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3'ss: Sitio 3' de splicing. 

5'ss: Sitio 5' de splicing. 

aa: aminoácido. 

ACMG: American College of Medical Genetic and Genomics. 

AME: atrofia muscular espinal. 

AMP: Association for Molecular Pathology. 

ATM: Ataxia Telangiectasia Mutated gene. 

ATP: Adenosine Triphosphate. 

BARD1: BRCA1-associated RING domain 1. 

BC: Breast Cancer. 

BIN1: Bridging Integrador 1 gene. 

BRCA1: Breast Cancer type 1 gene. 

BRCA2: Breast Cancer type 2 gene. 

BRIDGES: Breast Cancer After Diagnostic Gene Sequencing. 

BRIP1: BRCA1 interacting Protein C-Terminal Helicase 1 gene. 

CC: Coiled Coil (del castellado, superenrollado). 

CDH1: Cadherin 1 gene. 

cDNA: complementary DNA. 

CFTR: Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator gene. 

CHAM: chromatin-association motif  

CHEK2: Checkpoint Kinase 2 gene. 

circRNA: RNA circulares. 

CMHO: Cáncer de Mama y Ovario Hereditario. 

Da/KDa: Dalton/kiloDalton. 

DMPK: DM1 protein kinase gene. 

DNA: Ácido dexosirribonucléico. 
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ENCODE: Encyclopedia of DNA Elements. 

ENIGMA: Evidence-based Network for the Interpretation of Germline Mutant Alleles. 

ER: Estrogen receptor. 

ERBB2 o HER2: Human Epidermal growth factor gene. 

ESE: Exonic Splicing Enhancer. 

ESS: Exonic Splicing Silencer. 

FA: Fanconi Anemia. 

Fw: Fordward. 

GTR: Genetic Testing Registry. 

HGVS: The Human Variation Society. 

Hi-Fi PCR: High-fidelity PCR. 

HnRNP: RIbonucleoproteínas heterogéneas nucleares 

HR: Homologous Recombination. 

IARC: International agency for research on cancer. 

ISE: Intronic splicing enhancer. 

ISS: Intronic splicing silencer.M 

Kb: kilobase 

KEAP1: Kelch Like ECH Associated Protein 1. 

KH: The K Homology. 

LB: Luria Bertani. 

LKB1-STK11: Serine/ Threonine Kinase 11 gene. 

LM: Low Melt. 

LncRNAs: Long non-coding RNA. 

LoF: Loss of Function. 

MES: Max Ent Scan. 

MLH1: MutL Homolog 1 gene. 

MMC: intravesical chemotherapy using mitomycin C. 
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MRG15: Morf-Related gene 15. 

mRNA: RNA mensajero. 

MSH2: Muts Homolog 2 gene. 

MSH6: Muts Homolog 6 gene. 

MYC:  MYC proto-oncogene, bHLH transcription factor. 

ncRNA: non-coding RNA. 

NBN: Nibrin Gene. 

NCB1: National Center for Biotechnology Information. 

NF1: Neurofribromin 1 gene. 

NGS: Next Generation Sequencing. 

NIH: National Institutes of Health. 

NLM: National Library of Medicine. 

NMD: Nonsense Mediated Decay. 

NFR2: Nuclear Factor Erythroid 2-Related factor 2. 

nt: nucleótido. 

OC: Ovarian Cancer. 

OMS: Organización Mundial de la Salud. 

PALB2: Partner and Localizer of BRCA2 gene. 

PARP: Poly (Adenosine diphosphate-ribose) polymerase. 

pb: pares de bases. 

PCR: Polymerase Chain Reaction. 

pMAD: Mis- Splicing And Disease plasmid 

PR: Progesterone Receptor. 

PRPF3: Pre-MRNA Processing Factor 3. 

PRPF8: Pre-MRNA Processing Factor 8. 

PRPF31: Pre-MRNA Processing Factor 31. 

pSAD: Splicing And Disease plasmid. 
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PTC: Premature Termination Codon. 

PTEN: Phosphatase and Tensin Homolog gene. 

qRRM: quasi RNA recognition motif. 

RAD51: RAD51 Recombinase. 

RAD51C: RAD51 Paralog C. 

RAD51D: RAD51 Paralog D. 

RBD/ RRM: RNA Binding domain. 

RBP: RNA Binding Proteins. 

REDECAN: RED Española de Registros de Cáncer. 

RMN: Resonancia Magnética Nuclear. 

RNA: Acido Ribonucleico. 

NFR2: Nuclear factor erythroid 2-related factor 2. 

RNApol: RNA polimerasa. 

RRM: RNA Recognition Motif. 

RRMH: RNA Recgnition Motiv Homologous. 

RS: Serine/ Arginine Rich Domain. 

RT-PCR: Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction. 

Rv: Reverse. 

SEOM: Sociedad Española de Oncología Médica. 

siRNA: small interfering RNA. 

SMN1: Survival Motor Neuron gene 1. 

snRNP: small nuclear Ribonucleoproteins. 

SREs: Splicing Regulatory Elemens. 

SRp: Serine/Arginine rich protein. 

SRSF: Serite/Arginine Splicing Factor. 

ss: sitios de splicing. 

STK11: Serine/Threonine kinase 11 gene. 
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TCGA: The Cancer Genome Atlas. 

TNBC: Triple Negative Breast Cancer. 

TP53: Transfromation-related Protein 53 gene. 

UMD: The Universal Mutation Database. 

UTR: Untraslated Region. 

VUS: Variant of Unknown Significance. 

Wt: wild type. 

ZNF9: zinc finger protein 9 gene. 
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El cáncer de mama continúa siendo un problema de salud pública a escala mundial, 

situándose como el cáncer más diagnosticado en mujeres y ocupando el segundo lugar entre las 

causas de muerte por cáncer en este grupo. La capacidad para identificar y diagnosticar el cáncer 

de mama ha mejorado notablemente en los últimos años y recientemente estudios de secuenciacion 

a gran escala han demostrado como variantes de pérdida de función en al menos 8 genes (BRCA1, 

BRCA2, PALB2, BARD1, RAD51C, RAD51D, ATM y CHEK2) confieren un alto riesgo de 

desarrollar esta enfermedad (Dorling et al., 2021). En esta tesis doctoral, presentamos los resultados 

del análisis funcional de las variantes de splicing del gen PALB2 detectadas en más de 113.000 

mujeres del proyecto de secuenciación a gran escala BRIDGES (Breast Cancer After Diagnostic 

Gene Sequencing; https://bridges-research.eu/). En este proyecto se analizaron 82 variantes de 

PALB2 en los límites intrón-exón con MaxEntScan y a continuación, se seleccionaron 44 variantes 

para su posterior ensayo funcional de splicing. Para este propósito, se construyeron tres minigenes 

de splicing que comprenden los exones 1-12. Las 44 variantes potencialmente espliceogénicas se 

introdujeron en los minigenes mediante mutagénesis dirigida y se ensayaron en células MCF-7 / 

MDA-MB-231. Treinta y cinco de las 44 variantes alteraron el splicing, de las cuales 25 no 

mostraron rastros o mostraron cantidades mínimas de transcrito full-length. Se caracterizaron 33 

transcritos aberrantes producidos por diferentes variantes, 23 de las cuales predecían el 

truncamiento de la proteína PALB2. Asimismo, se analizaron con MES 151 variantes reportadas en 

ClinVar de las fronteras intrón-exón de PALB2, de las que 67 fueron seleccionadas para estudios 

funcionales, y 11 fueron ensayadas en el mgPALB2_ex1-3. Todas las variantes ensayadas alteraron 

el splicing, de las cuales 10 no revelaron la presencia del transcrito canónico. Por otro lado, se 

realizó un mapeo funcional mediante microdeleciones donde se identificaron 3 zonas ricas en ESEs 

de los exones 11 y 12 de PALB2: c.3143-c.3171, c.3229-c.3258 y c.3293-c.3322 y se ensayaron 

funcionalmente 9 variantes reportadas por ClinVar y localizadas en estos intervalos. Ocho de ellas 

alteraron el splicing. Por ultimo queremos recalcar la sensibilidad y precisión de los ensayos 

funcionales de splicing con minigenes como estrategia para la caracterización inicial de las 

variantes de splicing y la posterior interpretación clínica de las variantes de cualquier enfermedad 

https://bridges-research.eu/
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genética. La desregulación del splicing es uno de los principales mecanismos de inactivación génica 

en enfermedades hereditarias. Además, la gran mayoría de las variantes estudiadas alteraron el 

splicing (56/64, 87,5%), destacando que 31 fueron clasificadas como patogénicas reduciendo el 

porcentaje de variantes BRIDGES clasificadas como VUS reportadas por ClinVar, del 57% de 

VUS-ClinVar al 23% incluyendo nuestros resultados. 
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1. Cáncer de mama.  

 

El cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial que, de acuerdo a la 

Organización Mundial de la Salud (OMS; https://www.who.int/es/news-room/fact-

sheets/detail/cancer), provocó cerca de 10 millones de fallecimientos en 2020. Engloba un gran 

número de enfermedades que se caracterizan por el desarrollo de células anormales, con la 

capacidad de dividirse, migrar, invadir y dañar tejidos y órganos. El cáncer se origina como 

resultado de un daño directo en el DNA o/y en los mecanismos de regulación del mismo, debido a 

la acumulación de mutaciones en genes que controlan procesos celulares esenciales. El cáncer de 

mama es una de las principales causas de muerte en el mundo desarrollado, siendo el cáncer más 

diagnosticado a nivel mundial en 2020 (2,26 millones de casos, 11,7%) seguido del cáncer de 

pulmón (2,21 millones de casos, 11,4%), y el quinto con más mortalidad asociada (685.000 

fallecimientos, 6,9%), solo por detrás del cáncer de pulmón (1,8 millones de muertes, 18%), el 

cáncer colorrectal (935.173 fallecimientos, 9,4%), el cáncer de hígado (830.180, 8,3%) y el cáncer 

de estómago (7,7%) (Fuente: International Agency for Cancer Research; https://gco.iarc.fr/today, 

acceso 9 de agosto de 2021; Figura 1).  

