � � � � �

�20d � � � � � � � � � � � � � � � � �

�19&20d � � � � � � � � � � � � � � � � �

ins i20 � � � � � � � � � � � � � � � � �

BRCA1 c.135–1G�T Full length � � � � � � NA � � � � � � � � � �

�5 � � � � � � � � � � � � � � � �

�5q � � � � � � � � � � � � � � � �

�3 � � � � � � � � � � � � � � � �

BRCA1 c.5467�5G�C Full length � � � � � � NA � � � � � � � � � �

�23d � � � � � � � � � � � � � � � �

Equivocal

BRCA2 c.7988A�T Full length � � � � � � NA � � � � � � � � � �

�18 � � � � � � � � � � � � � � � �

�17&18 � � � � � � � � � � � � � � � �

BRCA2 c.426-12_8delGTTTT Full length � � � � � � � � � � � � � � � � �

�6q,7 � � � � � � � � � � � � � � � � �

�3,5d � � � � � � � � � � � � � � � � �

�3,4,5d � � � � � � � � � � � � � � � � �

ins 18bpd � � � � � � � � � � � � � � � � �

�4,5,6,7d � � � � � � � � � � � � � � � � �

�5 � � � � � � � � � � � � � � � � �

�5,6,7d � � � � � � � � � � � � � � � � �

�6,7d � � � � � � � � � � � � � � � � �

BRCA1 c.591C�T Full length � � � � � � NA � � � � � NA � � � �

�8&9 � � � � � � � � � � � � � � �

�8,9,10 � � � � � � � � � � � � � � �

�9 � � � � � � � � � � � � � � �

�9,10 � � � � � � � � � � � � � � �

�9,10,11q � � � � � � � � � � � � � � �

�11q � � � � � � � � � � � � � � �

�9,11qd � � � � � � � � � � � � � � �

�10d � � � � � � � � � � � � � � �

BRCA1 c.594-2A�C Full length � � � � � � � � � � � � � � � � NA

�9 � � � � � � � � � � � � � � � �

�9,10 � � � � � � � � � � � � � � �

�9,10,11q � � � � � � � � � � � � � � � �

�9,10,11 � � � � � � � � � � � � � � � �

�11q � � � � � � � � � � � � � � � �

Ins 21bpd Intron 9d � � � � � � � � � � � � � � � �

�9,11qd � � � � � � � � � � � � � � � �

�10,11qd � � � � � � � � � � � � � � � �

�10d � � � � � � � � � � � � � � � �

Continued on page 346
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Analysis of BRCA1 c.594-2A�C in phase 2 identi-
fied 11 different transcripts. Excising bands from aga-
rose gel or sequencing PCR products directly enabled
detection of 3– 6 transcripts (sites 3, 4, 17, and 18).
Cloning PCR products followed by sequencing de-
tected 6 –7 transcripts (sites 1 and 16), and CE detected
10 –11 transcripts (sites 2 and 8). This showed that
cloning PCR products improved analytical sensitivity,
and visualization by the Qiaxcel system or capillary CE
together with sequence analysis is optimal to identify
and characterize transcripts. The number of clones se-
quenced also appeared to improve analytical sensitiv-
ity; screening 40 clones (site 16) in comparison to 24
clones (site 1) enabled the detection of 1 additional
transcript.

Finally, we examined the effect of using different
reverse transcriptase enzymes with the same RNA,
cDNA synthesis primers, and PCR primers, enzymes,
and conditions. As shown in Fig. 2, the amplification of
the longest transcripts was not possible with GoScript;
with M-MuLV we missed in the patient with the c.671-
2A�G variant the wild-type transcript; only Super-
script II allowed amplification of the longest transcript
in both controls and variant carriers.

It is important to note that all transcripts shown in
Tables 1 and 2 were the outcome of results by scorers
who were blind to the transcripts identified by other

participants, to avoid biasing the interpretation and
thus the value of each approach. Once the full range of
transcripts was known, however, it was possible to find
some missing transcripts, demonstrating the impor-
tance of prior knowledge in both the design of the as-
says and the interpretation of results.

There was no clear evidence of any differences as a
result of using (a) cycloheximide vs puromycin treat-
ment for NMD inhibition; (b) differing RNA extrac-
tion methods; (c) oligo d(T) and random hexamers vs
gene specific primers; (e) various methods of DNase
treatment; and (f(( ) a particular type or brand offf Taq
polymerase.

A summary of the recommendations arising from
this study is provided in Table 3.

Discussion

RNA splicing assays are commonly used in diagnostic
and research settings to assess the potential effects of
unclassified variants in multiple genes, including
BRCA1 and BRCA2. There are a multitude of differing
protocols used in clinical and research laboratories, in-
cluding those within the ENIGMA consortium, and
this prompted a study aimed at establishing assay
guidelines.

Table 1. Phase 1 results submitted by 17 sites.a (Continued from page 345)

Variant Transcript

Site (n � 17)

1 2 3 4 5 6b 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

BRCA1 c.671-2A�G Full length � � � � � � � � NA � � � � � � � NA

�9,11d � � � � � � � � � � � � � � �

�10,11d � � � � � � � � � � � � � � �

�11&12d � � � � � � � � � � � � � � �

��3.2 kb exon
11d

� � � � � � � � � � � � � � �

�9,10,11,12d � � � � � � � � � � � � � � �

�9 � � � � � � � � � � � � � � �

�9,10 � � � � � � � � � � � � � � �

�9,10,11 � � � � � � � � � � � � � � �

�9,10,11q � � � � � � � � � � � � � � �

�11 � � � � � � � � � � � � � � �

�11q � � � � � � � � � � � � � � �

a �, Detection of the transcript; �, no detection.
b Site 6 reported �1q and �5,1q (BRCA1 c.135-1G�T) and �3 (BRCA2 c.426-12_8delGTTTT) following a review of the data after results were initially compiled.
HGVS (Human Genome Variation Society) nomenclature descriptions are available in online Supplemental Table 3. The �6,7 transcript identified in the analysis of
BRCA2 c.426-12_8delGTTTT is not sequence confirmed, and it is possible that this transcript is actually �6q,7, which differs by only 2 bp. Additional minor and
uncharacterized peaks were detected by some sites but have not been included in the table. For example, site 17 also reported �8p and �14p splice slipping events.
c NA, not assessed.
d Transcripts detected in the variant carrier only. Other transcripts were identified in at least 1 control.
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Table 2. Summary of results from phase 2 of the study, in which PCR primers and conditions were controlled.a,b

Variant Transcripts

Phase 2 results (10 sites)c

1* 2^ 3* 4* 8^ 9^ 16* 17* 18* 19*

Unequivocal

BRCA2 c.9501�3A�T Full length � � � � � � � � � �

�25d � � � � � � � � � �

ins i23d � � � � � � � � � �

BRCA2 c.8632�1G�A Full length � � � � � � NA � � �

�19d � � � � � � � � �

�20d � � � � � � � � �

�19&20d � � � � � � � � �

ins i20d � � � � � � � � �

Extra peaksd � � � � � � � � �

BRCA1 c.135-1G�T Full length � � � � � � NA � � �

�5qd � � � � � � � � �

�5d � � � � � � � � �

�3d � � � � � � � � �

�3,5d � � � � � � � � �

�5,6d � � � � � � � � �

ins i3d � � � � � � � � �

ins i3��5d � � � � � � � � �

BRCA1 c.5467�5G�C Full length � � � � � � � � � �

�21d � � � � � � � � � �

�21,23d � � � � � � � � � �

�22,23d � � � � � � � � � �

�23d � � � � � � � � � �

�22d � � � � � � � � � �

Equivocal

BRCA2 c.7988A�T Full length � � � � � � � � � �

�18 � � � � � � � � � �

�17&18 � � � � � � � � � �

BRCA2 c.426-12_8delGTTTT* FL � � � � � � NA � � �

�6q,7 � � � � � � � � �

ins 18bpd � � � � � � � � �

�5d � � � � � � � � �

�5,6,7d � � � � � � � � �

�6,7d � � � � � � � � �

BRCA1 c.591C�T Full length � � � � � � � � � NA

�9 � � � � � � � � �

�9,10 � � � � � � � � �

�9,10,11q � � � � � � � � �

�9,10,11 � � � � � � � � �

�11q � � � � � � � � �

�9,11qd � � � � � � � � �

�10,11qd � � � � � � � � �

�10 � � � � � � � � �

�11q�insi13d � � � � � � � � �

ins i21 intron 9d � � � � � � � � �

Extra peaksd � � � � � � � � �

Continued on page 348
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This study shows that prior knowledge of the ex-
pected transcripts, including naturally occurring iso-
forms and aberrant transcripts predicted to occur in
variant-carrying samples, is important for assay design.
Phase 1, followed by phase 2, demonstrated that the
selection of primers used to amplify exons and the de-
sign of cycling conditions appropriate for that primer
design explain the vast majority of the differential

success of detecting some isoforms. In phase 2 of the
project, during which primer design and extension
time were controlled, all sites detected the full-
length transcript and the predominant alternative
transcripts, suggesting that high-abundance aber-
rant transcripts will be detectable regardless of assay
protocol, which is consistent with the conclusions of
Houdayer et al. (12 ).

Table 2. Summary of results from phase 2 of the study, in which PCR primers and conditions were controlled.a,b

(Continued from page 347)

Variant Transcripts

Phase 2 results (10 sites)c

1* 2^ 3* 4* 8^ 9^ 16* 17* 18* 19*

BRCA1 c.594-2A�C Full length � � � � � � � � � NA

�9 � � � � � � � � �

�9,10 � � � � � � � � �

�9,10,11q � � � � � � � � �

�9,10,11 � � � � � � � � �

�10d � � � � � � � � �

�11q � � � � � � � � �

ins i21d � � � � � � � � �

�9,11qd � � � � � � � � �

�10,11qd � � � � � � � � �

�11q�insi13d � � � � � � � � �

Phase 2 BRCA1 c.671-2A>G results (12 sites)c

1* 2^ 3* 4* 8^ 9^ 16* 17* 18* 20^ 21* 22^

BRCA1 c.671-2A�G Full length � � � � � � � � � � � �

�9 � � � � � � � � � � � �

�9,10 � � � � � � � � � � � �

�9,10,11 � � � � � � � � � � � �

�9,10,11q � � � � � � � � � � � �

�10d � � � � � � � � � � � �

�11 � � � � � � � � � � � �

�11q � � � � � � � � � � � �

�9,10,11,12d � � � � � � � � � � � �

�9,11d � � � � � � � � � � � �

�10,11d � � � � � � � � � � � �

�10,11qd � � � � � � � � � � � �

�11&12d � � � � � � � � � � � �

��3.2kb exon 11d � � � � � � � � � � � �

�9,11qd � � � � � � � � � � � �

ins i21d � � � � � � � � � � � �

�11q�insi13d � � � � � � � � � � � �

a �, Detection of the transcript; �, no detection.
b Transcripts were identified in at least one control. The �6,7 transcript identified in the analysis of BRCA2:c.426-12_8delGTTTT is not sequence confirmed and it
is possible that this transcript is actually �6q,7, which differs by only 2 bp. Splice slipping events were also reported by several sites, for example 442_444del3
from BRCA1 c.591C�T by site 11. �8p and �14p splice slipping events were also reported by site 11 and 17 following a review of the data after results were initially
compiled. Additional minor and uncharacterized peaks were detected by some sites but have not been included in the table. HGVS (Human Genome Variation
Society) nomenclature descriptions are available in online Supplemental Table 3.
c *, Agarose gel detection; ^, other detection; NA, not assessed. Sites 2 and 8 used capillary EP, 9 used Qiaxcel, 20 used MultiNA, 22 used Labchip GX.
d Transcripts detected in the variant carrier only. Other transcripts were identified in at least 1 control.
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Variability in overall detection increased as the ap-
parent abundance of individual transcripts in a sample
decreased, and thus detection became more dependent
on the sensitivity of the method of analysis. This vari-
ability is also likely to occur between replicates done in
a single laboratory, in addition to that between differ-
ent laboratories. A controlled comparison of different
reverse transcriptases showed that Superscript is much
better able to copy longer transcripts (Fig. 2). It is also
possible that the maximum span length of some PCR
polymerases contributed to the ability of some groups
to detect longer transcripts. Furthermore, primer pairs
that selectively amplify disease-associated isoforms
rather than naturally occurring isoforms could in-
crease assay sensitivity.

Sites that used gel electrophoresis visualization
alone were unable to detect some bands because of the
inherent insensitivity of this technique, combined
with the stochastic nature of PCR when analyzing
low levels of target (26 ). An example of this is site 1,

which when analyzing the equivocal variant BRCA2
c.8632�1G�A detected the ins i21bp intron 9 in phase
1 but not in phase 2, despite using the same primers
and PCR conditions.

Some sites sequenced PCR products. Sites that di-
rectly sequenced the products of PCR reactions expe-
rienced some challenges in determining the sequence
of low-level transcripts. An accurate assessment of
transcript sequence was also confounded by the pres-
ence of multiple (3 or more) PCR products of similar
lengths. In these instances, adjustments to the concen-
tration of agarose and running times of electrophoresis
may improve analytical sensitivity. However, it appears
that this may be less relevant if CE systems are adopted
(see below). Cloning single PCR products into a vector
system is a useful alternative for isolating transcripts
and appears to improve sensitivity over band excision
and sequencing alone. Furthermore, by increasing the
number of clones screened it is possible to marginally
increase the number of transcripts detected. However,

Fig. 2. Comparison of cDNA synthesis enzymes for the detection of different isoforms arising from the variant
BRCA1: c.671-2A>G variant.

RT-PCR results (obtained by capillary electrophoresis on the Labchip, Caliper) obtained by using the same RNA, Taq polymerase
(Takara), and PCR program. cDNA was synthesized with 3 different kits [GoScript (Promega), M-MuLV (New England BioLabs),
SuperscriptII (Invitrogen)].
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to identify low-abundance transcripts, analysis of very
large numbers of clones (100s or 1000s) or next gener-
ation sequencing would be necessary.

Of all the detection methods used, CE was shown
to be the most analytically sensitive. For example, site 8
showed an increase in sensitivity from phase 1 to phase
2 after switching from using a Bioanalyzer to using CE.
In addition to analytical sensitivity, the CE system has
the added advantage of a greater resolution (1–2 bp)
compared to Qiaxcel (3–5 bp). However, the limitation
with both the Bioanalyzer and CE is the inability to
harvest and thus perform sequence analysis of the PCR
product. Also, CE relies on a prediction of the splicing
event based on the length of the product observed,
which can be limited by the inaccuracy of size stan-
dards, so a secondary set of primers may be required. It
is also worth noting that very long full-length (or
alternative) transcripts (like those involving BRCA1
exon11 and BRCA2 exons 10 and 11) cannot be ana-
lyzed by CE.

The results presented here represent each labora-
tory’s initial assessment of each variant. Each site had
the opportunity to reassess their results after the data
from all sites were released to the group and several
sites reported that they detected additional transcripts
in addition to (and thus not shown) the initial conclu-
sions reported in Tables 1 and 2. This finding suggests
that a prior knowledge of all potential splice transcripts
related to variant carriers, from studies such as these, as
well as those that occur as naturally occurring isoforms
in healthy controls, is essential not only to design de-
tection strategies (see above) but to interpret results.

The use of analytically sensitive PCR product de-
tection (CE and Qiaxcel in phases 1 and 2, Bioanalyzer
in phase 1) enabled the identification of several novel
low-abundance transcripts, in both normal controls

and variant carriers. This raises the question of which
detectable transcripts are functional and thus relevant
for determining the pathogenicity of clinically identi-
fied unclassified variants, and whether or not low
abundance transcripts are of biological or pathological
significance in vivo. It is generally accepted that vari-
ants resulting in single major transcripts that lack an
open reading frame will be deleterious (27 ). However,
it is much less clear whether changes in the levels of
low-abundance alternative splicing events will have an
impact either directly or through altering the function
or levels of endogenous transcripts including full-
length mRNA.

It is possible, for example, that a reduction in the
full-length expression will have a deleterious effect on
known BRCA1 functions (DNA repair, cell cycle con-
trol) (28 ). A quantitative analysis of the range of natu-
rally occurring isoforms relative to full-length expres-
sion and relative to other BRCA1 or BRCA2 isoforms is
required, as is a comprehensive analysis of the func-
tional role of each of these isoforms in both the healthy
functioning of BRCA genes and the consequences of
sequence variation on this process (29 ). It will also be
important to extend this investigation to breast and
ovarian tissue, to gain a broader understanding of the
tissue-specific nature of splice–isoform regulation. Im-
portantly, this information will be essential to deter-
mine whether knowing the full complement of tran-
scripts has the potential to have an impact on the final
classification of the variant as pathogenic or otherwise.
For example, does the expression profile of the 16 al-
ternately spliced transcripts detected in BRCA1 c.671-
2A�G carriers change at different tissue sites, and will
this new information influence the classification of the
variant?

Table 3. Protocol recommendations.

Protocol Recommendation

NMD inhibitor Need for this depends on sensitivity of detection method.

For agarose gel detection, either CHX (cycloheximide) or puromycin are recommended.

RNA extraction RNA extraction protocols were indistinguishable.

Dnase treatment Recommended to avoid genomic DNA contamination.

cDNA synthesis primer(s) Gene-specific or oligodT � random hexamers are recommended.

cDNA synthesis SuperscriptII reverse transcriptase is better for longer transcripts.

PCR primers Forward and reverse primers must be at least 1 whole exon 5� or 3� of variant, respectively.

PCR polymerase Different PCR polymerases were indistinguishable.

PCR conditions Extension time long enough to copy amplicon (see enzyme manufacturer’s instructions). At least 30 cycles.

Detection CE was the most sensitive, followed by Qiaxcel, and then sequencing and agarose gel electrophoresis.

Sequencing Cloning and sequencing is more sensitive than direct sequencing, but need to sequence at least 40 clones.
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In summary, we have shown that primer design,
PCR conditions, and PCR product detection method-
ology, together with prior knowledge of potential tran-
scripts, are important contributors to the analytical
sensitivity of PCR-based assays for detecting alterna-
tively spliced RNA transcripts from variant carriers and
from wild-type sequences. These factors must be con-
sidered when designing assays, particularly when they
form the basis of clinical decision-making. Further-
more, the formulation of standard assay design and
detection methods is indicated for all variants, but par-
ticularly for those that may impact on isoform
expression.
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Abstract 

Purpose: Germline inactivating mutations in the BRCA1 and BRCA2 genes are responsible for 

Hereditary Breast and Ovarian Cancer Syndrome (HBOCS). Genetic testing of these genes 

identifies a significant proportion of variants of uncertain significance (VUS). Elucidation of the 

clinical impact of these variants is an important challenge in genetic diagnostics and counseling. 

In this study, we assess the RNA effect of 28 BRCA1 and BRCA2 VUS identified in our set of 

HBOCS families with the aim of gaining insight into their clinical relevance. 

Materials and Methods: mRNA was extracted from VUS carriers and controls lymphocytes 

cultured for 5-6 days and treated with puromycin. RNA was reverse transcribed to perform 

transcriptional analysis for the study of splicing aberrations.  In silico prediction tools were used 

to select those variants most likely to affect the RNA splicing process. 

Results: Six out of the 28 variants analyzed showed an aberrant splicing pattern and could 

therefore be classified as probably pathogenic mutations. 

Conclusion: Reclassification of VUS improves the genetic counseling and clinical surveillance 

of carriers of these mutations and highlights the importance of RNA studies in routine 

diagnostic laboratories. 

Keywords:  BRCA1; BRCA2; VUS; splicing; RNA
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Introduction 

Germline mutations in the BRCA1 and BRCA2 genes significantly increase the lifetime risk of 

breast and ovarian cancer, among other neoplasias [1-4]. Inactivating germline mutations in 

these genes account for around 20-25% of familial cases [5]. However, 2-15% of patients tested 

for BRCA mutations are carriers of variants of unknown significance (VUS); the exact figure 

changes constantly and depends on the expertise and experience of the intervening laboratory as 

well as on the population studied [6,7]. The clinical uncertainty generated by VUS greatly 

hinders the clinical management of carriers. In addition, the clinical ambiguity can be difficult 

for carriers to interpret and may impact on their psychosocial outcomes [8-10]. Thus, the 

reclassification of VUS is paramount for a better clinical management of carriers. The efforts 

made in recent years to gather more information about VUS have allowed the use of 

multifactorial models and led to the classifications of some variants as deleterious mutations or 

benign polymorphisms [11-13]. As consequence, the number of VUS in these genes is falling 

and large private laboratories with databases of thousands of mutations achieved a drastic 

decline in their VUS rate. For instance, Myriad laboratories claimed a drop in VUS from 12.8% 

in 2002 to 2.7% in 2012 [14,15]. Unfortunately, in many cases there is still not enough data for 

these variants to be classified or the existing data is not available because not necessarily all 

laboratories share their information. In such cases, functional assays that evaluate specific 

impact of VUS in BRCA1 or BRCA2 proteins may help to classify the variants [16,17]. In this 

context, several studies have also demonstrated that analyzing the effect of VUS on splicing 

may provide robust evidence to assist classification [18-22]. In this area, the splicing working 

group of the ENIGMA (Evidence-Based Network for the Interpretation of Germline Mutant 

Alleles) consortium put considerable effort into standardizing protocols between different 

laboratories in order to obtain comparable and reliable results for the effect of VUS on the 

correct splicing of BRCA1 and BRCA2 [23]. 
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 The aim of the present study is to evaluate the putative splicing effect of 28 

VUS in BRCA1 and BRCA2 genes identified in Spanish Hereditary Breast and Ovarian Cancer 

Syndrome (HBOCS) families studied at our center.  
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Materials and methods 

Patients and variants selection 

Since its creation in 1998, the Hereditary Cancer Program at the Catalan Institute of 

Oncology (Institut Catala d’Oncologia, ICO) has identified a set of 2397 high-risk families with 

suspected HBOCS. Following the Catalan Consensus OncoGuidelines (http://www.gencat. 

net/salut/depsan/pdf/og0601esgrr_din4.pdf) on genetic testing for this syndrome, patients were 

tested for mutations in the BRCA1 and BRCA2 genes after receiving appropriate genetic 

counseling and providing written informed consent (unpublished data). As result of this genetic 

testing, the Hereditary Cancer Program compiled a cohort of 279 VUS in BRCA1 and BRCA2. 

A total of 28 variants were selected for this study (Table 1). These variants were selected 

according to availability of lymphocytes and because, to our knowledge, they had never been 

tested at the RNA level, except BRCA1 c.5123C>A variant, which effect in RNA splicing 

remains unclear in the literature[20,24,25]. 

Several in silico tools were used to select those variants most likely to affect the RNA 

splicing process. Disruption/creation of splice sites was evaluated with Alamut Visual 2.4 

(Interactive Biosoftware), a new splicing module, integrating a number of prediction methods: 

Splice Site Prediction by Neural Network (NNSPLICE) ( 

http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html), SpliceSiteFinder-like 

(http://www.genet.sickkids.on.ca/~ali/splicesitefinder.html), MaxEntScan 

(http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html), GeneSplicer 

(http://www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/gene_spl.shtml), Human Splicing Finder 

(http://www.umd.be/HSF/). When the variant was located in the coding region, two programs 

integrated in Alamut Visual 2.4 were also used to determine whether an alteration of putative 

exonic splicing enhancer (ESE) elements could be observed: ESEfinder 

(http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home) and RESCUE-ESE 

(http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/). 

Cell culture, RNA isolation and RT-PCR 
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Frozen human lymphocytes from carriers and controls were cultured for 5-6 days and 

treated with puromycin for 4-6 h before RNA extraction in order to avoid Nonsense-Mediated 

Decay (NMD). Total RNA was isolated using either RNAeasy Kit (Qiagen) or Trizol reagent 

according to the manufacturer’s instructions[19]. A total of 1.0 µg of total RNA was reverse 

transcribed using random primers and SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer's instructions. To better evaluate splicing 

aberrations, transcripts from carriers were compared with transcripts from control lymphocyte 

cultures both by agarose gel analysis and by Sanger sequencing. PCR primers were designed 

following ENIGMA recommendations (i.e. forward and reverse primers when possible must be 

at least one whole exon 5' or 3' of the variant, respectively) (Online Resource 3). 

Mutation nomenclature 

Human Genome Variation Society (HGVS) approved guidelines 

(http://www.hgvs.org/mutnomen/) were used for BRCA1 and BRCA2 nomenclature. For 

mutation nomenclature, nucleotide 1 is the A of the ATG-translation initiation codon. 
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Results 

Mutational screening of BRCA1 and BRCA2 genes in Spanish HBOCS families 

constantly identifies new VUS. Abnormal splicing alterations have been detected in a large 

proportion of VUS, even those that are not located at the canonical splice sites [26]. In this 

context, 28 VUS from a cohort of mutations were selected for this study, 16 of them located in 

BRCA1 and 12 in BRCA2; 10 were intronic variants, 4 were copy number alterations (also 

known as large genomic rearrangements, LGR) involving just one exon and detected by MLPA 

analysis and the remaining 14 were missense variants (Table 1). Thirteen of these variants had 

previously been reported in the BIC (http://research.nhgri.nih.gov/bic/) database or in the 

Leiden Open Variation Database (LOVD) (http://brca.iarc.fr/LOVD/home.php); the remaining 

15 variants were reported for the first time in this study. To our knowledge, there are no 

previously published data on the transcriptional effect of any of these 28 variants except for the 

BRCA1 c.5123C>A variant, whose effect on RNA splicing has yet to be clearly elucidated in the 

literature [20,24,25]. 

To experimentally evaluate the impact of the selected VUS on splicing, RNA was 

extracted from the lymphocytes of variant carriers and from a control group. The transcriptional 

profiles of carriers were compared, as minimum, to those of 6 independent control samples (not 

all showed in the Figures) by agarose gel electrophoresis. Sanger sequencing were performed 

for the carrier and two controls in all cases. Six out of the 28 variants led to an aberrant 

transcription profile: three LGR and one intronic variant in BRCA1, and one LGR and one 

intronic variant in BRCA2. In addition, the BRCA1 c.5123C>A variant was found to have 

different splicing effects depending on the biological source used to isolate RNA. No evidence 

of aberrant splicing was detected when RNA was extracted from cultured lymphocytes treated 

with puromycin. However, partial in-frame skipping of exon 18 (p.Ala1693_Trp1718del) was 

detected when RNA was extracted directly from fresh lymphocytes (Online Resource 1). This 

variant has been previously reported as a recurrent mutation in the Spanish population[27] and 
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has been detected in 22 independent families at our center. The remaining 21 variants had no 

apparent effect on mRNA splicing as observed under our protocol (Table 1). 

The results obtained by in silico prediction tools were in agreement with the observed 

experimental results, except for GeneSplicer predictions, which showed a variation of the scores 

that our RNA analysis did not confirm in approximately half of the mutations that were 

predicted not to alter the consensus splice sites by the other programs (Supp. Table 1). 

Consequently, we have not taken into account the results obtained by GeneSplicer. In agreement 

with the other in silico prediction programs, two intronic variants (BRCA1 c.4987-20_4987-

11del and BRCA2 c.681+5G>C) were predicted to reduce recognition of the consensus acceptor 

and donor splice sites, respectively (Fig. 1 c) and our RNA assay showed the complete skipping 

of BRCA1 exon 17 and BRCA2 exon 8, respectively (Fig. 1 a, b). Eight intronic mutations were 

predicted not to significantly alter the consensus splice sites. Only slight differences were 

observed in BRCA1 c.81-11T>C, BRCA2 c.-39-12_-39-10delTCT and BRCA2 c.632-3C>T by 

at least three prediction programs, but no alterations at the RNA level were observed in any of 

these eight cases. None of the missense variants led to a clear alteration in donor/acceptor splice 

sites but they showed some alteration in exonic enhancer elements (Online Resource 2). In all of 

these cases, the RNA profile was not altered. The in silico tools used here were not designed to 

study the effect of copy number alterations; moreover, the breakpoints of these rearrangements 

are unknown when using MLPA as the method of detection. Consequently, RNA analysis was 

performed for LGRs affecting a single exon in order to determine the putative effect of these 

LGRs at the protein level, to classify their clinical relevance and its pathogenicity. 

The effect in the RNA of the six variants showing aberrant splicing pattern evidenced 

that all of them led to a truncated protein. The intronic variants BRCA1 c.4987-20_4987-11del 

and BRCA2 c.681+5G>C located in introns 16 and 8, respectively, caused complete skipping of 

exon 17 (r.4987_5074del) and exon 8 (r.632_681del) generating, in both cases, an out-of-frame 

deletion that would create a premature stop codon, p.Asp1692Metfs*10 and p.Val211Glufs*10 

respectively (Fig. 1 a, b). BRCA1 c.(441+1_442-1)_(547+1_548-1)del and BRCA1 
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c.(4357+1_4358-1)_(4484+1_4485-1)del, encompassing exons 8 and 14, respectively, led to the 

complete deletion of these exons at the RNA level (r.442_547del and r.4358_4484del, 

respectively) (Fig. 1 d, e). In both cases, aberrant splicing generated an out-of-frame deletion, 

which was predicted to create a premature stop codon, p.Gly148Aspfs*51 and 

p.Ala1453Glyfs*10, respectively. BRCA1 c.(5193+1_5194-1)_(5277+1_5278-1)del, a LGR 

affecting exon 20, led to an aberrant transcript in which exons 18, 19 and 20 were skipped 

(r.5075_5278del) (Fig. 1 f). This aberrant transcript would produce a premature stop codon, 

p.Asp1691Aspfs*70. BRCA2 c.(8632+1_8633-1)_(8754+1_8755-1)dup, encompassing exon 21, 

led to an exon 21 duplication in tandem (r.8633_8754)dup (Fig. 1 g), which would generate a 

premature stop codon, p.Gly2919Alafs*13. Pedigrees showing the clinical characteristics of 

patients with these VUS and co-segregation analyses performed are presented in Figure 2. 

The study reported here is a qualitative study designed to determine the presence of 

abnormal transcripts generated from VUS. However, as PCR reactions were set up to end before 

reaching the plateau, a semiquantitative analysis based on agarose gel band quantification 

showed an equal proportion of aberrant versus wild-type transcripts in all cases except for 

BRCA1 c.(441+1_442-1)_(547+1_548-1)del, where the ratio between aberrant and wild-type 

transcripts was 0.34 (SD=0.11) (data not shown).  
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Discussion 

The clinical impact of some DNA variants (i.e. missense, small in-frame 

deletions/insertions, silent or intronic variants) is difficult to predict, hence most of these 

variants are classified as VUS. Determining the pathogenicity of VUS is of great importance, as 

classification would allow for better-personalized clinical management of carriers. 

Multifactorial algorithms have been developed for several hereditary cancer syndrome 

genes[13,11]. Functional assays can provide new evidence when the available clinical data are 

insufficient for classification. Among these assays, the mRNA splicing analysis is a simple and 

robust method to identify possible deleterious effects. It is currently possible to classify variants 

as pathogenic or probably pathogenic in the 5-tier scheme proposed for the IARC according to 

RNA results[22], with important implications in the clinical setting. In our study, we used an 

RNA analysis approach to examine the mRNA effect of 28 BRCA1 and BRCA2 VUS identified 

in HBOC patients at our center. First, we used in silico prediction programs to select those 

variants most likely to affect the RNA splicing process, which produced largely consistent 

results, with only slight differences observed, except for the GeneSplicer program. The use of in 

silico prediction tools filters out those variants with a low probability of being deleterious, 

reducing the search to fewer candidate variants for further experimental validation. Then, we 

performed a qualitative analysis of the selected variants, following ENIGMA recommendations 

for the most critical steps (primer design, use of agents to avoid NMD, RT and PCR conditions). 

Aberrant splicing was identified in 6 variants that had never been studied before. Two intronic 

variants, BRCA1 c.4987-20_4987-11del and BRCA2 c.681+5G>C were correctly predicted by in 

silico programs to reduce the efficiency of the nearest consensus splice sites. These predictions 

were confirmed by the RNA analysis, which showed complete skipping of exon 17 of BRCA1 

and exon 8 of BRCA2, respectively, producing in both cases frameshift transcripts that created a 

premature stop codon and would result in a truncated protein (Table 1). Three variants, BRCA1 

c.(441+1_442-1)_(547+1_548-1)del, BRCA1 c.(4357+1_4358-1)_(4484+1_4485-1)del, and 

BRCA2 c.(8632+1_8633-1)_(8754+1_8755-1)dup, were LGRs which caused complete skipping 

of the unique exon affected by the deletion. Variant BRCA1 c.(5193+1_5194-1)_(5277+1_5278-
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1)del was an LGR that caused the loss of exon 20 at the genomic level but the skipping of exons 

18, 19 and 20 at the RNA level. Defining the real effect on splicing of single exon deletions is 

paramount to assess their clinical relevance, especially when dealing with small in frame exons. 

In all cases analyzed here, single exon LGRs produce abnormal splicing and putative truncated 

proteins. All together, our study showed that the six variants altering the correct splicing 

produced aberrant frameshift transcripts that created a premature stop codon and would result in 

truncated proteins. For this reason we can classify them as probably pathogenic variants (Table 

1). 

Although our study was not designed to perform an accurate quantitative analysis of 

transcripts it can be considered a semi-quantitative approach, and in all cases but one the 

agarose electrophoresis image showed equal expression of aberrant transcripts in comparison 

with the wild-type transcript. Variant BRCA1 c.(441+1_442-1)_(547+1_548-1)del showed less 

expression of the aberrant transcript compared to the wild-type transcript. This difference 

cannot be attributed to the production of normal transcripts from the mutated allele, as it has 

been described for other mutations28, due to the fact that the mutation in this case is a genomic 

deletion. The presence of other transcripts not captured by our design or differences in 

transcription level between the deleted and wild-type allele could be responsible for such 

differences but elucidation of the exact mechanism is out of the scope of the present study. 