A fecha de hoy, junio de 2021, se estima que en España se alcanzarán los 276.239 casos, 

según los cálculos de la RED Española de Registros de Cáncer (REDECAN) 

www.Redecan.org/ES; aunque esta estimación no incluye el posible efecto de la pandemia 

ocasionada por el COVID-19. Sin embargo, existen grandes variaciones en las tasas de incidencia 

estimada dentro de los diferentes países de la Unión Europea, siendo elevadas en los países de 

Europa occidental, especialmente en Bélgica (147 casos por cada 100.000 habitantes), Francia 

(137/100.000), los Países Bajos (131/100.000), y en el norte de Europa, en el Reino Unido 

(129/100.000) y en los países nórdicos, Dinamarca (143/100.000), Islandia (131/100.000) y 

Finlandia (121/100.000). En comparación, las tasas fueron considerablemente más bajas en países 

de Europa del este como Ucrania 

https://gco.iarc.fr/today


27 

 

 

 

Figura 1. Incidencia (arriba) y número de muertes (abajo) estimadas por tipo de cáncer a 

nivel mundial (https://gco.iarc.fr/today) 

 (54/100.000) y Moldavia (53/100.000). A su vez, las tasas de mortalidad más bajas en la Unión 

Europea (15-18/100.000) se calcularon en (España, Estonia, Portugal y Bosnia) y las tasas más altas 

en países de la península balcánica, como Serbia (31/100.000) y Macedonia (36/100.000) (Ferlay 

et al., 2013). 

Los tumores de mama se clasifican basándose en sus perfiles de expresión génica como: 

luminal, ERBB2 o HER2 positivo, mama normal y basal-like o triple negativo (Perou et al., 2000). 

https://gco.iarc.fr/today
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La combinación de las características ER y PR (Receptores de estrógenos y progesterona), HER2 

(Receptor 2 del Factor de Crecimiento Epidérmico Humano) y Ki67 (Marcador tumoral indicativo 

del grado de proliferación de las células tumorales) ayuda a clasificar los distintos tipos de tumor, 

que tienen las siguientes características (Irigoyen et al., 2011): 

- Luminal A: Receptores hormonales positivos y HER2 negativo con un Ki67>14%. 

- Luminal B: Mismos requisitos que el luminal A, pero con un Ki67 superior al 14%. 

- Tipo normal: Receptores hormonales positivos y HER2 positivo. 

- Her2 positivo: Receptores hormonales negativos y HER2 positivo (Sobreexpresado). 

- Triple negativo o basal like: Receptores hormonales negativos y HER2 negativo. 

Para tratar a los pacientes con enfermedad avanzada y tumores luminales A, suele utilizarse 

hormonoterapia junto con inhibidores de ciclinas (palbociclib, ribociclib y abemaciclib) que 

permiten retrasar el uso de la quimioterapia y los pacientes con tumores luminales B se tratan con 

quimioterapia, tratamientos hormonales y terapias biológicas frente a HER2 (Fuente: Sociedad 

Española de Senología y Patología Mamaria, https://www.sespm.es acceso 21 de agosto de 2021).  

El cáncer de mama triple negativo (TNBC) representa aproximadamente el 15-20% de 

todos los cánceres de mama, tiene unas opciones de tratamiento más limitadas y se asocia con un 

peor pronóstico en comparación con otros subtipos de cáncer de mama (Foulkes et al., 2010). Los 

tratamientos utilizados en los pacientes con este tipo de cáncer se basan en la quimioterapia, aunque 

existen numerosos ensayos clínicos en marcha, como los estudios con inhibidores de PARP en 

pacientes con mutaciones en BRCA1 y BRCA2 (Andreopoulou et al., 2017; Geenen et al., 2018) 

1.1. Cáncer de Mama Hereditario. 

 

El cáncer es una enfermedad genética que se genera por la acumulación de mutaciones 

somáticas en genes esenciales. El cáncer se considera una enfermedad genética esporádica, aunque 

excepcionalmente aparece asociada a alteraciones genéticas en la línea germinal, provocando 

formas hereditarias de cáncer, como el síndrome del Cáncer de Mama y Ovario Hereditario 
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(CMOH). Además, existen otros factores, genéticos y ambientales, que pueden modificar la 

penetrancia y expresión fenotípica de estas mutaciones (Allender and Arias, 2008). 

 Durante el siglo XIX se observó que mujeres de determinadas familias, tenían más 

predisposición a desarrollar cáncer de mama. La primera descripción de predisposición familiar a 

cáncer de mama fue realizada por el médico francés Pierre Paul Broca, cuya mujer había padecido 

cáncer de mama a una edad temprana y pertenecía a una familia con casos de cáncer de mama en 4 

generaciones. Broca en 1866 (Broca, 1866; Krush, 1979) centró su estudio en cinco generaciones 

de la familia de su esposa y observó que 9 de 24 mujeres, habían sufrido la enfermedad.  

En 1990, Hall y colaboradores encontraron alteraciones en el cromosoma 17q21 asociadas 

al cáncer de mama temprano, hecho que, además, fue corroborado en 1991 por Narod y 

colaboradores cuando encontraron el mismo locus 17q12-q23 ligado al cáncer de mama y ovario 

hereditario (Lenoir, 1991). Este gen, conocido como BRCA1 (Breast Cancer type 1, OMIM 

#113705) y que se localiza en el cromosoma 17q21, se clonó en 1994 por primera vez (Miki et al., 

1994). Un año más tarde, Wooster y colaboradores descubrieron el gen BRCA2 (Breast Cancer type 

2, OMIM #600185), que se encuentra en el cromosoma 13 banda q12 (Wooster et al., 1995).  Estos 

genes producen proteínas supresoras de tumores y están implicados en el mantenimiento y la 

estabilización del genoma mediante procesos de reparación del DNA. Además, este hallazgo 

facilitó el diagnóstico molecular de esta enfermedad. 

El cáncer de mama es una enfermedad asociada a factores de riesgo ambientales, 

hormonales y genéticos, siendo el  historial familiar de cáncer de mama uno de los factores más 

contrastados (Beral et al., 2002). No obstante, los antecedentes familiares de cáncer de mama no 

siempre indican una predisposición hereditaria a la misma. Solo un pequeño porcentaje de todos 

los casos (5-10%) serán debidos a la presencia de alteraciones en genes de alta penetrancia (genes 

BC/OC), con un patrón de herencia autosómico dominante, y conferirán riesgo a CMOH (Foulkes, 

2008). Sin embargo, a veces, el cáncer hereditario puede identificarse erróneamente como cáncer 

esporádico debido a fallos en la identificación de una mutación como causa hereditaria del cáncer. 
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En 1971 Knudson propuso el modelo genético two hit en los genes supresores de tumores, 

el cual defendía la necesidad de dos eventos genéticos independientes para iniciar la transformación 

neoplásica (Knudson, 1971). Según este modelo, la predisposición hereditaria del cáncer, implica 

una mutación en la línea germinal, mientras que la tumorogénesis requiere de una segunda mutación 

somática (Figura 2). Las formas no hereditarias requieren también 2 alteraciones genéticas, pero 

ambas de carácter somático. Siguiendo el anterior razonamiento y salvo en algunos casos muy 

específicos, parece evidente pensar que los cánceres no se producen por una única alteración 

genética sino por la acumulación de alteraciones que fomentan el crecimiento incontrolado de las 

células. 

Un claro ejemplo del modelo two hit de Knudson se ve representado en el gen supresor de 

tumores BRCA2 implicado en CMOH. BRCA2 es un gen de la ruta de reparación del DNA de doble 

hebra mediante recombinación homóloga, que es un mecanismo crítico para la reparación de las 

roturas de DNA de doble cadena. La inactivación de sólo uno de los alelos de BRCA2 no produce 

la enfermedad. Sin embargo, cuando se produce el segundo hit, o inactivación del otro alelo, se 

pierde la funcionalidad de la proteína. En 1998, Chen y colaboradores demostraron que BRCA1 y 

BRCA2 coexistían en el mismo complejo proteico, pero no tenían claro si tenían una interacción 

directa entre ellos (Chen et al., 1998). BRCA1 y BRCA2 fueron hasta 2006 los únicos genes de 

predisposición a cáncer de mama y ovario hereditario. En 2006, Xia y colaboradores describieron 

un nuevo compañero de interacción de los genes BRCA1/2, PALB2, fundamental en la 

estabilización y localización nuclear de la proteína BRCA2, y necesario para el reclutamiento de 

BRCA1 en respuesta al daño en el DNA (Xia et al., 2006). A pesar de estas evidencias, hasta un 

año después PALB2 no fue reconocido como un importante gen de susceptibilidad de cáncer de 

mama y, poco después, de cáncer de páncreas (Erkko et al., 2007; Stadler et al., 2011). 

A día de hoy, PALB2 es uno de los ocho genes (BRCA1, BRCA2, PALB2, BARD1, RAD51C, 

RAD51D, ATM y CHEK2) que muestran una asociación significativa con cáncer de mama, 

determinado por dos estudios a gran escala que han involucrado a 177.000 mujeres (Dorling et al., 

2021; Hu et al., 2021), y se ha establecido firmemente como un gen de susceptibilidad, ya que las 
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variantes de pérdida de función de PALB2 confieren un alto riesgo de desarrollar esta enfermedad. 

Ambas publicaciones, llegan a un consenso sobre estos 8 genes, sin embargo, otros genes, como 

MSH6 y CDH1, también estarían asociados a la enfermedad dependiendo de la población de 

estudio. Así MSH6, ha sido asociado significativamente con la aparición del cáncer de mama en 

pacientes europeos (Dorling et al., 2021), y CDH1 en pacientes estadounidenses (Hu et al., 2021). 

Las variantes patogénicas en PALB2 son relativamente prevalentes y representan ~10% de todas 

las variantes patogénicas detectadas en los 8 genes centrales del cáncer de mama.  

 

                       Figura 2. Modelo de oncogénesis en 2 pasos de Knudson. 

                          (Siegfried and Karni, 2018; Desterro et al., 2020) 

 

 Es importante tener en cuenta que el CMOH no es el único síndrome hereditario asociado 

a cáncer de mama, ya que existen otros síndromes con herencia autosómica dominante que 

predisponen a la aparición de este cáncer, siendo estos: el síndrome de Cowden, asociado a variantes 

del gen PTEN (Liaw et al., 1997; Lloyd and Hospital, 2017), el síndrome de Li-Fraumeni, asociado 

a mutaciones en el gen TP53 (Li et al., 1988; Malkin et al., 1990) y el síndrome de Peutz-Jeghers, 

asociado al gen LKB1-STK11 (BRUWER et al., 1954; Hemminki et al., 1998). 
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1.2. Diagnóstico genético en cáncer de mama/ovario hereditario. 

 

La selección de pacientes CMOH es un proceso esencial de cara a asegurar la detección de 

una variante patogénica en un gen de susceptibilidad. En general, los criterios suelen ser bastante 

similares y pueden asegurar una probabilidad de detección de una variante patogénica mayor del 

10%. En España, la selección se basa en criterios definidos por la Sociedad Española de Oncología 

Médica y los podemos observar en la Tabla 1 (SEOM; Cáncer Hereditario 3ª edición). 

Tabla 1.  Criterios de selección de pacientes en el plan de prevención para CMOH. (Fuente: 

Sociedad Española de Oncología Médica (SEOM).  

 Independientemente del historial familiar: 

Mujer con Cáncer de Mama (CM) y  Cáncer de Ovario (CO) (Metacrónico o sincrónico) 

CM< 40 Años 

CM Bilateral (El primer CM < 40 años) 

CM Triple Negativo ≤ 60 años 

CO epitelial no mucinoso (o trompa o primario de peritoneo) 

CM en varón con cáncer de mama 

Dos o más familiares de primer grado con alguna combinación de las siguientes 

características de alto riesgo: 

CM bilateral + otro CM < 50 años 

CM + CO 

2 casos de CM diagnosticados antes de los 50 años 

3 o más familiares directos con CM y/o CO: 

3 CM + CO 

 

Esta detección precoz permite a las familias portadoras de mutaciones patogénicas 

asociadas a CMOH favorecerse del programa de prevención de cáncer de mama que se basa en: 

autoexámenes mensuales, exámenes clínicos semestrales, mamografías, ecografías y RMN anuales, 

además de ecografías transvaginales semestrales. Por último, las portadoras enfermas podrían 

participar en programas de quimioprevención con tamoxifeno para prevenir la posible aparición de 
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un tumor contralateral (Fisher et al., 2005). El plan de prevención también incluye un control del 

estilo de vida (peso, actividad física y alimentación) y cirugías preventivas como, la mastectomía 

bilateral profiláctica y la salpingo-ooforectomía bilateral profiláctica (Kurian et al., 2010). Estas 

cirugías preventivas han demostrado ser muy efectivas en la prevención, provocando una 

disminución del riesgo de padecer cáncer de mama y ovario hasta en un 90-95% (Mau and Untch, 

2017). 

2. El gen PALB2 en Cáncer de Mama Hereditario. 

2.1.  Estructura y función de PALB2.  

El gen Partner And Localizer of BRCA2, más comúnmente denominado PALB2 (OMIM 

#610355), se distribuye a lo largo de ~40 Kb, está compuesto por 13 exones y se sitúa en el brazo 

corto del cromosoma 16 (16p12.2). La estructura proteica de PALB2 se compone por 1186 

aminoácidos que incluyen un dominio superenrollado muy conservado en su extremo amino 

terminal. Los exones 1, 2 y parte del 3 codifican este dominio. El extremo 3’ del exón 4 genera el 

motivo asociado a la cromatina (ChAM), indispensable para su función biológica (Ducy et al., 

2019), mientras que el dominio WD40 es producido por la región comprendida entre el extremo 3’ 

del exón 7 y el exón 13 (Nepomuceno et al., 2017). Además, MRG15 es otro factor de interacción 

con PALB2 involucrado en la asociación a la cromatina. En 2009, Sy y colaboradores determinaron 

que MRG15 y MRG eran cooperadores de PALB2 mediante técnicas de purificación por afinidad 

y análisis de espectrometría de masas (Sy et al., 2009a). PALB2 existe como oligómeros que pueden 

formar un complejo con BRCA1/2 y con la recombinasa RAD51 (Zhang et al., 2009a, 2009b), 

jugando un papel fundamental en la recombinación homóloga. 

 La proteína PALB2 contiene un dominio superenrollado en la región amino terminal y una 

serie de repetición WD en su extremo C-terminal. Las repeticiones WD forman juntas una 

estructura β-propulsora que interacciona directamente con BRCA2 (Oliver et al., 2017) y están 

involucradas en la interacción con la DNA polimerasa η, RAD51, RAD51C y la ubiquitina ligasa 

RNF168 (Buisson et al., 2014; Park et al., 2014; Luijsterburg et al., 2017). Además, cualquier 
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alteración genética dentro de la región WD40 es capaz de perturbar la interacción PALB2-BRCA2 

y causar deficiencias en la recombinación homóloga (Park et al., 2014). Por último, se ha visto que 

el motivo superenrollado del dominio N-terminal de PALB2, interacciona con BRCA1 (Sy et al., 

2009b; Zhang et al., 2009a, 2009b).  La proteína generada por PALB2 se ha encontrado asociada 

con el 50% del BRCA2 celular siendo esencial en su localización cromatínica y su reclutamiento 

hacia los sitios dañados del DNA (Xia et al., 2006). Una vez ha sido detectado el daño en el DNA, 

las zonas finales de las hebras de DNA, son eliminadas originando un extremo 3’ protuberante libre 

(DNAss), que se une a la proteína de unión al DNA de cadena simple, RPA. A continuación, PALB2 

recluta hacia la zona de rotura a BRCA1, para facilitar el ensamblaje de BRCA2 y RAD51 a la zona 

final de rotura. RAD51 cataliza en diferentes etapas la invasión generalmente producida por una 

cromátida hermana, la transferencia de DNA en la fase S/G2 del ciclo celular y finalmente, lidera 

la reparación del error en el DNA de doble cadena (Sy et al., 2009b; Zhang et al., 2009a). 

En 2012, Ma y colaboradores, revelaron la implicación de PALB2 en los mecanismos de 

regulación del estrés oxidativo celular (Ma et al., 2012). Este grupo descubrió que, KEAP1, un 

mediador de estrés oxidativo que regula negativamente la función del factor de transcripción 

antioxidante NRF2, se une a PALB2. Además, determinaron que un motivo de 7 aminoácidos 

altamente conservado (LDEETGE) situado dentro del dominio de unión de PALB2 a KEAP1 

(residuos 79-100), era idéntico al motivo ETGE de NRF2 mediante el que se une a KEAP1; 

poniendo de manifiesto la implicación de PALB2 en la actividad de NRF2 mediante su unión 

competitiva a KEAP1. 

Además, PALB2 promueve la acumulación y función de NRF2 en el núcleo y reduce el 

nivel de especies reactivas de oxígeno celular. Asimismo, PALB2 también regula la tasa de 

exportación de NRF2 desde el núcleo después de la inducción. Estos hallazgos identifican a PALB2 

como un regulador de la homeostasis redox celular y proporcionan un nuevo vínculo entre el estrés 

oxidativo, el desarrollo de cáncer y la Anemia de Fanconi (Ma et al., 2012). 
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2.2. PALB2 y predisposición al cáncer. 

Durante los últimos 20 años, la identificación de variantes patogénicas como causa 

hereditaria de susceptibilidad a cáncer de mama sucedía en una proporción muy pequeña de las 

mujeres que buscaban asesoramiento genético. Sin embargo, el desarrollo de la tecnología de 

secuenciación masiva (NGS) ha creado una revolución sin precedentes en el diagnóstico molecular 

de las enfermedades hereditarias, permitiendo mejorar significativamente el conocimiento 

existente. El rápido descenso en los costes de secuenciación y la posibilidad de producir grandes 

volúmenes de datos, ofrecen la posibilidad de estudiar una gran cantidad de genes de forma 

simultánea, convirtiéndola en una poderosa herramienta para la investigación genómica. 

Existen un gran abanico de técnicas de secuenciación (NGS) en el diagnóstico de 

enfermedades genéticas que pueden ser utilizadas, pero últimamente el uso de paneles de genes ha 

adquirido una gran relevancia. Esta estrategia permite evaluar de forma simultánea múltiples genes 

implicados en una enfermedad, siendo especialmente útil cuando una condición clínica puede ser 

producida por alteraciones en diferentes genes (heterogeneidad genética). Esta técnica permite de 

una forma económica dirigir la secuenciación hacia un grupo de genes responsables de una 

patología determinada. Estos paneles pueden ser diseñados “a la carta” y permiten secuenciar genes 

completos, mutaciones puntuales, deleciones, inserciones y detectar variaciones en el número de 

copias y translocaciones. 

En este contexto, el cáncer de mama y ovario hereditario representan un modelo muy 

interesante. En un principio, el diagnóstico del cáncer de mama y ovario hereditario estaba basado 

únicamente en 2 genes, BRCA1 y BRCA2 (Miki et al., 1994; Wooster et al., 1995). A día de hoy, 

varios equipos de investigación han reportado que al menos el 50% de las variantes encontradas en 

familias con cáncer de mama y ovario hereditario han sido identificadas en diferentes genes que 

BRCA1 y BRCA2 (Castéra et al., 2014). Así, Nielsen y col. propusieron hasta 26 genes BC/OC 

conocidos o candidatos como genes de susceptibilidad a cáncer de mama/ovario (Nielsen et al., 

2016). En 2017 se publicó un estudio de más de 35.000 mujeres con cáncer de mama que fueron 
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testadas con un panel de 25 genes implicados en cáncer hereditario (Buys et al., 2017). En este 

estudio identificaron variantes patogénicas en alguno de estos genes y más de la mitad de dichas 

variantes se encontraron genes distintos a BRCA1/2, destacando entre ellos, CHEK2 (11,7%), ATM 

(9,7%) y PALB2 (9,3%). 