It should be noted that the BRCA1 c.5123C>A variant had been previously 

characterized at the RNA level in earlier studies[20,24,25]. However, the literature reveals a 

degree of ambiguity concerning the effect of c.5123C>A on RNA splicing. Lovelock et al.[24] 

reported no aberrant splicing for this variant when RNA was isolated from lymphocytes 

cultured and treated with cicloheximide to inhibit NMD (Online Resource 1). By contrast, the 

same authors observed skipping of exon 18 (r.5075_5152del) when RNA was isolated directly 

from peripheral-blood leukocytes, as reported by Millevoi et al.[25]. The study of this mutation 

in our patients produced the same results as reported previously; no aberrant skipping event was 

observed when RNA was extracted from cultured lymphocytes treated with puromycin, but 
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partial skipping of exon 18 (r.5075_5152del) was observed when we used freshly extracted 

RNA from lymphocytes. As already described for other genes[28], the proportion of abnormal 

transcripts from a given mutation can vary depending on the type of cells used for the RNA 

analysis and the different cell culture conditions applied. This again highlights the importance 

of standardizing the protocols used in different laboratories when performing RNA analyses, as 

suggested by the ENIGMA consortium [23]. 

The 21 remaining VUS did not show a pattern of aberrant splicing under our 

experimental design, so they would be unlikely to alter the splicing of the affected region. 

To conclude, analysis of the mRNA effect of 28 VUS in the BRCA1 and BRCA2 genes 

showed an aberrant pattern of splicing for six variants, which could therefore be classified as 

probably pathogenic mutations according to the ENIGMA classification rules. This 

classification allows for better clinical management of both carriers and non-carriers[8,9], 

facilitates the genetic counseling process for these patients and their families and can help 

patients to take future therapeutic and reproductive decisions (e.g. risk-reducing surgeries in 

carriers, etc.). Consequently, we recommend standardized RNA analysis of VUS as a routine 

step in genetic testing laboratories. 
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Figure Legends 

Fig 1. Schematic representation of the different aberrant transcripts identified. a) Schematic 

representation of the aberrant splicing caused by the BRCA1 c.4987-20_4987-11del variant. 

cDNA amplification of the BRCA1 c.4987-20_4987-11del showed a double band in the agarose 

gel, one corresponding to the wild-type transcript (wt) (845 bp) and the other one corresponding 

to the transcript lacking exon 17 (757 bp). Sequencing of aberrant transcript cDNA showed 

complete skipping of exon 17. b) cDNA amplification and sequencing of BRCA2 in the patient 

harboring c.681+5G>C showed the complete deletion of exon 8. Agarose gel for the cDNA 

amplification from the BRCA2  c.681+5G>C carrier showed a double band, one corresponding 

to the wt allele (617 bp) and the other one to a transcript lacking exon 8 (568 bp). c) Scores of in 

silico predictions tools (SSF, MaxEnt, NNSplice, GeneSplicer, HSF) for the BRCA1 c.4987-

20_4987-11del and the BRCA2 c.681+5G>C variants. Both variants are predicted to reduce the 

recognition of the affected splice site. The threshold used in each program is indicated in green 

under its name. nr, not recognized. d) Schematic representation of the aberrant splicing caused 

by the LGR BRCA1 c.(441+1_442-1)_(547+1_548-1)del variant. cDNA amplification showed a 

double band, one corresponding to the wt transcript (347 bp) and the other to a transcript 

lacking exon 8 (242 bp), as shown in the electropherogram on the left. e) RT-PCR analysis of 

the LGR BRCA1 c.(4357+1_4358-1)_(4484+1_4485-1)del transcript showed a double band, one 

corresponding to the wt transcript and the other one belonging to the deletion of exon 14 (610 

bp). Reverse strand sequencing of the RT-PCR product showed an overlapped sequence after 

exon 14. f) Schematic representation of the aberrant splicing caused by the LGR BRCA1 

c.(5193+1_5194-1)_(5277+1_5278-1)del. cDNA amplification showed a double band, one 

corresponding to the wt transcript (727 bp) and the other to the transcript lacking exons 18, 19 

and 20 (524 bp), as shown in the electropherogram on the right. g) cDNA amplification of the 

patient carrying the LGR BRCA2 c.(8632+1_8633-1)_(8754+1_8755-1)dup led to a double 

band, one corresponding to the wt transcript (617 bp) and the other to the transcript carrying an 

exon 21 tandem duplication. Sequencing of the double band showed an overlapped sequence 
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from the beginning of exon 22 corresponding to the sequences of exon 22 and the duplicated 

exon 21. 

Fig 2. Pedigrees from families of patients carrying the six VUS that showed an aberrant effect 

in the RNA splicing. Black arrowhead was used to point the probands and red plus symbols to 

mark carriers. Either, current age of individuals or age of death (when available) were located 

under the individual symbol. Type of cancer with the age of onset at right side is written below 

age. 
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Abstract

Germline inactivating mutations in BRCA1 and BRCA2 genes are responsible for Hereditary Breast and Ovarian Cancer
Syndrome (HBOCS). Genetic testing of these genes is available, although approximately 15% of tests identify variants of
uncertain significance (VUS). Classification of these variants into pathogenic or non-pathogenic type is an important
challenge in genetic diagnosis and counseling. The aim of the present study is to functionally assess a set of 7 missense VUS
(Q1409L, S1473P, E1586G, R1589H, Y1703S, W1718L and G1770V) located in the C-terminal region of BRCA1 by combining
in silico prediction tools and structural analysis with a transcription activation (TA) assay. The in silico prediction programs
gave discrepant results making its interpretation difficult. Structural analysis of the three variants located in the BRCT
domains (Y1703S, W1718L and G1770V) reveals significant alterations of BRCT structure. The TA assay shows that variants
Y1703S, W1718L and G1770V dramatically compromise the transcriptional activity of BRCA1, while variants Q1409L, S1473P,
E1586G and R1589H behave like wild-type BRCA1. In conclusion, our results suggest that variants Y1703S, W1718L and
G1770V can be classified as likely pathogenic BRCA1 mutations.
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Introduction

Between 10 and 20% of the breast cancer cases appearing in the

general population present familial history of the disease [1].

Mutations in BRCA1 and BRCA2 genes confer high lifetime risks of

breast and ovarian cancer, among other neoplasias [2,3].

Inactivating germline mutations in these genes account for 20–

50% of familial cases, depending on the population [4]. Thus,

genetic analysis of BRCA1 and BRCA2 is a cornerstone of genetic

counseling practice. However, classification of genetic variants as

pathogenic is challenging, particularly for missense changes and

for silent or intronic variants that cannot be directly associated

with increased cancer risk and are classified as variants of

uncertain significance (VUS), which are found in 13% of BRCA1
and BRCA2 genetic tests [5]. Diverse multifactorial likelihood

algorithms have been developed and applied for both BRCA1 and

BRCA2 variants (reviewed in Spurdle et al., 2011) [6]. These

models use the combination of a number of independent features

(sequence conservation, type of amino-acid change, familial co-

segregation, family and personal cancer history, tumor data, co-

occurrence with a deleterious mutation, and severity of amino acid

change) to establish the likelihood that a given VUS is pathogenic

or non-pathogenic. In many cases there is not enough data to

classify such mutations for clinical purposes. Therefore, functional

analyses that assess specific properties of BRCA1 or BRCA2 may

help to classify VUS [7]. In particular, BRCA1 encodes for a

protein of 1,863 amino acids and with multiple functional domains

[8]. Several functional assays have been conducted to evaluate

VUS in BRCA1 at the level of its global and domain-based

functions, including ubiquitin ligase activity assays, protease

sensitivity assays, phosphopeptide binding assays, small colony

phenotype assays, yeast localization phenotype assays, and

embryonic stem cell-based functional assays (review in Millot

et al., 2012) [9]. In the work presented here, we combine a

functional assay - the transcription activation (TA) assay, which is

based on the function of the BRCA1 carboxy-terminal region (aa

1396–1863) in transcriptional activation domain when linked to a

sequence-specific DNA binding module - [10] with protein

structural analyses [11] to assess the functional impact of seven

BRCA1 C-terminal VUS. Our results indicate that three of them

(Y1703S, W1718L, G1770V) have significant functional impact

and may represent pathogenic BRCA1 variants while the

remaining four do not have a functional impact.
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Materials and Methods

BRCA1 VUS
Seven missense BRCA1 C-terminal variants (Q1409L, S1473P,

E1586G, R1589H, Y1703S, W1718L and G1770V), identified

through genetic testing of patients with suspicion of Hereditary

Breast and Ovarian Cancer Syndrome (HBOCS) as part of the

Hereditary Cancer Program of the Catalan Institute of Oncology,

were included in this study (Figure 1). Written informed consent

was obtained from all subjects. The study received the approval of

the Ethics Committee of IDIBELL. The pedigrees of these families

are depicted in Figure S1. BRCA1 and BRCA2 genetic analyses

consisted of screening of point mutations and large genomic

rearrangements [12]. Genetic tests were carried out once patients

had received appropriate genetic counseling and provided written

informed consent.

In Silico Predictions
The BRCA1 sequences containing the VUS were evaluated for

their potential pathogenicity using the following algorithms: Align-

GVGD [13], PolyPhen-2 [14], SIFT [15], Mutation Assessor [16],

PhD-SNP [17], SNAP [18], I-Mutant [19], PON-P [20], and

Condel [21]. The Align-GVGD algorithm was used at two depths

of alignment (human to frog and human to sea urchin). The results

of PolyPhen-2 were retrieved from the original webpage (version

2.2.2) but also from version 2.0.22 run by PON-P and version 1

run by Condel, which use them for weighted average scores.

Transcription Activation Assay
The assay was based on the mammalian expression of the firefly

luciferase gene under the control of five GAL4 binding sites [10].

In this system, pcDNA3 constructs containing the GAL4 DNA

binding domain (DBD) fused to the wild-type or VUS-containing

BRCA1 C-terminal region were used. Pathogenic mutation

controls (M1775R and Y1853X) were included in the assays.

Constructs containing the VUS were generated by site-directed

mutagenesis using the QuickChange II Site-Directed Mutagenesis

Kit (Agilent Technologies, USA) and the wild-type sequence as a

template (U14680). Human embryonic kidney (HEK) 293T cells

were co-transfected (X-tremeGENE 9 DNA transfection Reagent,

Roche Applied Science, Mannheim, Germany) with the pcDNA3

construct encoding either the wild-type or the VUS sequence, the

pG5Luc plasmid that contains the luciferase reporter gene, and

the phRG-TK plasmid that contains a Renilla luciferase gene

under the control of a constitutive thymidine kinase promoter,

which acts as an internal control. Luciferase was quantified using

the Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega, Madison,

USA).

Protein Structural Rationalizations
To predict the impact of the VUS on both the folding and

phosphopeptide binding of the BRCT domains a structural

analysis was carried out by mapping the position of the variants

on the BRCA1 structures collected from the Protein Data Bank

[22] (PDB, www.pdb.org) and analyzing them manually with

Pymol (http://www.pymol.org). The structures were collected by

BLAST-querying the PDB using the BRCA1 sequence (UniProt

accession code P38398). Only the VUS mapped in the BRCT

tandem domains (Y1703S, W1718L and G1770V) were analyzed

using this approach, as there are no structural data for the

upstream domain or regions.

Results

In Silico Predictions
Several algorithms designed to predict deleterious versus neutral

missense changes were used (Table 1). Align-GVGD [13],

PolyPhen-2 [14], SIFT [15], Mutation Assessor [16], PhD-SNP

[17], SNAP [18] and I-Mutant [19] differ in the properties taken

into account to generate the prediction and in the method and

possible training for decision-making (reviewed in Thursberg,

et al., 2010) [23]. PON-P [20] integrates PolyPhen2, SIFT, PhD-

SNP, SNAP and I-Mutant using a random forest method, whereas

Condel integrates PolyPhen2, SIFT and Mutation Assessor using a

weighted average of the normalized scores of the individual

methods. Both integration methods claim to outperform individual

ones [20,21]. Table 1 shows the outcomes of all methods, for

comparison with high discrepancy between different programs.

The two integrative algorithms indicate that variants Q1409L,

S1473P, E1586G and R1589H have a benign effect and that

G1770V has a damaging effect, whereas they disagree in their

predictions for variants Y1703S and W1718L. Furthermore the

results of PON-P and Condel for Q1409L and G1770V strikingly

diverge from those of Align-GVGD, which classify Q1409L as

most likely to interfere with BRCA1 function and G1770V as less

likely using the alignment from human to frog. Also SIFT,

Figure 1. Illustration depicting the location of the C-terminal BRCA missense variants and negative controls. This Figure shows the
position of missense variants analyzed in the present study (black arrows) and the negative controls (closed gray arrows, underlined) within the
vector used in the TA experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0061302.g001
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Mutation Assessor, PhD-SNP, SNAP and I-Mutant show diver-

gent tendencies.

Transcription Activation Assay
Using the transcriptional assay, three VUS (Y1703S, W1718L

and G1770V) showed a significant decrease in reporter expression

compared to wild-type BRCA1 (Figure 2). The luciferase activity of

these three mutants was very similar to that observed for the

known pathogenic mutants used as controls: that is ,5%,

compared to the wild-type construct. Conversely, the remaining

four VUS (Q1409L, S1473P, E1586G and R1589H) displayed

similar transcriptional activity to that of the wild-type construct.

Protein Structural Rationalizations
A structural analysis was performed for those VUS located in

the BRCT domains (Y1703S, W1718L and G1770V). Y1703 is

located at the BRCT dual-repeat-interaction interface (Figure 3A),

directed towards the linker. It forms a hydrogen bond with H1746

(Figure 3B). The change to a serine, by removal of the aromatic

ring, is likely to disrupt this bond and the surrounding

hydrophobic interactions and to affect the stability of the domain

and the dual-repeat interaction. It may also affect the peptide

binding through K1702 (Figure 3B), which interacts directly with

the peptide’s phosphoserine. W1718 is loosely packed in the core

of the BRCT-N domain and is part of a highly conserved motif

Table 1. In silico predictions for pathogenicity of the variants presented in this study.

Predictor1 Align-GVGD2
PolyPhen-2 v2.2.2
(Original)

PolyPhen-2 v2.0.22
(PON-P)

PolyPhen-2 v1
(Condel) SIFT

DNA
variant

Protein
variant

Human to
frog

Human to
sea urchin Prob. Pred. Prob. Class Prob. Pred. Prob. Class

c.4226A.T Q1409L C65 C15 0.015 benign 0.995 Del. 0.007 benign 0.00 damaging

c.4417T.C S1473P C0 C0 0.004 benign 0.960 Del. 0.124 benign 0.01 damaging

c.4757A.G E1586G C0 C0 0.003 benign 0.995 Del. 0.124 benign 0.01 damaging

c.4766G.A R1589H C0 C0 0.000 benign 0.000 N 0.000 benign 1.00 tolerated

c.5108A.C Y1703S C65 C65 0.430 benign 1.000 Del. 0.689 Possib.
damaging

0.00 damaging

c.5153G.T W1718L C55 C55 0.086 benign 1.000 Del. 0.497 benign 0.00 damaging

c.5309G.T G1770V C0 C0 0.093 benign 0.999 Del. 0.964 possib.
damaging

0.00 damaging

Mutation Assessor PhD-SNP SNAP I-Mutant PON-P0 Condel

Funct. Impact
Score

Funct.
Impact Pred. Reliability Pred. Accur. DDG Pred. Pred. Class Accur. Prob. Class

1.100 low N 3 N 60 0.22 N 0.14 N 0.84 0.000 N

0.975 low N 3 N 85 22.07 Dest 0.18 N 0.76 0.018 N

1.040 low N 8 P 58 21.81 Dest 0.12 N 0.84 0.014 N

21.040 neutral N 8 N 92 21.52 Dest 0.00 N 0.86 0.000 N

2.670 medium P 9 P 58 21.44 Dest 0.39 UV 0.60 0.746 Del

3.105 medium P 4 P 58 20.81 N 0.57 UV 0.46 0.065 N

2.135 medium P 8 P 78 21.20 Dest 0.98 P 0.96 0.906 Del

Each predictor yields its own type of results, usually quantitative and categorical. We have chosen the most representative of each.
1Predictors PON-P and Condel integrate results from other predictors run in their own servers; as PolyPhen-2 versions and their results differ if they are run in the
PolyPhen-2 website or the other 2, all of them are shown for comparison. 2Classification of variants in different classes according to Align-GVGD algorithm (Align-
Grantham Variation Grantham Deviation; http://agvgd.iarc.fr), C65 means ‘‘Most likely to interfere with function, C0 means ‘‘least likely’’ (possible classes are: C65.
C55.C45.C35.C25.C15.C0).
Abbreviations: Prob.-Probability; Pred.-Prediction; Funct.-Functional; Accur.-Accuracy; DDG–DDG value (kcal/mol); Del-Deleterious; N-Neutral; Dest- Destabilizing; P-
Pathogenic; UV-Unknown Variant.
doi:10.1371/journal.pone.0061302.t001

Figure 2. Results of functional assay of the studied missense
variants. Percentage of transcriptional activity was expressed as
percentage relative to the wild-type construct. Experiments were
performed in triplicate and normalized against the Renilla luciferase
internal control. Results are shown in bars: gray for controls and black
for variants.
doi:10.1371/journal.pone.0061302.g002
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within the a3-helix (Figure 3C). The substitution of this bulky

residue with a leucine likely destabilizes the folding of the domain,

analogously to experimentally confirmed observations of substitu-

tion by a cysteine [24,25]. G1770 is solvent-exposed and located

on a tight turn of the loop connecting the b1 strand with the a1
helix in the BRCT-C repeat (Figure 3D). It is highly conserved in

the Pfam alignment of the BRCT domain and probably confers to

the loop the necessary flexibility for phosphopeptide binding.

Substitution by a valine would expose a hydrophobic side chain

and confer rigidity to the loop, compromising the binding. In

contrast to the other mutations, this change may not affect folding.

Discussion

This study combined a functional BRCA1 assay and structural

analyses to predict whether specific missense variants in the

BRCA1 C-terminal region have pathological significance, con-

tributing to breast cancer risk. The variants selected were VUS

identified in a clinical scenario, which are located between amino

acid residues 1,396 and 1,863 of the full-length BRCA1 sequence

and include part of a coiled-coil domain (aa 1,364–1,437) and the

BRCT tandem domains (aa 1,646–1,863) (Figure 1). Notably, six

of the VUS (Q1409L, S1473P, E1586G, Y1703S, W1718L and

G1770V) had not been recorded in the locus-specific database for

Figure 3. Structural analysis of missense variants lying in the BRCA1 BRCT domain. Representation of the structure of the BRCT tandem
repeat from human BRCA1 in complex with a binding phosphopeptide (with the typical binding motif pSer-X-X-Phe, PDB ID 1t2v): in blue, the N-
terminal repeat (BRCT-N); in red, the C-terminal repeat (BRCT-C); in green, the linker region between the two; in cyan, the phosphopeptide with the
phosphoserine and the key binding residue Phe(+3); in, magenta the three mutated residues. Y1703 (A) forms a hydrogen bond with H1746 and is
adjacent to K1702, which binds directly to the pSer residue in the phosphopeptide. W1718 (B) fills the internal core and stabilizes the BRCT-N domain.
G1770 (C) gives the loop connecting the b1 strand with a1-helix in the BRCT-C repeat the necessary flexibility to form a tight turn, bringing the
residues N1774 and M1775 close to the phosphopeptide for interaction with the Phe(+3) key residue.
doi:10.1371/journal.pone.0061302.g003
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mutations in BRCA1 and BRCA2, BIC (Breast Cancer Information

Core database, http://research.nhgri.nih.gov/bic/) (Figure 1 and

Table 1).

The use of different in silico prediction algorithms gave

contradictory results for some of the variants (Table 1) making it

difficult to draw any clear conclusion. For example, there is a

striking difference between the results for three versions of

PolyPhen-2 as run from different sources; W1718L can yield

probabilities of pathogenicity of 0.086, 0.497 and 1.000, while the

probabilities for Q1409L, S1473P and E1586G range from values

below 0.2 to values above 0.95 in the different versions. If we tried

to order the variants according to their deleteriousness as

predicted from each of the algorithms, they would yield as many

orders as algorithms tested. In general terms, the two integrative

programs gave quite similar results, predicting a damaging effect

for one of the variants (G1770V) and a benign effect for four of

them (Q1409L, S1473P, E1586G and R1589H), while variants

Y1703S and W1718L were difficult to classify. Therefore,

attending to the results obtained in this study, we consider the

use of in silico programs not reliable enough to get an

approximation of the pathogenicity of a given VUS. In a recent

published paper by Li et al., the predictive power of Condel and

five individual methods (SIFT and PolyPhen2 among them) in

discriminating between pathogenic nsSNVs and other rare

nsSNVs, was examined [26]. Their results showed that the

predictive power of the combined Condel methodology is not

necessarily better than individual methods. Furthermore and in

agreement with our data, they show that correlations in the scores

between the predictive methods tested are weak or moderate. The

observed discrepancies among programs clearly support the need

of adding functional assay results in the process of classification of

VUS.

The TA assay in mammalian cells was performed as described

in previous studies [10]. This assay has been extensively validated,

proving to be extremely robust for variants located in the BRCT

domain [7,10,27,28]. In a previous study it has been benchmarked

using 14 pathogenic and 10 not pathogenic variants, showing high

sensitivity and specificity [28]. In this study two constructs

containing previously classified pathogenic variants (IARC Class

5), M1775R and Y1853X, were used as negative controls and a

construct with the wild-type BRCA1 C-terminal region was used

as a positive control. This assay clearly identified a functional

defect for three of the variants (Y1703S, W1718L and G1770V),

whereas the remaining variants gave results very similar to those of

the wild-type controls. It should be noted that residue W1718

appears to be highly prone to mutation, and although the

mutation studied here has never been reported, mutations

W1718S and W1718C have been described in HBOCS families;

in addition, a panel of assays including protease sensitivity,

phosphopeptide binding activity and specificity, as well as the TA

assay, revealed that both of these variants have strong functional

effects [28]. Both constitute large volume changes at a rigid

position in a rigid region that is part of the BRCT signature motif

WXXXS [29].

Next, to better interpret and understand the functional data

obtained, a structural analysis was performed for those VUS

located in the BRCT domains. This analysis was limited to the

BRCT domain as its structure has been solved [11], making it

possible to rationalize whether a given variant alters the domain

stability or the phosphopeptide-mediated binding to phosphory-

lated protein partners (Figure 3). The results indicated that the

three studied VUS in the BRCT domains seem to damage proper

BRCA1 structure. Interestingly, the experimental data obtained in

the TA assay support these structural predictions.

The pedigree structure of patients with these missense mutations

was, in general, not very informative for co-segregation analysis

(see Figure S1), either due to the lack of relatives with breast (or

ovarian) cancer or because no DNA samples for other relatives

were available. Nevertheless, it is worth noting that variant

Q1409L, which appears to have no effect on TA activity in the

present study, was found in a patient with a pathogenic mutation

in BRCA2 (c.5720_5723delCTCT), and although a small number

of carriers of two pathogenic mutations - one in BRCA1 and one in

BRCA2 - have been described worldwide this event has a very low

probability. In spite of this, and due to the fact that mutation

Q1409L is mapped in the BRCA1/PALB2 interaction region, it

would be worth to test if mutant L1409 is hampering the BRCA1/

PALB2 interaction [30]. Moreover, mutation G1770V, which

shows a clear impairment of TA activity, has been found in two

families of Moroccan origin presumed to be independent. In both

cases, patients suffer from breast or ovarian cancer at a very early

age of onset (27 and 30 years of age, respectively).

In summary, in a clinical context, extensive worldwide analysis

of BRCA1 has identified a large number of VUS, most of them

unique, which need to be classified for the purposes of diagnosis

and genetic counseling. By combining functional analysis and

structural rationalizations, this study shows that three BRCA1 VUS

(Y1703S, W1718L and G1770V) have profound functional impact

and may be pathogenic variants. By contrast, the other four

variants did not alter the function of BRCA1 in the TA assay and

should remain classified as VUS. The implementation of

combined approaches, such as the one presented here, is therefore

of considerable clinical relevance, especially in those cases where

co-segregation studies are not possible.

Supporting Information

Figure S1 Pedigrees of the families with the studied VUS.
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Resultados 

 
 

Resultados no publicados: 

Análisis funcional de variantes de significado desconocido en BRCA2 mediante un 
ensayo basado en células embrionarias de ratón. 
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Resumen 

El análisis mutacional de los genes BRCA1 y BRCA2 identifica un gran número de 
variantes raras cuya baja frecuencia poblacional impide su clasificación mediante 
modelos epidemiológicos,  genéticos o multifactoriales. En estos casos, determinar el 
efecto de dichas variantes en la función de la proteína es de gran relevancia para su 
clasificación. En este estudio, se seleccionaron 5 VSD en BRCA2 (T200I, K331I, K1434I, 
V1532F, R2645G) identificadas en el Programa de Cáncer Hereditario del Instituto Catalán 
de Oncología (ICO). El impacto funcional de estas cinco variantes se evalúo mediante un 
ensayo fundamentado en células madre embrionarias de ratón modificadas 
genéticamente, denominadas Pl2F7227, 228, 234. La viabilidad de estas células es 
dependiente de tener una proteína Brca2 funcional. Por tanto, el papel funcional de una 
determinada variante se puede evaluar en base a la capacidad de la misma de rescatar 
dichas células cuando es transfectada en ellas y Brca2 endógeno es posteriormente 
knocked out. Las variantes transfectadas son generadas en un cromosoma artificial de 
bacteria que contiene BRCA2. Así pues, en el presente estudio, se analizó la capacidad de 
las variantes seleccionadas de rescatar las células Pl2F7 brca2ko/ko. Además, se analizó la 
sensibilidad a distintos agentes genotóxicos [Mitomicina C342; Cisplatino343; 
Metil metanosulfonato (MMS)344 y radiación ionizante (IR)] en células transgénicas Pl2F7 
brca2ko/ko transfectadas por estas variantes. Todas las variantes estudiadas mostraron 
defectos en al menos uno de los ensayos utilizados, sugiriendo un comportamiento 
cuanto menos hipomórfico de las citadas mutaciones. 

Metodología 

Selección de Variantes 

El Programa de Cáncer Hereditario del Instituto Catalán de Oncología (ICO), 
realiza estudios mutacionales de los genes BRCA1 y BRCA2,  a todos aquellos pacientes de 
alto riesgo que cumplen los criterios clínicos de síndrome de cáncer de mama y ovario 
hereditario (SCMOH) establecidos por la OncoGuía de Consejo Genético del Cáncer de 
Cataluña. En el año 2012, se habían identificado 35 VSD del tipo cambio de sentido 
(missense) en BRCA2. De entre estas variantes, para el presente estudio se seleccionaron 
12 variantes que presentaban mayor agregación familiar. A continuación, se utilizó el 
programa Alamut Visual 2.7 (Interactive Biosoftware), que integra diferentes programas 
de predicción Align-GVGD133, SIFT167, Mutation Taster168 y PolyPhen 2169, para clasificar las 
variantes con mayor probabilidad de afectar la función de la proteína. De esta manera, se 
seleccionaron las cinco variantes que mostraron una mayor probabilidad de tener un 
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impacto funcional (T200I, K331I, K1434I, V1532F, R2645G) (Tabla 1) para la realización de 
este estudio funcional.  

Células embrionarias de ratón Pl2F7 

Las células utilizadas para realizar este ensayo son las denominadas Pl2F7. Estas 
células, generadas por el grupo del Dr. Shyam Sharan234, son células embrionarias de 
ratón que contienen un alelo de Brca2 knock out (Brca2ko) y otro condicional (Brca2cko) 
(Fig. 1). Provienen de la modificación genética de las células AB2.2 (129S7/SvEvBrd-Hprtb-

m2), las cuales son deficientes en hprt, por lo que son inviables en medios que contengan 
hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT)345.  

Para generar las células Pl2F7 a partir de las AB2.2, se insertó en el exón 11 de 
uno de los alelos de Brca2 un gen de resistencia a la blasticina, dejando este alelo inactivo 
(brca2ko). En el segundo alelo de Brca2 se integró, en cada uno de sus extremos, una de 
las dos mitades del gen HPRT fusionada con un sitio loxP. De esta forma, la depleción de 
este alelo condicional (brca2cko) es inducible mediante la expresión transitoria de Cre (Fig. 
1)345. Las células recombinantes expresarán HPRT funcional y serán resistentes al 
tratamiento con HAT. 

Figura 1. Células Pl2F7 con Brca2ko/cko 

 

ko, knock out; cko, condicional; Puro, Puromicina; Blasti, blasticina, HATr , 
resistente a HAT. (Figura adaptada de Kuznestov et. al, 2008) 

 

El cultivo y mantenimiento de las células Pl2F7, y sus derivados transgénicos, se 
realizó como había sido descrito previamente234. Fueron cultivadas sobre una monocapa 
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de células SNL 76/7 STO mitóticamente inactivadas mediante el tratamiento con 
Mitomicina C. La línea celular SNL 76/7 STO es resistente a la gentamicina (G418r) y 
expresa el factor inhibidor de leucemia (LIF), necesario para mantener las células 
embrionarias de ratón indiferenciadas346, 347. 

Generación de variantes en el BAC de BRCA2 

Las variantes seleccionadas fueron introducidas en el cromosoma artificial de 
bacteria (BAC) CTD-2342K5, el cual contenía el gen BRCA2 (para simplificar BAC BRCA2). El 
BAC BRCA2 fue generado por el grupo del Dr. Shyam Sharan a partir del vector pBACe3.6, 
al que se le introdujo un gen de resistencia a la gentamicina bajo el control de un 
promotor constitutivo Pkg. Además, se le fusionó el tag c-myc en el extremo N-terminal 
de BRCA2234, 348, 349. El gen de resistencia a la gentamicina permite la selección de las 
PL2F7 transgénicas (Pl2F7 BRCA2 Brca2ko/cko) mediante tratamiento con el antibiótico 
G418.  

Para generar las variantes en el BAC BRCA2, se utilizó un sistema de selección 
positiva/negativa basado en la expresión del gen galactokinasa (galk)350(Fig. 2). La cepa 
bacteriana Escherichia coli SW102 se utilizó como huésped234. SW102 deriva de la cepa 
Escherichia coli DY380, que contiene el sistema de recombinación del profago λ. El 
sistema profago λ puede ser regulado por temperatura para inducir la recombinación 
homóloga351. Además, las SW102, contienen un operón galactosa completamente 
funcional, excepto por la deleción de gen galk. De este modo, la expresión de galk en 
trans en las SW102, restablecerá la función del operón galactosa y éstas serán capaces de 
crecer en un medio con galactosa como única fuente de carbono.  
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Figura 2. Esquema de la generación de variantes en el BAC BRCA2 

 

galk, galactokinasa; H1 y H2  colas de homología con la región del BAC donde 
se quiere generar la variante (Figura Adaptada de Warming et. al, 2005) 

 

 El sistema de generación de variantes en el BAC BRCA2, consta de una 
primera etapa en la que galk fue insertado en el BAC BRCA2 mediante recombinación 
homóloga inducida por el sistema profago  λ  (Fig. 2). Galk se insertó en el sitio donde se 
quería generar la variante por homología con la región colindante a ésta. Para ello, se 
amplificó galk, a partir de un plásmido galk, utilizando cebadores con colas de 60 pb de 
homología con el BAC BRCA2 en cada uno de los lados del nucleótido que se quería 

modificar, excluyendo dicho nucleótido (Fig. 2). Las SW102 galk+ fueron seleccionadas 

positivamente con un medio con galactosa como única fuente de carbono. En la segunda 
etapa de selección, galk fue substituido por un oligonucleótido (producto de PCR), en el 
que se había generado la variante deseada. Para generar dicho oligonucleótido, se realizó 
una PCR utilizando dos cebadores de 100 pb que contenían la variante deseada y estaban 
formados por 90pb de homología con el BAC BRCA2 a ambos lados del sitio donde se 
quería introducir la variante, y 10 pb más al otro lado, de manera que compartían 20 pb 
de complementariedad entre ellos. En esta segunda etapa, la selección de las colonias 
que contenían la variante se realizó utilizando 2-deoxy-galactosa (DOG) y glicerol como 
fuente de carbono (selección negativa de galk). DOG es inocuo para las SW102 si no es 
fosforilado por galk. En cambio, DOG fosforilado da lugar a 2-deoxy-galactosa-sulfonato, 
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el cual no es metabolizable por las SW102 y, por tanto, tóxico para ellas (Fig. 2). Las 
mutaciones generadas en el BAC BRCA2 se validaron mediante secuenciación Sanger. 

Ensayo funcional basado en células embrionarias de ratón 

El ensayo funcional basado en células de ratón embrionarias (RE) está 
fundamentado en la observación de que BRCA2 es esencial para la viabilidad de estas 
células cuando Brca2 endógeno es inactivado244. En base a esta observación, la capacidad 
de que una variante en BRCA2 transfectada en células-RE deficientes en brca2 (Pl2F7 
Brca2ko/ko) tiene para restablecer la viabilidad de estas células, se utiliza para evaluar su 
impacto funcional (Fig. 3). Las variantes que no logran rescatar las células Pl2F7 Brca2ko/ko 
se consideran deletéreas. Las variantes que consiguen restablecer la viabilidad de estas 
células, se testarán para diferentes funciones conocidas de BRCA2, como son: 
proliferación in vitro, formación del RAD51 foci, sensibilidad a agentes genotóxicos, 
sensibilidad a radiación IR, recombinación homóloga o estabilidad genómica. Si no 
muestran ninguna alteración en estas funciones se clasificarán como neutras. En caso 
contrario, se clasificarán como hipomórficas. En el presente estudio se evaluó el efecto de 
las variantes seleccionadas en la sensibilidad a distintos agentes genotóxicos y a la 
radiación ionizante. 