El proyecto europeo BRIDGES (Breast Cancer After Diagnostic Gene Sequencing; 

http://bridges-research.eu/), en el cual nuestro laboratorio ha participado, ha constituido el mayor 

esfuerzo internacional para la definición de los genes BC/OC y el riesgo asociado a ellos, ya que se 

han secuenciado un panel de 34 genes confirmados o propuestos BC/OC en más de 113.000 mujeres 

(Dorling et al., 2021). Estos autores identificaron 5 genes, ATM, BRCA1, BRCA2, CHEK2, y 

PALB2, asociados con un riesgo significativo de cáncer de mama en general. Asimismo, detectaron 

una asociación moderada en otros 7 genes: BARD1, RAD51C, RAD51D, PTEN, NF1, TP53 y 

MSH6. 

           Otros estudios de secuenciación a gran escala han confirmado a ATM, BRCA1, BRCA2, 

CHEK2, y PALB2, como el núcleo de susceptibilidad a cáncer de mama y ovario, a los cuales se 

podría unir TP53, aunque la prevalencia de variantes patogénicas en dicho gen es muy baja (Dorling 

et al., 2021; Foulkes, 2021; Hu et al., 2021; Narod, 2021). 

En lo que respecta al gen PALB2, se ha visto claramente que existe una asociación entre las 

familias portadoras de variantes genéticas de pérdida de función (loss of function, LoF) y un 

aumento del riesgo relativo que varía de moderado a alto, de forma similar a lo que ocurre con las 

variantes de BRCA2 (Antoniou et al., 2014; Easton et al., 2015; Couch et al., 2017). Variantes 

bialélicas LoF en PALB2 causan Anemia de Fanconi (Tischkowitz and Xia, 2010), mientras que 

mutaciones germinales monoalélicas LoF en PALB2 otorgaban un riesgo absoluto de cáncer de 

mama de 33%-58% o 44%-68% a los 70 años de edad dependiendo del historial familiar de cáncer 

de mama, de la cohorte y de la edad de aparición (Antoniou et al., 2014; Yang et al., 2020). Además, 

existe también un riesgo asociado a cáncer de páncreas, ocasionado por alteraciones genéticas en 

PALB2, siendo el segundo gen de susceptibilidad con más mutaciones causantes de este cáncer, 

http://bridges-research.eu/
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después de BRCA2. Asimismo se han visto alteraciones genéticas en PALB2 asociadas a cáncer de 

próstata, ovario y mama masculina (Jones et al., 2009; Slater et al., 2010).  

A pesar de que generalmente asociamos un gen determinado con un nivel de riesgo 

específico, la realidad es que el riesgo es otorgado por variantes concretas, y diferentes variantes de 

un mismo gen pueden aportar niveles de riesgo muy diversos. Así, por ejemplo, Rebbeck y 

colaboradores demostraron en 2015 como distintas mutaciones en BRCA1 y BRCA2 estaban 

asociadas a niveles de riesgo significativamente distintos en cáncer de mama y ovario (Rebbeck et 

al., 2015). Por otro lado, Spurdle y colaboradores demostraron que, el riesgo de cáncer de mama o 

de ovario hasta los 70 años es del 24% (IC del 95% del 10% al 40%) para los portadores de 

c.5096G>A, p.(Arg1699Gln) en BRCA1 mientras que era del 58% (IC del 95% del 7% al 72%) 

para los portadores de c.5095C>T p.(Arg1699Trp) en BRCA1, que afecta al mismo codón que la 

anterior. Estos resultados se pueden comparar con el 4,6% de las mujeres en la población general y 

el 68% de las portadoras de una mutación patogénica promedio (Spurdle et al., 2012). De la misma 

manera, es lógico pensar que diferentes variantes genéticas en PALB2 estén asociadas a niveles de 

riesgo muy distintos. 

Así, en Finlandia la variante fundadora c.1592delT de PALB2 ha sido identificada en 

aproximadamente el 1% de las mujeres con cáncer de mama que no fueron seleccionadas en base a 

un historial familiar positivo y está asociada con un riesgo relativo de 6, equivalente al riesgo en 

mujeres portadoras de variantes deletéreas de BRCA2 en el mismo país (Erkko et al., 2008). Por 

otro lado, en Canadá la variante fundadora c.2323C>T ha sido detectada en el 5% de las mujeres 

francocanadienses con una aparición temprana de la enfermedad y que no fueron seleccionadas 

basándose en un historial familiar positivo. En este caso, es difícil estimar la penetrancia del gen 

PALB2. Esto se debe a que las frecuencias alélicas de las variantes de los controles son demasiado 

bajas para generar una estimación sólida del riesgo relativo (por ejemplo, en más de 6000 controles 

del estudio, no se encontró la variante c.2323C>T). En la población francocanadiense de Quebec, 

se han identificado mutaciones fundadoras en BRCA1, BRCA2 y ahora PALB2. Sin embargo, la 

relevancia clínica completa de las mutaciones PALB2 es aún incierta (Foulkes et al., 2007). 
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Las variantes de pérdida de función en PALB2 han sido observadas en poblaciones muy 

heterogéneas y se ha estimado que, dependiendo de la población, entre un 0,6% y un 3,9% de las 

familias con historial de cáncer de mama son portadoras de variantes patogénicas en PALB2, con 

riesgos relativos de 3,83 y 5,02 en dos grandes estudios realizados en Estados Unidos y en Europa, 

respectivamente (Dorling et al., 2021; Hu et al., 2021). En conjunto, se encontraron variantes 

patogénicas de PALB2 en el 0,5% de todos los casos de cáncer de mama (87.158 pacientes) en 

ambos estudios, mientras que el gen más prevalente fue BRCA2 (1,3%). Estas variantes patogénicas 

de PALB2 están fuertemente asociadas a cánceres de mama triple negativo  y receptor de estrógenos 

negativo con un riesgo relativo de 10,36 y 7,35, respectivamente (Dorling et al., 2021). Además, 

las variantes germinales patogénicas en BARD1, BRCA1, BRCA2, PALB2 y RAD51D han sido 

asociadas con un alto riesgo (odds ratio > 5,0) de TNBC y un riesgo de padecer cáncer de mama 

general superior al 20% entre las caucásicas. Las variantes patogénicas en BRIP1, RAD51C y TP53 

se asociaron con un riesgo moderado (odds ratio > 2) de TNBC (Shimelis et al., 2018). 

2.3. PALB2 y Anemia de Fanconi. 

 La anemia de Fanconi (FA), es una enfermedad autosómica recesiva caracterizada por 

asociarse a características clínicas que a menudo incluyen anomalías del desarrollo que afectan al 

esqueleto (pulgares y radios ausentes o anormales), riñones, corazón o cualquier otro sistema 

orgánico importante, además de fragilidad cromosómica, deficiencias en el desarrollo de la médula 

espinal, anomalías congénitas y predisposición al cáncer, incluyendo leucemias y tumores sólidos 

(Joenje and Patel, 2001). Esta enfermedad fue reportada por primera vez en 1927 por el pediatra 

sueco Guido Fanconi. Guido describió una familia con 3 niños afectados por una combinación 

extraña de anomalías somáticas con anemia aplásica progresiva (Lobitz and Velleuer, 2006). A 

nivel celular y cromosómico, la característica principal de FA y enfermedades similares es la 

hipersensibilidad a los entrecruzamientos intercatenarios de DNA que representan la base para el 

diagnóstico de este trastorno (Gueiderikh et al., 2017).  
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La anemia de Fanconi afecta a 1 de cada 136.000 neonatos, sin discriminar por grupos 

étnicos o razas, con una frecuencia estimada de portadores heterocigotos de entre un 0,3 y un 1% 

(Verlander et al., 1995; Mamrak et al., 2017). La esperanza de vida de los pacientes se reduce a una 

media de 20 años, principalmente porque estos individuos desarrollan insuficiencias en la médula 

ósea potencialmente mortales y son susceptibles de desarrollar neoplasias malignas, especialmente 

leucemia mieloide aguda y en menor medida tumores sólidos (Auerbach and Allen, 1991). 

Inmediatamente después de que PALB2 fuera descubierto, se identificaron variantes 

patogénicas de este gen en 7 familias con anemia de Fanconi y mutaciones bialélicas de pérdida de 

función; como c.395delT y c.3113+5G>C. El fenotipo celular de pérdida de función para PALB2 

es similar al producido por BRCA2 y más grave que otros subtipos de anemia de Fanconi, con 

aumento de la tasa de rotura cromosómica espontánea, una supervivencia de linfocitos 

notablemente reducida y un aumento de la rotura de cromosomas por exposición a quimioterapia 

con mitomicina C (MMC). Además, Reid y colaboradores observaron como los fibroblastos 

deficientes de PALB2, no interaccionaban con RAD51, de la misma forma que ocurre en las células 

con mutaciones bialélicas de perdida de función en BRCA2 y difiriendo de otros tipos de anemia. 

En el estudio indicado, los siete individuos con anemia de Fanconi desarrollaron cánceres durante 

su infancia; incluidos 3 tumores de Wilms, 5 meduloblastomas, dos casos de leucemia mieloide 

aguda y un neuroblastoma (Reid et al., 2007; Xia et al., 2007). 

2.4. Variantes de PALB2. 

Una variante genética es un cambio que se produce en la secuencia de DNA. De acuerdo al 

impacto predecible en la traducción a proteína, existen diferentes tipos de variantes:  

● Missense: variante que provoca un cambio de aminoácido en la proteína.  

● Nonsense: variante que causa el cambio de un codón de un aminoácido por otro de parada 

prematura (Premature Terminacion Codon –PTC-). 

● Frameshift: inserciones o deleciones que alteran la pauta de lectura generando un PTC. 



40 

 

● Sinónima: sustitución de un nucleótido que no provoca un cambio de aminoácido. 

● In-Frame: inserciones o deleciones que no alteran la pauta de lectura (múltiplos de 3). 