Figura 3. Esquema del ensayo funcional basado en células embrionarias de ratón para variantes en BRCA2 

 

ko, knock down; cko, condicional, neor, resistente a la gentamicina; HATr resitente a HAT.(Figura adaptada de 
Kuznestov et. al,  2008 y Biswas et. al, 2012). 
 

Para realizar este ensayo, las variantes generadas en el BAC BRCA2 y un control 
positivo wild-type fueron electroparadas en células Pl2F7 Brca2ko/cko. Las células 
transgénicas Pl2F7 BRCA2 Brca2ko/cko fueron seleccionadas mediante tratamiento con 
gentamicina G418. La expresión de BRCA2 en las colonias G418r obtenidas se analizó 
mediante PCR de retro-transcripción, utilizando oligonucleótidos específicos de BRCA2 
localizados en el exón 11 (Forward: 5’-ACATGTCCCAAAATGAGGA) y el exón 18 (Reverse: 
5’-GCCGATCTTCTGCTTCTATCA). Seis clones G418r independientes, que expresaban 
BRCA2, fueron electroporadas con un plásmido Pgk-Cre345 para delecionar el alelo 
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Brca2cko. Posteriormente, 105 células electroporadas fueron sembradas en una placa de 
cultivo de 10 cm y fueron seleccionadas con un medio con HAT. Cuando se obtuvieron 
colonias HATr, 48 de ellas fueron analizadas mediante Southern Blot para confirmar la 
pérdida del alelo brca2cko. Las colonias HATr que permanecieron en la placa, fueron 
teñidas con azul de metileno, o cristal de violeta, para ser cuantificadas y comparadas con 
las colonias obtenidas para el alelo BRCA2 wt. Para confirmar la pérdida del alelo Brca2cko 
mediante Southern Blot, se utilizó una sonda de 1,5 Kb específica del exón 11 de Brca2 (nt 
5208-6710 del NM 009765). Esta sonda detectaba un fragmento de 2,2 kb en el alelo 
brca2ko y de 4,8 kb en el alelo Brca2cko. Finalmente, dos colonias HATr independientes de 
cada variante, fueron analizadas para evaluar el efecto dicha variante en la función 
reparadora del DNA de BRCA2. 

Ensayos funcionales realizados en este estudio 

Es conocida la hipersensibilidad de células deficientes en BRCA2 a diferentes 
agentes crosslinkers y metilantes del DNA, así como a la radiación IR242, 259, 262. Por ello, en 
este estudio se evalúo la sensibilidad de las variantes estudiadas a estos agentes que 
dañan el DNA. 

Sensibilidad a agentes genotóxicos 

Para cada dosis de genotóxico utilizado, se sembraron, por triplicado, 8.000 
células en una placa de cultivo de 96 pozos. El tratamiento se empezó 18h después de la 
siembra y se mantuvo durante 3 días sin cambiar el medio. La viabilidad se midió 
mediante un ensayo de MTT a las 72h del comienzo del tratamiento como se había 
descrito previamente352. 

Los agentes genotóxicos utilizados y las distintas dosis que se emplearon de cada 
uno de ellos, se muestran a continuación:  

Mitomicina C (ng/ul): 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80. 

MMS (Metil-metanosulfonato) ( g/ml): 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40. 

Cisplatino (Cis-diaminodicloroplatino (II)) ( M): 0 - 0,1 - 0,2 - 0,3 - 0,4 - 0,6 - 1. 

Sensibilidad a la radiación IR 

Para testar la sensibilidad de las variantes estudiadas a la IR, se sembraron, por 
triplicado, 8.000 células en diferentes pozos de en una placa de 96. Se utilizó una placa 
distinta para cada dosis de radiación. A las 18h de la siembra, sin cambiar el medio de 
cultivo, se irradiaron las placas con una fuente de 137Cs, utilizando diferentes tiempos 
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para lograr las dosis deseadas. Las dosis utilizadas fueron 0, 1, 2, 4, 6 Gy. La viabilidad 
celular se midió 72 horas después del tratamiento mediante un ensayo de MTT como se 
había descrito previamente352. 

Análisis de resultados 

Se realizaron un mínimo de tres experimentos para cada ensayo funcional 
(genotóxicos o IR), utilizando dos colonias independientes de cada variante en cada 
experimento. Como las dos colonias independientes mostraron fenotipos muy similares y 
comparables estadísticamente (Test de Wilkoxon, p-valor>0,05), se trataron como un 
único grupo y se calculó la media entre ambas para futuras comparaciones. Esta media se 
comparó contra la media de cada control utilizado en dichos experimentos (un clon wt y 
un clon de la variante hipomórfica G25R227). Debido al número reducido de repeticiones 
de cada experimento (n=3-5), el test de Wilkoxon se vio muy afectado por pequeñas 
variaciones entre experimentos y careció de poder estadístico suficiente para realizar 
comparaciones consistentes entre controles y variantes. Por ello, se decidió interpretar 
los resultados cualitativamente basándose en las gráficas obtenidas a partir de la media 
de los resultados de cada experimento realizado y la desviación estándar entre ellos. 

Modelaje estructural 

La información estructural sobre BRCA2 es escasa. Si bien, modelos estructurales 
representativos de la región comprendida entre los residuos 2479-3190, han podido ser 
definidos a partir de sus ortólogos en rata (PDB: 1IYJ) y ratón (PDB: 1MJE), cuya identidad 
con BRCA2 en esta región es del 78% y 77%, respectivamente. En esta región se produce 
la interacción BRCA2-DSS1353, que puede ser modelada utilizando los citados modelos con 
una identidad de secuencia en la región de interacción mayor del 60%. El efecto de la 
variante R2645G en la interacción BRCA2-DSS1 fue analizada utilizando estos modelos 
(análisis realizado por Carles Pons perteneciente al Structural Bioinformatics & Network 
Biology Lab, IRB Barcelona). 
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Resultados 

Descripción de las variantes seleccionadas 

Cinco VSD en BRCA2 fueron seleccionadas para este estudio: T200I, K331I, 
K1434I, V1532F, R2645G (Fig. 4, Tabla 1). Las variantes T200I y K331I, se encontraban 
localizadas en una región de BRCA2 sin estructura tridimensional definida en la que no se 
ha sido descrito ningún dominio funcional. Las variantes K1434I y V1532F estaban 
localizadas en el dominio BRC de BRCA2354, concretamente en los subdominios BRC3 y 
BRC4. El dominio BRC consta de 8 repeticiones y es el encargado principal de mediar la 
interacción BRCA2-RAD51, la cuál es de gran importancia para un correcto 
funcionamiento del mecanismo de recombinación homóloga108. El subdominio BRC4 
exhibe la interacción más fuerte con RAD51355. Estudios estructurales y funcionales 
previos revelaron que el aminoácido V1532 está fuertemente involucrado en ésta 
interacción356, 357. Además, Ochiai et. al, mostraron  mediante un estudio in vitro, que el 
cambio V1532F podría romper dicha interacción356.  El papel de BRC3 en la interacción 
BRCA2-RAD51 es menos conocida. Hasta ahora, no existe ninguna información sobre la 
participación del aminoácido K1434 en la citada interacción. Por último, la variante 
R2645G está localizada en el dominio altamente conservado de unión al DNA de 
BRCA2103. 

Figura 4. Localización de las variantes analizadas en este estudio en BRCA2 

 

Las variantes K331I y V1532F habían sido previamente descritas como VSD en la 
base de datos Breast Cancer Information Core (BIC). La variante K331I había sido 
identificada 3 veces, dos en población española y otra en población no definida. La 
variante V1532F había sido descrita 2 veces, una vez en población española y la otra en 
población no concretada. El resto de variantes analizadas en este estudio no habían sido 
reportadas previamente en BIC. No obstante, la variante K1434I había sido clasificada 
como probablemente neutra (odds a favor de su neutralidad= 0,009) en un estudio 
basado en la conservación evolutiva (Align-GVGD) y la histopatología del tumor151. 
Ninguna de las variantes descritas ha sido reportada en la base de datos Exome 
Sequencing Project (ESP) (http://evs.gs.washington.edu/EVS/), donde se recoge 
información de las variantes encontradas en la secuenciación de 6503 exomas de 
individuos de población normal europea y afro-americana. 
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El análisis de cosegregación de las variantes descritas en las familias afectadas se 
realizó cuando fue posible (Fig. 5). Para la variante T200I no fue posible tal análisis (Fig. 5,  
Familia A).  La variante K331I fue identificada en la probando, diagnosticada de cáncer de 
mama (CM) a los 28 años,  en su hermano y en su madre, no afectos  hasta el momento 
(Fig. 5,  Familia B). La variante K1434I fue identificada en la probando, y en sus dos 
hermanas, todas ellas afectas y diagnosticadas a los 51, 49 y 56 años, respectivamente 
(Fig. 5,  Familia C). La variante V1532F fue encontrada en una paciente que sufrió dos CM, 
uno a los 26 años y el otro a los 44 años, y un cáncer de riñón a los 44 años (Fig. 5,  
Familia D). La variante V1532F fue encontrada en una paciente que sufrió dos CM, uno a 
los 26 años y el otro a los 44 años, y un cáncer de riñón a los 44 años (Fig. 5,  Familia D). 
Además, también fue detectada en su hermana y en su madre, no afectas hasta ahora. 
Esta paciente también era portadora de la VSD R841W en BRCA1, la cual afecta a un 
aminoácido poco conservado y ha sido reportada en ESP con una frecuencia del 0,4%.  
Por último, la variante R2645G fue identificada en una paciente que sufrió cáncer de 
ovario a los 58 años. Su hermana no portadora sufrió CM a los 74 años (Fig. 5,  Familia E). 

El posible efecto de dichas variantes en la función de BRCA2 fue evaluado 
mediante el programa Alamut 2.7 el cual integra los programas de predicción Align-
GVGD133, SIFT167, Mutation Taster168 y PolyPhen 2 (ref.169)(Tabla 1). Las variantes T200I y 
K331I fueron consideradas, respectivamente, deletérea y neutra de forma inequívoca por 
todos los programas utilizados. Las  variantes  K1434I y R2645G fueron consideradas  
deletéreas por todos los programas  excepto por Align-GVGD, que las clasificó como Clase 
15 o de impacto funcional incierto. Por último, la variante V1532F fue considerada neutra 
por los programas Align-GVGD y Mutation Taster  y deletérea  por SIFT y Polyphen 2. 
Además, el programa Align-GVGD permitió analizar el grado de conservación evolutiva de 
los aminoácidos afectados. Para ello se utilizó un alineamiento basado en 12 especies, de 
humano a erizo de mar. En base a dicho alineamiento distinguimos entre aminoácidos no 
conservados, poco conservados, moderadamente conservados y altamente conservados. 
Las variantes T200I, V1532F y R2645G afectaban a aminoácidos altamente conservados y 
las variantes K331I y K1434I afectaban a aminoácidos moderadamente conservados. 
Adicionalmente, el efecto de la variante R2645G en la interacción BRCA2-DSS1 se analizó 
utilizando modelos estructurales disponibles realizados a partir de los ortólogos de BRCA2 
en rata (PDB: 1IYJ) y ratón (PDB: 1MJE). En ambos modelos estructurales, la variante 
R2645G se encuentra en la interfaz de la interacción, probablemente desestablizándola 
(datos no mostrados). 

La variante G25R, de patogenicidad conocida,  fue utilizada como control en los 
ensayos de sensibilidad a genotóxicos y a la IR. G25R estaba localizada en el dominio de 
transactivación de BRCA2, concretamente en la región de interacción BRCA2-PALB2 
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(Tabla 1). Esta variante afectaba a un aminoácido altamente conservado. Los programas 
de predicción de impacto funcional sugirieron que dicha variante era deletérea. Estás 
predicciones fueron confirmadas por los resultados obtenidos en un estudio previo 
basado también en el ensayo funcional  en células-RE donde mostró sensibilidad 
moderada a agentes genotóxicos, a la IR, redujo la recombinación homóloga e 
incrementó la inestabilidad genómica105, 227. En base a esto, G25R fue clasificada como 
probablemente patogénica con un riesgo asociado moderado. 
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Evaluación funcional de las variantes seleccionadas en base a su capacidad de 
restablecer la viabilidad de las células Pl2F7 Brca2ko/ko  

El impacto funcional de las variantes seleccionadas fue evaluado utilizando el 
ensayo basado en células-RE. Cada variante fue generada en un BAC que contenía el gen 
completo de BRCA2 y un gen de resistencia a la G418. Los BAC portando las distintas 
variantes fueron individualmente electroporados en células Pl2F7, células-RE que 
contienen un alelo de Brca2 knock out y otro condicional (Brca2ko/cko). Los clones Pl2F7 
(BRCA2 Brca2ko/cko) fueron seleccionados con un medio de G418, para eliminar aquellos 
clones que no han incorporado el BAC con la variante a analizar. La expresión de BRCA2 
fue analizada mediante PCR de retro-transcripción en 48 colonias independientes (datos 
no presentados). Seis de las colonias expresando BRCA2 fueron escogidas para el ensayo 
de viabibilidad. La capacidad de restablecer la viabilidad de las células Pl2F7 cuando se 
deleciona su alelo Brcacko mediante la expresión de Cre sirvió como aproximación para 
evaluar el impacto funcional de las variantes en BRCA2 que fueron transfectadas en 
dichas células. Por ello, se expresó Cre de forma transitoria en los 6 clones 
independientes Pl2F7 (BRCA2 Brca2ko/cko) de cada variante. La deleción del alelo Brcacko 
generó un alelo funcional del gen HPRT que permitió la selección de los clones 
recombinantes Pl2F7 (BRCA2 Brca2ko/ko) utilizando un medio con HAT. Cuarenta y ocho 
colonias HATr de cada variante fueron genotipadas mediante Southern Blot para 
confirmar la pérdida del alelo Brca2cko y validar el experimento de pgk-Cre (Fig. 6). El resto 
de colonias HATr fueron teñidas y cuantificadas. La variante K1434I dio lugar a un número 
de colonias HATr comparable al obtenido para el wt (Fig. 6). Las colonias T200I, V1532F y 
R2645G dieron lugar a un número de colonias HATr muy reducido en comparación al wt, 
sugiriendo un defecto en la función de BRCA2 (Fig. 5). Para la variante K331I, más del 70% 
de colonias de las 48 que se utilizaron para confirmar la pérdida del alelo brca2cko, 
mantenían dicho alelo. Debido a este alto background, no se pudo comparar el número 
de colonias  HATr con el wt. 
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Efecto de las variantes seleccionadas en las funciones reparadoras de BRCA2 

BRCA2 tiene un papel clave en la reparación de roturas de doble cadena en el 
DNA. Células BRCA2 deficientes han mostrado hipersensibilidad a varios agentes 
genotóxicos (crosslinkers y metilantes), lo que sugiere que la pérdida de función de 
BRCA2 origina esta hipersensibilidad242, 259, 262. Por ello, el posible impacto funcional de las 
variantes que restablecieron la viabilidad de las Pl2F7 Brca2ko/ko, fue evaluado mediante 
ensayos de sensibilidad a agentes que dañan el DNA. Los agentes genotóxicos utilizados 
fueron la Mitomicina C (MitC), el cisplatino, el metanosulfonato (MMS) y la radiación 
ionizante (IR) (Fig. 7). En cada experimento, los resultados obtenidos para las variantes 
fueron comparados contra los obtenidos para Pl2F7 transfectadas con el alelo wt y con la 
variante probablemente patogénica G25R. El análisis cualitativo indicó que las variantes 
T200I, V1532F mostraban sensibilidad a la Mit C, cisplatino y a la IR muy similar a la 
variante G25R y un comportamiento intermedio para el MMS. Las variantes K331I y 
R2645G mostraron una sensibilidad similar a G25R para la Mit C y el cisplatino y una 
sensibilidad intermedia al MMS y la IR. Por último, La variante K1434I mostró una 
sensibilidad muy leve a la Mit C, al MMS y al IR y una sensibilidad al cisplatino comparable 
a la G25R. 
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Figura 7. Resultados de los ensayos de sensibilidad a diferentes agentes genotóxicos 

 

Figura 7. Resultados de los ensayos de sensibilidad a la Mitomicina C, el metil metanosulfonato (MMS), el cisplatino y la 
radiación ionizante. Los distintos colores utilizados para representar cada variante, se muestran en la leyenda situada en la 
esquina superior de cada gráfica. En cada ensayo se utilizaron dos controles, células BRCA2 wt (verde) y células con la 
variante probablemente patogénica G25R (rojo). Debajo de cada gráfica se muestra una tabla con los valores de viabilidad 
relativa de cada variante y de los controles utilizados para la representación gráfica. Las medias (Med.) y las SD han sido 
calculados a partir de  los resultados obtenidos para dos colonias independientes de una misma variante en tres o más 
experimentos. 
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Discusión 

Interpretar el riesgo asociado a las variantes identificadas en los pacientes que se 
someten al test genético de BRCA1 y BRCA2 es de gran importancia desde el punto de 
vista del asesoramiento clínico. Sin embargo, muchas de las variantes de cambio de 
sentido o missense identificas en estos genes son únicas o muy raras, lo que impide que 
su riesgo asociado se pueda estimar a partir de datos clínicos o genéticos (modelos de 
cosegregación, concurrencia, modelos multifactoriales, entre otros). En estos casos, 
determinar el impacto funcional que pueden tener dichas variantes es determinante para 
poder clasificarlas. Con tal fin, en este estudio, se ha evaluado el impacto funcional de 5 
VSD (T200I, K331I, K1434I, V1532F, R2645G) en BRCA2 identificadas en nuestra 
población, mediante el ensayo basado en células-RE. El estudio funcional se 
complementó con otras evidencias obtenidas a partir del estudio de cosegregación, las 
predicciones de impacto funcional y de conservación evolutiva. Estas evidencias nos 
añaden más información para la clasificación de estas variantes de una forma más 
robusta, sobre todo en el caso de variantes hipomórficas. 

Como primera aproximación, cuando fue posible, se realizó el análisis de 
cosegregación de las variantes seleccionadas en las familias afectadas (Fig. 5). En las 
familias afectadas por las variantes K331I y V1532F se detectó, en cada una de ellas, dos 
portadores no afectos, siendo uno de ellos mayor de 60 años, lo que no se ajusta a la 
mayoría de patrones observados para mutaciones de alto riesgo en BRCA2. Por el 
contrario, para la variante K1434I se observó cosegregación en tres hermanas afectas. 
Este fuerte patrón de cosegregación sugiere que esta variante podría ser la causante de la 
enfermedad en esta familia. En la familia afectada por la variante R2645G, no se detectó 
la variante en un paciente afecto de CM. No obstante, dado el importante número de 
fenocopias asociados al CM debido a mutaciones en los genes BRCA, esta observación no 
excluye que esta variante sea responsable del cáncer en la paciente portadora de la 
misma. A continuación, se utilizaron varios programas de predicción para evaluar el 
posible efecto funcional que dichas variantes podían tener (Tabla 1). Las predicciones 
obtenidas sugirieron que las variantes T200I, K1434I y R2645G podrían tener un efecto en 
la función de BRCA2. Por el contrario, las predicciones obtenidas para la variante K331I 
indicaban que era muy poco probable que tuviera un impacto funcional. Para la variante 
V1532F, se obtuvieron resultados contradictorios. Por tanto, el análisis conjunto de los 
resultados de cosegregación y de las predicciones funcionales sugirió una posible 
patogenicidad asociada a la variante K1434I y la posible neutralidad de la variante K331I, 
siendo no concluyente para el resto de variantes. 
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Tabla 2. Tabla resúmen de los resultados de las variantes estudiadas 

En esta tabla se muestra una visión global de los resultados obtenidos en los ensayos funcionales realizados en este estudio 
junto con el análisis de cosegregación y las predicciones in silico, así como la valoración final de la patogenicidad asociada a 
estas variantes. En caso de que las haya, también se muestran las observaciones previas reportadas para estas variantes, a 
modo de comparación con los resultdos obtenidos en este estudio. NA, no aplicable; ND, No diferencias. Los resultados de 
los ensayos funcionales, han sido jerarquizados de una forma cualitativa en 4 clases: ND, no diferencias con el wild-type 
(wt); +, efecto muy moderado, sólo a concetraciones muy altas de genotóxico; ++, efecto intermedio entre el wt y el control 
negativo, G25R; +++, igual efecto que el observado para la variante G25R. 
 

Con el fin de verificar las predicciones funcionales y obtener más evidencias para 
clasificar las variantes seleccionadas, estas variantes se analizaron mediante el ensayo 
basado en células-RE. Este ensayo ha sido previamente utilizado para testar 34 variantes 
en BRCA2, mostrando una gran sensibilidad y especificidad a la hora de discriminar entre 
variantes neutras y patogénicas conocidas227, 228, 234. En primer lugar, se testó la capacidad 
que las citadas variantes tenían para rescatar las células Pl2F7 Brca2ko/ko (Fig. 6). 
Posteriormente, las variantes que resultaron en colonias Pl2F7 Brca2ko/ko viables, se 
analizaron mediante ensayos de sensibilidad a diferentes agentes genotóxicos, para así 
determinar su efecto en la función reparadora del DNA de BRCA2 (Fig. 7). La variante 
hipomórfica G25R se utilizó como control en dichos ensayos de sensibilidad. Esta variante 
había sido previamente testada por el ensayo basado en células-RE, mostrando una 
sensibilidad moderada a los agentes genotóxicos utilizados en el presente estudio.  La 
variante K1434I no mostró diferencias con BRCA2 wt en la capacidad de rescatar las 
células Pl2F7 Brca2ko/ko. Tampoco mostró sensibilidad al MMS y a la IR. En cambio, mostró 
una sensibilidad muy leve a la Mit C (fenotipo intermedio entre wt y G25R) y una 
sensibilidad al cisplatino comparable a G25R, indicando una  pérdida parcial de la función 
de BRCA2. Esta variante había sido previamente clasificada como probablemente no 
patogénica mediante un modelo probabilístico basado en información histopatológica 
(odds favor de su neutralidad=0,027; odd límite a favor de la neutralidad = 0,01)151. Esta 
clasificación fue poco consistente debido a la poca información clínica que se disponía de 
la variante. Además, los tumores asociados a BRCA2 presentan rasgos muy heterogéneos, 
haciendo que los datos patológicos asociados a variantes en BRCA2 no sean de gran valor 
predictivo. Las nuevas evidencias funcionales y de cosegregación aportadas por el 
presente estudio rebaten la clasificación previa de esta variante, ya que indican que 
puede estar asociada a la enfermedad en la familia afectada (Fig. 5, Familia C). No 
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obstante, un estudio más amplio de cosegregación en esta familia ayudaría a determinar 
su riesgo  patogenicidad. Las variantes T200I, V1532F y R2645G resultaron en colonias 
Pl2F7 Brca2ko/ko viables, aunque en un número significativamente menor que BRCA2 wt 
(Fig. 6), indicando un claro defecto en la función de BRCA2. Estas tres variantes mostraron 
un fenotipo para la sensibilidad a agentes genotóxicos similar a la variante G25R, lo que 
confirmó un defecto en la función de BRCA2 (Fig. 7). Para las variantes T200I y R2546G, 
estos resultados concuerdan con el hecho de que estén afectando a aminoácidos 
altamente conservados. Particularmente, para la variante R2546G, este resultado 
también concuerda con su posible efecto sobre la interacción BRCA2-DSS1, que es de vital 
importancia para estabilizar BRCA2 y asegurar su localización celular donde desarrolla su 
papel en la RH108, 109. De hecho, se han descrito varias mutaciones asociadas al CM que 
afectaban esta interacción110, 353. Para el caso de V1532F nuestros resultados están acorde 
con la observación realizada en un estudio previo, que mostró que esta variante podría 
estar afectando a la interacción BRCA2-RAD51, esencial para un correcto funcionamiento 
de la RH356. Cuando fue analizada, la variante G25R no mostró diferencias con BRCA2 wt 
en el ensayo de viabilidad de las células Pl2F7 Brca2ko/ko  con lo que cabría esperar un 
fenotipo más severo de nuestras 3 variantes en el ensayo de sensibilidad a agentes 
genotóxicos, similar al de otras variantes patogénicas que mostraron una reducción de la 
viabilidad de las células Pl2F7 Brca2ko/ko e hipersensibilidad a los agentes genotóxicos 
(E3309X, R2336H o L2510P)227. No obstante, para las variantes hipomórficas, el fenotipo 
observado depende de la función o funciones afectadas por la variante y puede ser muy 
hetereogéneo. Por ejemplo, la variante delta3-4, mostró una reducción del 30% de la 
viabilidad y, en cambio, no mostró ninguna sensibilidad a agentes genotóxicos228. 
Nuestros resultados para las variantes T200I, V1532F y R2645G sugiere un fenotipo 
intermedio, menos severo que las variantes patogénicas citadas, indicando que son 
variantes asociadas a un riesgo de sufrir CM bajo o moderado. Por último, para variante 
K331I no fue posible realizar el ensayo de viabilidad en células Pl2F7 Brca2ko/ko. Sin 
embargo, mostró una sensibilidad a agentes genotóxicos similar, o un poco más leve, que 
la variante G25R. En base a ello, y a falta de determinar su efecto en el ensayo de 
viabilidad de células Pl2F7 Brca2ko/ko, consideramos que la variante K331I podría estar 
ligada a un aumento de riesgo bajo. Los resultados funcionales obtenidos para esta 
variante como para V1532F, concuerdan con sus  patrones de cosegregación, los cuales 
correspondería con un patrón asociado a una variante de penetrancia moderado/baja 
más que al de una variante alta penetrancia en BRCA2.  

El programa de predicción Align-GVGD es, hoy en día, el referente para predecir 
el efecto de una variante en la función de BRCA1 y BRCA2. De hecho, los resultados de 
este programa están siendo integrados en los actuales modelos multifactoriales de 
clasificación de variantes. Sin embargo, para BRCA2 sólo ha sido correctamente validado 
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para variantes localizadas en los dominios funcionales de transactivación y de unión al 
DNA124. Nuestros resultados funcionales para la variante R2645G, localizada en el dominio 
de unión al DNA, concuerdan con la predicción de Align-GVGD (Clase 15 o de efecto 
intermedio), corroborando la validez de este programa para predecir el efecto de 
variantes localizadas en este dominio. No obstante, Align-GVGD predijo como Clase 0 o 
neutras las variantes K331 y V1532F, las cuales mostraron una pérdida parcial de la 
función de BRCA2 en nuestro estudio. Además, la variante K331I fue unívocamente 
clasificada como neutra por todos los programas de predicción utilizados en este estudio. 
De aquí,  se deduce la necesidad de obtener información funcional de un número mayor 
de variantes localizadas en las regiones no conservadas de la proteína BRCA2 para una 
mayor validación estos programas. 

En conclusión, el análisis funcional y de cosegregación de cinco variantes en 
BRCA2 nos ha permitido determinar el efecto de estas variantes en la función de BRCA2. 
Gracias a ello, cuatro variantes (T200I, K1434I, V1532F, R1645G) han podido ser 
clasificadas como variantes de riesgo moderado, mientras que la variante K331I puede ser 
clasificada como variantes de bajo riesgo. Sin embargo, los distintos fenotipos observados 
para variantes que hipomoórficas, dificulta en gran medida la interpretación exacta de su 
riesgo asociado. El estudio funcional de un amplio número de variantes de este tipo, 
clasificadas mediante modelos no funcionales, nos permitirá determinar correctamente el 
riesgo asociados a los distintos fenotipos observados. Con ello, se podrá establecer 
probabilidades de patogenicidad para estas variantes hipomórficas y, como consecuencia, 
podrán ser incluidas en los modelos multifactoriales de clasificación de variantes, dándole 
así una mayor significancia a los resultados funcionales en el contexto clínico.  
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Analysis of SLX4/FANCP in non-BRCA1/2-mutated
breast cancer families
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and Miguel Angel Pujana4*

Abstract

Background: Genes that, when mutated, cause Fanconi anemia or greatly increase breast cancer risk encode for
proteins that converge on a homology-directed DNA damage repair process. Mutations in the SLX4 gene, which
encodes for a scaffold protein involved in the repair of interstrand cross-links, have recently been identified in
unclassified Fanconi anemia patients. A mutation analysis of SLX4 in German or Byelorussian familial cases of breast
cancer without detected mutations in BRCA1 or BRCA2 has been completed, with globally negative results.

Methods: The genomic region of SLX4, comprising all exons and exon-intron boundaries, was sequenced in 94
Spanish familial breast cancer cases that match a criterion indicating the potential presence of a highly-penetrant
germline mutation, following exclusion of BRCA1 or BRCA2 mutations.

Results: This mutational analysis revealed extensive genetic variation of SLX4, with 21 novel single nucleotide
variants; however, none could be linked to a clear alteration of the protein function. Nonetheless, genotyping 10
variants (nine novel, all missense amino acid changes) in a set of controls (138 women and 146 men) did not
detect seven of them.

Conclusions: Overall, while the results of this study do not identify clearly pathogenic mutations of SLX4
contributing to breast cancer risk, further genetic analysis, combined with functional assays of the identified rare
variants, may be warranted to conclusively assess the potential link with the disease.

Background
A functionally coherent network of gene and/or protein
interactions, altered in Fanconi anemia (FA) and breast
cancer (BrCa), has emerged in recent years [1]. Fifteen
genes that, when mutated, cause FA (FANC genes) and
several genes that may harbor mutations of high, mod-
erate or low penetrance for BrCa risk encode for pro-
teins that converge on a homology-directed DNA
damage repair process [2]. As further evidence of a fun-
damental common causal basis between these diseases,
germline bi- and mono-allelic loss-of-function mutations

in four of these genes cause FA and BrCa, respectively:
FANCD1/BRCA2 [3,4], FANCJ/BRIP1 [5-8], FANCN/
PALB2 [9-11] and FANCO/RAD51C [12,13] (more
recent data suggests that mutations in RAD51C may be
primarily linked to ovarian cancer risk [14]). This evi-
dence marks any novel gene involved in the aforemen-
tioned network or process as a candidate to harbor
mutations in unclassified FA and/or BrCa patients.
Interstrand DNA cross-link agents, such as mitomy-

cin-C used in diagnostic tests for FA, block replication
forks and may therefore cause genome instability.
Homologs of SLX4 in model organisms were initially
identified as necessary for replication fork restart follow-
ing exposure to DNA-damaging agents [15]. Subse-
quently, SLX4 homologs have been shown to play a key
role as docking molecules for the repair of interstrand
cross-links [16,17]. These observations pointed to the
human SLX4 gene as a FANC candidate for unclassified
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patients and, as a result, two groups have recently
described mutations (renamed FANCP gene or FA-P
subtype) [18,19]. The potential link to BrCa risk has
been examined, to date, in 52 German or Byelorussian
patients with familial breast cancer [20]: the study has
not revealed truncating or clearly pathogenic mutations,
but has identified four unclassified missense variants.
Here, we conducted a more detailed study of the SLX4
gene in 94 index BrCa cases from Spanish families nega-
tive for BRCA1 and BRCA2 mutations. As recently
reported [20], our results do not show truncating or
clearly pathogenic mutations, although they do describe
seven missense variants of unknown biological signifi-
cance that are not found in controls.

Methods
Study samples
Since its creation in 1999, the Hereditary Cancer Pro-
gram at the ICO has identified a set of high-risk
families with suspected hereditary breast and/or ovar-
ian cancer syndrome. Following the Catalan Consensus
Onco Guidelines on genetic testing for this condition,
patients are analysed for mutations in the BRCA1 or
BRCA2 genes after receiving appropriate genetic coun-
selling and providing written informed consent. This
genetic analysis consists of screening for point muta-
tions and large rearrangements affecting those genes.
For the present study, a total of 94 affected individuals
belonging to 94 unrelated families negative for BRCA1
or BRCA2 mutations were selected. In addition to
negativity for mutations in BRCA1 or BRCA2, the
inclusion criteria were: at least three first-degree rela-
tives affected by breast or ovarian cancer; or at least
two first-degree female relatives affected by breast can-
cer (at least one of them diagnosed before the age of
50); or at least one case of female breast cancer plus at
least one case of either ovarian, female bilateral breast,
or male breast cancer. Among the selected cases, 10
families were represented with an elevated prior risk of
harboring a high-penetrance mutation, as calculated
with the BRCAPRO [21] algorithm (briefly, 94 families
mean = 0.40, standard deviation = 0.26, 95% confi-
dence interval 0.11-0.99). Control samples, consisting
of 138 women and 146 men, were taken from a hospi-
tal-based cancer association study (a detailed descrip-
tion of the study population, composition and
interviews has been given elsewhere [22]). Specifically,
these individuals were randomly enrolled from non-
cancer patients admitted to the same general hospital
as the BrCa cases. To avoid selection bias, the inclu-
sion criterion for controls was that the current admis-
sion to the hospital should be for a new disease (not
previously diagnosed). The studies were approved by
the IDIBELL ethics committee and participants gave

written informed consent for their participation, and
for the genetic analysis of their biological samples,
according to the Declaration of Helsinki.