Según la base de datos ClinVar y Simple-ClinVar (http://simple-clinvar.broadinstitute.org/, 

último acceso 3 de agosto de 2021; 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=palb2%5Bgene%5D; Figura 3), se han reportado 

3820 variantes diferentes en PALB2, que se distribuyen del siguiente modo: 3140 sustituciones de 

nucleótido (82,2%), 406 deleciones (10,6%), 140 duplicaciones (3,7%) y el resto son alteraciones 

poco frecuentes. De acuerdo al impacto predecible en la proteína, se han registrado 1895 variantes 

missense (49,6%), 716 sinónimas (18,7%), 422 frameshift (11%), 330 intrónicas (8,6%), 227 

nonsense (5,9%), y sólo 68 de sitios de splicing (1,8%) que presumiblemente alterarían el 

procesamiento de mRNA. A su vez, han sido reportadas variantes en regiones que no se traducen 

en el 5’ y el 3’ del transcrito de referencia (Untranslated Regions, UTRs). 

 
Figura 3. Distribución de las variantes de PALB2 registradas en la base de datos ClinVar. 

Captura de pantalla de Simple ClinVar del gen PALB2 (http://simple-clinvar.broadinstitute.org/). 

 

Centrándonos en su significado clínico, 880 (23%) aparecen clasificadas como benignas o 

probablemente benignas, 801 (21%) como patogénicas o probablemente patogénicas, mientras que 

2139 variantes (56%) se catalogaron como variantes de significado clínico incierto (variant of 

uncertain significance, VUS), debido a que no se dispone de suficientes datos para determinar su 

relevancia clínica. Hay variantes genéticas que son clasificadas directamente como patogénicas o 

probablemente patogénicas basándose únicamente en la naturaleza de su cambio, como son las 

sustituciones y pequeñas deleciones e inserciones que introducen PTCs. Según ClinVar, la mayoría 

http://simple-clinvar.broadinstitute.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=palb2%5Bgene%5D
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de las variantes patogénicas en PALB2 son variantes frameshift (~52%) seguidas de variantes 

nonsense (~28%). Sin embargo, la gran mayoría de VUS son variantes missense (1870 de 2139 

VUS; Figura 4) 

 

Figura 4. Distribución de variantes de significado clínico desconocido de PALB2 en ClinVar. 

Captura de pantalla de Simple ClinVar del gen PALB2 (http://simple-clinvar.broadinstitute.org/). 

 

 

Las VUS complican el consejo genético y el manejo clínico de las pacientes ya que no se 

les puede asignar un riesgo asociado a la enfermedad, de modo que la toma de decisiones (medidas 

preventivas y/o terapéuticas) se basará únicamente en su historia familiar (Antoniou et al., 2014). 

La clasificación clínica de VUS constituye un reto para el consejo genético de las 

enfermedades hereditarias y específicamente en CMOH, habiendo recibido, en los últimos años, 

especial atención por parte de un gran número de grupos de investigación. Una de las herramientas 

utilizadas para estudio de VUS son los ensayos funcionales. Mediante estas técnicas podemos 

clasificar variantes que provocan una pérdida de función en los genes de susceptibilidad, ya que 

una disminución en la actividad de estos genes podría estar asociada a un mayor riesgo de cáncer. 

Por lo tanto, los ensayos funcionales, que pueden establecer y cuantificar las alteraciones en la 

actividad de una variante, aportan una información esencial para evaluar su patogenicidad (Couch 

et al., 2008; Fraile-Bethencourt et al., 2019). 

Actualmente, no existe un sistema universal de clasificación de variantes de BRCA1/2 o de 

PALB2, aunque existen aproximaciones utilizadas para clasificar las variantes encontradas en los 

BRCA1/2. Estas aproximaciones se basan en análisis multifactoriales que incluyen estudios de 

cosegregación, análisis poblacionales, historial familiar, análisis del tumor (pérdida de 

http://simple-clinvar.broadinstitute.org/
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heterocigosidad), ensayos funcionales y predicciones bioinformáticas de cambio de aminoácido o 

impacto en el splicing (Goldgar et al., 2004, 2008). La Agencia Internacional para la Investigación 

del Cáncer (IARC) presentó en 2008 un sistema de clasificación de variantes en genes BC/OC de 

alto riesgo basado en dicho abordaje de probabilidad multifactorial. Este método, propuesto por el 

panel de expertos de la IARC, integra datos independientes, para obtener una probabilidad final de 

patogenicidad. Recomienda clasificar clínicamente las variantes genéticas mediante un sistema de 

5 categorías (Rilem, 2020): 

 Clase 1: la probabilidad de patogenicidad es <0,001. Sin relevancia clínica. 

 Clase 2: la probabilidad de patogenicidad es 0,001-0,049. El manejo clínico es 

similar a una variante de clase 1.  

 Clase 3: la probabilidad de patogenicidad es 0,05-0,949. El manejo clínico depende 

del historial familiar y otros factores de riesgo. Estrictamente hablando equivalen 

a las VUS. 

 Clase 4: la probabilidad de patogenicidad es 0,95-0,99.  

 Clase 5: la probabilidad de patogenicidad es >0,99. Las clases 4 y 5 permiten la 

puesta en marcha de los protocolos de prevención. 

 En el contexto de la necesidad de crear unas reglas de clasificación, surgió la iniciativa 

paralela del consorcio ENIGMA (Evidence-based Network for the Interpretation of Germline 

Mutant Alleles; https://enigmaconsortium.org/) que están basados en los criterios del IARC, 

definiendo las cinco clases indicadas arriba. Últimamente, han adquirido especial relevancia los 

criterios propuestos por el “American College of Medical Genetics and Genomics and the 

Association for Molecular Pathology” (ACMG/AMP). Como en los anteriores casos, define 5 

categorías clasificatorias: Patogénica, Probablemente Patogénica, VUS, Probablemente Benigna y 

Benigna (Richards et al., 2015). La guía ACMG permite la clasificación de variantes identificadas 

en cualquier gen, incluyendo BRCA1/2 y PALB2. Aún así, estos criterios son objeto de una 

permanente discusión y revisión, así como de modificaciones en los estándares de clasificación en 

https://enigmaconsortium.org/
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función de las características específicas del gen en estudio y la enfermedad (Abou Tayoun et al., 

2018a; Lee et al., 2018). 

3. Dogma central de la Biología Molecular. 

 

El dogma central de la biología molecular se basa en el concepto enunciado por Francis 

Crick, para explicar el flujo de información genética en las células (Crick, 1970). 

El DNA está formado por genes que contienen las instrucciones necesarias para la síntesis 

proteica. La información contenida en el DNA se utiliza como molde, transcribiendose para formar 

el RNA en el núcleo, que a su vez se traduce en el ribosoma dando lugar a las proteínas (Figura 5). 

Las proteínas determinan la estructura y función de las células (unidad funcional más pequeña de 

un ser vivo). 

No obstante, actualmente, el dogma central ha sido modificado después de haberse 

observado el mecanismo de transcripción inversa, que ocurre en algunos virus de RNA, como el 

virus de inmunodeficiencia humana (VIH), que para infectar las células necesitan transcribir el 

RNA en una molécula de DNA. Asimismo, se ha visto que es posible traducir moléculas de DNA 

y obtener proteínas (Figura 5B). 

.                            A                                                                          B 

 

Figura 5 A y B. Esquema representativo del dogma central de la biología molecular. 
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Sin embargo, la expresión génica es un proceso mucho más complejo, en el cual se pueden 

distinguir otros mecanismos esenciales. Así, el splicing es un proceso que se produce en el núcleo 

de cualquier célula eucariota y es llevado a cabo por un complejo de ribonucleoproteínas 

denominado espliceosoma (Wahl et al., 2009). Se basa en el corte y la eliminación de las secuencias 

no codificantes (intrones) y la unión secuencial de las secuencias codificantes para proteína (exones; 

Figura 5A). El mecanismo de splicing fue descubierto en 1977 (Berget et al., 1977; Chow et al., 

1977), hallazgo que les permitió a Phillip A. Sharp y Richard J. Roberts ganar el Premio Nobel de 

Fisiología o Medicina en 1993. Tres años después Roger D. Kornberg ganó el Premio Nobel de 

Química por sus estudios sobre la estructura tridimensional de la RNApol II, enzima encargada de 

producir el RNA mensajero (mRNA) a partir de una de las cadenas de DNA uniéndose a su 

secuencia promotora. Además de la RNApol II, existen otras enzimas de la misma familia con 

diferentes funciones, como la RNA polimerasa I, que transcribe genes que van a producir los RNA 

ribosómicos 18S y 28S (Merkl et al., 2020) y la RNA polimerasa III que tiene un importante papel 

en eucariotas transcribiendo los RNAs más abundantes como los RNAs de transferencia y RNAs 

pequeños no codificantes, muchos de los cuales no tienen funciones relacionadas con los ribosomas 

ni con la síntesis de proteínas (Willis and Moir, 2018). 

3.1. Maduración del mRNA o splicing. 

La mayor parte de los genes eucariotas contienen intrones (secuencias no codificantes), que 

se transcriben, pero no se traducen, y exones (secuencias codificantes) distribuidos de forma alterna. 

El RNA producido en el proceso de transcripción por la RNApol II, se conoce como RNA precursor 

(pre-RNA) que dará lugar a un RNA maduro capaz de ser traducido después de las modificaciones 

postranscripcionales y el proceso de splicing (Gilbert, 1978). El splicing es un proceso altamente 

regulado en el que los exones e intrones deben ser reconocidos de una manera precisa. Los pre-

RNA de los organismos vertebrados facilitan la información necesaria para el reconocimiento de 

un exón por parte de la maquinaria de splicing a través de pequeñas secuencias intrónicas altamente 

conservadas en la evolución, como se muestra en la Figura 6.   
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3.1.1. El espliceosoma. 