Mutation analysis
The SLX4 exons and exon-intron boundaries were
sequenced from polymerase chain reactions using pre-
viously defined primers and conditions [18]; for exon 7,
AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems)
and 10% of dimethyl sulfoxide were used. The reaction
products were purified from remaining primers using
ExoSAP-IT (GE Healthcare) and sequencing reactions
performed following a standard Sanger method with the
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems). Samples harboring DNA variants were re-
sequenced at least once using an independent DNA ali-
quot from the first-pass analysis. The guidelines of the
Human Genome Variation Society and the reference
sequences NM_032444.2 and NP_115820.2 of the
National Center for Biotechnology Information were
used for nomenclature.

Genotyping
Assays based on the KASPar technology were performed
following the manufacturer’s instructions (KBioscience).
Reactions were carried out in a 384-well format with 2%
of duplicates, and negative and positive (i.e. BrCa patient
carrier) sample controls present in each plate.

Results and discussion
The genomic region of SLX4, comprising all exons and
exon-intron boundaries, was sequenced in 94 BrCa
familial cases that match a criterion indicating the
potential presence of a highly-penetrant germline
mutation, following exclusion of BRCA1 or BRCA2
mutations (see Methods). This mutational analysis
revealed 49 variants: 21 novel and 28 which are cur-
rently annotated in the single nucleotide polymorphism
database (dbSNP [23]) (Table 1). Of the 49 variants, 21
were found only once, which include three changes
identified by the 1,000 Genomes Project [24] (Table 1):
rs72778139-T has no known frequency data;
rs76488917-A has an allele frequency of 0.02 in Cauca-
sians; and rs115694169-A has an allele frequency of
0.03 in the Yoruba people of Ibadan (there is no data
for Caucasians). Excluding these from the set of 21 with
low frequency revealed eight missense and five silent
changes at the protein level, and five intronic changes
(Table 1). A neural network splicing prediction [25]
model did not strongly support alteration by any of the
identified intronic variants (data not shown). Together,
these results suggest extensive genetic variation at the
SLX4 locus among individuals in our population, but
provide no obvious link to BrCa risk.
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Table 1 SLX4 variants found in non-BRCA1/2-mutated familial BrCa cases

Exon Nucleotide change Change
type

Amino acid change Number of carriers* dbSNP†

Het (%) Hom (%) Total

2 c.248G > C Missense p.Gly83Ala 1 (1.1) 0 94 NA

2 c.339T > C Silent p. = 1 (1.1) 0 94 NA

2 c.421G > T Missense p.Gly141Trp 1 (1.1) 0 94 NA

3 c.555C > T Silent p. = 9 (9.5) 0 94 rs74640850

3 c.610C > T Missense p.Arg204Cys 10 (10.6) 0 94 rs79842542

3 c.678C > T Silent p. = 3 (3.2) 0 94 rs28516461

3 c.590T > C Missense p.Val197Ala 1 (1.1) 0 94 NA

3 c.710G > A Missense p.Arg237Gln 2 (2.1) 0 94 NA

3 c.753G > A Silent p. = 24 (25.5) 2 (2.1) 94 rs8061528

4 c.761-32T > G Intronic p. = 2 (2.1) 0 94 NA

5 c.1152A > G Silent p. = 11 (11.7) 0 94 rs112511042

5 c.1153C > A Missense p.Pro385Thr 1 (1.1) 0 94 rs115694169

5 c.1156A > G Missense p.Met386Val 11 (11.7) 0 94 rs113490934

5 c.1163 + 10C > T Intronic p. = 11 (11.7) 0 94 rs80116508

6 c.1164-16T > C Intronic p. = 1 (1.1) 0 94 NA

6 c.1164-40C > A Intronic p. = 1 (1.1) 0 94 NA

6 c.1164-66T > A Intronic p. = 2 (2.1) 0 94 NA

6 c.1164-75C > G Intronic p. = 11 (11.7) 0 94 rs59622164

6 c.1366 + 11T > C Intronic p. = 12 (12.8) 0 94 rs76350200

7 c.1371T > G Missense p.Asn457Lys 10 (10.6) 0 94 rs74319927

7 c.1419C > T Silent p. = 1 (1.1) 0 94 NA

8 c.1846G > A Missense p.Val616Met 1 (1.1) 0 94 NA

9 c.2012T > C Missense p.Leu671Ser 11 (11.8) 0 93 rs77985244

9 c.2013 + 23G > A Intronic p. = 11 (11.7) 0 94 rs112226642

9 c.2013 + 137G > C Intronic p. = 11 (11.7) 0 94 rs80186343

10 c.2160 + 50C > T Intronic p. = 10 (10.6) 0 94 rs75762935

12 c.2346C > T Silent p. = 1 (1.1) 0 94 NA

12 c.2469G > C Missense p.Trp823Cys 1 (1.1) 0 94 NA

12 c.2854G > A Missense p.Ala952Thr 8 (8.5) 0 94 rs59939128

12 c.2855C > T Missense p.Ala952Val 8 (8.5) 0 94 rs78637028

12 c.3162G > A Silent p. = 1 (1.1) 0 94 rs76488917

12 c.3365C > T Missense p.Pro1122Leu 12 (12.8) 1 (1.1) 94 rs714181

12 c.3662C > T Missense p.Ala1221Val 10 (10.6) 0 94 rs3827530

12 c.3812C > T Missense p.Ser1271Phe 4 (4.2) 0 94 rs3810813

12 c.3872C > T Missense p.Thr1291Met 1 (1.1) 0 94 NA

12 c.4261A > T Missense p.Ile1421Phe 1 (1.1) 0 94 NA

12 c.4409C > T Missense p.Pro1470Leu 1 (1.1) 0 94 rs72778139

12 c.4500T > C Silent p. = 42 (44.7) 21 (22.3) 94 rs3810812

12 c.4530G > T Silent p. = 1 (1.1) 0 94 NA

13 c.4637-125C > T Intronic p. = 1 (1.1) 0 94 NA

13 c.4637-227C > T Intronic p. = 9 (9.6) 0 94 rs75693937

13 c.4739 + 10C > T Intronic p. = 1 (1.1) 0 94 NA

13 c.4739 + 24G > T Intronic p. = 20 (21.3) 2 (2.1) 94 rs12933120

14 c.5072A > G Missense p.Asn1691Ser 1 (1.1) 0 94 NA

15 c.5389C > T Silent p. = 1 (1.1) 0 93 NA

15 c.5501A > G Missense p.Asn1834Ser 2 (2.2) 0 93 rs111738042

15 c.*8A > G Intronic p. = 9 (9.7) 0 93 rs3751839

15 c.*102G > A Intronic p. = 1 (1.1) 0 93 NA

15 c.*113C > T Intronic p. = 8 (8.6) 0 93 rs76661336

*Het, heterozygous; Hom, homozygous

†Build 133; NA, not applicable
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Having identified rare variants in BrCa familial cases,
we next assessed the presence of 10 of these variants in
a cohort of controls collected at the same hospital as
the cases (see Methods). The selection of these variants
was based on the observed low frequency in the 94
BrCa cases and on their identification as missense varia-
tions. In addition, a causative prediction was obtained
using two algorithms (PolyPhen-2 [26] and SIFT [27]),
plus a weighted average of scores (Condel [28]). Seven
of these variants were not found in controls and, intri-
guingly, five of them were predicted to be “deleterious”
(Table 2). Among this group, only one amino acid posi-
tion (Trp823) showed some evolutionary conservation
(Figure 1), and the substitution may be disfavored (Trp
to Cys) [29]; tumor samples were not available for any
case that would have allowed assessment of the exis-
tence of loss of heterozygosity at the SLX4 locus. None-
theless, predictions of a deleterious effect should be
taken with caution as neutral polymorphisms can fre-
quently be misclassified (from ~15-50% depending on
the method [28]). On the other hand, extensive genetic
variation in SLX4 might reflect an unknown evolution-
ary pressure or could be related to a similar observation
made for other DNA repair-related genes [30].
While SLX4 serves as a scaffold for multiple proteins

involved in the DNA damage response [16,17], the func-
tional involvement of the Trp823 position, and of the
other rare variants not found in controls in this study, is
unknown. None of the identified variants changes a

critical amino acid residue and there is no data that
could suggest an alteration of protein interactions or
complexes; however, the Pro1470Leu variant might dis-
rupt a mitotic phosphorylation site at Ser1469 [31,32].
In this context, a SLX4 pathological variant linked to
BrCa should consist of a hypomorphic mutation that
would cause genome instability. Accordingly, SLX4 is a
key regulator of the function of structure-specific endo-
nucleases involved in the repair of DNA damage; in par-
ticular, proper function of SLX4 is fundamental for
repair during replication and for resolving Holliday
junctions formed during homologous recombination
[16,17,33,34]. Overall, the results of this study do not
support the existence of loss-of-function mutations of
SLX4 associated with BrCa risk; nonetheless, further
genetic analysis in patients and controls, combined with

Table 2 Pathological prediction and frequency in controls of selected SLX4 missense variants

Exon Nucleotide
change

Amino
acid

change

dbSNP† Pathological prediction Controls
tested
(n)

Number of
control
carriers (%)

SIFT
(score < 0.05,
deleterious)

PolyPhen-2
(false positive

rate)

Condel
(weighted
average
of scores)

Condel
prediction

2 c.248G > C p.Gly83Ala NA 0.14 0.15 0.15 Neutral 283 0

2 c.421G > T p.Gly141Trp NA 0.00 0.86 0.86 Deleterious 284 2 (0.7)

3 c.590T > C p.Val197Ala NA 0.48 0.01 0.00 Neutral 284 1 (0.4)

3 c.710G > A p.
Arg237Gln

NA 0.49 0.00 0.38 Neutral 284 4 (1.4)

8 c.1846G >
A

p.
Val616Met

NA 0.17 0.62 0.80 Deleterious 281 0

12 c.2469G >
C

p.
Trp823Cys

NA 0.01 1.00 0.97 Deleterious 282 0

12 c.3872C >
T

p.
Thr1291Met

NA 0.05 0.98 0.99 Deleterious 283 0

12 c.4261A >
T

p.
Ille1421Phe

NA 0.08 0.77 0.77 Deleterious 285 0

12 c.4409C >
T

p.
Pro1470Leu

rs72778139 0.02 0.99 0.96 Deleterious 283 0

14 c.5072A >
G

p.
Asn1691Ser

NA 0.56 0.00 0.01 Neutral 285 0

†Build 133; NA, not applicable

FQELLRSMWADEEEEAE
FLELLRSVWVDNEEEVE
FQDLLKSVWVGEDEEEA
SMKVYKNVSISERSSSV
FLELLQSMWQHENSEEE
FINTQIQSRLDDAEEET

Homo sapiens
Mus musculus

Gallus gallus
Drosophila melanogaster

Danio rerio
Saccharomyces cerevisiae

Trp (W) 823 in human SLX4

Figure 1 CLUSTALW-based multi-alignment of human SLX4
and eukaryotic homologs. The region surrounding human Trp823
is shown.
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functional assays of specific rare variants, may be
warranted.

Conclusions
The mutational analysis of SLX4 in 94 familial BrCa
index cases without mutations in BRCA1 or BRCA2 has
revealed extensive genetic variation. Twenty-nine novel
single nucleotide variants have been detected, 21 of
them showing relatively low allele frequencies: however,
none can be linked to a clear alteration of the protein
function. Nonetheless, analysis of 10 of these variants
failed to detect seven of them in a set of controls. While
the results of this study do not support the common
existence of SLX4 mutations contributing to BrCa risk,
additional studies may be warranted.
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ABSTRACT: Recently, it has been reported that biallelic
mutations in the ERCC4 (FANCQ) gene cause Fanconi
anemia (FA) subtype FA-Q. To investigate the possible
role of ERCC4 in breast and ovarian cancer susceptibil-
ity, as occurs with other FA genes, we screened the 11
coding exons and exon–intron boundaries of ERCC4 in
1573 index cases from high-risk Spanish familial breast
and ovarian cancer pedigrees that had been tested nega-
tive for BRCA1 and BRCA2 mutations and 854 controls.
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The frequency of ERCC4 mutation carriers does not dif-
fer between cases and controls, suggesting that ERCC4 is
not a cancer susceptibility gene. Interestingly, the preva-
lence of ERCC4 mutation carriers (one in 288) is similar
to that reported for FANCA, whereas there are approx-
imately 100-fold more FA-A than FA-Q patients, indi-
cating that most biallelic combinations of ERCC4 muta-
tions are embryo lethal. Finally, we identified additional
bone-fide FA ERCC4 mutations specifically disrupting in-
terstrand cross-link repair.
Hum Mutat 34:1615–1618, 2013. ©C 2013 Wiley Periodicals, Inc.

KEY WORDS: Fanconi anemia; breast cancer; ERCC4;
FANCQ; XPF

The ERCC4 (FANCQ) gene (MIM #133520) encodes for a DNA
repair endonuclease (XPF) that plays essential roles in nucleotide ex-
cision repair (NER) and interstrand cross-link repair (ICLR) [Gregg
et al., 2011]. Biallelic mutations in ERCC4 have been linked to
Xeroderma Pigmetosum (XP; MIMs #278700, #610651, #278720,
#278730, #278740, #278760, #278780, and #278750) [Sijbers et al.,
1996] and progeria (XFE; MIM #610965) [Niedernhofer et al., 2006]
diseases. Very recently, it has been published that biallelic mutations
in the gene are also causative of disease in previously unclassified
Fanconi anemia (FA) patients subtype FA-Q and, therefore, the
use of FANCQ as an alias for ERCC4 was approved by the HUGO
Gene Nomenclature Committee [Bogliolo et al., 2013]. Individu-
als harboring mutations in ERCC4 show high variability on their
clinical manifestations, ranging from mild XP symptoms (sun sen-
sitivity, freckling of the skin, and basal or squamous cell carcino-
mas) to the dramatic accelerated aging symptoms of a progeroid

©C 2013 WILEY PERIODICALS, INC.

169



Table 1. Unique Genetic Variants Identified in the ERCC4 Gene in 1573 Cases and 854 Controls

Exon Nucleotide changea Protein change Previously described MAF reportedc Phenotype Predicted to affect protein functione Functional assayfy

3 c.448C>Tb p.Arg150Cys rs145402255 0.0 Case Yes Mild effect on ICLR
3 c. 540 541delAG p.Arg180SerfsX30 – – Controld Yes –
IVS3 c.584+1G>Ab p.Ile131SerfsX2 – – Case Yes –
5 c.800G>A p.Arg267His rs143479220 0.0001 Case No –
9 c.1861A>G p.Thr621Ala – – Case No –
11 c.2065C>A p.Arg689Ser rs149364215 0.0001 Control Yes Disrupts ICLR
11 c.2291delG p.Ser764ThrfsX53 – – Control Yes –
11 c.2357C>Tb p.Ser786Phe rs143081574 – Case Yes Disrupts ICLR

aMutation nomenclature listed uses GenBank reference sequences NM_005236.2 with numbering starting at the A of the first ATG, following the HGVS guidelines
(www.hgvs.org/mutnomen).
bApart from the 854 controls in which XPF/ERCC4 was fully sequenced, these variants were specifically analyzed in 300 additional controls. The mutation gave rise to skipping of
exon 3 (r.389_584del) that was confirmed at the cDNA level (data not shown).
cMAF (minor allele frequency) in European American Population as described in the NHLBI Exome Sequencing Project (ESP) (http://evs.gs.washington.edu/EVS/).
dMutation found in two independent controls.
eAll mutations giving rise to a PTC were considered as predicted to affect protein function. Misssense mutations were previously evaluated using the program CONDEL that
predicts the pathogenicity of nonsynonymous variants using a consensus deleteriousness score that combines various tools such as SIFT, Polyphen2, and MutationAssessor
(http://bg.upf.edu/condel/home). Those missense variants predicted to be deleterious by condel were considered as predicted to affect protein function and this was confirmed
by functional analysis; those predicted by condel to be neutral were considered as such and not further evaluated.
fDetailed in the text and in Figure 1.

syndrome, and finally, as recently shown [Bogliolo et al., 2013] in
FA patients, to malformations and progressive bone marrow fail-
ure. It has also been demonstrated that a balance between NER and
ICLR activities due to different effects caused by distinct mutations
in ERCC4 determined the final clinical outcome [Bogliolo et al.,
2013]. On the other hand, given that FA-Q patients are normal in
FANCD2 monoubiquitination, it has been suggested that monoal-
lelic mutations in ERCC4 could be linked to the breast and ovarian
hereditary cancer syndrome as it occurs with other FA genes such
as BRCA2/FAND1 [Howlett et al., 2002], BRIP1/FANCJ [Seal et al.,
2006], PALB2/FANCN [Rahman et al., 2007], and RAD51C/FANCO
[Meindl et al., 2010; Osorio et al., 2012] (MIMs #300514, #610832,
#614082, and #614083, respectively) [Levy-Lahad, 2010].

To investigate the possible role of ERCC4 in breast and ovarian
cancer susceptibility, we screened, by DHPLC (denaturing high-
performance liquid chromatography) and direct sequencing, the
11 coding exons and exon–intron boundaries of the ERCC4 gene
in 1573 index cases from high-risk Spanish familial breast and
ovarian cancer pedigrees that had been tested negative for muta-
tions in BRCA1 and BRCA2 and 854 controls without personal
or familial antecedents of cancer. Criteria for inclusion of cases
and controls, and methods of screening for mutations in BRCA1/2
have been previously published [Bonache et al., 2013; Fernandez-
Rodriguez et al., 2012; Osorio et al., 2012; Romero et al., 2011].
We identified five and four unique variants among cases and con-
trols among which three and four, respectively, were considered
as putatively deleterious. Missense mutations were evaluated us-
ing the program CONDEL that predicts the pathogenicity of non-
synonymous variants using a consensus deleteriousness score that
combines various tools such as SIFT, Polyphen2, and Mu-
tationAssessor (http://bg.upf.edu/condel/home). Those missense
variants predicted to be deleterious by CONDEL were considered
as predicted to affect protein function and this was studied later by
functional analysis; those predicted to be neutral were considered as
such and not further evaluated (Table 1). Regarding cases, one of the
mutations found, c.584+1G>A in intron 3, was confirmed to cause
skipping of exon 3 of the gene and a premature stop codon (PTC)
(data not shown). The other two mutations, p.Arg150Cys in exon
3 and p.Ser786Phe in exon 11, were later functionally investigated.
Regarding controls, we identified two different frameshift mutations
c.540 541delAG in exon 3 (found in two independent controls) and
c.2291delG in exon 11, both predicted to cause PTCs. Even though

this later PTC is very C-terminal and could potentially result in
a shorter but partially functional protein, this mutation results in
a truncated XPF protein that lacks the double helix-hairpin-helix
(HhH2) domain involved in heterodimerization with ERCC1 and
DNA binding [de Laat et al., 1998], very similar to a pathogenic
ERCC4 mutation (c.2371 2398dup28; p.Ile800Thrfs∗24) that func-
tionally disrupts NER and ICLR activities [Bogliolo et al., 2013].
The last deleterious variant found in controls was the missense
p.Arg689Ser in exon 11 previously found in a FA patient, and
demonstrated to cause abnormal nuclease activity and to specifi-
cally disrupt ICLR [Bogliolo et al., 2013]. No differences were found
regarding the localization of mutations in the gene among cases and
controls (Table 1). All variants reported have been submitted to the
Leiden Open Variation Database (LOVD).

To evaluate the functional impact of the missense variants, we
cloned a HA-tagged wild type (WT) ERCC4 cDNA in a pBABE-
puro retroviral vector (Addgene plasmid 14430, kindly shared by
Dr. L.M. Martins) in internal ribosome entry site (IRES) with the
GFP cDNA, and the c.448C>T, c.2065C>A, and c.2357C>T vari-
ants were introduced by site directed mutagenesis [Bogliolo et al.,
2013]. The resulting constructs were transduced in NER and ICLR
deficient Ercc4 KO mouse embryonic fibroblasts (MEFs) and, after
puromicin selection, the green cells were sorted to achieve a purity
of over 98% by fluorescence activated cell sorting [Bogliolo et al.,
2013]. Due to the bicistronic nature of the IRES construct, we were
able to assess the stability of the mutant XPF proteins using GFP
as a reference, since both proteins are encoded by the same mRNA
[Pelletier and Sonenberg, 1988]. The p.Arg689Ser variant reduced by
40% the stability of XPF, whereas the p.Arg150Cys and p.Ser786Phe
variants had no impact on protein stability (Fig. 1A and B). Ul-
traviolet radiation subtype C (UVC) sensitivity of Xpf KO MEFs
was complemented with the expression of both p.Arg150Cys and
p.Ser786Phe-XPF (Fig. 1C), and only the Xpf KO MEFs expressing
p.Ser786Phe-XPF or p.Arg689Ser showed a FA phenotype in terms
of mitomycin C (MMC) sensitivity (Fig. 1D), MMC-induced cell
cycle arrest at the G2/M phase (Fig. 1E), and DEB-induced chro-
mosome fragility (Fig. 1F). These data confirm that, resembling
p.Arg689Ser, p.Ser786Phe specifically disrupts ICLR and, therefore,
is a bone-fide FA mutation. Interestingly, both mutations are located
in the nuclease domain of XPF. Despite a mild MMC sensitivity
(Fig. 1D and E), Ercc4 KO MEFs expressing p.Arg150Cys-XPF did
not show DEB-induced chromosome fragility (Fig. 1F). These data,
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Figure 1. Functional studies of ERCC4 missense variants. A: Western blot analysis showing HA-XPF and GFP expressions in the transduced
MEFs as a measure of XPF protein stability. XPF levels were quantified with ImageJ software and are expressed as a ratio relative to the GFP
levels. B: XPF levels were quantified as in (A) and expressed as a percentage of the WT. Mean and SEM of six experiments are shown (∗p = 0.005
student’s t-test). C: UVC sensitivity of Ercc4 KO MEFs expressing the different alleles of ERCC4. Cells were analyzed after 72 hr of irradiation. Data
represent means and SD of three independent experiments. D: MMC sensitivity in the same cells as in (C). Data represent means and SD of two
independent experiments. E: MMC-induced G2/M cell cycle arrest in the same cells as in (C). F: DEB-induced chromosome fragility test arrest in
the same cells as in (C). Chromatid breaks were scored in 25 metaphase per point. Methods for western blot, site-directed mutagenesis, cDNA
transduction, antibodies used, and the experiments presented in (D), (E), and (F) were performed as reported earlier [Bogliolo et al., 2013; Trujillo
et al., 2012].

together with the protein stability and UVC sensitivity data, indicate
a null impact of the c.448C>T variant on XPF NER functions and a
mild effect on ICLR activity.

In conclusion, the frequency of Spanish individuals heterozygous
for pathogenic mutations in the ERCC4 gene is approximately 0.3%,
and it does not differ between familial breast/ovarian cancer patients
and healthy controls (p = 0.251), suggesting that monoallelic muta-

tions in ERCC4 are not linked to cancer susceptibility in the general
population. Similar results were found with SLX4 that, like ERCC4,
acts downstream FANCD2 monoubiquitination but upstream the
homologous recombination step of ICLR [Fernandez-Rodriguez
et al., 2012]. The prevalence of ERCC4 mutation carriers (one in
288) is similar to that reported for FANCA. However, there are ap-
proximately 100-fold more FA-A than FA-Q individuals, suggesting
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that over 90% of biallelic combinations of ERCC4 mutations are
embryo lethal in humans. All reported XP patients subtype XPF
worldwide have at least one missense mutation disrupting NER,
whereas all missense mutations found in 2.427 Spanish individuals
have substantial NER activity explaining why there are no reported
XPF families in Spain.
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Resultados 

 

Resumen 

Cerca de un 25% de los pacientes diagnosticados de cáncer de mama (CM) y ovario 
muestran historia familiar de esta enfermedad. Mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 son 
detectadas aproximadamente en un 15% de estos casos. Por otra parte, mutaciones de alta, 
moderada o baja penetrancia se han identificado en otros genes (como PALB2, BRIP1, 
CHEK2…) y han podido explicar una pequeña porción de los casos restantes. No obstante, hoy 
en día, más de un 50% de los casos familiares permanecen sin causa genética conocida. Son los 
casos comúnmente conocidos como casos BRCAX. En este contexto, las nuevas técnicas de 
secuenciación masiva se presentaron como una potente herramienta para la identificación de 
nuevos genes de predisposición al cáncer. Estas técnicas nos permiten interrogar exomas 
completos de una forma coste-efectiva. En el presente estudio, se utilizaron las técnicas de 
secuenciación masiva para la secuenciación de los exomas de varios pacientes pertenecientes 
a 12 familias BRCAX, con un aparente patrón de herencia autosómico dominante, con la 
finalidad de identificar mutaciones en nuevos genes de predisposición al SCMOH. El análisis de 
las variantes obtenidas en la secuenciación, condujo a la selección de 20 genes candidatos que 
están siendo actualmente validados en un panel de 1368 pacientes BRCAX pertenecientes a 
familias independientes. 

Metodología 

Selección de familias 

Doce familias con sospecha de síndrome de cáncer de mama y ovario hereditario 
(SCMOH) fueron seleccionadas para este estudio. Se seleccionaron de entre todas las familias 
BRCAX identificadas en nuestro centro, el Programa de Cáncer Hereditario, Instituto Catalán de 
Oncología (ICO), y en centros colaboradores de la Comunidad Valenciana. 

Desde su creación en 1998, el Programa de Cáncer Hereditario del ICO ha identificado 
un conjunto de 2402 familias con sospecha de sufrir SCMOH. Siguiendo el modo de actuación 
establecido por la OncoGuía de Consejo Genético de Cataluña (http://www.gencat Net / salut / 
depsan / pdf / og0601esgrr_din4.pdf), se les realizó el estudio mutacional de BRCA1 y BRCA2 a 
los casos índices de dichas familias. El test genético de estos genes resultó positivo para 430 
familias (18% de los casos) y negativo para 1976 familias (Familias BRCAX) (1743 de ellas sin 
variante detectada y 233 portadoras de variantes de significado desconocido). De entre estas 
familias, se seleccionaron las que mostraban un patrón de herencia aparentemente 
autosómico dominante y presentaban tres o más personas afectas en un mínimo de dos-tres 
generaciones diferentes, con disponibilidad de muestra de DNA de sangre de al menos 3 
afectos. Además, con el fin de aumentar el poder de identificación de la estrategia planteada, 
cuando fue posible, se escogieron familias que presentaran casos de bilateralidad y/o con DNA 
disponible de familiares afectos en ramas alejadas297, 298, 358. En base a este criterio, se 
seleccionaron por consenso, entre un equipo multidisciplinar formado por miembros de la 
Unidades de Consejo Genético y de Diagnóstico Molecular del Programa de Cáncer 
Hereditario, las 7 familias BRCAX más representativas del ICO. En base al mismo criterio, 5 
familias más fueron seleccionadas por los centros colaborares de la Comunidad Valenciana, 
para así completar la serie de las 12 familias BRCAX que se analizaron en este estudio (Fig. 1). 
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Secuenciación de exomas de pacientes pertenecientes a familias BRCAX y selección de 
variantes candidatas 

El exoma de varios pacientes de cada familia seleccionada fue secuenciado haciendo 
uso de la técnica de secuenciación masiva. Las familias se secuenciaron en dos etapas, primero 
se secuenciaron 5 familias del ICO y después se secuenciaron 7 más, 2 del ICO y 5 de la 
Comunidad Valenciana. Se secuenciaron entre 3-5 individuos de cada familia, en base a la 
disponibilidad de muestras. Las librerías de exomas se obtuvieron mediante la fragmentación, 
captura y enriquecimiento exónico del DNA de los pacientes, utilizando el SureSelect Human 
All Exon 50 Mb Kit (Agilent) junto con el Paired-End Sample Preparation Kit (Illumina), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Estas librerías fueron secuenciadas con el 
secuencidaor HiSeq 2000 (Illumina), utilizando dos carriles y 52 ciclos por muestra, lo que 
resultó en más de 60 millones de lecturas emparejadas por muestra. Tanto la obtención de 
librerías como la secuenciación masiva fueron realizadas por el Centro de Análisis Genómicos 
(CNAG). La selección inicial (Variant calling) de variantes candidatas fue realizada por el grupo 
de investigación del Dr. Xose Puente (Universidad de Oviedo) haciendo uso de una 
metodología de filtraje bioinformático que ellos mismo habían descrito previamente359. Dicha 
selección se hizo en base a la hipótesis de que las variantes candidatas debían responder a un 
patrón de herencia mendeliana autosómica dominante. De este modo, se seleccionaron las 
variantes en heterocigosis comunes a todos los pacientes de una misma familia y que podían 
alterar la función de la proteína. Las variantes frecuentes presentes en la base de datos dbSNP 
o con una frecuencia mayor al 2% en una base de datos local obtenida por dicho grupo fueron 
excluidas. Más del 90% del exoma fue cubierto por al menos diez lecturas.  

Identificación de mutaciones germinales en “pooles” de muestras 

Los 20 genes seleccionados como candidatos están en proceso de ser validados en un 
set de 1368 pacientes BRCAX del ICO. Para ello, se adaptó la metodología SMIPS (Somatic 
Mutation Identification in Pooled Samples), desarrollada previamente por el grupo del Dr. 
Puente360, para la búsqueda de mutaciones germinales. Esta metodología permite acelerar y 
facilitar el proceso de cribado gracias a la posibilidad de amplificar y secuenciar 
simultáneamente hasta 96 muestras de DNA mezcladas en un único tubo (pool). La 
metodología seguida fue la siguiente, en un placa de 96 pozos se prepararon diluciones 

equimolares de cada DNA que sería incluido en el pool (100ng/ l). Se añadió la misma 
cantidad de cada uno de estos DNA al pool. Las regiones exónicas e intrónicas flanqueantes de 
cada gen candidato fueron amplificadas con la Read-proof Platinum Pfx DNA Polymerase 
(Invitrogen) utilizando el DNA del pool. Los productos de PCR fueron purificados con el kit 
QIAquick 96 PCR Purification (Qiagen) y cuantificados en Nanodrop ND-1000. Todos los 
amplicones generados fueron mezclados de forma equimolar en un nuevo pool para ser 
ligados y secuenciados utilizando un secuenciador HiSeq de Illumina en el CNAG. La ligación, 
las librerías de DNA y la obtención del listado de las variantes se realizó por el grupo del Dr. 
Puente (para más información técnica véase Puente et. al, 2013; Supplementary Material). La 
secuenciación se realizó en varias tandas de 40 kb cada una, obteniéndose una cobertura por 
base entre 40.000X-50.000X. La alta cobertura obtenida por base permitió diferenciar entre 
variante reales y fallos derivados de la secuenciación, de la construcción de librerías o de los 
errores introducidos por la DNA polimerasa. En una situación ideal, al utilizar cantidades 
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equimolares de DNA en el pool, la frecuencia alélica de una determinada variante en dicho 
pool debería ser 0.52%. No obstante, en una situación real, ciertos DNA pueden estar menos 
representados debido a su mala calidad o a errores humanos en la preparación del pool. Para 
reducir el riesgo de perder variantes por este motivo, en el proceso de Variant calling, se 
decidió establecer una frecuencia alélica límite de 0,3% para considerar una variante como 
real. 

Resultados 

La secuenciación de exomas y la selección de genes candidatos se realizó en dos etapas 
consecutivas en el tiempo, una primera con 5 familias (Familias de la A-E) y la segunda con las 
7 restantes (Familias de la F-L). El proceso de selección de variantes fue el mismo en ambas 
etapas, con la única diferencia que, gracias a la mayor disponibilidad de tiempo, en la primera 
etapa, las variantes candidatas fueron genotipadas en una cohorte de de 288 controles de 
población española. Por otra parte, también en la primera etapa, se decidió validar el uso de la 
metodología SMIPS en nuestro laboratorio. Para ello, se genotiparon, mediante esta técnica, 
varios de los genes seleccionados en esta etapa en una cohortes de 262 casos BRCAX. Dicha 
validación se realizó en vistas a futuros estudios a mayor escala, en los que se incluiría todos 
los genes candidatos seleccionados en el presente estudio. Los resultados de la validación se 
muestran al final del apartado de resultados. 

Selección de variantes candidatas 

Los exomas completos de varios pacientes pertenecientes a 12 familias BRCAX 
independientes (Fig. 1), fueron secuenciados utilizando la tecnología de secuenciación masiva 
en paralelo. Entre 3 y 5 pacientes fueron analizados en cada familia. Dado que este estudio fue 
diseñado para identificar nuevos genes dominantes de predisposición al CM de alta 
penetrancia, las 12 familias seleccionadas presentaban una fuerte agregación de CM, 
considerándose 2-3 generaciones, con un aparente patrón de herencia autosómico dominante. 
Además, por este mismo motivo, en el filtraje de los datos crudos de la secuenciación de 
exomas (Variant calling inicial), se seleccionaron las variantes en heterocigosis comunes en 
todos los pacientes de una misma familia y que podían alterar la función de la proteína (STOP, 
frameshift, indels, splicing (+/- 1,2) y missense). Este Variant Calling inicial resultó en 261 
variantes distribuidas en las diferentes familias y los diferentes tipos de variantes como se 
muestra en la Tabla 1. 

Tabla 1. Variantes seleccionadas después de Variant Calling inicial distribuidas según familias  y tipo de variante. 
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Algunas de las variantes que pasaron el filtro inicial de selección fueron 
posteriormente descartadas por afectar a genes que están frecuentemente mutados en 
población general). Estos genes suelen aparecer mutados en los proyectos de secuenciación de 
exomas pero la probabilidad de ser causales de la enfermedad es muy baja. Son genes tales 
como los de la familia de los DNAH, MUC16 o los que codifican para receptores olfativos361, 362. 
Un esquema global sobre la metodología seguida en la selección de variantes se muestra en la 
Figura 2. 