 

En 1985 Beyer y Osheim observaron por primera vez la estructura del espliceosoma 

mediante microfotografías y vieron cómo determinadas partículas proteicas se unían al mRNA 

durante el proceso de transcripción. Estas partículas parecían fusionarse entre sí y al hacerlo 

generaban un lazo que provocaba el corte y la liberación de los intrones. En una gran proporción 

de los organismos eucariotas coexisten dos tipos diferentes de espliceosomas, siendo mucho más 

frecuente el reconocimiento de los exones por el espliceosoma mayor (> 99 veces) que por el menor 

(Beyer and Osheim, 1988). 

El espliceosoma no es una enzima preensamblada, sino que está formada por 5 pequeños 

RNA nucleares (snRNAs) y numerosas proteínas asociadas. Además, es un gran complejo 

molecular ribonucleoproteico que se somete a numerosos reordenamientos estructurales que 

conducen a la formación de su centro activo (Kastner et al., 2019). Los snRNAs U1, U2, U4 y U5 

son sintetizados por la RNA polimerasa II y sufren una modificación post transcripcional a la que 

se le añade un casquete de tri-metil-guanosina, mientras que U6 es transcrito por la RNA polimerasa 

III y adquiere un casquete de γ-monometil guanosina (Reddy and Busch, 1988). El espliceosoma 

formado por los snRNAs U1, U2, U4, U5 y U6 constituiría el denominado espliceosoma mayor. 

La gran mayoría de los intrones tienen sitios canónicos 5’ de splicing que comienzan con 

GT y sitios de splicing 3’ que terminan en AG (Figura 6). Sin embargo, también existen una 

pequeña proporción de intrones con sitios de splicing no canónicos AT 5’ y AC 3’ en genes 

eucariotas (Jackson, 1991; Hall and Padgett, 1994). Estos intrones son denominados intrones U12, 

son catalizados por el llamado espliceosoma menor y representan menos del 0,5% de todos los 

intrones de cualquier genoma (Wu and Krainer, 1999) (Figura 7). 

Existe una alta conservación evolutiva en las secuencias de sitio donador y del punto de 

ramificación, y aunque la mayoría de las ribonucleoproteínas implicadas son específicas de este 

complejo (U11, U1, U4atac y U6tac), comparte la snRNP U5 con el espliceosoma mayor. Por otro 

lado, algunos autores defienden que el espliceosoma mayor puede actuar también fuera del núcleo 
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(König et al., 2007). Sin embargo, no se han encontrado evidencias sobre la posibilidad de que los 

eventos de splicing puedan producirse total o parcialmente en el citoplasma (Steitz et al., 2008).  

 

Figura 6. Secuencias básicas de reconocimiento de intrones por el espliceosoma. (Ma et al., 

2015). 

 

 

Figura 7. Secuencias básicas de reconocimiento de intrones por el espliceosoma menor. (Ma 

et al., 2015). 

 

3.1.2. Conformación dinámica del espliceosoma: La reacción de splicing. 

 Para llevar a cabo el proceso de splicing, el espliceosoma debe ensamblarse y formar el 

complejo catalítico C (Figura 8). Los snRNPs U1 y U2 reconocen el sitio 5’ss y la secuencia de 
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pares de bases respectivamente, formando el pre-espliceosoma o complejo A. El pre-espliceosoma 

se asocia después con el tri-snRNP preensamblado U4/U6/U5 (complejo B) para formar el 

espliceosoma completo. U6 se pliega en última instancia para formar el centro activo del 

espliceosoma y se encuentra emparejado por sus bases con U4 dentro del tri-snRNP (Wilkinson et 

al., 2020). 

El complejo B necesita un aporte energético para ser catalíticamente activo y va a 

conseguirlo a partir del ATP, cuando esto sucede, comienza a catalizar las reacciones de 

transesterificación y pasa a llamarse complejo C, después de que U1 y U4 sean liberados. Una vez 

se ha formado correctamente el complejo C, se producen dos reacciones de transesterificación. En 

la primera de ellas, se va a producir un corte en la secuencia de RNA a causa del ataque nucleofílico 

de la adenina del punto de ramificación al 5’ss. La segunda reacción de transesterificación propicia 

la unión de los extremos exónicos entre el grupo OH libre del 5’ y el 3’ss. Por último, se disocia el 

complejo y se liberan los snRNPs (Will and Luhrmann, 2011). 

 

Figura 8. Ensamblaje del espliceosoma y reacción de splicing (Adaptacion de Will and 

Luhrmann, 2011). 

 

3.1.3. Los sitios de splicing. 

Las secuencias básicas de splicing que van a permitir el correcto funcionamiento del 

proceso son: el sitio 5’ de splicing (5’ss) o donador, el sitio 3’ de splicing (3’ss) o aceptor, el tracto 

de polipirimidina y el punto de ramificación situado a unos 40 nucleótidos del extremo 3’ del intrón 
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(Figura 6) (Wu and Krainer, 1997). En el sitio donador o 5’ss, el intrón comienza con el dinucleótido 

GT (GU en el RNA) que está acompañado de nucleótidos conservados tanto en el extremo 3’ del 

exón como en los nucleótidos +3 a +6 intrónicos (Exón/Intrón: MAG/GTRAGT; M=C/A; R=A/G).  

En el sitio aceptor o 3’ss del intrón encontramos siempre el dinucleótido AG precedido por 

una pirimidina esencial en posición -3 (fundamentalmente una C), un nucleótido no conservado en 

-4, y una cantidad variable de pirimidinas (~11) en las posiciones intrónicas de -5 a -15, que se 

denomina tracto de polipirimidinas. Asimismo, los dos primeros nucleótidos exónicos están 

moderadamente conservados, formando la siguiente secuencia consenso del sitio aceptor: 

YnNCAG|GT (Intrón|Exón). Por tanto, además de las posiciones +1, +2 (GT) y -1,-2 (AG), existen 

otras altamente conservadas, de modo que cualquier variante en esos nucleótidos puede provocar 

anomalías en los patrones de splicing. Las alteraciones producidas en el proceso de splicing están 

implicadas de forma directa en la gran mayoría de las enfermedades de etiología genética y el 

conocimiento de las anomalías que evitan el correcto procesamiento del mRNA resulta de gran 

importancia en la práctica clínica (Baralle et al., 2009). 

El dinucleótido GT situado en las posiciones intrónicas +1 y +2 es el elemento más 

conservado del sitio 5’ de splicing o donador y se encuentra representado en el 99% de los 

donadores en los mamíferos. Sin embargo, en una pequeña proporción de casos (<1%), el 

dinucleótido GT es reemplazado por GC. En los donadores GC la conservación de las bases es 

mucho más estricta, posiblemente para compensar este cambio en una posición crítica, que sería 

desfavorable para su reconocimiento y procesamiento (Burset et al., 2000). Los sitios de splicing 

GT-AG y GC-AG son procesados por el espliceosoma de tipo U2 estándar (Aebi et al., 1987; Burge 

et al., 1999; Mount, 2000), existiendo un par de bases de desajuste en la interacción entre donador 

GC y el snRNA de U1. Por tanto, se ha propuesto que para compensar este desajuste, la secuencia 

consenso alrededor del donador GC ha evolucionado para maximizar la interacción con otras 

posiciones en el snRNA de U1 (Jackson, 1991; Burge et al., 1999; Burset et al., 2000; Mount, 2000),  

aunque los factores externos que facilitan la selección precisa de un donador GC en relación a un 

donador GT más fuerte están aún por descubrir.  
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Existe un enriquecimiento sustancial de GC en las regiones donadoras de genes con splicing 

alternativo en humanos, nemátodos y en arabidopsis, sugiriendo que son muy importantes para la 

regulación del splicing alternativo (Churbanov et al., 2008). De hecho, estos donadores son 

utilizados más frecuentemente por exones con splicing alternativo (1 de cada 20 exones humanos) 

a diferencia de aquellos con splicing  constitutivo (1 de cada 200 exones humanos) (Thanaraj and 

Clark, 2001). Tanto el exón 17 de BRCA2 como el exón 12 de PALB2 utilizan donadores GC. En 

BRCA2, se han encontrado isoformas fisiológicas alternativas como Δ(E18) (liberación del exón 

18) y Δ(E17_E18) (liberación de los exones 17 + 18) (de Garibay et al., 2014; Fackenthal et al., 

2016). En PALB2 se han encontrado 44 eventos de splicing alternativo fisiológico, de los cuales 6 

afectan directamente al exón 12: (∆(E11)+▼(E12p446), ∆(E11)+▼(E12p65), ▼(E12p65), 

∆(E12p136), ∆(E12) y ∆(E11_E12) (Lopez-Perolio et al., 2019). La mayoría de estas isoformas 

contribuyen de una manera menor a la expresión (<1%), sin embargo, la expresión combinada de 

Δ(E11_E12), Δ(E12) y Δ(E11) representa entre el 8% y el 34% de la expresión génica general de 

PALB2, aunque las proteínas codificadas por estos dos transcritos no serían funcionales, porque 

carecen de parte del dominio C-terminal WD40 (que media la interacción de PALB2 con otras 

proteínas clave en la recombinación homóloga, como BRCA2 o RAD51). A pesar de este dato, no 

podemos descartar la posibilidad de pensar que las variantes frameshift en los exones 11 y/o 12 

estuvieran asociadas un menor riesgo de cáncer que este mismo tipo de variantes en otros exones. 

3.1.4. Splicing alternativo. 

Antes de la finalización del proyecto genoma humano, se creía que las 900.000 tipos de 

proteínas diferentes presentes en el ser humano eran producidas por el mismo número de genes 

(Valdivia, 2007). Era lógico pensar que como el genoma humano es estructural y funcionalmente 

más complejo que el de otros organismos más simples, poseería una cantidad muy superior de 

genes. Sin embargo, se ha visto que el ser humano posee menos de 25.000 genes mientras que el 

maíz, por poner un ejemplo, cerca de 40.000 (Valdivia, 2007), y produce 81.635 proteínas, según 

la  base de datos Uniprot  (https://www.uniprot.org/proteomes/UP000007305; último acceso 25 de 
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agosto de 2021). Así que el paradigma inicial de que un gen producía una proteína cambió por el 

concepto del splicing alternativo. 