 

Figura 2. Metodología seguida para la selección de genes candidatos 

 

Para la selección de las variantes candidatas, de entre las resultantes del Variant 
Calling inicial, se estableció un criterio personalizado basado en una serie de premisas: 

1. Se quiso atender a la heterogeneidad genética de las familias BRCAX. Por ello, de 
entrada, ningún gen quedó descartado por su función o por no haber sido relacionado con el 
cáncer.  

2. En primera estancia, se seleccionaron variantes que podían generan un codón de 
terminación prematuro (CTP) [STOP (st), splice (sp) o frameshift (fs)]. Este tipo de variantes son 
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consideradas potencialmente deletéreas y han sido ampliamente relacionadas con el 
desarrollo de enfermedad363. 

3. Conocimiento previo de la prevalencia a la susceptibilidad al CM en familias BRCAX. 

Además de estas premisas, el criterio de selección se ajustó a la hipótesis de que los 
posibles nuevos genes de predisposición al CM de alta penetrancia, son mucho menos 
prevalentes que los genes BRCA1/2, ya que estudios previos así lo sugieren329, 330. La 
prevalencia de portadores de mutaciones en BRCA1/BRCA2, en la población general, se estima 
del orden de 1/1000 individuos364-366. La frecuencia de la mutación recurrente que más veces 
ha sido reportada en BIC, la mutación fundadora en judíos Azkenazi, la c.68_69delAG, 
corresponde al 13% del total de variantes reportadas en esta base datos. Por tanto, la 
frecuencia poblacional de la mutación más frecuente en BRCA1 es del 0,013%. Así, 
considerando la hipótesis planteada, se decidió excluir aquellas variantes que aparecieran con 
una Minor Allele Frequency (MAF) mayor que 0,001% (10 veces menor que él de la variante 
más recurrente en BRCA1). La frecuencia poblacional de las variantes sleccionadas se 
comprobó en las bases de datos Exome Sequencing Project (ESP) 
(http://evs.gs.washington.edu/) y 1000 Genomes (http://www.1000genomes.org/).  

- Los genes de susceptibilidad descritos hasta ahora en estas familias han sido genes 
involucrados en procesos de reparación de DNA, regulación del ciclo celular, diferenciación o 
migración celular. 

En base a estas premisas, se jerarquerizaron las variantes en tres tipos: 

Variantes raras (MAF<0,001%) que podían causar un CTP y afectaban a todos los 
pacientes de una misma familia, independientemente del gen afectado. 

Todas las variantes que cumplían este criterio (n=26) fueron confirmadas mediante 
secuenciación Sanger. Siete variantes  resultaron verdaderos positivos: cuatro de ellas, en los 
genes ARHGEF38 (sp), ECTL2 (st), MUTYH (fs), PIPOX (fs), fueron identificadas en la primera 
etapa y las tres restantes en la segunda etapa en los genes KIR3DL3 (st), POLE (fs), 
ST6GALNAC2 (sp). 

Variantes missense o indels in frame raras (MAF<0,001), comunes en todos los 
pacientes de una misma familia y que afectaban a genes con funciones relacionadas con el 
desarrollo del cáncer (reparación de DNA, regulación del ciclo celular, diferenciación o 
migración celular). Variantes de este tipo fueron seleccionadas en los genes ACTR8, BEX2, 
FGFR2, MCM7, PHF20L1, PRDM2, SEPT9, TET1 y, ZFHX3 (primera etapa) y DVL1, DVL2 y MCM2 
(segunda etapa) (Fig 3). Todas las variantes missense seleccionadas también fueron 
confirmadas por secuenciación Sanger, resultando todas en verdaderos positivos. No se 
identificó ninguna variante indels que afectara a genes relacionados con cáncer. 

Missense o indels in frame raras (MAF<0,001%) identificadas en un gen mutado en más 
de una familia, independientemente de la función del gen afectado. Dos genes, GRM6, 
ZSWIM6, fueron seleccionados siguiendo este criterio (Fig. 3). Las variantes presentes en estos 
genes también fueron confirmadas por Sanger. 
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A continuación, se evaluó, mediante varios programas de predicción in silico, el posible 
efecto funcional de las variantes missense seleccionadas (Tabla 2). Las predicciones fueron 
consistentes para 10 de las 16 variantes identificadas, siendo seis de ellas consideradas 
deletéreas por todos los programas (genes DVL2, FGFR2, GRM6, MCM2, MCM7, SEPT9) y 
cuatro consideradas probablemente neutras (genes ACTR8, PHF20L1, PRDM2, ZSWIM6). Para 
cinco de las variantes los resultados no fueron concluyentes (genes BEX2, DVL1, GRM6, TET1, 
ZHX3, ZSWIM6). Dado la alta variabilidad de resultados obtenidos por estos programas, las 
predicciones in silico no fueron utilizadas para descartar ningún gen y se realizaron únicamente 
a modo informativo. Si bien, nos sirvieron como evidencias secundarias para interpretar los 
resultados obtenidos134, 164-166. 

Tabla 2. Predicciones in silico para las variantes missense seleccionadas en este estudio 

 
NR, no reconocido 

 

Por último, las variantes seleccionadas en la primera etapa de este estudio fueron 
genotipadas en un set de 288 controles sanos de población española. Únicamente la variante 
de STOP en el gen ECTL2 fue identificada con una frecuencia superior al 1% (1,1%, 3 
individuos), lo que llevó a la exclusión de este gen para futuros análisis. 

Cabe destacar que, durante el proceso de selección de variantes, apareció un nuevo 
caso de cáncer de ovario en la familia A (Fig. 1). Se estudió la cosegreagación de las variantes 
seleccionadas en esta nueva paciente. Solo la variante en PHF20L1 fue identificada en esta 
paciente. Paralelamente, se consiguió muestra tumoral de varios pacientes de esta familia. Se 
realizó el estudio de LOH de los genes seleccionados.  Ninguno de los dos genes seleccionados 
mostró LOH en ninguno de los pacientes analizados. 

En resumen, se seleccionaron 20 genes candidatos a partir de la secuenciación de 
exomas de 12 familias BRCAX (Fig. 3). El conjunto de genes seleccionados está siendo 
actualmente validado en una serie de 1384 pacientes BRCAX independientes mediante una 
adaptación de la metodología SMIPS.  
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Validación de la Metodología de secuenciación SMIPS 

Tras el análisis de los exomas de las cinco primeras familias surgieron cuatro genes 
candidatos con los criterios comentado anteriormente. De esta forma, se decidió genotipor los 
genes seleccionados (BEX2, FGFR2, MCM7, PHF20L1, SEPT9) en una cohorte de 262 pacientes 
BRCAX utilizando una adaptación de la metodología SMIPS, a modo de validación de dicha 
metodología. Entre los DNA que se secuenciaron, se encontraba el DNA del portador de la 
mutación en BEX2 identificada en la secuenciación de exomas. Este DNA pudo ser utilizado 
como control positivo y fue correctamente identificado. Este análisis SIMPS identificó dos 
nuevas mutaciones missense raras en BEX2, MCM7 y SEPT9, una en PHF0L1 y ninguna en 
FGFR2. Es interesante destacar que las dos nuevas mutaciones en MCM7 estaban localizadas 
en la misma región en la que se identificó la primera mutación en el análisis de los exomas. En 
esta región se produce la interacción con Rad17, la cual es crítica para el correcto 
funcionamiento del punto de control en la fase S del ciclo celular como respuesta al daño 
celular367. La mutación en PHF20L1 afectaba su dominio funcional Tudor, involucrado en la 
mayoría de las funciones de este gen368. BEX2 y SEPT9 no tienen dominios funcionales 
definidos con lo que no se pudo interpretar el efecto de las variantes identificadas. 

Las 262 muestras utilizadas en esta prueba piloto han sido incluidas también en la 
cohorte de 1384 pacientes en las que se están genotipando los genes candidatos 
seleccionados en este estudio, lo que servirá para validar nuestros resultados. 
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Discusión 

El presente estudio fue planteado con el objetivo de identificar nuevos genes de 
predisposición al SCMOH, el diseño fue pensado para la identificación de genes con un patrón 
de herencia autosómico dominantes y con alta penetrancia Se utilizó un criterio de selección 
de variantes candidatas que quiso atender a la heterogeneidad genética de los casos BRCAX. 
Siguiendo este criterio, se seleccionaron 20 genes candidatos. Una breve descripción de la 
función de estos genes y de su relación con el cáncer se puede ver en la Tabla 3 situada al final 
de este apartado.  

La interpretación de los resultados obtenidos, así como la determinación de la 
causalidad de las diferentes variantes identificadas es una tarea de gran complejidad. Seis de 
los genes candidatos presentaban mutaciones de STOP, splice, o frameshift. A priori, este tipo 
de variantes suelen considerarse patogénicas y por tanto, asociadas a enfermedad16, 55, 297. No 
obstante, estudios recientes han demostrado que la identificación de una mutación de este 
tipo en un determinado gen, aunque ésta cosegregue con la enfermedad, no es suficiente para 
probar su causalidad, debido a que este tipo de variantes pueden aparecer en población sana 
con una frecuencia considerable o conjuntamente con mutaciones causales conocidas334, 369. 
Esta observación se ve confirmada en nuestro estudio con la detección de la variante de STOP 
identificada en el gen ECTL2 en tres controles sanos. Ahora bien, el conocimiento previo de la 
función y el espectro mutacional del gen afectado puede ayudar a determinar la casualidad de 
este tipo de variantes. En este sentido, la conocida susceptibilidad al cáncer ligada a 
mutaciones truncantes en los genes MUTYH y POLE permite interpretar los resultados 
obtenidos en este estudio. Mutaciones en el gen MUTYH (A/G-specific adenine DNA 
glycosylase), predisponen a cáncer colorrectal de forma autosómica recesiva370, 371. La variante 
detectada en este estudio, p.Glu410Glyfs*43, es una de las variantes patogénicas más 
frecuentes en este gen y está descrito que está presente en un 1%? de la población general en 
heterozigosis en heterozigosis. En dos estudio previos372, esta mutación había sido identificada 
en homocigosis en dos paciente que sufrieron, además de cáncer colorrectal, CM, a los 50 y 59 
años373, 374. Dado que el modelo de predisposición al cáncer descrito para este gen es recesivo, 
cabría esperar la identificación de una segunda mutación en este gen para asociar el fenotipo 
tumoral al mismo. Se ha revisado los datos de los exomas en la muestra de estos pacientes y 
no se ha identificado ninguna mutación patogénica adicional. Evidentemente, no podemos 
descartar que estos pacientes presenten una segunda mutación que escape el método de 
análisis utilizado por lo que haría falta un estudio complementario de RNA o de grandes 
reordenamientos para descartar el papel de MUTYH en esta familia. La estructura familiar y la 
edad avanzada de los pacientes analizados, sin que ninguno de ellos haya desarrollado cáncer 
colorrectal, parece descartar a MUTYH como responsable del SCMOH en esta familia375. Sin 
embargo también puede exisitir la posibilidad de que mutaciones en heterozigosis en MUTYH 
predispongan al CM de forma dominante. De hecho, varios estudios demuestran un aumento 
significativo en la frecuencia de variantes patogénicas en heterocigosis en MUTYH en sujetos 
BRCAX, estimándose un posible aumento del riesgo asociado a este gen entre 1-3,4 (ref320, 376, 

377), similar al reportado para CHEK2 (ref358). Si bien, no todos los estudios publicados 
encuentran evidencias en este sentido, por lo que el papel de MUTYH en el CM está aún por 
determinar en análisis de grandes cohortes de pacientes 320, 376-381.  
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Mutaciones en el gen POLE, que codifica para la DNA polimerasa ε, predisponen a un 
nuevo síndrome de predisposición al cáncer colorrectal, denominado polymerase 
proofreading-associated polyposis (PPAP)382, 383. Además, estudios publicados recientemente 
indican que mutaciones en este gen predisponen a varios tipos de cáncer, entre ellos al cáncer 
de ovario384, 385. Sin embargo, hasta ahora no ha sido reportada ninguna mutación en POLE 
asociada a la predisposición al CM. Todas las mutaciones de predisposición al cáncer descritas 
para este gen afectan su dominio exonucleasa (aminoácidos 86-426), sugiriendo que este 
dominio es el responsable de tal predisposición. La mutación identificada en el presente  
estudio, p.Gly395Glyfs*16, causa la pérdida de los últimos 31 aminoácidos de dicho dominio. 
Esta variante está presente en tres hermanas y una sobrina con cáncer de mama, existe una 
prima paterna de las tres hermanas con diagnóstico de cáncer de mama de la cual no se ha 
podido obtener muestra para ampliar el análisis de cosegragación (Fig. 1, Familia F). No 
obstante, las evidencias aportadas por este estudio sugieren que POLE actúa como gen de 
predisposición al CM de alta penetrancia en la familia analizada. Por otra parte, se ha descrito 
que los tumores asociados a POLE corresponden con tumores hipermutados382. El estudio del 
espectro mutacional de los tumores de estas pacientes podrían aportar mayores evidencias 
que confirmaran nuestros resultados. Lamentablemente, este estudio no se ha podido realizar 
hasta el momento. Finalmente, el estudio SIMPS que se está realizando ayudará a elucidar la 
prevalencia de mutaciones en POLE en familias BRCAX.  

Más difícil es determinar la susceptibilidad asociada al resto de genes identificados en 
este estudio. Muchas de las familias analizadas presentaron mutaciones en varios genes que, 
por su función relacionada con el desarrollo del cáncer, son potencialmente candidatos por si 
solos. Esta observación no es inesperada, ya que tanto las evidencias aportadas por estudios 
de asociación como la identificación de numerosos genes de moderada penetrancia indican 
que parte de las familias BRCAX podrían estar asociadas a un modelo de herencia poligénico297, 

298, 307, 312, 358. Además, la presencia de mutaciones en varios genes en una misma familia 
sugiere que en muchos casos, la susceptibilidad puede ser familia-específica. Cabe destacar 
que, varios estudios previos, diseñados con el mismo objetivo que el nuestro, encontraron 
resultados similares, indicando que este es una escenario habitual en el estudio de familias 
BRCAX310, 334, 335. Por otra parte, no se puede excluir que en algunas de estas familias coexistan 
mutaciones en un gen dominante junto con alelos modificadores del riesgo, como sucede con 
los pacientes portadores de mutaciones patogénicas en BRCA1/2 que además portan SNPs 
modificadores de riesgo (el consorcio internacional CIMBA, del que nuestro equipo forma 
parte, ha identificado varios de estos modificadores) (ver bibliografia del consorcio CIMBA, a 
modo de ejemplo las referencias 58-63). Por ejemplo, se ha identificado una mutación en 
FGFR2 (Familia A) que es un gen modificador de riesgo asociado a BRCA2, pero que por sí solo 
únicamente confiere un pequeño incremento de riesgo al CM. En esta familia podría ser que la 
mutación identificada en FGFR2 fuera un modificador del riesgo de una mutación dominante 
en el gen PH20L1, identificada en esta familia312, 386-388. También podría ser que algunas de las 
variantes seleccionadas en este estudio no tengan ninguna repercusión sobre la predisposición 
al cáncer, como sugieren algunas de las predicciones in silico (Tabla 2). En este sentido, se 
espera que el estudio SIMPS que se está realizando actualmente con nuestros genes 
candidatos, ayude a determinar cuáles de ellos son verdaderos genes de susceptibilidad. No 
obstante, la asignación de una mutación específica como una verdadera variante de 
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predisposición al SCMOH requerirá de más evidencias clínicas, genéticas y funcionales (análisis 
in vitro, análisis de tumores, análisis en grandes cohortes, modelos animales, etc.).  

El hecho de que no se haya identificado ningún gen candidato evidente en varias de las 
familias estudiadas (Familias G, H, J, K), aún cuando presentan una alta agregación de CM, 
sugiere que quizás el algoritmo de clasificación utilizado no ha sido suficiente específico. Estos 
genes pueden no haber sido identificado por varios motivos. Una revisión crítica a posteriori 
nos sugiere que los criterios de selección utilizados quizás fueron muy restrictivos y 
presentaban ciertas limitaciones. Así, sólo se seleccionaron aquellas variantes comunes en 
todos los pacientes de una misma familia excluyendo así la posibilidad de fenocopias en las 
familias estudiadas. A día de hoy sabemos que las fenocopias en casos de familias de CM 
asociadas a BRCA1/2 se sitúan alrededor del 15% (ref139, 389) por lo que estamos pensando en 
realizar un reanálisis de los resultados teniendo en cuenta esta posibilidad. Además, la 
estrategia de selección fue diseñada para detectar genes dominantes de alta penetrancia, por 
lo que se seleccionaron únicamente variantes en heterocigosis muy raras (MAF<0,001). Con 
esto se excluyó la posibilidad de un modelo poligénico o un modelo recesivo de herencia. Subir 
el punto de corte, por ejemplo, a MAF<0,01, podría conducir a la identificación de nuevas 
variantes de moderada o baja penetrancia. Por otra parte, en algunas de las familias se podría 
modelar un patrón de herencia recesivo (Familias A, C, D) con fenocopias asociadas. Por 
último, sólo se han considerado variantes que puedan afectar a la función de la proteína de 
forma clara. Sin embargo, existen estudios que demuestran que variantes en regiones 
reguladoras o  intrónicas también pueden ser causantes de enfermedad265, 266. Destacar que, 
en la familia K, en la que se secuenciaron 5 individuos, sólo se identificaron dos variantes que 
cosegregaban con la enfermedad, una deep intronic y otra en una región 3’ UTR. Estas 
variantes no fueron consideradas para futuros estudios por la dificultad de clasificación debido 
a su ubicación. Con todo ello, estamos convencidos que el reanálisis de los datos obtenidos 
desde nuevas perspectivas, probablemente, podría identificar nuevos genes de predisposición 
en las familias analizadas. 

Como resumen de este estudio, se concluye que la secuenciación de exomas de 
pacientes pertenecientes a familias BRCAX seleccionadas por su alta carga familiar de CM es 
una buena estrategia para identificar nuevos genes de predisposición, aunque probablemente 
la diversidad clínica de estas familias limita la obtención de resultados concluyentes y quizás la 
realización de una clasificación clínica más homogénea previa a los estudios genéticos hubiera 
sido más útil para la interpretación de los resultados obtenidos. Aunque la identificación de 
genes de alta penetrancia es aún posible, como sugiere la identificación de la mutación en el 
gen POLE en una de las familias, parece que la susceptibilidad en los casos BRCAX es muy 
heterogénea y podría estar asociada a diferentes modelos de herencia, específicos de cada 
familia. Tales observaciones se deberán tener en cuenta en el diseño e interpretación de 
resultados de futuros experimentos, siendo conveniente el análisis de resultados desde 
diferentes perspectivas, independientemente del diseño planteado. Este escenario indica que, 
serán necesarios estudios a gran escala para conseguir evidencias claras de la susceptibilidad 
asociada a muchos de los nuevos genes de predisposición identificados. 
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RESUMEN DE RESULTADOS 

La presente tesis se planteó con el objetivo de mejorar el diagnóstico y el consejo 
genético de pacientes afectados por el CM familiar. Para ello, se plantearon dos 
estrategias, la clasificación de VSD en BRCA1/2 identificadas en pacientes con sospecha 
de SCMOH y la búsqueda de nuevos genes de predisposición a este síndrome. 

Para la clasificación de VSD en los genes BRCA1/2 se utilizaron dos 
aproximaciones. Por una parte, se analizaron 28 VSD a nivel transcripcional para 
determinar su efecto en el splicing del RNA de los citados genes. Este análisis identificó 
seis variantes que producían un patrón aberrante de splicing. Como consecuencia de ello, 
estas 6 variantes pudieron ser clasificadas como probablemente patogénicas. 
Previamente, nuestro grupo había participado en el trabajo Quality Control Project, 
diseñado por el Splicing Working Group (SWG) del consorcio ENIGMA, a modo de 
validación de la metodología utilizada por nuestro equipo en análisis de RNA de este tipo 
de variantes. Los resultados obtenidos por nuestro grupo en este estudio, mostraron que 
nuestra metodología de análisis era válida, y por tanto, nuestros resultados robustos. 

Por otra parte, se analizaron 12 VSD en BRCA1/2 a nivel funcional.  Siete de estas 
variantes, localizadas en la región C-terminal de BRCA1, fueron testadas mediante el 
ensayo de actividad transcripcional (TA) diseñado para este gen (Q1409L, S1473P, 
E1586G, R1589H, Y1703S, W1718L, G1770V). Tres de ellas, Y1703S, W1718L y G1770V 
pudieron ser clasificadas como probablemente patogénicas en base a este estudio. Otras 
seis VSD en BRCA2 (T200I, K331I, K1434I, V1532F, R2645G, F3146S) fueron analizadas 
mediante el ensayo funcional basado en células embrionarias de ratón. Estas variantes 
mostraron un efecto hipomórfico, lo que sugiere que pueden estar asociadas al SCMOH 
con un riesgo bajo/moderado. 

Durante el desarrollo de esta tesis, la variante G1770V fue identificada en cinco 
familias de origen Marroquí, lo que hizo pensar en un posible efecto fundador de esta 
mutación en dicha población. Para confirma esta hipóteisis se realizó un estudio de 
haplotipos en la región de BRCA1. El haplotipo de riesgo asociado a esta mutación se 
identifico en las cincos familias prtadoras, confirmando que la variante G1770V es la 
primera mutación fundadora en población Marroquí. 

En la búsqueda de nuevos genes de predisposición al SCMOH, también se 
plantearon dos aproximaciones. La primera, basada en evidencias previas aportadas por 
otros grupos, que indican que los genes pertenecientes a la vía de FA/BRCA o que 
interaccionan con BRCA1/2, son buenos genes candidatos de predisposición al SCMOH. 
En base a esta observación, se secuenciaron dos nuevos genes de la via de FA, ERCC4 y 
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SLX4. Este estudio identificó varias variantes missense raras nuevas en cada gen. Algunas 
de ellsa fueron clasificadas como potencialmente deletéreas por varios programas de 
predicción in silico. No obstante, la validación funcional de estas variantes es necesaria 
para elucidar su asociación con el SCMOH. Como segunda aproximación, se secuenció el 
exoma de varios pacientes pertenecientes a familias BRCAX con un aparente patrón de 
herencia autosómico dominante. Como resultado, se identificaron 20 genes 
potencialmente candidatos por su función o por porta mutaciones que conllevan un CTP 
prematuro. Entre ellos, POLE destaca como firme candidato. 
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Los resultados de la presente tesis doctoral se han presentado como un compedio 
de trabajos publicados, o sometidos a publicación actualmente, más resultados no 
publicados a día de hoy, estos últimos resumidos en formato de artículo científico 
redactados en castellano. En cada uno de los artículos existe un apartado de discusión de 
los hallazgos de cada trabajo. Por tanto, en este apartado de discusión global de la tesis, 
se ha decidido realizar una presentación breve de los resultados obtenidos y se ha 
intentado profundizar en las limitaciones y beneficios del trabajo realizado así como su 
contextualización en el marco actual del CM hereditario. Al igual que en la sección de 
resultados, la discusión se ha dividido en apartados según los diferentes proyectos 
realizados. Finalmente se presenta una visión global del aporte de este trabajo en su 
conjunto. 

Clasificación de Variantes de Significado Desconocido (VSD) en los 
genes BRCA1/2 

El estudio mutacional de de los genes BRCA1/2 detecta un alto porcentaje de 
variantes de significado biológico desconocido (VSD)53, 56, 134. Concretamente, en la unidad 
de diagnóstico molecular del programa de cáncer hereditario del Instituto Catalán de 
Oncología esta proporción es de aproximadamente un 8-10%. La identificación de este 
tipo de variantes dificulta el asesoramiento genético de los portadores de las mismas y en 
algunos casos puede generar una sensación de ansiedad. Por este motivo, uno de los 
principales objetivos de nuestro laboratorio es el desarrollo e implementación de nuevas 
metodologías para la clasificación de estas variantes. En esta tesis doctoral se utilizaron 
dos aproximaciones distintas para lograr este objetivo. Por una parte, se analizó el efecto 
de una serie de VSD en el procesamiento del mRNA. Por otra, se realizaron ensayos 
funcionales a nivel de proteína para algunas de las variantes identificadas en nuestra 
población.  

Primera Aproximación: Evaluación del efecto de VSD identificadas en nuestro centro en 
el procesamiento del mRNA de los genes BRCA1/2. 

El análisis de VSD mediante ensayos de RNA ha demostrado ser una técnica 
robusta para la clasificación de variantes129, 215, 433, 434. Además, un resultado alterado del 
splicing normal de estos genes, permite la clasificación casi directa de la variante 
estudiada como patogénica o probablemente patogénica, en base al esquema de 
clasificación de variantes propuesto por la Agency for Research on Cancer (IARC)184 y por 
diferentes consorcios internacionales como el consorcio internacional ENIGMA129, 149, 215 . 
Por este motivo, el análisis de RNA es una de las técnicas comúnmente utilizadas en 
nuestro laboratorio para clasificar VSD.  
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Validación de la metodología de análisis utilizada en nuestro laboratorio 

Uno de los objetivos del presente trabajo fue la validación de la metodología 
seguida al realizar este tipo de análisis, para así, asegurar la calidad y fiabilidad de 
nuestros resultados. Para ello, se participó en un proyecto que tenía como finalidad 
evaluar y poner en común las metodologías seguidas por 23 laboratorios en los ensayos 
de RNA para evaluar VSD en los genes BRCA1/2. Este trabajo estuvo dirigido por el 
consorcio ENIGMA (Evidence-based Network for the Interpretation of Germline Mutant 
Alleles) englobado en su proyecto Quality Control Project diseñado por el Splicing 
Working Group. En este trabajo, cada grupo analizó las mismas 8 variantes siguiendo su 
propia metodología. Los resultados obtenidos para cada variante se compararon, de una 
forma cualitativa, con los resultados obtenidos en una serie de 11 controles. A partir de 
aquí, siguiendo unos criterios establecidos por ENIGMA, las variantes se clasificaron en 
una de las cinco clases establecidas en el esquema de clasificación de variantes 
propuestos por la IARC. A continuación, el consorcio ENIGMA, recopiló los resultados 
obtenidos por cada grupo y realizó un análisis comparativo de éstos. La metodología 
utilizada en nuestro laboratorio** fue capaz de identificar todos los transcritos aberrantes 
producidos por esta variantes, lo que indica que tal metodología es completamente válida 
para el análisis de VSD detectadas en BRCA1/2 en pacientes del SCMOH224. Como 
consecuencia de este trabajo, se detectaron una serie de puntos críticos que deben ser 
considerados en el diseño de los ensayos de RNA. Se determinó que tanto la localización 
de los oligonucleótidos como el tiempo de elongación utilizados en la PCR de 
amplificación son los puntos más críticos para la detección los tránscritos aberrantes y la 
interpretación de los resultados. En cuanto a la localización de los oligonucléotidos, se 
concluyó que el conocimiento previo de los tránscritos constitutivos y la predicción de los 
tránscritos aberrantes que se esperan son los factores más importantes. La utilización de 
cebadores que eviten la amplificación de tránscritos constitutivos y amplifiquen 
específicamente los asociados a enfermedad, aumentará el poder de detección y de 
interpretación de los resultados. En este sentido, los esfuerzos realizados por algunos 
grupos, en el contexto de ENIGMA, para la identificación de todos los transcritos 
constitutivos de BRCA1/2 presentes en sangre se espera que mejore el poder 
interpretativo de estos ensayos. 

                                                           

** La metodología utilizada en nuestro laboratorio consiste en la extracción de RNA a partir de linfocitos del portador, 
previamente tratados con puromicina (con la finalidad de evitar el fenómeno del Non-Sense Mediated Decay), generación 
de cDNA mediante PCR de retro-transcripción, amplificación por PCR de la región afectada por la variante y posterior 
detección de transcritos alternativos mediante la combinación de electroforesis en gel de agarosa y secuenciación del 
producto de PCR. El resultado obtenido para la variante se compara con, al menos, seis controles sanos (Menendez et. al, 
2012)  
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Estudio de RNA de 28 Variantes identificadas en pacientes con sospecha de sufrir 
SCMOH. 

En un trabajo previo realizado por nuestro equipo, se estudiaron 26 VSD en 
BRCA1/2 identificadas en pacientes ICO y se identificó que ocho variantes producían un 
splicing aberrante del gen implicado176. En la presente tesis doctoral se planteó una 
continuación del citado estudio con el análisis de 28 VSD más identificadas en el ICO. 
Ninguna de las variantes seleccionadas, excepto la variante patogénica c.5123C>A, había 
sido estudiada previamente a nivel de RNA. En estudios previos, la variante c.5123C>A 
había mostrado diferentes patrones de splicing dependiendo de la fuente de RNA 
utilizada, mostrando un patrón aberrante de splicing cuando el RNA era extraído a partir 
del linfocitos frescos y no mostrando ningún efecto cuando se extraía a partir de cultivos 
de linfocitos tratados con puromicina. Se decidió incluir esta variante en el estudio para 
aportar nuevas evidencias sobre su efecto y a modo de control de calidad de nuestra 
metodología. 

Dieciséis de las variantes seleccionadas estaban localizadas en BRCA1 y las 12 
restantes en BRCA2. Diez de ellas eran variantes intrónicas, 4 grandes reordenamientos 
genómicos (LGR), detectados por análisis de Multiplex Ligation-dependent Probe 
Amplification (MLPA) y que afectaban a un solo exón, y las 14 restantes eran variantes 
missense. Las predicciones in silico de las variantes puntuales seleccionadas, a excepción 
de dos variantes intrónicas identificada posteriormente al primer estudio, no indicaron un 
efecto claro en el splicing para ninguna de ellas. Las dos variantes que mostraron una 
reducción drástica del reconocimiento de los sitios splice consenso fueron las variantes 
BRCA1 c.4987-20_4987-11del y BRCA2 c.681+5G>C. El resultado  obtenido en las 
predicciones in silico está en concordancia con que las VSD con mayor probabilidad de 
afectar al splicing habían sido seleccionadas para el primer estudio. No obstante, los 
programas de predicción in silico han mostrado ciertas limitaciones para identificar sitios 
de splicing crípticos o de novo o alteraciones en las secuencias reguladoras de splicing129, 

176. Por ello, el análisis de RNA es necesario como prueba inequívoca de un defecto en el 
splicing de toda variante puntual, o pequeña indel, fuera de los sitios invariables de 
splicing. Por otra parte, aunque el efecto de los LGR sobre el splicing es probable, es 
necesario analizar tal efecto por varios motivos. En primer lugar, en el caso de deleciones, 
el hecho de que hayan sido detectados mediante MLPA implica que no se pueda asegurar 
si el exón afectado está completamente o parcialmente delecionado. Por tanto, no se 
puede predecir si el tránscrito producido generará una proteína in frame o frameshift con 
codón de terminación prematuro (CTP). Además, suponiendo que se pierde 
completamente el exón afectado y, a priori, se espera que se produzca un tránscrito con 
CTP no se puede descartar la posibilidad de un segundo evento durante el splicing que dé 
lugar a una tránscrito in frame. En tal caso, si esta deleción in frame no está afectando a 
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un dominio funcional de conocida importancia, no se podrá clasificar como patogénica. 
En caso de que lo afecte, si no afecta a aminóacidos de conocida importancia clínica, es 
recomendable realizar ensayos funcionales a nivel de proteína para determinar su 
patogenicidad215, 228. De los LGR estudiados, únicamente uno en BRCA1, c.(5193+1_5194-
1)_(5278+1_5279-1)del, está localizado en uno de estos dominios, el dominio BRCT, 
afectando a un aminoácido con relevancia clínica conocida (p.G1738). Por otra parte, en 
el caso de las duplicaciones, el análisis de MLPA no detecta si dicha duplicación ha 
ocurrido en tándem o el exón duplicado se encuentra en alguna otra región del genoma. 
En este caso el estudio de RNA es necesario para determinar si realmente está en tándem 
y produce un tránscrito con CTP. 

Siete de las 28 variantes analizadas mostraron un patrón aberrante de splicing. La 
variantes c.5123C>A produjo un skipping parcial del exón 18 cuando se utilizó RNA recién 
extraído de linfocitos congelados y mostró un patrón de splicing normal cuando se extrajo 
el RNA de linfocitos en cultivo tratados con puromicina. Por tanto, los resultado 
obtenidos para c.5123C>A concuerdan con los estudios previamente reportados para esta 
variante, validando así la metodología utilizada en nuestro estudio. Las otras seis 
variantes que produjeron un splicing aberrante fueron, los cuatro LRG, y las variantes 
intrónicas BRCA1 c.4987-20_4987-11del y BRCA2 c.681+5G>C. Todas ellas produjeron 
únicamente la pérdida del exón afectado, excepto el LGR BRCA1 c.(5193+1_5194-
1)_(5278+1_5279-1)del, que afectaba el exón 20 y produjo el skipping de los exones 18, 
19, 20.  En todos los casos el tránscrito aberrante resultó en una proteína frameshift con 
CTP. Dado que la expresión de los tránscritos aberrantes producidos por estas seis 
variantes no pudo ser cuantificada, se decidió, siendo conservadores, clasificarlas como 
probablemente patogénicas. Las 21 variantes restantes no mostraron un patrón de 
splicing aberrante en base al diseño utilizado, por lo que es muy poco probable que 
afecten al splicing. Estos resultados concuerdan con las predicciones in silico para estas 
variantes. 

La clasificación de estas seis variantes como probablemente patogénicas tiene 
una serie de implicaciones clínicas. Estas variantes podrán ser utilizadas como valor 
predictivos en las familias afectadas, de manera que los portadores se podrán beneficiar 
de las estrategias de seguimiento y prevención establecidas, mientras que los no 
portadores verán su estrés aliviado.  Por otra parte, este estudió proporciona nuevas 
evidencias sobre el resto de variantes analizadas. Tales evidencias pueden ayudar a su 
clasificación mediante los modelos multifactoriales actuales, lo cuales integran los 
resultados de splicing. Además, pueden ser utilizadas para mejorar el poder predictivo de 
los programas in silico en el reconocimiento de lugares exónicos actividadores e 
inhibidores del splicing funcionales. En conclusión, nuestro estudio demuestra la utilidad 
de realizar ensayos de RNA para aquellas VSD identificadas en pacientes de alto riesgo, 
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especialmente cuando los programas in silico sugieren un defecto en el reconocimiento 
de los sitios de splice consensos. 

Segunda Aproximación: Estudio funcional de diferentes VSD en las proteínas BRCA1/2 

En la actualidad, han sido desarrollados diferentes ensayos funcionales para 
analizar variantes  en las proteínas BRCA1/2 (ref 130, 233). En esta tesis doctoral utilizaron 
dos de ellos para clasificar en una serie de VSD en BRCA1/2 identificadas en pacientes del 
ICO con sospecha de SCMOH. El ensayo utilizado para analizar variantes en BRCA1 fue el 
ensayo de actividad transcripcional y el utilizado para BRCA2 fue el ensayo funcional 
basado en células madre de ratón embrionarias. La selección de estos estudios estuvo 
basado en que su valor predictivo había sido ampliamente contrastado234, 275. 

 Hasta la actualidad han sido desarrollados diferentes ensayos funcionales para 
analizar variantes  en las proteínas BRCA1/2 (ref 130, 233). En esta tesis doctoral se utilizaron 
dos de ellos para clasificar una serie de VSD en BRCA1/2 identificadas en pacientes del 
ICO con sospecha de SCMOH. El ensayo utilizado para analizar variantes en BRCA1 fue el 
ensayo de actividad transcripcional y el utilizado para BRCA2 fue el ensayo funcional 
basado en células madre de ratón embrionarias. La selección de estos estudios estuvo 
basado en que su valor predictivo había sido ampliamente contrastado234, 275. 

Ensayo de Actividad Transcripcional 

El ensayo de actividad transcripcional (TA), fue diseñado para analizar variantes 
localizadas en la región C-terminal de BRCA1, en la que está situado su dominio BRCT. El 
dominio BRCT (aa 1650-1863) o dominio de activación transcripcional, es un dominio 
común entre las proteínas involucradas en la reparación del DNA95, 96. Se ha demostrado 
que este dominio es requerido para la mayoría de funciones de BRCA1, muchas de ellas, 
incluida la actividad transcripcional, involucradas en su función como supresor tumoral97, 

273, 274, 435. Esta observación se ha visto reflejada en el hecho de que una gran parte de las 
mutaciones asociados al SCMOH afectan a este dominio, comprometiendo su función97, 

282, 436. Por ello, evaluar el efecto que una determinada variante puede tener sobre la 
función del dominio BRCT de BRCA1, puede aportar una fuerte evidencia sobre su 
patogenicidad. 

El ensayo TA consiste en un ensayo de complementación fundamentado en la 
capacidad que tiene la región C-terminal de BRCA1 (1.396-1.863) cuando está fusionada a 
un dominio de unión al DNA GAL4, para activar la expresión de un gen reportero de 
Luciferasa, cuya expresión se encuentra regulada por el control de 5 sitios de unión GAL4. 
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Para ello, un plásmido conteniendo BRCA1:GAL4 y otro conteniendo el gen Luciferasa,  
son cotransfectados en células mamarias (HEK293T)††. La capacidad de activación 
transcripcional de la región C-terminal de BRCA1, se puede medir mediante la 
cuantificación de la expresión del gen Luciferasa. Un plásmido Luciferasa Renilla, bajo el 
control de un promotor constitutivo, se utiliza como control de transfección y viabilidad.. 

En nuestro estudio, se combinó el ensayo TA con un análisis estructural para 
analizar siete VSD identificadas en pacientes con SMCOH del ICO. Estas variantes estaban 
localizadas en la región C-terminal de BRCA1, cuatro de ellas en la región colindante al 
dominio BRCT (Q1409L, S1473P, E1586G, R1589H) y las tres restantes dentro del citado 
dominio (Y1703S, W1718L y G1770V). El análisis estructural de las variantes Y1703S, 
W1718L y G1770V, predijo que estas tres variantes podían alterar bien la estructura del 
dominio BRCT o su unión a motivos fosfopeptídicos (o ambas) causando así la pérdida de 
funcionalidad de dicho dominio. Estas predicciones fueron confirmadas por el resultado 
obtenido en el ensayo TA, en el cual se observó la reducción drástica de la actividad 
transcripcional para estas tres mutaciones.  Por otra parte, las cuatro variantes restantes, 
localizadas en la región precedente al dominio BRCT, no pudieron ser analizadas 
estructuralmente, debido a que están localizadas en una región sin estructura definida. 
No obstante, el ensayo TA permite evaluar el efecto de variantes situadas en esta región, 
concretamente en la región comprendida entre los aminoácidos 1.396-1.863. Ninguna de 
estás variantes evidenció reducción de la actividad transcripcional de BRCA1 en este 
estudio.  

Nuestros resultados para las variantes Y1703S, W1718L y G1770V indican que la 
actividad transcripcional del dominio BRCT sirve como medida indirecta de la estabilidad 
estructural de dicho dominio, un hecho que ya había quedado evidenciado en estudios 
previos que se observó una gran correlación entre los resultados de este ensayo y el 
ensayo de sensibilidad a proteasas231, 274, 275, 437. Con ello el resultado obtenido para las 
otras cuatro variantes, puede ser debido a que están localizadas en regiones 
desordenadas y por ello, mucho menos sensibles a cambios estructurales. 

Previamente a nuestro estudio, había sido demostrada la fuerte correlación 
existente entre los resultados de este ensayo y la patogenicidad de las variantes 
analizadas. Esta observación fue ampliamente validada mediante un set de variantes 
previamente clasificadas por modelos genéticos274, 275, 437. Está validación permitió 
establecer un valor límite de expresión de Luciferasa para determinar la patogenicidad de 

                                                           

†† Una descripción detallada de la metodología y los aspectos técnicos de este ensayo se puede 
encontrar en la Introducción, Apartado10 
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las variantes analizadas275. Las variantes patogénicas mostraban una expresión de 
Luciferasa menor del 45%, mientras que las neutras mayor de 50%, con respecto al alelo 
wild-type. Este resultado sugiere que no existen variantes de riesgo moderado que 
afecten a este dominio. En base a esta observación, y a los resultados obtenidos en 
nuestro estudio, las variantes Y1703S, W1718L y G1770V fueron clasificadas como 
probablemente patogénicas, mientras que las variantes Q1409L, S1473P, E1586G, 
R1589H siguen siendo consideradas VSD hasta que futuros estudios genéticos, 
epidemiológicos o funcionales aporten nuevas evidencias de su patogenicidad. 

La clasificación de estas variantes como probablemente patogénicas es de interés 
para el manejo clínico de los pacientes de estas familias aunque la situación ideal sería el 
poder clasificarlas como patogénicas añadiendo evidencias genéticas, histopatológicas 
y/o epidemiológicas que acompañen al resultado funcional. De ahí, la importancia de 
incluir los resultados funcionales en los modelos multifactoriales de clasificación de 
variantes. Con ello, se le dará mayor relevancia clínica a dichos resultados a la vez que se 
mejorará el poder predictivo de dichos modelos. En este sentido, posteriormente a 
nuestro estudio, se diseñó un modelo estadístico que integraba los resultados del ensayo 
TA con evidencias aportadas por la historia familiar y personal, cosegregación y datos 
histopatológicos132. Este hecho, junto con el gran valor predictivo de este ensayo, así 
como la baja complejidad técnica y el tiempo relativamente corto requerido para testar 
una VSD mediante él, hacen de éste uno de los ensayos más robustos para la translación 
clínica de los resultados obtenidos. 

Como inciso, destacar que para varias de las variantes analizadas en este estudio, 
las predicciones funcionales obtenidas no correspondieron con los resultados 
experimentales obtenidos. Además,  en muchos casos, las predicciones para la mima 
variante divergían entre diferentes programas.  Los programas Polyphen2 (1 falso 
positivo‡‡) y Align-GVGD (1 falso positivo y un falso negativo), mostraron ser los más 
consistentes con los resultados funcionales. El falso negativo obtenido en Align-GVGD 
(variante G1770V) es de especial interés, ya que las predicciones de éste programa son 
incluidas actualmente como una de las evidencias de peso en los modelos multifactoriales 
de clasificación de variantes actuales. Este programa se considera correctamente validado 
para los dominios conservados RING y BRCT, por ello, en los citados modelos solo se 
consideran las predicciones para las variantes situadas en estos dominios (toda variante 
que  esté fuera de ellos  es considerada como C0 (o sin evidencias de patogenicidad)) 133. 
Ene ste sentido, nuestros resultados evidencian la necesidad de una mayor validación de 

                                                           

‡‡ Falso positivo; variante neutra predicha como patogénica; Falso negativo, variante deletérea predicha como neutra. 
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estos programas in silico, especialmente en el caso de Align-GVGD, incluso en los 
dominios que se considera validado. 

G1770V, nueva variante fundadora de origen marroquí 

En el momento del análisis de la variante G1770V mediante el ensayo TA, esta 
variante había sido detectada en dos familias de origen marroquí, ambas pertenecientes 
a la serie del ICO. Más tarde, dicha variante fue identificada en una tercera familia de alto 
riesgo, también de origen marroquí, identificada en el ICO. Posteriormente, y como 
consecuencia de la publicación de nuestros resultados del estudio TA, se puso en 
contacto con nosotros la Dra. Nora Martinussen (Department of Medical Genetics, Oslo 
University Hospital) para notificarnos la identificación de esta variante en dos familias de 
origen marroquí estudiadas en su centro en Noruega. La información clínica recogida por 
los consejeros genéticos sobre estas cinco familias indicó que no existía relación aparente 
entre ellas. Además, dicha información indicaba que el fenotipo de esta variante 
correspondía con el de portadores de variantes de alto riego en el gen BRCA1 (Tumores 
tripla negativos, grado 3 y edad de diagnóstico<40 años en el 60% de los casos). Las 
citadas familias pertenecían todas a ciudades localizadas en la costa norte de Marruecos. 
Concretamente, tres de ellas pertenecían a Nador, una a Tánger y la otra a Oujda. La 
identificación de esta variante en cinco familias independiente de origen marroquí, 
planteaba la posibilidad de un efecto fundador asociado a esta variante. Para confirmar 
esta hipótesis se analizaron dos marcadores intragénicos en BRCA1 (D17S855, D17S1323) 
y 5 en la región flanquenate de este gen (D17S486, D17S1793, D17S1325, D17S951, 
D17S1183). En una de las familias analizadas (Familia B), la disponibilidad de DNA de dos 
portadores y de dos no portadores, permitió definir inequívocamente el haplotipo BRCA1 
de riesgo asociado a la mutación G1770V. Los portadores de la variante G1770V en el 
resto de familias estudiadas compartían los alelos asociados a esta variante en la familia 
B, en la región que se comprendida entre los maracdores D17S1793 y D17S1171 (1,54 
Mb). Aunque, la fase y la asociación de estos alelos con G1770V no pudo ser demostrada 
en estas familias, los resultados obtenidos sugieren que G1770V es una mutación 
fundadora de origen marroquí,  confirmando nuestra hipótesis. El hecho de que esta 
mutación no haya sido identificada antes en Marruecos puede ser debido a la escasa 
información sobre estudios mutacionales en BRCA1 en esta región población (menos de 
500 familias han sido estudiadas en todo el norte de África y sólo 125 en Marruecos)438. 
Además, el hecho de que esta mutación no se haya encontrado en cribados mutacionales 
de BRCA1 en otros países del Norte de África, sugiere que es una mutación especifíca de 
población marroquí. Por otra parte, el que haya sido identificada en varias familias 
marroquíes asentadas en Europa, plantea la hipótesis de que esta variante se haya 
diseminado por la población marroquí asentada en este continente, consecuencia de la 
larga tradición migratoria entre este país y varios países Europeos439. Un estudio 
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exhaustivo en una gran serie de pacientes con sospecha de SCMOH de población de 
origen marroquí sería necesario para determinar la prevalencia exacta de esta mutación 
en esta población, así como su distribución geográfica. 

La identificación de este tipo de mutaciones puede facilitar el proceso de cribado 
genético en las poblaciones afectadas, ya que se puede proceder al cribado selectivo de 
las mismas como primer paso en el algoritmo de pruebas genéticas. En países con 
presupuesto limitado para las pruebas genéticas, como podría ser Marruecos, este hecho 
podría tener repercusiones económicas muy favorables. 

Por otra parte, este estudio aporta evidencias adicionales sobre la patogenicidad 
de esta variante, validando así los resultados previos obtenidos en el estudio funcional 
TA. 

Ensayo funcional basado en células de ratón embrionarias para evaluar VSD en BRCA2 

El ensayo de basado en células de ratón embrionarias (RE) está fundamentado en 
la observación de que estas células no son viables si no tienen un brca2 funcional y que 
BRCA2 funcional transfectado en células brca2ko/ko es capaz de rescatarlas244. Por tanto, 
para testar VSD mediante este ensayo, en primer lugar se han de generar las variantes 
sujetas a estudio utilizando un BAC que contiene BRCA2 humano completo y se 
transfectan en células-RE que contienen un alelo brca2 funcional condicional y otro knock 
out234. De esta forma tras la transfección con el BAC portador de la variante, se deleciona 
el alelo brca2 condicional y se analiza la capacidad de BRCA2 transfectado de hacer viable 
estas células y así evaluar el impacto funcional de dicha variante§§. Las variantes que no 
dan lugar a células brca2ko/ko viables, son consideradas patogénicas. Las variantes que dan 
lugar células brca2ko/ko viables pueden ser testadas para ver su efecto en diferentes 
funciones de conocidas de BRCA2 (sensibilidad a agentes genotóxicos, formación del 
RAD51 foci, recombinación homóloga y estabilidad cromosómica) para determinar si 
producen un efecto hipomórfico o son neutras. En el presente estudio, por razones 
técnicas y temporales, solo se pudo analizar la sensibilidad a agentes genotóxicos.  

La selección de este ensayo se basó en las grandes ventajas de que aporta con 
respecto a otros ensayos funcionales existentes para BRCA2. Por una parte, ha sido 
ampliamente validado en una serie de variantes neutras y patogénicas conocidas, y se ha 
utilizado de forma satisfactoria para la clasificación de una batería de variantes 
localizadas en la zona de interacción BRCA2-PALB2 así como para el estudio de variantes 
identificadas en pacientes con anemia de Fanconi227, 228, 234. Una de las ventajas de este 

                                                           

§§ Una extensa descripción de la metodología y los matices técnicos de este ensayo ha sido redactada en el apartado de 
resultados correspondiente. 
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ensayo es el uso de células embrionarias, ya que están libres de la inestabilidad genómica 
asociada a la mayoría de líneas celulares cancerígenas utilizadas en el resto de ensayos 
funcionales. Por otra parte, el uso de un BAC permite testar las variantes en el contexto 
de expresión de la proteína completa y evita la variabilidad de expresión asociada al uso 
de plásmidos con fracciones de la proteína. Además, el BAC permite analizar variantes en 
regiones intrónicas y reguladoras, lo que supone una gran ventaja en un contexto en el 
que se espera que la implementación de las nuevas técnicas de secuenciación masiva 
detecten un alto número de variantes de este tipo. Por otra parte, este ensayo permite el 
análisis de varias funciones de BRCA2. Estas ventajas permiten obtener resultados más 
robustos que los ensayos de complementación basados en fragmentos de cDNA y que 
testan un único dominio/función de la proteína. 

En nuestro estudio este ensayo se utilizó para testar 5 variantes en BRCA2 (T200I, 
K331I, K1434I, V1532F, R2645G) identificadas en familias con sospecha de sufrir SCMOH. 
Fueron seleccionadas aquellas variantes en las que se observaba una mayor agregación 
familiar. Cuatro de las variantes (T200I, K1434I, V1532F, R2645G) fueron capaces de 
rescatar las células brca2ko/ko,  aunque, a excepción de K1434I, el número de colonias 
viables obtenidas fue drásticamente menor que las obtenidas en el control con BRCA2 
wild-type, sugiriendo un posible defecto funcional de estas variantes, aunque no 
completo. Para la variante K331I problemas técnicos impidieron la cuantificación objetivo 
aunque se obtuvieron colonias viables para realizar ensayos funcionales. En el ensayo de 
sensibilidad a agentes genotóxicos todas las variantes mostraron sensibilidad. Las 
variantes T200I, V1532F y R2645G mostraron una sensibilidad similar al control negativo 
utilizado (G25R, una variante clasificada como probablemente patogénica) mientas que 
K331I y K1434I mostraron un fenotipo más leve. Adicionalmente, cuando fue posible, se 
realizo el análisis de cosegregación de estas variantes siendo sólo informativo para la 
variante K1434I, que mostró cosegregación con la enfermedad en tres hermanas afectas. 
Por último destacar que para la variante R2645G fue posible realizar un  estudio de 
modelaje estructural. Los datos estructurales sugirieronn que esta variante podría afectar 
la función de la proteína, acorde con los resultados obtenidos en el presente ensayo.  

En base a nuestros resultados, y a observaciones previas aportadas para otras 
variantes analizadas mediante este estudio, como la G25R, las variantes T200I, K1434I, 
V1532F, R2645G podrían clasificarse como de riesgo moderado y la variante K331I se 
podría considerar de riesgo bajo. Hoy en día, la detección de variantes hipomórficas de 
riesgo moderado o bajo conlleva un problema a nivel clínico ya que es difícil de trasladar 
estos resultados al manejo clínico del paciente. Es necesaria la realización de estudios 
complementarios para estimar el riesgo asociado a cada variante. Es importante que los 
modelos multifactoriales se modifiquen para contemplar resultados intermedios, 
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asociados a riesgos moderados ya que los modelos actuales parten de la base de que una 
variante es patogénica o es neutra, y no consideran fenotipos intermedios. 

Es interesante remarcar, que la variante K1434I había sido previamente 
clasificada como probablemente neutra151, en base a resultados de un modelo 
multifactorial que utilizaba información clínica y datos histopatológicos. No obstante, esta 
clasificación fue poco consistente por varios motivos. Por una parte, el uso de datos 
histopatológico de tumores para clasificar variantes en BRCA2 no es un método robusto 
debido a la gran heterogeneidad que presentan los tumores asociados a mutaciones en 
este gen. Además, la información clínica disponible sobre esta variante era muy limitada. 
Por último, esta variante fue clasificada como clase C15 por Align-GVGD, pero fue 
considerada C0 por estar fuera de los dominios de conocida importancia de BRCA2. En 
este sentido, las predicciones de Align-GVGD estuvieron en concordancia con los 
experimentales para las variantes localizadas en el dominio de unión al DNA, mientras 
que clasificó las variantes K313I y V1532F como C0 cuando realmente mostraron un 
efecto funcional, lo que remarca de nuevo la necesidad de una mayor validación de este 
programa. 

Aunque, como se ha explicado anteriormente, este ensayo aporta una serie de 
ventajas respecto a otros, y proporciona resultados muy fiables, requiere una gran 
demanda técnica y tiene una serie de limitaciones económicas. Por ejemplo, el 
mantenimiento de las células embrionarias, requiere de cuidado diario y un gran gasto 
económico en material fungible. El empleo de Southern Blots para la identificación de 
colonias, requiere del uso de reactivos radioactivos. Además, se requiere de casi dos 
meses para analizar una variante y, en base a nuestra experiencia, no es aconsejable 
testar más de 5 variantes simultáneamente. Por todo lo expuesto es inviable su uso en 
laboratorios de diagnóstico rutinario y es por eso que se están desarrollando métodos de 
cribado más coste-efectivos, como, por ejemplo, el desarrollado por Bouwman et al, 2013 
para BRCA1 que permite testar variantes de una forma rápida y robusta. Este ensayo, 
basado en la recombinación dirigida de BRCA1 completo, transfectado mediante un 
pcDNA3, en células embrionarias de ratón, sortea las limitaciones temporales y técnicas 
asociadas a la generación y análisis de variantes haciendo uso de BAC, mientras que 
asegura unos niveles de expresión de BRCA1 igual a éstos440. No obstante, el ensayo 
basado en células-RE es, a día de hoy, una de las pocas opciones para testar variantes 
situadas en regiones intrónicas o reguladoras. Sin embargo,  se espera que el empleo de 
las nuevas tecnologías de ingeniería genética, como la basada en el sistema CRISP/Cas9 
(ref 236, 441),  que permiten generar las variantes endógenamente, mejorarán las 
características de este tipo de ensayos obteniéndose resultados más representativos y 
acortando tiempos y gastos, mejorando así su uso como herramienta de clasificación de 
VSD en estos genes. 
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Búsqueda de nuevos genes relacionados con el SCMOH 

El segundo gran objetivo de esta tesis doctoral se centró en la búsqueda de 
nuevos genes de predisposición al SMOH. Este objetivo se planteó como consecuencia de 
la clara necesidad de ahondar en el conocimiento de las causas genéticas de SMOH. Más 
del 50% de las familias de alto riesgo siguen sin causa genética conocida, son las 
denominadas familias BRCAX***57. En este sentido, se han desarrollado varias estrategias 
para la búsqueda de nuevo genes de predisposición a esta enfermedad†††.  En nuestro 
estudio, se plantearon dos aproximaciones independientes, la primera basada en el 
conocimiento previo de la susceptibilidad al CM en familias BRCAX y la segunda en la 
implementación de las nuevas técnicas de secuenciación masiva en la búsqueda de 
nuevos de genes de susceptibilidad.  

Primera Aproximación: Análisis mutacional de nuevos genes identificados en la 
vía de Anemia de Fanconi/BRCA en familias BRCAX 

La primera aproximación se fundamentó en el hecho de que todos los genes de 
predisposición al CM identificados tras la era de BRCA1/2, exceptuando aquellos que 
predisponen a otros síndromes raros con alta tasa de CM (TP53, PTEN, SKT11, CDH1), 
forman parte de una vía de reparación de DNA común a BRCA1/2, la vía de BRCA/FA 
(Introducción Apartado 4), o son interactores de éstos85, 111, 297-299, 358. Tales evidencias 
sugieren que los nuevos genes identificados en esta vía o en procesos comunes con los 
genes BRCA1/2, sean buenos candidatos para estar involucrados en la predisposición al 
CM. Durante el desarrollo de la presente tesis doctoral se habían identificado dos nuevos 
genes pertenecientes a la vía FA/BRCA, ERCC4 y SLX4 (ref 442-444).  Estos dos genes 
interaccionan entre ellos, siendo SLX4 regulador de la actividad de ERCC4 (ref 445). 
Siguiendo la hipótesis planteada se decidió evaluar la posible relación de esto genes en el 
SCMOH, SLX4 dentro de un proyecto propio y ERCC4 formando parte de un proyecto 
colaborativo446, 447.  

El gen SLX4 (FANCP), codifica para una proteína que funciona como de andamio 
para otras proteínas reparadoras que está involucrada en la reactivación de las horquillas 
de replicación después de la reparación del daño al DNA443, 448, 449. Mutaciones bilalélicas 
en este gen fueron identificadas como un nuevo subtipo de Anemia de Fanconi, 
denominado tipo P442, 443. En nuestro estudio, se secuenció la región codificante completa 
más las regiones intrónicas colindantes en 94 familias BRCAX. Se identificaron 49 

                                                           

*** Familias BRCAX entendidas como aquellas familias negativas para el test genético de BRCA1/2 y que cumplen los 
criterios establecidos por la Oncoguía de Cataluña para ser consideradas de alto riesgo  (Introducción Apartado 3) 
††† Una explicación detallada de la susceptibilidad al CM y la situación actual del los casos BRCAX se puede encontrar en el 
Apartado 10 de la introducción de esta tesis. 
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variantes, 21 nuevas y 28 reportadas en dbSNP. Estas variantes se dividían en 21 variantes 
del tipo missense, nueve de ellas reportadas por primer vez, 11 sinónimas y 17 
intrónicas446. El efecto de las variante intrónicas en el splicing fue evaluado utilizando 
varios programas de predicción in silico. Para ninguna de ellas se predijo un efecto sobre 
el splicing. Las variantes missense nuevas y una previamente reportada en dbSNP, que no 
disponía de datos de frecuencia poblacional, fueron genotipadas en un set de controles 
formado por DNA de 138 mujeres y 146 hombres. Tres de ellas fueron identificadas en el 
grupo control. De las 7 restantes, 5 fueron consideradas como deletéreas por el programa 
de predicción CONDEL450, que integra los scores de los programas SIFT167 y Polyphen 2169. 
El efecto funcional de estas variantes no pudo ser analizado. Por ello, ninguna de las 
mutaciones identificadas pudo ser asociada con una pérdida clara de la función del gen y, 
por tanto, nuestro estudio no pudo determinar la posible susceptibilidad al CM ligada a 
SLX4. Si bien, no se puede descartar que algunas de las mutaciones missense identificadas 
en este estudio tengan un efecto hipomórfico suficiente para causar la inestabilidad 
genómica, necesaria para el inicio de la tumorigénesis, como consecuencia de horquillas 
de replicación estancadas451, 452. La variante W783G, una de las variantes missense 
detectadas, afecta a un aminoácido muy conservado y la sustitución de W a G es 
potencialmente desfavorable453. Otra variante detectada, P1470L, está situada al lado de 
un sitio de fosforilación mitótico S1469, pudiendo afectar su fosforilación (ref454). Sin 
embargo, para determinar su efecto es necesario analizarlas a nivel funcional. SLX4 es una 
proteína multidominio que interacciona con múltiples exonuclesas que ejercen diferentes 
funciones en la célula. Hoy en día, se desconoce con exactitud cuáles de estas 
interacciones o funciones de SLX4 están involucradas en la supresión tumoral. Sin 
embargo, es conocido que células deficientes en SLX4 expresan topoisomerasa I y son 
hipersensibles a agentes genotóxicos que causan entrecruzamientos de doble cadena 
(ICL) así como a inhibidores de PARP442, 443, 455. Estudios posteriores al nuestro han 
evaluado funcionalmente el efecto de varias missense a estos tres niveles. Ninguna de 
estas variantes ha mostrado sensibilidad a estas drogas o han expresado topoisomerasa 
I455, 456. Varias de estas variantes afectaban a sitios potencialmente críticos, como la 
región de interacción con ERCC4 esencial para la reactivación de las horquillas de 
replicación, o el dominio BTB, en el que fueron identificadas variantes en 4 familias de 
Anemia de Fanconi asociadas este gen442, 443. Varios estudios han analizado SLX4 en 
familias BRCAX, sumando un total de 2625 familias. Estos estudios han detectado 
numerosas variantes missense raras. Sin embargo, únicamente se identificaron 3 
variantes de pérdida de función de la proteína asociadas a la generación de un CTP 
(c.2496G>A, c.2013+2T>A, c.4549G>T), sugiriendo que aunque SLX4 sea un gen de 
predisposión al CM, la prevalencia de mutaciones de este tipo en los casos BRCAX será 
muy baja (0,038%)446, 448, 455-460.  El análisis conjunto de estos datos sugiere que 
mutaciones patogénicas en SLX4 podrían dar un incremento del riesgo al CM de hasta el 
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doble que el estimado para la población general459. No obstante, recientemente, Kurian 
et al. incluyeron este gen en un panel constituido por 42 genes de predisposición al CM y 
testaron 140 pacientes BRCAX. Dos nuevas mutaciones de pérdida de función en SLX4 
fueron identificadas (c.5233_5234delGC, c.5229insG), mostrando una prevalencia del 
1,14% en este estudio. Es interesante destacar que en este estudio el número de VSD 
identificadas en SLX4 fue bastante alta en en comparación con el resto de genes incluídos 
en el panel (21 VSD identificadas en SLX4 respecto a una media de VSD por gen de 8). Los 
datos clínicos reportados para los tumores asociados a las cinco mutaciones claramente 
patogénicas identificadas en SLX4 se recogen en la Tabla 1.  

Tabla 1. Datos clínicos y histopatológicos de los tumores asociados a mutaciones patogénicas en SLX4 

 

 

 

 

 

 
Los pocos datos patológicos reportados sobre los tumores asociados a estas 

mutaciones no permiten establecer un perfil histopatológico definido asociado a ellas. 
Aún así, parece que están ligadas a un fenotipo HER2-. Además, la concurrencia de varios 
tipos de cáncer en las familias afectadas, sugiere que mutaciones en SLX4 podrían 
predisponer a varios tipos de cáncer, similar a lo que ocurre con otros genes como 
BRCA1/2 o POLE384, 385, 461, 462. Por otra parte, no se identificó LOH en el tumor asociado a 
la mutación c.2013+2T>A y se identificó la pérdida del alelo mutante para la mutación 
c.2496G>A455, 456. Lo que sugiere que la inactivación de SLX4 en tumor puede ser debida a  
otros mecanismos como, por ejemplo, mecanismos epigenéticos, etc.455 No obstante, el 
estudio de LOH en tumor no es suficiente para determinar la predisposición al CM, ya que 
varios estudios de LOH realizados para mutaciones en otros genes de predisposición al 
CM han encontrado resultados similares a estos463-465.  

Con todo esto, la contribución de SLX4 al CM hereditario parece estar limitada a 
unos pocos casos. No obstante, como ha quedado demostrado en el estudio realizado por 
Kurian et. al 2015, SLX4 es un buen candidato para ser incorporado en los paneles 
genéticos de susceptibilidad al SCMOH. De todas formas, puede que el papel de este gen 
en la susceptibilidad al SCMOH esté infraestimado, tanto en los estudios de genotipado 
descritos como en el estudio realizado por Kurian et. al, se han identificado un gran 
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número de VSD missense. Si bien, el estudio funcional de varias de ellas ha demostrado 
no tener efecto en la función de la proteína, será necesario testar un número mayor de 
estas variantes para determinar su contribución real al SCMOH. Por otra parte, los datos 
clínicos aportados hasta ahora sugieren que podría estar asociado a perfiles histológicos 
específicos (Her2 +) o podría contribuir a la predisposición a otros tipos de cáncer. La 
identificación de más mutaciones patogénicas correctamente anotadas, podría aportar 
más evidencias a favor de esta hipótesis. A partir de ahí, se podrían definir nuevos grupos 
de cribado acotados a estas características para determinar una posible susceptibilidad 
específica asociada a este gen. 

El otro gen de la vía analizado fue ERCC4 (FANCQ; XPF) codifica para una 
endonucleasa que, mediante la formación de un heterodímero con ERCC1, está 
involucrada en la reparación del DNA por escisión de nucleótidos (NER) y en la reparación 
de los ICL466. Mutaciones bialélicas en este gen causan Xeroderma Pigmetosum  y 
progeria467, 468. Más recientemente, también se identificaron mutaciones bialélicas en 
ERCC4 asociadas a un nuevo subtipo de FA, el subtipo Q444. Además, ciertos SNP comunes 
en este gen habían sido asociados con un aumento de riesgo al CM. Si bien, estos 
estudios son poco consistente y los SNP de riesgo identificados están principalmente 
ligados a ciertas poblaciones asiáticas o han sido identificados en poblaciones definidas 
por otros factores de riesgo469-474. En base a las evidencias previas, se decidió genotipar 
este gen en una serie de 1573 casos BRCAX y 853 controles sanos sin historia familiar de 
cáncer, para determinar su posible asociación con el CM familiar447. Es estudio fué un 
estudio de colaboración estatal dirigido por el grupo de los doctores Ana Osorio y Javier 
Benítez (Grupo de Genética Humana de Centro de Investigación de Genética Oncológica, 
CNIO). Nuestro grupo contribuyó con la secuenciación de ERCC4 en 96 casos BRCAX, los 
mismos que habían sido utilizados para el gen SLX4 (ref 446). En el cribado realizado por 
nuestro grupo, se identificaron tres mutaciones missense nuevas (p.M12V, p.S786F) y 7 ya 
reportadas en dbSNP, entre ellas, únicamente 2 con MAF<0,001 o sin frecuencia 
poblacional descrita (p.S521R, p.I706Thr). Destacar que la mutación p.S786F, que había 
sido reportada pero sin datos de frecuencia poblacional, apareció 3 veces en nuestros 
casos. Estas cuatro variantes fueron consideradas patogénicas por el programa de 
predicción CONDEL450. Además, nuestro estudio detectó 6 variantes sinónimas, dos de 
ellas nuevas, y 11 intrónicas, cuatro de ellas nuevas. Ninguna de las variantes 
identificadas por nuestro grupo mostró tener un efecto sobre el splicing, en base a los 
resultados de los programas de predicción in silico utilizados. La variante p.S786F no fue 
identificada en controles y fue considerada para futuros estudios funcionales. 