Para explicar la mayor complejidad genómica de los seres humanos en relación con otros 

organismos multicelulares se plantearon tres hipótesis: 

1. La primera defendía la existencia de un alto nivel de regulación de los genes y de los 

mecanismos involucrados (Ewing and Green, 2000; Venter et al., 2001). 

2. La segunda hipótesis sugería que existían más de 200 modificaciones 

postraduccionales y que eran las responsables de la producción de las diferentes 

proteínas. 

3. La tercera hipótesis estaba relacionada con el splicing alternativo, que explicaba de 

manera eficaz como un único gen era capaz de codificar para múltiples proteínas. 

En el proceso de splicing alternativo, se generan distintas moléculas de mRNA a partir del 

mismo gen, conociéndose estas moléculas como isoformas. El 92-94% de los genes en humanos, 

presentan splicing alternativo, explicando la gran riqueza proteómica (Wang et al., 2008). Además, 

el splicing alternativo cumple una función esencial en los procesos de desarrollo y diferenciación 

celular, y es regulado en muchos casos por factores de splicing específicos de tejido (Lee and Rio, 

2015). 

Existen diferentes patrones de splicing alternativo. El evento conocido como exón skipping 

(Figura 9A), o pérdida completa de un exón, que tiene lugar debido a la ausencia de reconocimiento 

de los sitios canónicos por el espliceosoma y como consecuencia la eliminación de uno o varios 

exones. También se originan diferentes eventos de splicing por el uso de sitios alternativos de 

splicing (Figura 9C), que se producen cuando el espliceosoma reconoce preferentemente sitios 

diferentes de los sitios canónicos de splicing. La retención intrónica (Figura 9D), aunque es difícil 

observar en condiciones fisiológicas, es otro evento de splicing alternativo y ha sido observado 

como mecanismo de inactivación de genes supresores de tumores en células tumorales (Jung et al., 

2015). Por último, existe el evento de splicing alternativo denominado exones mutuamente 
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excluyentes (Figura 9B), que ocurre cuando se incluye únicamente un exón u otro, pero nunca los 

dos en el mismo transcrito. Este evento generalmente se produce con el primer y el último exón, 

por lo que encontramos isoformas con sitios de inicio de la transcripción alternativos o con sitios 

alternativos de poliadenilación. 

 

Figura 9. Patrones de splicing alternativo. A) Pérdida del exón o exon skipping. B) Exones 

mutuamente excluyentes. C) Uso de sitio de splicing alternativo. D) Retención intrónica. 

 

 PALB2, como la mayoría de los genes humanos, sufre splicing alternativo. En 2019, López-

Perolio y colaboradores publicaron un catálogo de isoformas alternativas de PALB2 encontradas en 

pacientes sanos, caracterizando 88 isoformas naturales de PALB2 en diferentes tipos celulares; 

siendo éstas las más representativas:▼(E1q9), ∆(E1q17), ∆(E2p6), ∆(E2), ∆(E4), ∆(E5p139), 

∆(E7p10), ∆(E7), ∆(E8), ∆(E9), ∆(E10), ∆(E9_10), ∆(E10p2), ∆(E10q31), ∆(E11),  ∆(E12) y 

∆(E11-E12) (Lopez-Perolio et al., 2019). Curiosamente, todos los exones de PALB2 se ven 

afectados por uno o más eventos de splicing alternativo, lo que sugiere que ningún exón de PALB2 

debe anotarse como constitutivo. La producción y detección de transcritos in-frame es crítica para 

la interpretación clínica de las variantes en este gen, ya que no se puede asumir directamente que 

los transcritos in-frame inactiven PALB2. Un claro ejemplo de esto ocurre en el gen supresor de 

tumores BRCA1, donde la variante c.594-2A>C produce el trascrito alternativo in-frame 

Δ(E9_E10), que es funcional y suficiente para una correcta función celular de BRCA1, explicando 

así el bajo riesgo de cáncer de mama observado en las portadoras de esta variante (de la Hoya et al., 

2006). Las isoformas alternativas Δ(E2p6), Δ(E6), Δ(E5p24) y Δ(E10p3) de PALB2 podrían 

codificar proteínas funcionales l parcialmente funcionales, pero su contribución respecto a la 
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expresión general de PALB2 (<1%) es demasiado baja para considerarlas “isoformas de rescate”, 

llamadas así porque retienen total o parcialmente la funcionalidad del transcrito canónico.  

 Como acabamos de ver, no todas las isoformas de splicing son funcionales, estimándose 

que un 2% de los eventos de splicing alternativo son productos de errores en la maquinaria de 

splicing (Pickrell et al., 2010). De esta manera, el splicing alternativo, además de aportar diversidad 

proteica, regula la expresión de los niveles de proteína, ya que los transcritos con codones stop 

prematuros (PTCs), serán degradados a través de la ruta del Nonsense Mediated Decay (NMD) 

(Kervestin and Jacobson, 2012). 

3.1.5. Secuencias reguladoras de splicing. 

El splicing es un proceso esencial que ocurre en el núcleo de las células eucariotas. Este 

mecanismo, elimina los intrones y une los exones para crear mRNA maduro, proceso que es 

catalizado por la maquinaria de splicing o espliceosoma, un complejo enzimático dinámico de 

RNA-proteína (Wahl et al., 2009; Papasaikas and Valcárcel, 2016). El splicing alternativo es un 

proceso altamente regulado que permite la producción un gran número de isoformas de mRNA a 

partir de un único pre-mRNA. De hecho, el análisis del transcriptoma a gran escala reveló que hasta 

el 90% de los genes humanos presentan splicing alternativo (Pan et al., 2008). Por lo tanto, el 

splicing alternativo explica en gran medida la diversidad del transcriptoma y del proteoma 

generados a partir de un número limitado de genes en un genoma (Maniatis and Tasic, 2002; 

Weatheritt et al., 2016). 

Además de los sitios naturales o canónicos de splicing, existen otros elementos auxiliares 

en cis que actúan como reguladores del splicing (Splicing Regulatory Elements, SRE). Son sitios 

de unión degenerados donde diferentes proteínas pueden unirse y regular el proceso de splicing 

mediante su interacción con el espliceosoma (Figura 10) (Smith and Valcárcel, 2000; Wang and 

Burge, 2008). Las proteínas de unión a RNA (RNA Binding Proteins, RBP) reguladoras de splicing, 

reconocen distintas secuencias de RNA (SRE) y regulan el splicing mediante un "código" (Fu, 

2004; Wang and Burge, 2008). Dependiendo, de si su localización es exónica o intrónica y del 
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efecto positivo o negativo que ocasionan sobre el reconocimiento de los sitios de splicing, los 

podemos clasificar como enhancers, o silenciadores, respectivamente. Así, se pueden distinguir 

activadores y represores de splicing exónicos (ESE y ESS, respectivamente), activadores y 

represores de splicing intrónicos (ISE e ISS, respectivamente). En general, las proteínas SR se unen 

a ESEs y promueven la inclusión de un exón mediante el reclutamiento del espliceosoma. Por el 

contrario, las proteínas heterogéneas de la familia de las ribonucleoproteínas nucleares (hnRNP) 

pueden antagonizar el efecto positivo de las proteínas SR al unirse a ESS (silenciadores exónicos 

de splicing) o ISS (silenciadores intrónicos de splicing) y reprimir el splicing (Geuens et al., 2016). 

 

Figura 10. Regulación del proceso de splicing por elementos en cis y factores trans de splicing 

(Proteínas SR, hnRNP, etc). Human-transcriptome database for alternative splicing, 

http://www.h-invitational.jp/h-dbas/as_mechanism.jsp. 

 

 Las proteínas SR constituyen una familia de proteínas de unión a RNA (RNA Binding 

Proteins) o factores de splicing que están presentes en todos los metazoos y en plantas. 

Específicamente, contienen 1-2 dominios N-terminales de reconocimiento del RNA (RNA 

Recognition Motif, RRM)  y una región C-terminal enriquecida en el dipéptido Arg-Ser (Figura 11) 

(Shepard and Hertel, 2009; Manley and Krainer, 2010). En general, los dominios RRM reconocen 

RNA, mientras que los dominios RS participan en diversas interacciones proteína-proteína y 

proteína-RNA. La mayoría de las proteínas SR están ubicadas exclusivamente en el núcleo, pero 
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algunas proteínas SR (principalmente SRSF1, SRSF3 y SRSF7) pueden desplazarse entre el núcleo 

y el citoplasma.  

 

Figura 11. Estructura de las proteínas SR y hnRNPs. Lista y dominios de proteínas SR. Las 

estructuras de los dominios (RRM, RRMH, RS y Zn) se indican como se muestra en el cuadro 

superior. Los nombres actuales de las proteínas SR son SRSF, pero también se indican entre 

paréntesis. Entre las 12 proteínas SR centrales, 6 (en letras rojas) se desplazan entre el núcleo y el 

citoplasma (proteínas SR que se desplazan), mientras que las otras (letras negras) no han 

demostrado tener actividad de transporte (proteínas SR que no se desplazan) (Jozwiak et al., 2008). 

La familia hnRNP. Los hnRNP tienen diferentes pesos moleculares que van de 34 a 120 kilodaltons 

(kDa) y se nombran alfabéticamente desde hnRNP A1 a hnRNP U. Muchos hnRNP están presentes 

en los mismos complejos, lo que sugiere que múltiples hnRNP comparten estructura y función. 

Varios dominios estructurales se comparten entre diferentes miembros de la familia. Los miembros 

de la familia hnRNP están formados por cuatro dominios de unión a RNA únicos (RBDs). 

Diferentes miembros de la familia portan los mismos RBD, lo que explica en parte sus propiedades 

compartidas de unión de RNA: motivo de reconocimiento de RNA (RRM), motivo de 

reconocimiento de quasi-RNA (qRRM), dominio de homología K (KH), y dominio de unión de 

RNA (RGG) que consta de repeticiones de Arg-Gly-Gly. Los tamaños de estas 16 hnRNP comunes 

están dibujados a escala entre ellos en esta representación (Jeong, 2017). 