En total, en todo el estudio, este gen fue estudiado en 1573 casos y 854 controles 
de población española. Fueron identificadas 5 variantes únicas en casos (1 frameshift y 4 
missense) y 4 variantes únicas en controles (2 frameshift y 2 missense). Las variantes 
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frameshift identificadas tanto en los casos como en controles, se consideraron como 
supuestamente deletéreas por crear un codón prematuro de terminación que afectaba a 
dominios funcionales de conocida importancia445, 475. Las variantes missense se analizaron 
mediante CONDEL, considerándose supuestamente deletéreas dos de las identificadas en 
los casos (p.R150C y p.S786F, esta última identificad por nuestro grupo) y una identificada 
en controles (p.R689S), que había sido previamente identificada en casos de FA y causaba 
pérdida de la actividad NER y de reparación de ICL444.  Estás tres variantes missense 
fueron analizadas funcionalmente para determinar su efecto en los citados procesos de 
reparación. Los resultados funcionales mostraron que R689S, R786S tenían un  fenotipo 
asociado a la FA, alterando específicamente la reparación de ICL. La variante R150C no 
tuvo ningún impacto sobre la actividad NER y un efecto leve sobre la actividad reparadora 
de ICL. En vista a estos resultados se concluyó que la frecuencia de mutaciones 
patogénicas en heterocigosis en población española no difiere entre los pacientes de CM 
y CO familiares y controles sanos en este gen (0,3%, p-valor=0,251), lo que sugiere que 
mutaciones monoalélicas en ERCC4 no están vinculados a la susceptibilidad al cáncer en 
población general. Por otra parte, la prevalencia de portadores de mutaciones 
monoalélicas en ERCC4 (uno en 288) es similar a la reportada para FANCA. Sin embargo, 
hay aproximadamente 100 veces más de casos de FA-A que que de FA-Q, lo que sugiere 
que más del 90% de mutaciones bialélicos en ERCC4 son letales a nivel embriónario. 

Un único estudio posterior al nuestro fue realizado en el mismo sentido. En dicho 
estudio genotiparon ERCC4 en 75 casos de población Alemana y Bielorrusa476. En este 
estudio no fue identificada ninguna mutación de pérdida de función y se concluyó que 
ERCC4, en caso de que contribuya al CM familiar en población europea, tendrá un papel 
menor, en concordancia con nuestros resultados. En este estudio, también se estudio el 
riesgo asociado al polimorfismo p.R415G, uno polimorfismo común que había sido 
asociado en estudio anteriores a un incremento de riesgo bajo en población europea469, 

473. En su estudio, p.R415G no mostró estar asociado a un incremento de riesgo. Aunque 
está presente en población española, este polimorfismo no fue identificado en nuestro 
estudio. Esta observación, refuerza la hipótesis de que la contribución de este gen al 
SCMOH, si la hay, es mínima, al menos en población Caucásica. 

En líneas generales, aunque nuestros resultados no han sido concluyentes en la 
definición de ERCC4 y SLX4 como nuevos genes de predisposición al SCMOH, los estudios 
posteriores realizados para SLX4 indican que la estrategia seguida en nuestro estudio para 
la identificación de nuevos genes de susceptibilidad es una estrategia válida. Si bien, 
nuestro resultados pueden ser consecuencia de la cada vez más plausible hipótesis de 
que un gran número de familias BRCAX podrían estar asociadas a un modelo de herencia 
poligénico307, 477, lo que puede dificultar la identificación de genes de predisposición 
utilizando estrategias de este tipo. 
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Segunda Aproximación: Búsqueda de nuevos genes de predisposición al SCMOH 
mediante secuenciación de exomas en familias BRCAX. 

La segunda aproximación utilizada para identificar nuevos genes de 
predisposición al SCMOH se fundamentó en la secuenciación de exomas completos de 
pacientes pertenecientes a familias BRCAX. El proyecto se diseñó con la finalidad de 
identificar genes de predisposición dominantes y de alta penetrancia. Un esquema 
detallado de la metodología seguida para la selección de genes candidatos se puede ver 
en la Figura 2 del Apartado de Resultados correspondiente. En resumen, se seleccionaron 
12 familias con los siguientes criterios. 

- Alta agregación familiar, considerando 2-3 generaciones, mostrando un 
aparente patrón de herencia autosómico dominante. 

- Disponibilidad de DNA de, al menos, 3 afectos.  

- Casos de bilateralidad o disponibilidad de de DNA de afectos en ramas 
distantes de la familia. 

Se secuenciaron los exomas de 3-5 pacientes de cada familia. Las variantes 
obtenidas fueron filtradas mediante un algoritmo bioinformático diseñado acorde a 
nuestra hipótesis. Se seleccionaron las variantes en heterocigosis comunes a todos los 
pacientes de una misma familia que se presumía que podían afectar la función de la 
proteína. La priorización de las variantes identificadas siguió los siguientes criterios: 

1. Variantes raras (MAF<0,001%) presentes en todos los pacientes de una misma 
familia. 

2. Variantes claramente patogénicas con los estándares de clasificación 

canónicos, es decir variantes del tipo: STOP (st), splice site 1,2 (sp) o frameshift (fs), 
independientemente del gen afectado. Las variantes de este tipo seleccionadas se 
encontraban en los siguientes genes: ARHGEF38 (sp), KIR3DL3 (st), MUTYH (fs), PIPOX (fs), 
POLE (fs), ST6GALNAC2 (sp). 

3. Variantes del tipo Missense o indels in frame  que afectaban a genes con 
funciones relacionadas con el desarrollo del cáncer (reparación del DNA, regulación ciclo 
celular, migración y diferenciación celular). Las variantes de este tipo seleccionadas se 
encontraban en los siguientes genes: ACTR8, BEX2, DVL1, DVL2, FGFR2, MCM2, MCM7, 
PHF20L1, PRDM2, SEPT9, TET1 y, ZFHX3. 
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4. Missense o indels in frame  identificadas en genes mutados en más de una 
familia, independientemente de la función del gen afectado. Los genes seleccionados 
atendiendo a este criterio fueron GRM6 y ZSWIM6. 

Actualmente, los 20 genes seleccionados están siendo validados en un conjunto de 
1384 pacientes BRCAX independientes. Entre los genes seleccionados, POLE destaca 
como firme candidato. La identificación de una mutación frameshift en este gen que 
conduce a la generación de un CTP, junto con su relación con la susceptibilidad a otros 
tipos de cáncer así lo indican. Otros genes candidatos, bien por su función o por portar 
una mutación truncante también son buenos candidatos para ser genes de predisposición 
al SCMOH. Sin embargo, la contribución de los mismos a este síndrome no puede ser 
determinada únicamente a partir de los datos obtenidos. Se espera que la validación 
SMIPS que se está realizando actualmente aporte mayores evidencias sobre la posible 
contribución de todos estos genes al SCMOH. No obstante, para determinar de forma 
inequívoca su relación con este síndrome, se requerirá de una validación funcional, 
especialmente en aquellos genes con funciones menos conocidas. Por otra parte, en 
algunas de las familias analizadas no se ha identificado ningún gen candidato con los 
criterios utilizados en este estudio, por lo que está previsto un reanálisis de los mismos 
teniendo en cuenta otras aproximaciones como la posibilidad de fenocopias, otros 
modelos de herencia mendeliana o análisis poligénicos (ver más detalle de este aspecto 
en el apartado de Discusión del Capítulo 4 de resultados). 

Al igual que en nuestros estudio, estudios previos que han seguido estrategias 
similares a la nuestra, han podido identificar nuevos genes de predisposción al SCMOH 
(BLM, FANCC, REQCL o XRCC2)330-332, 335, 478-481. Este hecho refleja las ventajas que aporta la 
secuenciación de exomas frente a otras técnicas como el análisis de ligamiento o de 
asociación que no han dado un rendimiento demasiado alto en el pasado. En el contexto 
actual, con la aparición de paneles de NGS que contienen un gran número de genes 
asociados a predisposición al cáncer, se podrá dilucidar el papel de alguno de estos en el 
desarrollo del SCMOH (como POLE, entre otros). El uso de estos paneles se está 
conviertiendo en una práctica habitual en el diagnóstico genético gracias al avance de las 
nuevas tecnologías de secuenciación y a la gran mejoría en los métodos bionformáticos 
de análisis y filtraje de datos, que han hecho de ellos una herramienta técnicamente 
factible, al mismo tiempo que coste/efectiva para el diagnóstico clínico128, 322, 482. Estudios 
recientes, como el de Walsh et. al, 2010, donde se  evaluó un panel de 21 genes de 
susceptibilidad al CM, o el de Kurian et. al, donde se testó un panel de 42 genes 
demuestran firmemente las ventajas del uso de estas técnicas en el diagnóstico 
genético128, 320. De hecho, algunos laboratorios, como Myriad con su panel MyRisk o 
Ambry Genetics con sus paneles asociados a diferentes tipos tumorales, ya los están 
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utilizando de forma rutiniaria en el diagnóstico clínico. La inclusión de nuevos genes de 
predisposicíon en estos paneles ayudará a aumentar el conocimiento en este campo. 

Al igual que en nuestros estudio, estudios previos que han seguido estrategias 
similares a la nuestra, han podido identificar nuevos genes de predisposición al SCMOH 
(BLM, FANCC, REQCL o XRCC2)330-332, 335, 478-481. Este hecho refleja las ventajas que aporta la 
secuenciación de exomas frente a otras técnicas como el análisis de ligamiento o de 
asociación que no han dado un rendimiento demasiado alto en el pasado. En el contexto 
actual, con la aparición de paneles de NGS que contienen un gran número de genes 
asociados a predisposición al cáncer, se podrá dilucidar el papel de alguno de estos en el 
desarrollo del SCMOH (como POLE, entre otros). El uso de estos paneles se está 
convirtiendo en una práctica habitual en el diagnóstico genético gracias al avance de las 
nuevas tecnologías de secuenciación y a la gran mejoría en los métodos bionformáticos 
de análisis y filtraje de datos, que han hecho de ellos una herramienta técnicamente 
factible, al mismo tiempo que coste/efectiva para el diagnóstico clínico128, 322, 482. Estudios 
recientes, como el de Walsh et. al, 2010, donde se  evaluó un panel de 21 genes de 
susceptibilidad al CM, o el de Kurian et. al, donde se testó un panel de 42 genes 
demuestran firmemente las ventajas del uso de estas técnicas en el diagnóstico 
genético128, 320. De hecho, algunos laboratorios, como Myriad con su panel MyRisk o 
Ambry Genetics con sus paneles asociados a diferentes tipos tumorales, ya los están 
utilizando de forma rutinaria en el diagnóstico clínico. La inclusión de nuevos genes de 
predisposición en estos paneles ayudará a aumentar el conocimiento en este campo. 

Aunque es muy probable la existencia de nuevos genes de predisposición que sigan 
un modelo de herencia autosómico dominante, los resultados de los estudios de 
ligamiento realizados hasta ahora indican que éstos explicarán muy pocas familias por si 
solos. En este sentido se espera que estudios futuros confirmen a algunos de los 
candidatos aquí presentados como nuevos genes de este grupo. No obstante, tanto 
nuestro estudio como estudios previos basados en la secuenciación de exomas, reflejan la 
gran heterogeneidad genética que parece estar asociada a las familias BRCAX y no se 
puede descartar que algunos de los genes identificados en nuestro trabajo se ajusten a 
otros patrones de herencia no contempladas en nuestro estudio piloto310, 334, 481. Esto 
implica que probablemente se deban considerar nuevas estrategias cuando se diseñen 
estudios para la identificación de nuevos genes. Por ejemplo, se deberán considerar 
modelos de herencia recesivos, o asociados a oncogenes, se deberán definir grupos de 
estudio específicos basado en perfiles de expresión o histopatológicos para aumentar el 
poder de identificación unificando el tipo de paciente/familia311, 330, 483-485-486-488. Otra 
alternativa, a más largo plazo, con el abaratamiento de los costes y la mayor capacidad de 
análisis e interpretación de datos, será la secuenciación de genomas enteros, que nos 
permitirá la identificación de variantes en zonas no investigadas en la secuenciación de 
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exomas. Algunas pacientes/familias se explicarán siguiendo modelos poligénicos, en este 
escenario, la secuenciación de un gran número de exomas y la creación de bases de datos 
con información de grandes cohortes será crucial. Por último, será necesario el estudio 
funcional de los nuevos genes involucrados, tanto por separado como en conjunto, para 
una correcta interpretación del papel de cadauno y de las vías de interacción entre ellos. 
Así, las técnicas de ingeniería genética, como las basadas en el sistema CRISPR/Cas9, que 
permiten la generación simultanea de varias mutaciones de forma endógena, serán de 
gran utilidad en estos estudios489, 490. Es de esperar que la identificación de estos genes y 
sus interacciones causales, permitirá estratificar mejor el riesgo, incluso dentro de una 
misma familia, aumentando el poder predictivo de los actuales paneles genéticos322, 491, 

492. 

Como resumen de este capítulo de resultados, en este estudio se han identificado 
varios genes candidatos de predisposición al SMCOH. El conocimiento actual de estos 
genes nos permite sugerir que POLE podría ser un buen candidato para la familia 
portadora de la mutación, tanto por el tipo de mutación identificada (truncante), como 
por la función del gen (relacionado con cáncer hereditario) más los datos de segregación 
familiar obtenidos. En el caso de que estos resultados se demuestren, nuestros hallazgos 
podrán ser utilizados a nivel clínico para el seguimiento y monitorización de los miembros 
portadores de esta familia. Además, si se confirma la presencia de mutaciones en este 
gen en el estudio SMIPS que se está realizando actualmente, POLE podría ser un buen 
candidato para ser introducido en los paneles de genes utilizados actualmente en 
diagnóstico genético de este síndrome. Por otra parte, la identificación de otros posibles 
candidatos potenciales y la consideración de diferentes modelos de herencia es una 
aproximación interesante para mejorar la comprensión de las bases genéticas de las 
familias BRCAX. Ensayos funcionales, poblacionales y de segregación familiar serán 
necesarios para determinar el papel de cada uno de estos candidatos, por si solos o 
interaccionando entre ellos, en la predisposición al SCMOH. 
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SUMARIO 

La presente tesis se planteó con el objetivo de mejorar el diagnóstico y el consejo 
genético de pacientes con sospecha de SCMOH. Para ello, se abordaron dos de las 
principales problemáticas en el diagnóstico genético de estos pacientes: la clasificación 
clínica de VSD identificadas en los BRCA1/2 y la identificación de las causas genéticas 
asociadas a la predisposición en las familias BRCAX. 

Para el estudio de las VSD en los genes BRCA1/2, se propusieron diferentes 
aproximaciones metodológicas, algunas ya utilizadas en nuestro laboratorio (estudios de 
RNA) y otras nuevas pero ya validadas en la literatura, como el ensayo TA y el ensayo 
funcional basado en células-RE. En este sentido,  mientras que el ensayo de de TA ha 
demostrado ser un ensayo óptimo para el uso clínico por su gran valor predictivo y su 
facilidad técnica; una serie de limitaciones económicas, técnicas y temporales asociadas al 
ensayo basado en células-RE hacen que éste quede relegado un uso más científico-
investigacional. Es importante destacar que este método tiene la ventaja de poder ser 
utilizado específicamente para analizar variantes intrónicas y en regiones reguladoras, lo 
que es de gran valor en un contexto en el que se espera que hay un aumento en el 
número de este tipo de variantes debido a la implantación de las técnicas de 
secuenciación masiva en el diagnóstico clínico. Por otra parte, una de las técnicas 
comúnmente utilizada en nuestro laboratorio para la clasificación de VSD, los análisis de 
RNA, fue validada con éxito mediante la participación en el Proyecto de Control de 
Calidad dirigido por el consorcio ENIGMA. Esto nos permite asegurar la calidad de 
nuestros resultados en este tipo de ensayos. Por tanto, como resultado conjunto de este 
trabajo, se ha conseguido mejorar las prestaciones de nuestro laboratorio para clasificar 
VSD en los genes BRCA1/2. En un contexto en el que la rareza de las VSD dificulta su 
clasificación mediante otro tipo de modelos, la implantación de estas técnicas en un 
laboratorio  de diagnóstico tiene una importante relevancia clínica, lo que le da un gran 
valor al trabajo realizado en esta tesis. 

Utilizando las tres técnicas anteriormente citadas, se analizaron 40 VSD 
identificadas en nuestro centro.  En total, 9 de ellas pudieron ser asociadas con el 
desarrollo del cáncer y fueron clasificadas como probablemente patogénicas. La 
clasificación de estas variantes como probablemente patogénicas facilita el manejo clínico 
de los pacientes de estas familias y alivia el estrés ligado a la incerteza de la VSD en los 
portadores y familiares. Otras cinco variantes, respondieron a un fenotipo hipomórfico y 
fueron asociadas a un riesgo bajo/moderado a sufrir el SCMOH. Si bien, la identificación 
de variante hipomórficas no tiene cabida si las evidencias funcionales no van 
acompañadas de evidencias adicionales genéticas, histopatológicas y/o epidemiológicas. 
Es lógico pensar que, el creciente uso de ensayos funcionales para analizar VSD 
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identificará un mayor número de variantes de este tipo. Por tanto, como se ha dicho 
anteriormente, nuestros esfuerzos futuros deberían ir dirigidos al desarrollo de modelos 
multifactoriales que integren los resultados funcionales y puedan ser utilizados para 
interpretar fenotipos hipomórficos. Con ello, a su vez, se conseguirá clasificar variantes de 
una forma más robusta y rápida. No obstante, los modelos actuales deberán ser validados 
para su uso en la clasificación de variantes hipomórficas. 

Por otra parte, en esta tesis se han un utilizado una serie de programas de 
predicción in silico tanto a nivel de splicing como a nivel funcional. Los programas de 
predicción in silico de splicing han mostrado ser consistentes en la identificación de los 
sitios de splicing consenso, lo que hace de ellos una buena herramienta para priorizar 
variantes cuando no todas ellas puedan ser analizadas mediante ensayos de RNA. Estos 
programas han mostrado mayores limitaciones en la identificación de secuencias 
reguladoras funcionales. Por otra parte, los diferentes programas de predicción in silico 
de cambios de aminoácido en la proteína mostraron discrepancias para la mayoría de las 
variantes analizadas. Estas discrepancias apoyan la necesidad de utilizar ensayos 
funcionales en el proceso de clasificación de VSD. Además, nuestros resultados sugieren 
la necesidad de una mayor validación de estos programas, tanto los de splicing como los 
de proteína, en un contexto en el que algunos de ellos están siendo integrados 
actualmente en los citados modelos multifactoriales o se espera sean integrados en un 
futuro cercano. En este sentido, nuestros resultados pueden ayudar a la validación de los 
citados programas. 

La segunda parte de este proyecto se centró en mejorar el conocimiento de las 
bases genéticas de predisposición asociadas a las familias BRCAX. Para ello, se propuso 
identificar nuevos genes de predisposición al SCMOH. Con este fin, por una parte, se 
secuenciaron genes candidatos en familias BRCAX y por otra se secuenciaron exomas 
completos de pacientes pertenecientes a familias BRCAX en base a un patrón de herencia 
autosómico dominante. El cribado mutacional en familias BRCAX de los genes de anemia 
de fanconi, SLX4 y ERCC4, identificó una serie de variantes missense que podrían causar 
un impacto funcional. No obstante, el estudio funcional de estas variantes es necesario 
para demostrar la asociación de esto genes con el SCMOH. Si bien, una serie de estudios 
posteriores al nuestro demostraron una contribución pequeña de SLX4 al SCMOH. 
Además, uno de estos estudios, mostró que su inclusión en los paneles de genes 
utilizados para el diagnóstico genético de pacientes de este síndrome podría ser 
beneficiosa. En cambio, estudios posteriores indican que ERCC4 no parece estar asociado 
al SCMOH, al menos en población Caucásica. El cribado de mutaciones de este gen en 
tamaños muéstrales más grandes es necesario para la correcta estimación de su 
asociación al SCMOH. 
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Por otra parte, la secuenciación de exomas de pacientes pertenecientes a familias 
BRCAX ha identificado 20 genes candidatos de predisposición al SCMOH. El conocimiento 
actual de los genes candidatos permite sugerir a POLE como un buen candidato para la 
familia en la que ha sido identificada la mutación en este gen. Se espera, que el análisis de 
este gen en una serie amplia de familias, como se está haciendo actualmente, certifique 
su relación con el SCMOH. El resto de candidatos, bien por su función o por el tipo de 
mutación identificada, también pueden considerarse buenos candidatos. No obstante, en 
estos casos se necesitará de más validaciones funcionales y genéticas para determinar su 
contribución al SCMOH. Si bien, al igual que POLE, se espera que el estudio de estos genes 
en nuestras familias BRCAX, aporte evidencias que permitan determinar cuáles de ellos se 
postulan como candidatos reales. En su conjunto, nuestros resultados demuestran que el 
uso de las nuevas técnicas de secuenciación masiva para la identificación de nuevos genes 
de predisposición autosómicos dominantes al SCMOH es una buena estrategia. Los 
resultados obtenidos por nuestro estudio, junto con otros estudios previos sugieren que 
plantear nuevas aproximaciones de búsqueda (modelos recesivos, oncogenes, modelos 
poligénicos), puede ser beneficioso para la identificación de nuevos genes. Nuestros 
resultados contribuyen a un mayor conocimiento de la susceptibilidad asociada a los 
casos BRCAX y aportan nuevas evidencias sobre la heterogeneidad genética asociada en 
dicha susceptibilidad. En este sentido, nuestros resultados pueden servir como punto de 
partida para la identificación de nuevos genes o nuevas interacciones genéticas ligadas a 
la susceptibilidad al SCMOH, que permitan individualizar el riesgo asociado a cada caso. 
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- La metodología utilizada en nuestro laboratorio para analizar VSD a nivel 
transcripcional ha podido ser validada con éxito mediante la participación en el 
Proyecto de Control de Calidad dirigido por el consorcio ENIGMA. 

- El uso de la citada metodología para el análisis de 28 VSD localizadas en los genes 
BRCA1/2 identificó un splicing aberrante en seis de estas variantes demostrando 
su asociación con el SCMOH. 

- El ensayo de activación transcripcional (TA) combinado con el modelaje 
estructural de las variantes Y1703S, W1718L y G1770V, ubicadas en el dominio 
BRCT de BRCA1, indica que estas variantes pueden ser clasificada como 
mutaciones probablemente patogénicas. Esta clasificación es de gran relevancia 
para el manejo clínico de los pacientes de estas familias. 

- La mutación G1770V fue posteriormente identificada como la primera mutación 
fundadora en población de origen Marroquí. 

- El ensayo funcional basado en células embrionarias de ratón sugiere que las 
variantes T200I, K331I, K1434I, V1532R y G2645G en BRCA2, producen un 
fenotipo hipomórfico y podrían estar asociadas al SCMOH con un riesgo 
moderado/bajo. 

- Nuestros estudios evidencian que los resultados de análisis funcionales han de ser 
integrados en modelos multifactoriales de clasificación de variantes. De este 
modo se obtendrán clasificaciones robustas que podrán ser utilizadas y 
trasladadas al manejo clínico individualizo de acuerdo con el riesgo personal de 
cada paciente. 

- El cribado mutacional de SLX4 en una serie de pacientes BRCAX de nuestro centro 
identificó 21 variantes del tipo missense, 9 de ellas nunca antes reportadas y no 
identificadas en una serie de 284 controles. Si bien, estudios funcionales de estas 
variantes son necesarios para demostrar su asociación al SCMOH, estudios 
posteriores de otros grupos de investigación han identificado variantes de 
pérdida de función en este gen en pacientes con SCMOH. 

- El cribado mutacional de ERCC4 en la misma serie de pacientes BRCAX, identificó 
10 mutaciones missense, dos de ellas nunca antes reportadas. El estudio de 
ERCC4 en 1573 casos y 854 controles de población española evidenció que este 
gen no contribuye de forma relevante al SCMOH en nuestra población. 

- La secuenciación de exomas de pacientes pertenecientes a familias BRCAX 
seleccionadas en base a un patrón de herencia autosómico dominante con alta 
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agregación familiar ha identificado 20 genes candidatos de predisposición al 
SCMOH. 

- El conocimiento actual de los genes candidatos permite sugerir que la mutación 
identificada en POLE podría ser la responsable del SCMOH en los pacientes de 
esta familia. Para el resto de candidatos, considerados también buenos 
candidatos, bien por su función o por el tipo de mutación identificada, se 
necesitan más datos poblacionales, familiares y funcionales para determinar su 
papel en el SCMOH de las familias estudiadas. 

- Nuestros hallazgos sugieren que el considerar nuevas aproximaciones de análisis 
de los resultados (modelos recesivos, introducción de fenocopias, etc.), podría 
identificar nuevos genes de predisposición al SCMOH que han pasado 
inadvertidos con los criterios de análisis utilizados en la presente tesis doctoral. 

- Como resumen final consideramos que el presente trabajo, en su conjunto, 
contribuye a la mejora del diagnóstico y consejo genético del SCMOH gracias a la 
clasificación clínica de variantes VSD en los genes BRCA1/2 así como a la 
identificación de nuevos genes candidatos para el SCMOH. 
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Artículo ANEXO:“Assessing the RNA effect of 26 DNA variants in the BRCA1 and BRCA2 
genes.” 

Menéndez M, Castellsagué J, Mirete M, Pros E, Feliubadaló L, Osorio A, Calaf M, 
Tornero E, Del Valle J, Fernández-Rodríguez J, Quiles F, Salinas M, Velasco A, Teulé A, 
Brunet J, Blanco I, Capellá G, Lázaro C.  
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Impact Factor (2012): 4.859 

Contribución del doctorando: Al inicio de su tesis, el doctorando estuvo ayudando en 
este proyecto, a modo de entrenamiento, para aprender la metodología utilizada en 
nuestro laboratorio en el análisis de VSD a nivel de RNA. Para ello, estuvo trabajando 
bajo la supervisión de la Dra. Mireia Menendez en el análisis de algunas de las variantes 
estudiadas. También estuvo aprendiendo el uso de los programas de predicción in silico 
de splicing así como de los programas de análisis de secuencias. 
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Abstract Comprehensive genetic testing of the breast

cancer susceptibility genes BRCA1 and BRCA2 identified

approximately 16% of variants of unknown significance

(VUS), a significant proportion of which could affect the

correct splicing of the genes. Our aim is to establish a

workflow for classifying VUS in these complex genes, the

first stage of which is splicing analysis. We used a com-

bined approach consisting of five in silico splicing pre-

diction programs and RT-PCR analysis for a set of 26

variants not previously studied at the mRNA level and six

variants that had already been studied, four of which were

used as positive controls as they were found to affect the

splicing of these genes and the other two were used as

negative controls. We identified a splicing defect in 8 of the

26 newly studied variants and ruled out splicing alteration

in the remaining 18 variants. The results for the four

positive and the two negative control variants were con-

sistent with results presented in the literature. Our results

strongly suggest that the combination of RNA analysis and

in silico programs is an important step towards the classi-

fication of VUS. The results revealed a very high correla-

tion between experimental data and in silico programs

when using tools for predicting acceptor/donor sites but a

lower correlation in the case of tools for identifying ESE

elements.

Keywords BRCA � HBOCS � VUS � Splicing mutation �
In silico prediction

Introduction

Breast cancer is the leading cause of cancer mortality and

morbidity among women. It is currently estimated that

5–10% of all breast cancers are hereditary and attributable to

mutations in highly penetrant susceptibility genes [1]. Germ-

line mutations in the human breast cancer susceptibility

genes BRCA1 (MIM#113705) and BRCA2 (MIM#600185)

are responsible for most hereditary breast and ovarian can-

cers [2]. Extensive analyses of BRCA1 and BRCA2 have

identified a large number of different disease-causing

mutations, polymorphisms and variants of unknown signif-

icance (VUS) [3, 4]. More than 3,000 different sequence

variants are currently listed in the Breast Cancer Information

Core database (BIC: http://research.nhgri.nih.gov/bic/).

Most of the reported disease-associated alleles of

BRCA1 and BRCA2 have been attributed to frameshift,

nonsense or splice site alterations leading to truncated

BRCA1 or BRCA2 proteins [5–7]. However, a large

number of variants routinely encountered in clinical and

research laboratories cannot be readily distinguished as
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either disease-associated mutations or benign polymor-

phisms. These variants include missense variants leading to

amino acid changes, variants located in intronic regions

and silent mutations [8–12]; they are usually referred to as

VUS and pose a real problem in genetic counseling. An

increasing number of recent studies have demonstrated the

effect of several variants on the correct splicing of the

BRCA1 and BRCA2 genes [13–19].

The aim of this study is to determine the putative

splicing effect of 26 DNA variants identified in BRCA1 and

BRCA2 genetic testing genes in Spanish hereditary breast–

ovarian cancer syndrome (HBOCS) families. Some of the

studied variants have previously been classified as patho-

genic mutations and some are thought to be VUS. We used

a combination of in silico prediction tools and analyses of

mRNA transcripts from lymphocyte cell cultures derived

from carriers of these DNA variants to ascertain their effect

on the mRNA splicing process and, if possible, their

pathogenicity.

Materials and methods

Patients

Since its creation in 1999, the Hereditary Cancer Program

at ICO (Institut Català d’Oncologia) has identified a set of

high-risk families with suspected HBOCS. Following the

Catalan Consensus OncoGuidelines (http://www.gencat.

net/salut/depsan/pdf/og0601esgrr_din4.pdf) on genetic test-

ing for this syndrome, the patients were tested for muta-

tions in the BRCA1 and BRCA2 genes (unpublished data),

after receiving appropriate genetic counseling and provid-

ing written informed consent (see more details in Supple-

mental Data). For this study, we selected a total of 26 DNA

variants (Table 1, Fig. 1) located in these two genes and

investigated their effect on the mRNA splicing process,

using an additional four DNA variants as positive controls

and two as negative controls. The variants were selected on

the basis of RNA availability for splicing studies; some have

previously been classified as pathogenic mutations, whereas

others are classified as VUS or described for the first time in

this study (see complete description in Table 1).

Mutation nomenclature

Human Genome Variation Society (HGVS) approved

guidelines (http://www.hgvs.org/mutnomen/) were used for

BRCA1 and BRCA2 nomenclature, although Breast Can-

cer Information Core (BIC; http://research.nhgri.nih.gov/

projects/bic/) nomenclature is also shown. Reference

sequences are detailed in the Supplemental Data. For

mutation nomenclature (except for BIC naming, Table 1),

nucleotide 1 is the A of the ATG-translation initiation

codon, in accordance with approved guidelines.

Cell cultures, RNA isolation and RT-PCR

Human lymphocytes from fresh and frozen samples were

used. To prevent potential degradation of unstable tran-

scripts by nonsense-mediated mRNA decay (NMD), cells

were treated with puromycin. To improve the detection and

interpretation of splicing aberrations, transcripts from car-

riers were compared with transcripts from control lym-

phocyte cultures. Total RNA was isolated using TRIzol

reagent. Technical details are provided in the Supplemental

Data.

Splicing prediction programs

Mutant and normal sequences were analyzed with several

bioinformatic tools to identify potential splicing mutations.

Disruption/creation of splice sites was evaluated with three

programs (Table 2): Splice Site Prediction by Neural

Network (SSPNN; http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.

html), NetGene2 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/

NetGene2/) and SoftBerry (http://linux1.softberry.com/berry.

phtml?topic=fsplice&group=programs&subgroup=gfind).

In the case of intronic mutations, predictions were not

considered informative when the wild-type splice donor or

acceptor site was not recognized (nr) by the program. For

some exonic variants, scores at both the donor and the

acceptor sites are shown (Table 2).

When the DNA variant was located in the coding region,

two programs were used to determine whether an alteration

of a putative exonic splicing enhancer (ESE) element could

be observed: ESEfinder (http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/

ESE3/esefinder.cgi?process=home) and RESCUE-ESE (http://

genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/).

Results

Description of selected DNA variants

A total of 32 DNA variants detected in our set of hereditary

breast and ovarian cancer patients were selected for this

study; 16 variants were located in BRCA1 and 16 in BRCA2

(Table 1; Fig. 1). Twenty of these variants had previously

been reported in the BIC database or in the literature,

whereas 12 are reported for the first time in this study. Prior

to our RNA analysis, 12 could be classified as pathogenic

mutations, whereas the rest were classified as VUS. Four

variants for which aberrant splicing had already been

described [20, 21] were included as positive controls

(BRCA1: c.211A[G, c.212?1G[A and c.213-12A[G;

980 Breast Cancer Res Treat (2012) 132:979–992
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BRCA2: c.1763A[G) and two variants with no effect on

splicing were included as negative controls (BRCA1: c.81-

14C[T; BRCA2: c.517-19C[T) [15, 18]. For the rest of the

variants (n = 26), RNA data were not available and their

effect at the transcriptional level was unknown. Of the 12

pathogenic mutations, 6 were located in the invariant GT

and AG intronic dinucleotides and 6 were located outside

this region, in either intronic or coding regions. We used a

combination of prediction tools and experimental RNA

analysis to determine the splicing effect of each variant

under study and to evaluate the usefulness of splicing

prediction programs and the validity of the predictions for

identifying disease-associated mutations.

Assessing splicing alterations by RT-PCR analysis

To assess the impact of each mutation on splicing, total

RNA was isolated from 32 independent patients and sev-

eral controls (cDNA primers provided in Supplemental

Data Table 1). About 12 of the 32 variants led to aberrantly

expressed transcripts: 7 in BRCA1 and 5 in BRCA2. The

remaining 20 variants had no apparent effect on mRNA

splicing (Table 1). Of the 12 variants that led to aberrant

transcripts, 6 affected the highly conserved donor (GT)

or acceptor (AG) dinucleotide splice sites (BRCA1:

c.212?1G[A, c.4357?1G[T, c.4357?1delG, c.4484?

1G[T and BRCA2: c.517-1G[A and c.8332-1G[A), four

were located in intronic sequences outside the invariant

dinucleotide sites (BRCA1: c.5074?3A[G and c.213-

12A[G, and BRCA2: c.8954-15T[G and c.8954-5A[G)

and two were exonic variants that created a cryptic donor

site. Although mutations located in the invariant dinucle-

otide sites were already classified as pathogenic mutations

because of their position, the RNA effect was only known

for the mutation c.212?1G[A [19]; the descriptions of the

other mutations are newly reported in this study. Aberrant

RNA splicing had already been described for the BRCA1

mutations c.211A[G and c.213-12A[G, and for the

BRCA2 variant c.1763A[G, which were used as internal

controls in our study [19–21].

mRNA sequence characterization of variants shown

to affect splicing

All aberrant transcripts described for the first time in this

study are described briefly in this section and represented

in the corresponding figures. As controls, we analyzed four

variants that were already known to alter correct splicing:

three (BRCA1: c.211A[G, c.212?1G[A and c.213-

12A[G) are reported in the BIC database as pathogenic

mutations [19–21] and the fourth (BRCA2 c.1763A[G)

has been described as a VUS [19]. Two variants with

no effect on splicing were included as negative controlsT
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b
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(BRCA1: c.81-14C[T; BRCA2: c.517-19C[T) [15, 18].

RNA analysis of the six variants is consistent with data

reported in the literature.

The BRCA1 c.4357?1G[T mutation is reported as a

pathogenic mutation in the BIC database and has been

described elsewhere [22], but its effect on the mRNA

splicing process has not been assessed. RT-PCR analysis of

RNA showed that exon 13 (172 bp) was deleted

(r.4186_4357del). This mutant transcript was not observed

in controls. The alteration is predicted to lead to a truncated

protein (p.Arg1397TyrfsX2) (Fig. 2a). In addition, the

cDNA assay identified an alternatively spliced BRCA1

transcript in the mutation carrier and in all of the controls

studied; this alternative transcript consists of the deletion of

the first three bases of exon 14 (r.4358_4360del), leading to

an in-frame deletion of the amino acid alanine at codon

1,453 (p.Ala1453del) (data not shown).

BRCA1 c.4357?1delG had not previously been repor-

ted. RT-PCR analysis showed a complex skipping pattern

including the generation of two abnormal transcripts. The

first consists of a skipping of exon 13, as observed for

c.4357?1G[T, although in the case of c.4357?1delG this

aberrant band is observed in a lower proportion; this

frameshift deletion is predicted to generate a premature

stop codon (p.Arg1397TyrfsX2). The second aberrant

transcript consists of the deletion of a guanine at the last

base of exon 13 (r.4357del) because of the use of a cryptic

donor splice site created by the DNA mutation; this

mutated transcript also produces a truncated protein

(p.Ala1453GlnfsX3) (Fig. 2b). The alternative transcript

r.4358_4360del was also observed in this sample.

The BRCA1 c.4484?1G[T mutation is not reported in

the BIC database. This mutation arises in the invariant

guanine in the consensus sequence of the 50 donor splice
site of exon 14. cDNA analysis showed that this mutation

abolishes the natural 50 splice site of exon 14, causing

complete deletion of this exon (r.4358_4484del). The

alteration is predicted to lead to a truncated protein

(p.Ala1453GlyfsX10). This mutant transcript was not

observed in controls (Fig. 3a).

The BRCA1 c.5074?3A[G variant was identified in a

woman with bilateral breast cancer; her mother, who was

diagnosed with breast cancer at age 53 and with colorectal

cancer at age 68, carried the same variant, which is

reported once in the BIC database as a VUS. RNA analysis

of this variant identified two aberrant transcripts that were

not observed in controls: one shows a skipping of exon 17

(r.4987_5074del), the other shows an insertion of the first

153 bp of intron 17 (r.5074_5075ins5074?1_5074?153).

These aberrant transcripts are predicted to lead to the

truncated proteins p.Val1665SerfsX8 and p.Asp1692Gly-

fsX15, respectively (Fig. 3b). Therefore, the pathogenicity
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c.7480C>T

c.6482-20T>A

c.7447A>G

c.517-19C>T c.1763A>G c.7633G>A

c.8332-1G>A

c.8754+11A>C

c.8954-5A>G

c.8954-15T>G

c.8965delA

c.9026_9030del5

c.9116C>T

c.9257-16T>C (4)

1   2   3    4   5  6   7    8   9       10                     11                        12 13  14   1   16  17 18  19  20 21  22  23 24  25  26        27

c.516+14C>T (2) c.517-1G>A

BRCA2 variants

c.7480C>T

c.6482-20T>A

c.7447A>G

c.517-19C>T c.1763A>G c.7633G>A

c.8332-1G>A

c.8754+11A>C

c.8954-5A>G

c.8954-15T>G

c.8965delA

c.9026_9030del5

c.9116C>T

c.9257-16T>C (4)

1   2   3    4   5  6   7    8   9       10                     11                        12 13  14   1   16  17 18  19  20 21  22  23 24  25  26        27

c.516+14C>T (2) c.517-1G>A

c.7480C>T

c.6482-20T>A

c.7447A>G

c.517-19C>T c.1763A>G c.7633G>A

c.8332-1G>A

c.8754+11A>C

c.8954-5A>G

c.8954-15T>G

c.8965delA

c.9026_9030del5

c.9116C>T

c.9257-16T>C (4)

1   2   3    4   5  6   7    8   9       10                     11                        12 13  14   1   16  17 18  19  20 21  22  23 24  25  26        27

c.516+14C>T (2) c.517-1G>A

c.7480C>T

c.6482-20T>A

c.7447A>G

c.517-19C>T c.1763A>G c.7633G>A

c.8332-1G>A

c.8754+11A>C

c.8954-5A>G

c.8954-15T>G

c.8965delA

c.9026_9030del5

c.9116C>T

c.9257-16T>C (4)

1   2   3    4   5  6   7    8   9       10                     11                        12 13  14   1   16  17 18  19  20 21  22  23 24  25  26        27

c.516+14C>T (2) c.517-1G>A

c.7480C>T

c.6482-20T>A

c.7447A>G

c.517-19C>T c.1763A>G c.7633G>A

c.8332-1G>A

c.8754+11A>C

c.8954-5A>G

c.8954-15T>G

c.8965delA

c.9026_9030del5

c.9116C>T

c.9257-16T>C (4)

1   2   3    4   5  6   7    8   9       10                     11                        12 13  14   1   16  17 18  19  20 21  22  23 24  25  26        27

c.516+14C>T (2) c.517-1G>A

c.7480C>T

c.6482-20T>A

c.7447A>G

c.517-19C>T c.1763A>G c.7633G>A

c.8332-1G>A

c.8754+11A>C

c.8954-5A>G

c.8954-15T>G

c.8965delA

c.9026_9030del5

c.9116C>T

c.9257-16T>C (4)

1   2   3    4   5  6   7    8   9       10                     11                        12 13  14   1   16  17 18  19  20 21  22  23 24  25  26        27

c.516+14C>T (2) c.517-1G>A

c.7480C>T

c.6482-20T>A

c.7447A>G

c.517-19C>T c.1763A>G c.7633G>A

c.8332-1G>A

c.8754+11A>C

c.8954-5A>G

c.8954-15T>G

c.8965delA

c.9026_9030del5

c.9116C>T

c.9257-16T>C (4)

1   2   3    4   5  6   7    8   9       10                     11                        12 13  14   1   16  17 18  19  20 21  22  23 24  25  26        27

c.516+14C>T (2) c.517-1G>A

c.7480C>T

c.6482-20T>A

c.7447A>G

c.517-19C>T c.1763A>G c.7633G>A

c.8332-1G>A

c.8754+11A>C

c.8954-5A>G

c.8954-15T>G

c.8965delA

c.9026_9030del5

c.9116C>T

c.9257-16T>C (4)

1   2   3    4   5  6   7    8   9       10                     11                        12 13  14   1   16  17 18  19  20 21  22  23 24  25  26        27

c.516+14C>T (2) c.517-1G>A

c.7480C>T

c.6482-20T>A

c.7447A>G

c.517-19C>T c.1763A>G c.7633G>A

c.8332-1G>A

c.8754+11A>C

c.8954-5A>G

c.8954-15T>G

c.8965delA

c.9026_9030del5

c.9116C>T

c.9257-16T>C (4)

1   2   3    4   5  6   7    8   9       10                     11                        12 13  14   1   16  17 18  19  20 21  22  23 24  25  26        27

c.516+14C>T (2) c.517-1G>A

c.7480C>T

c.6482-20T>A

c.7447A>G

c.517-19C>T c.1763A>G c.7633G>A

c.8332-1G>A

c.8754+11A>C

c.8954-5A>G

c.8954-15T>G

c.8965delA

c.9026_9030del5

c.9116C>T

c.9257-16T>C (4)

c.7480C>T

c.6482-20T>A

c.7447A>G

c.517-19C>T c.1763A>G c.7633G>A

c.8332-1G>A

c.8754+11A>C

c.8954-5A>G

c.8954-15T>G

c.8965delA

c.9026_9030del5

c.9116C>T

c.9257-16T>C (4)

1   2   3    4   5  6   7    8   9       10                     11                        12 13  14   15   16  17 18  19  20 21  22  23 24  25  26        27

c.516+14C>T (2) c.517-1G>Ac.516+14C>T (2) c.517-1G>A

BRCA1 variants

c.212+1G>A

1    2  3   4    5   6   7     8   9   10                       11                                 12 13   14   15    16   17 18 19 20 21 22 23 24

c.211A>Gc.81-14C>T

c.248T>G

c.4357+1G>T c.4766G>A

c.5277+6G>C

c.107C>A c.302-24_302-22delAAT

c.5074+3A>G (2)

c.5332+15G>C

c.213-12A>Gc.124delA

c.81-11delT c.4357+1delG

c.4484+1G>T

BRCA1 variants

c.212+1G>A

1    2  3   4    5   6   7     8   9   10                       11                                 12 13   14   15    16   17 18 19 20 21 22 23 24

c.211A>Gc.81-14C>T

c.248T>G

c.4357+1G>T c.4766G>A

c.5277+6G>C

c.107C>A c.302-24_302-22delAAT

c.5074+3A>G (2)

c.5332+15G>C

c.213-12A>Gc.124delA

c.81-11delT c.4357+1delG

c.4484+1G>Tc.212+1G>A

1    2  3   4    5   6   7     8   9   10                       11                                 12 13   14   15    16   17 18 19 20 21 22 23 24

c.211A>Gc.81-14C>T

c.248T>G

c.4357+1G>T c.4766G>A

c.5277+6G>C

c.107C>A c.302-24_302-22delAAT

c.5074+3A>G (2)

c.5332+15G>C

c.213-12A>Gc.124delA

c.81-11delT c.4357+1delG

c.4484+1G>Tc.212+1G>A

1    2  3   4    5   6   7     8   9   10                       11                                 12 13   14   15    16   17 18 19 20 21 22 23 24

c.211A>Gc.81-14C>T

c.248T>G

c.4357+1G>T c.4766G>A

c.5277+6G>C

c.107C>A c.302-24_302-22delAAT

c.5074+3A>G (2)

c.5332+15G>C

c.213-12A>Gc.124delA

c.81-11delT c.4357+1delG

c.4484+1G>Tc.212+1G>A

1    2  3   4    5   6   7     8   9   10                       11                                 12 13   14   15    16   17 18 19 20 21 22 23 24

c.211A>Gc.81-14C>T

c.248T>G

c.4357+1G>T c.4766G>A

c.5277+6G>C

c.107C>A c.302-24_302-22delAAT

c.5074+3A>G (2)

c.5332+15G>C

c.213-12A>Gc.124delA

c.81-11delT c.4357+1delG

c.4484+1G>Tc.212+1G>A

1    2  3   4    5   6   7     8   9   10                       11                                 12 13   14   15    16   17 18 19 20 21 22 23 24

c.211A>Gc.81-14C>T

c.248T>G

c.4357+1G>T c.4766G>A

c.5277+6G>C

c.107C>A c.302-24_302-22delAAT

c.5074+3A>G (2)

c.5332+15G>C

c.213-12A>Gc.124delA

c.81-11delT c.4357+1delG

c.4484+1G>T

1    2  3   4    5   6   7     8   9   10                       11                                 12 13   14   15    16   17 18 19 20 21 22 23 24

c.211A>Gc.81-14C>T

c.248T>G

c.4357+1G>T c.4766G>A

c.5277+6G>C

c.107C>A c.302-24_302-22delAAT

c.5074+3A>G (2)

c.5332+15G>C

c.213-12A>Gc.124delA

c.81-11delT c.4357+1delG

c.4484+1G>T

Fig. 1 Schematic representation of the BRCA1 and BRCA2 genes showing the 32 DNA variants considered in this study. The number of

probands in our set of families for each DNA variant is shown in parenthesis when there is more than one
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of this mutation may derive from the splicing anomalies

detected and is supported by the co-segregation with breast

cancer observed in this family.

The BRCA2 c.517-1G[A mutation is reported once in

the BIC database as a pathogenic mutation, but its effect on

mRNA splicing has not been described. We performed RT-
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Fig. 2 a Scheme of the aberrant splicing caused by the BRCA1
c.4357?1G[T variant, which showed the abolition of the wild-type

donor site of exon 13. The cDNA amplification showed a double

band, one corresponding to the wild-type transcript (400 bp) and the

other corresponding to a transcript lacking exon 13 (288 bp).

Sequencing of the aberrant cDNA showed complete skipping of

exon 13. b BRCA1 4357?1delG abolished the wild-type donor site of

exon 13 and activated a cryptic donor splice site. The upper band
contained the wild-type transcript and a transcript showing deletion of

the last base of exon 13; the lower band contained a transcript lacking

exon 13. The upper sequence showed overlapping after exon 14; the

lower sequence showed skipping of exon 13
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PCR to amplify the region from exon 6 to 10 and showed

that this variant leads to a skipping of exon 7

(r.517_631del) (Fig. 4a). This deletion is predicted to lead

to a truncated protein (p.Gly173SerfsX19) and is not

observed in controls. In addition, using another pair of

primers, we identified an alternatively spliced BRCA2

transcript that is present in the mutation carrier and in all of

the controls studied. This alternative transcript is generated

by the activation of a cryptic donor splice site that leads to

the skipping of most of exon 6 and all of exon 7

(r.478_631del). This transcript is predicted to lead to a

truncated protein (p.Val160SerfsX19) (data not shown).

BRCA2 c.1763A[G is a missense variant (p.Asn588Ser)

located in exon 10 that was identified in a woman diag-

nosed with breast cancer at age 31. It is not reported in the

BIC database but was described elsewhere while this study

was ongoing [19]. This variant creates a new cryptic donor

site, which leads to an alternative transcript consisting of

an in-frame deletion of 147 nucleotides (r.1763_1909del)

that, in turn, produces an in-frame deletion of 49 amino

211 bp
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Fig. 3 a Scheme of the aberrant splicing caused by the BRCA1
c.4484?1G[T variant, which showed the abolition of the wild-type

donor site of exon 14. The cDNA amplification showed a double

band, one corresponding to the wild-type transcript (801 bp) and the

other corresponding to exon 14 skipping (674 bp). The sequence

showed overlapping of the two sequences starting at the end of exon

13. b BRCA1 c.5074?3A[G abolished the wild-type donor site of

exon 17 and activated a cryptic donor splice site. The RT-PCR

analysis showed a triple band, corresponding to the wild-type

transcript (299 bp), a transcript lacking exon 17 (21 bp) and a

transcript showing a 153-bp insertion from intron 17 (452 bp),

respectively. The upper sequence showed overlapping from exon 18;

the lower sequence showed only exon 17 skipping
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acids with the insertion of a serine (p.Asn588_Gly637de-

linsSer) (data not shown). This mutation retains its classi-

fication as a VUS because it is an in-frame deletion and

does not affect any recognized BRCA2 functional domain.

Moreover, in the family considered here, this mutation

does not appear to segregate with the disease, since the

mother of the mutation carrier (also diagnosed with breast

cancer at age 40) does not harbor the variant.

The BRCA2 c.8332-1G[A mutation is not reported in

the BIC database. This mutation arises in the invariant

dinucleotide in the consensus sequence of the 30 acceptor
splice site of exon 19. cDNA analysis of the mutation

showed that this mutation abolishes the natural 30 splice
site of exon 19 and leads to the activation of a cryptic

splice site 14 bp downstream. Consequently, the mutated

transcript shows a 14-bp deletion at the beginning of exon

19 (r.8332_8345del). This change is predicted to generate a

truncated protein (p.Ile2778TyrfsX15) (Fig. 4b) and is not

observed in normal controls.

The BRCA2 c.8954-15T[G variant is not reported in the

BIC database. It creates a new cryptic donor site that leads

to an alternative transcript with an insertion of the last 14

nucleotides of intron 22 (r.8953_8954ins8954-14_8954-1),

generating a truncated protein (p.Val2985AlafsX8). This

ATACAG
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Fig. 4 a Scheme of the aberrant splicing caused by the BRCA2
c.517-1G[A variant, which showed the abolition of the wild-type

acceptor site of exon 7. The cDNA amplification showed a double

band, one corresponding to the wild-type transcript (614 bp) and the

other corresponding to a transcript showing exon 7 skipping (460 bp),

as shown in the electropherogram on the right. b The BRCA2 c.8332-

1G[A variant showed abolition of the wild-type donor site of exon 19

and activation of a cryptic acceptor splice site. The RT-PCR analysis

showed a double band, one corresponding to the wild-type transcript

(614 bp) and the other showing a deletion at the beginning of exon 19

(460 bp). The sequence showed overlapping after exon 19
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aberrant transcript was not observed in controls (Fig. 5a).

Segregation analysis showed that the two sisters with breast

cancer (diagnosed at 29 and 40 years old, respectively) are

carriers of this variant, which was inherited from their

unaffected father whose history is non-informative of

HBOCS.

The BRCA2 c.8954-5A[G variant is not reported in the

BIC database. It creates a novel cryptic donor site that leads

to an alternative transcript with an insertion of the last four

nucleotides of intron 22 (r.8953_8954ins8954-4_8954-1),

generating a truncated protein (p.Val2985AspfsX34)

(Fig. 5b). This aberrant pattern is not observed in control

samples. The variant was observed in a young female patient

with metachronic bilateral cancer diagnosed at 36 and

42 years who has no relative affected by tumors associated

with HBOCS.

The 20 remaining BRCA1 and BRCA2 variants showed

the same RT-PCR agarose gel pattern as normal controls.

Sequencing of the amplifiedRT-PCR products did not reveal

any differences to wild-type sequences with the specific

primer designed for each variant, which suggests that these

mutations do not alter normal splicing (data not shown).

exon 22

PARTIAL INTRON 
RETENTION (4 bp)exon 23

Aberrant Transcript: r.8953_8954ins4; p.Val2985ApsfsX34

gtaagt.... tccaaacag TTATAC....CTACCG GTTTCA....AAACAG

exon 24exon 22 exon 23

c.8954-5A>G

GGTTAT….ATTCAG gtacaa.... ctgtag

677 bp (WT)
681 bp

c.
89

54
-5

 A
>G

D
N

A
 la

d
d

er

BRCA2 c.8954-5A>G

B

C
o

n
tr

o
l

BRCA2c.8954-15T>G

TTATAC....CTACCGgtaagt.... tttctcatctttctccaaacag GTTTCA....AAACAG

exon 24exon 22 exon 23

c.8954-15T>G

GGTTAT….ATTCAG gtacaa.... ctgtag

362 bp (WT)
376 bp

D
N

A
 la

d
d

er

C
o

n
tr

o
l

c.
89

54
-1

5 
T

>G

A

exon 22

PARTIAL INTRON 
RETENTION (14 bp)

exon 23

Aberrant Transcript: r.8953_8954ins14; p.Val2985AlafsX8

Fig. 5 a Scheme of the aberrant splicing caused by theBRCA2 c.8954-
15T[Gvariant, showing the creation of a new acceptor site at the end of

intron 22. The RT-PCR analysis showed a double band, one

corresponding to the wild-type transcript (362 bp) and the other

showing a 14-bp intron retention (376 bp). The cDNA sequence

showed these overlapping after exon 22. b The BRCA2 c.8954-5A[G

variant created a new acceptor site at the end of intron 22.Although only

one band was detected in the agarose gel, the sequence of this band

revealed the presence of two transcripts, overlapping after exon 22,

corresponding to the wild-type transcript (677 bp) and the transcript

showing a 4-bp intronic retention (681 bp), respectively
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Splicing prediction programs

For the 32 mutations for which detailed molecular analysis

of RNA was performed, we used three bioinformatic pro-

grams to predict possible changes in the efficiency of splice

donor and acceptor sites and two programs specifically

designed to identify exonic enhancer elements that could

potentially alter correct splicing (Table 2). The first three

programs (SSPNN, NatGene2 and SoftBerry) correctly

predicted whether an alternative RNA splicing effect

would be observed in the vast majority of cases (Table 2).

We also used two prediction programs, ESEfinder and

RESCUE-ESE, to ascertain the putative effect of our set of

12 exonic VUS on exonic splicing enhancers (Table 2).

Discussion

In genetic counseling, it is crucial to determine the path-

ogenicity of every DNA change identified through muta-

tion screening protocols. Although it is widely accepted

that mutations that generate putative truncated proteins

(i.e., nonsense or frameshift mutations) or large deletions

are disease-causing mutations, it is more difficult to

determine the biological consequences of missense muta-

tions, silent mutations and mutations in intronic regions

[23]. Several approaches can help to overcome this diffi-

culty: co-segregation of the VUS in the affected family,

analysis of the evolutionary conservation of the observed

DNA change, analysis of the frequency of the variant in a

control population, analysis of the change in the protein

structure and functional studies. A technically easy

approach is to study the effect of a variant on mRNA as it

provides a mechanism to study RNA splicing, RNA pro-

cessing and RNA steady-state levels that could be affected

by transcription or degradation. Our study of 32 BRCA1

and BRCA2 variants using experimental RNA analysis and

in silico prediction programs revealed aberrant mRNA

splicing in 12 different DNA variants, 6 of which had

previously been described and were used as internal con-

trols. In 6 cases, the DNA change was observed in an

intronic region of the canonical dinucleotide splice sites

and had already been classified as pathogenic; these vari-

ants were included in the study to determine their specific

effect on splicing. In four cases, the mutations were

intronic but located outside the invariable dinucleotide sites

(BRCA1: c.5074?3A[G and c.213-12A[G and BRCA2:

c.8954-15T[G and c.8954-5A[G) and in two cases, the

variants were exonic. BRCA1 c.211A[G is a known

pathogenic mutation occurring before the last nucleotide of

an exon and had previously been characterized at the

mRNA level. BRCA2 c.1763A[G was reported to alter

splicing while our study was in the experimental stage [19],

but it is still considered to be VUS. Twenty of the mutations

studied did not show any aberrant pattern under our study

design, which suggests that they would be unlikely to affect

the splicing of the affected region. By using a dual strategy

combining experimental analysis of transcripts and in silico

prediction tools, we were able to draw several conclusions

and identify strategies for performing this type of study,

discussed in greater detail in the following paragraphs.

In experimental RNA analysis, it is important to be able to

distinguish between aberrant transcripts caused by a DNA

mutation and aberrant alternative transcripts that are also

found in normal controls. In our study, we identified

r.4358_4360del (BRCA1) and r.478_631del (BRCA2) as

alternative transcripts also found in controls. It is also

important to bear in mind that a different proportion of

transcripts is observed for some variants. Although quanti-

tative analysis was beyond the scope of our study, it could be

useful to include it in the classification algorithm in some

cases. There are two clear examples in our set of variants: in

the first, two different pathogenic mutations described as

causing the same aberrant transcript in BRCA1

(c.212?1G[A and c.211A[G) produced different propor-

tions of mutated andwild-type transcripts (see Supplemental

Data Fig. 1); in the second, although the BRCA1 variants

c.4357?1G[T and c.4357?1delG affect the samewild-type

donor splice site, c.4357?1G[T only produces one aberrant

transcript showing skipping of exon 13, whereas

c.4357?1delG produces a second aberrant transcript that

shows loss of the last nucleotide of exon 13 (Fig. 2a, b).

The in silico prediction programs used in this study to

identify donor and acceptor sites produced largely consis-

tent results, with only slight differences observed. For

example, the programs correctly distinguished between

BRCA1 c.212?1G[A and c.211A[G changes, in agree-

ment with our experimental data. Predictive differences

were observed for the BRCA1 variants c.4357?1G[T and

c.4357?1delG, the latter of which was shown to create a

novel donor site. The effects observed experimentally for

the BRCA2 variants c.8954-15T[G and c.8954-5A[G

were described accurately by all three programs. However,

in silico predictions for the BRCA1 c.5074?3A[G and

BRCA2 c.517-1G[A variants were less reliable. In the case

of the BRCA1 c.5074?3A[G variant, the aberrant tran-

script with skipping of exon 17 was predicted by all of the

programs, but the other aberrantly spliced transcript iden-

tified, which showed a 153-bp insertion from intron 17, was

not predicted by any of them. The BRCA2 c.517-1G[A

mutation abolishes the consensus acceptor site and leads to

exon 7 skipping; however, the splicing programs predicted

the creation of a new cryptic acceptor site that our RNA

analysis did not confirm. BRCA2 c.1763A[G is a missense

variant that creates a cryptic donor site predicted by all

three programs, although the canonical donor site scores
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were not reduced. For BRCA2 c.8332-1G[A, all programs

predicted destruction of the wild-type acceptor site. A

novel acceptor site, located 14 bp downstream of the wild-

type acceptor, was used and was predicted by all of the

programs except SSPNN. Interestingly, the BRCA2

c.9116C[T mutation was located in the base before the last

nucleotide of exon 23, and SSPNN predicted that the C[T

change completely abolishes the score at the 50 splice site,

thus suggesting skipping of exon 23 as a possible mRNA

effect. However, this prediction was not confirmed exper-

imentally by amplifying the cDNA region containing exons

22–24 (data not shown). The two programs used to identify

ESE elements (ESEfinder and RESCUE-ESE) produced

more complex results that were difficult to interpret

because they systematically recognize a set of different

motifs that can act as putative regulators. Our experimental

results appear to indicate that none of the splicing altera-

tions identified involve an ESE but that they are all related

to activation or disruption of donor and acceptor sites.

From our study, we conclude that the analysis of

splicing alterations in all BRCA1 and BRCA2 variants

would be useful not only for classifying VUS but also for

determining the real effect of each variant on the mRNA

splicing process. Our analysis identified aberrant splicing

in 12 of the 32 variants studied and strongly suggests that

all but one (BRCA2 c.1763A[G) of these alterations are

true pathogenic mutations, predisposing carriers to the

development of HBOCS. The analysis facilitates genetic

counseling, risk assessment and preventive surveillance

strategies for family members of these probands. Our data

showed that although in silico programs are useful, some

discrepancies with experimental results can be expected.

Therefore, when possible, it is preferable to combine pre-

dictive models for splicing mutations with RT-PCR to

ascertain the real splicing effect of the variant under study.
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Yo, Conxi Lázaro García, en calidad de directora de la tesis doctoral presentada 
por Francisco Quiles Vidal, titulada “Síndrome de cáncer de mama y ovario hereditario: 
estudio in vitro de las variantes BRCA1 y BRCA2 de significado biológico desconocido y 
búsqueda de nuevos genes responsables de este síndrome.” hago constar que el 
doctorando ha participado activamente en el diseño y realización experimental de los 
trabajos que se incluyen en esta tesis doctoral así como en el análisis de resultados, 
discusión y presentación de los mismos en congresos o en artículos científicos. En 
cuanto a los resultados publicados en los que ha participado el doctorando, a 
continuación se detalla el factor de impacto de la revista en la fecha en la que fue 
publicado. En los trabajos en coautoría, se detalla el trabajo específico realizado por el 
doctorando: 

Artículo 1 
 

Whiley PJ1, de la Hoya M, Thomassen M, Becker A, Brandão R, Pedersen IS, Montagna 
M, Menéndez M, Quiles F, Gutiérrez-Enríquez S, De Leeneer K,Tenés A, Montalban 
G, Tserpelis D, Yoshimatsu T, Tirapo C, Raponi M, Caldes T, Blanco A, Santamariña 
M, Guidugli L, de Garibay GR, Wong M, Tancredi M, Fachal L, Ding YC, Kruse 
T, Lattimore V, Kwong A, Chan TL, Colombo M, De Vecchi G, Caligo M, Baralle D, Lázaro 
C, Couch F, Radice P, Southey MC,Neuhausen S, Houdayer C, Fackenthal J, Hansen 
TV, Vega A, Diez O, Blok R, Claes K, Wappenschmidt B, Walker L, Spurdle AB, Brown 
MA; ENIGMA consortium. Comparison of mRNA splicing assay protocols across 
multiple laboratories: recommendations for best practice in standardized clinical 
testing. Clin Chem. 2014 Feb;60(2):341-52. 

Factor de Impacto (2014): 7,911 

Contribución del doctorando: La participación del doctorando en este trabajo consistió 
en el análisis de 8 VSD en BRCA1/2 a nivel de RNA siguiendo la metodología implantada 
en nuestro laboratorio para este fin. Dicha metodología consiste en extracción de RNA a 
partir de linfocitos, generación de cDNA mediante PCR de retro-transcripción, 
amplificación por PCR de la región afectada por la variante y posterior detección de 
transcritos alternativos mediante la combinación de electroforesis en gel de agarosa y 
secuenciación del producto de PCR. Los resultados obtenidos para cada variante se 
compararon, de una forma cualitativa, con los resultados obtenidos en una serie de 11 
controles y se clasificaron según el esquema de clasificación de variantes propuestos 
por la IARC. El doctorando se encargó de ejecutar toda la parte experimental de nuestro 
centro. 

267



Informe de publicaciones 

 

 
Artículo 2 

 
Quiles F, Fernández-Rodríguez J, Mosca R, Feliubadaló L, Tornero E, Brunet J, Blanco I, 

Capellá G, Pujana MÀ, Aloy P, Monteiro A, Lázaro C. Functional and structural analysis 

of C-terminal BRCA1 missense variants. PLoS One. 2013 Apr 17;8(4)  

Factor de Impacto (2013): 3,534 

 

Artículo 3 

Como directora de la presente tesis doctoral hago constar que la Dra. Juana 
Fernandez-Rodríguez, coautora del artículo “Analysis of SLX4/FANCP in non-BRCA1/2-
mutated breast cancer families” no ha utilizado estos resultados para la realización de 
una tesis doctoral. 

Fernández-Rodríguez J*, Quiles F*, Blanco I, Teulé A, Feliubadaló L, Valle JD, 
Salinas M, Izquierdo A, Darder E, Schindler D, Capellá G, Brunet J, Lázaro C, Pujana MA. 
Analysis of SLX4/FANCP in non-BRCA1/2-mutated breast cancer families. BMC Cancer. 
2012 Mar 8;12:84.  

(*) Estos autores han contribuido equitativamente en este trabajo. 

Factor de Impacto (2012): 3,333 

Contribución del doctorando: La participación del doctorando consistió en la 
secuenciación mediante Sanger del gen SLX4 en una serie de 96 pacientes BRCAX y 
posterior validación de diez de las variantes identificadas en una batería de 284 
controles utilizando para ello sondas Kaspar. Este trabajo fue realizado conjuntamente 
con la Dra. Juana Fernández-Rodríguez. 

 

Artículo 4 

Osorio A1, Bogliolo M, Fernández V, Barroso A, de la Hoya M, Caldés T, Lasa A, Ramón y 
Cajal T, Santamariña M, Vega A, Quiles F, Lázaro C, Díez O,Fernández D, González-
Sarmiento R, Durán M, Piqueras JF, Marín M, Pujol R, Surrallés J, Benítez J. Evaluation 
of rare variants in the new fanconi anemia gene ERCC4 (FANCQ) as familial 
breast/ovarian cancer susceptibility alleles. Hum Mutat. 2013 Dec;34(12):1615-8. 

Factor de Impacto (2013): 5,050 
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Contribución del doctorando: La participación del doctorando en este trabajo consistió 
en el análisis mutacional del gen ERCC4 en una serie de 96 pacientes BRCAX de nuestro 
centro. Las variantes identificadas fueron analizadas mediante programas de predicción 
in silico para evaluar su posible impacto en el splicing o en la función de la proteína. 

 

Artículo ANEXO 

Menéndez M, Castellsagué J, Mirete M, Pros E, Feliubadaló L, Osorio A, Calaf M, 
Tornero E, Del Valle J, Fernández-Rodríguez J, Quiles F, Salinas M, Velasco A, Teulé A, 
Brunet J, Blanco I, Capellá G, Lázaro C. “Assessing the RNA effect of 26 DNA variants in 
the BRCA1 and BRCA2 genes.” Breast Cancer Research and Treatment. 2011 Jul 7.  

Impact Factor (2012): 4,859 

Contribución del doctorando: Al inicio de su tesis, el doctorando estuvo ayudando en 
este proyecto, a modo de entrenamiento, para aprender la metodología utilizada en 
nuestro laboratorio en el análisis de VSD a nivel de RNA. Para ello, estuvo trabajando 
bajo la supervisión de la Dra. Mireia Menendez en el análisis de algunas de las variantes 
estudiadas. También estuvo aprendiendo el uso de los programas de predicción in silico 
de splicing así como de los programas de análisis de secuencias. 
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Breast Cancer Research and Treatment (sometido en Octubre de 2015) 
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Clinical Genetics (sometido a publicación en Diciembre de 2015). 
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