 

Las proteínas SR también participan en un conjunto diverso de procesos celulares 

adicionales, incluida la exportación nuclear de mRNA, la estabilidad y el control de calidad del 

mRNA, la traducción, el mantenimiento de la estabilidad genómica, la transformación oncogénica 

y, ademas aumentan la inclusión de exones al servir como sitios para el reclutamiento de la 

maquinaria de splicing, el espliceosoma. Los potenciadores de splicing generalmente se encuentran 

dentro del exón regulado y suelen ser reconocidos por al menos un miembro de la familia de 

proteínas SR que recluta la maquinaria splicing al intrón adyacente (Blencowe, 2000; Black, 2003). 

Proteínas SR Proteínas hnRNPs 
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Entre las principales proteínas SR se encuentran SF2/ASF (SRSF1), SC35 (SRSF2), SRp40 

(SRSF5), SRp55 (SRSF6) o 9G8 (SRSF7), entre otras (Busch and Hertel, 2012; Jeong, 2017). Así, 

por ejemplo, para facilitar el reconocimiento de los sitios donadores atípicos se requiere de la 

participación de enhancers de splicing y de las correspondientes proteínas SR (Kralovicova et al., 

2011; Fraile-Bethencourt et al., 2017). El exón 17 del gen BC/OC BRCA2 posee un donador atípico 

GC que para su reconocimiento necesita de la participación de los factores de splicing SC35, Tra2β, 

SF2/ASF y SRp20 (Fraile-Bethencourt et al., 2017). Por tanto, es factible que el donador GC del 

exón 12 de PALB2 esté regulado de una forma similar, y será objeto de estudio en parte de esta tesis 

doctoral por sus posibles implicaciones en la predisposición hereditaria a cáncer de mama/ovario. 

Además, las proteínas SR pueden actuar como oncoproteínas cuando están sobre-expresadas. Así, 

por ejemplo, la proteína SF2/ASF está sobre-expresada en varios tipos de tumores como el de 

pulmón, colon o mama (Karni et al., 2007; Anczuków et al., 2012). 

 Por su parte, las hnRNPs representan una gran familia de proteínas de unión a RNA y 

contribuyen en múltiples aspectos del metabolismo de los ácidos nucleicos ayudando a la 

maduración de los pre-mRNAs recién sintetizados, estabilizando el transcrito durante su transporte 

y controlando su traducción. Muchas hnRNPs comparten características generales, pero difieren en 

la composición de su dominio y en sus propiedades funcionales (Figura 11). Estructuralmente, las 

hnRNPs poseen 4 dominios diferentes de unión a RNA: RRM (el más abundante), quasi-RRM, un 

dominio rico en Gly formando una caja RGG y un dominio KH. Se sabe que muchas hnRNPs 

regulan el splicing alternativo, reprimiendo la inclusión de exones o causando la retención de 

intrones. El papel de las hnRNP en la regulación de la expresión génica ha generado un gran interés 

en la investigación de enfermedades. Los niveles de expresión de hnRNPs se altera en muchos tipos 

de cáncer, sugiriendo un papel relevante en carcinogénesis, pudiendo actuar como oncogenes y 

genes supresores de tumores (Geuens et al., 2016). Además del cáncer, muchas hnRNPs también 

se han relacionado con diversas enfermedades neurodegenerativas, como la atrofia muscular 

espinal, la esclerosis lateral amiotrófica, la enfermedad de Alzheimer y la demencia fronto-

temporal. Como las neuronas son células que no se dividen, por lo que necesitan una regulación 
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estricta de la homeostasis del mRNA, siendo muy vulnerables a pérdidas de función en proteínas 

de unión al RNA, incluidas las hnRNPs (Geuens et al., 2016). 

Debido a la gran importancia que tienen los hnRNPs en la regulación de la expresión génica, 

no es sorprendente que muchas de ellas sean esenciales en el desarrollo de algunos tumores. La 

hnRNPA1 está asociada con diferentes tipos de cáncer y metástasis. Sus niveles de expresión 

aumentan drásticamente en muestras de cáncer de pulmón y está asociada con la proliferación 

tumoral (Liu et al., 2016). Además, la eliminación de hnRNPA2/B1 en células tumorales MDA-

MB-231 disminuye la invasión celular y la proliferación (Loh et al., 2015). 

En 2013, Anantha R. y colaboradores determinaron que hnRNPC forma parte del complejo 

de nucleoproteínas que contiene las proteínas supresoras de cáncer de mama PALB2, BRCA2 y 

BRCA1. hnRNPC modifica su localización nuclear después de la radiación ionizante (IR) y se 

localiza parcialmente en los sitios de daño en el DNA. El agotamiento de hnRNPC altera 

sustancialmente el equilibrio normal de los mecanismos de reparación después de la inducción de 

roturas de DNA de cadena doble, reduciendo el uso de la recombinación homóloga y alterando la 

progresión de la fase S después de la IR. Además, la pérdida de hnRNPC reduce fuertemente la 

abundancia de proteínas clave para la recombinación homóloga, como: BRCA1, BRCA2, RAD51 

y BRIP1, lo que puede atribuirse, al menos en parte, a una baja regulación de sus mRNA debido a 

un splicing aberrante. La falta de otras proteínas hnRNP produjo poco o ningún efecto sobre la 

recombinación homóloga. Por lo tanto, dada la inexistencia de otros hnRNP en nuestro complejo 

BRCA1-PALB2-BRCA2, hnRNPC claramente tiene un papel principal en regulación de la 

expresión de varios genes clave en la ruta de reparación del DNA de doble cadena (Anantha et al., 

2013). 

3.1.6. Splicing y enfermedad. 

Un análisis reciente del proyecto Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) (Dunham et 

al., 2012) (GRCh38, Ensembl79) indica que la mayor parte del genoma humano se transcribe y 

consta de aproximadamente 60.000 genes (~20.000 genes que codifican proteínas, ~ 16.000 RNA 
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largos no codificantes (lncRNAs), ~ 10.000 RNA no codificantes pequeños y 14.000 pseudogenes). 

Aunque es probable que este inventario de genes pueda cambiar, el número de genes que codifican 

proteínas es sorprendentemente bajo dada la complejidad proteómica de muchos tejidos (Scotti and 

Swanson, 2016). Los genes humanos expresan pre-mRNA notablemente complejos, que contienen 

una media de ocho exones, con intrones que constituyen el 90% de la unidad de transcripción. Los 

exones de este pre-mRNA están separados por intrones de hasta cientos de miles de nucleótidos de 

longitud y deben unirse con precisión para mantener el marco de lectura. 

 A veces el proceso de splicing se ve truncado por alteraciones (mutaciones) en los genes, 

que generan transcritos aberrantes. La correlación entre splicing aberrante y enfermedad, tiene gran 

relevancia en Biomedicina, como consecuencia de la cantidad de variantes deletéreas que afectan 

al splicing de genes de susceptibilidad a enfermedades hereditarias (Scotti and Swanson, 2016). 

Estas mutaciones pueden alterar los sitios 3`y 5` de splicing, el punto de ramificación, el tracto de 

polipirimidinas y secuencias en cis que actúan como activadores o represores. Dada la complejidad 

de los elementos de la secuencia de los pre-mRNA y los factores de splicing que actúan en trans, 

no es sorprendente que este paso de procesamiento del RNA sea particularmente susceptible a 

variantes germinales y somáticas que están implicadas en la enfermedad (Wang and Cooper, 2007).  

La eficiencia del splicing puede variar entre individuos debido a variantes en motivos de 

reconocimiento o reguladores que actúan en cis o en los genes que codifican los factores de splicing 

que actúan en trans, asimismo, cabe destacar que algunos RNA no codificantes (ncRNA), incluidos 

los lncRNA y los RNA circulares (circRNA), están implicados en la regulación del splicing 

(Ashwal-Fluss et al., 2014; Barry et al., 2014). 

  Las alteraciones en el splicing pueden causar la enfermedad directamente, modificar la 

gravedad del fenotipo de la enfermedad o estar relacionadas con la susceptibilidad a ésta. En cada 

caso, los mecanismos que causan splicing aberrante, implican alteraciones de los elementos que 

actúan en cis, dentro del gen afectado o de los factores que actúan en trans, requeridos para que se 

produzca correctamente el proceso splicing. Los efectos en cis tienen un impacto directo en la 
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expresión de un solo gen, mientras que los efectos en trans tienen el potencial de afectar la expresión 

de múltiples genes.  

3.1.6.1. Mutaciones de splicing en cis. 

En 1992 se creía que el 15% de las mutaciones causantes de enfermedad afectaban al 

splicing, aunque solo se tuvieron en cuenta aquellas mutaciones que alteraban los sitios naturales 

de splicing (Krawczak et al., 1992). Ahora está claro que una gran fracción, pero aún desconocida, 

de mutaciones afecta al splicing. Incluyendo otros componentes del código de splicing, como 

enhancers y silenciadores, la proporción de variantes con impacto en el splicing (o variantes 

espliceogénicas) supera incluso el 50% (Cartegni et al., 2002; López-Bigas et al., 2005; 

Pagenstecher et al., 2006), convirtiéndolas en la principal causa de enfermedades hereditarias. La 

patogenicidad de las variantes exónicas, suele estar determinada por el efecto predicho sobre el 

marco de lectura y la funcionalidad de la proteína. Las variantes que habitualmente se catalogan de 

acuerdo a su impacto en la secuencia proteica como nonsense, missense o sinónimas, en realidad 

podrían estar afectando el patrón de splicing de los genes. No reconocer este hecho, podría 

confundir la comprensión de la base molecular de la enfermedad y conducir a una evaluación 

errónea de las variantes patogénicas.  

En 2005, Pagani y colaboradores, analizaron de forma minuciosa los exones 9 y 12 del gen 

CFTR, responsable de la fibrosis quística, y vieron que aproximadamente una cuarta parte de las 

mutaciones sinónimas daban como resultado un splicing aberrante (Pagani et al., 2005). En 2020, 

Cerasuolo y colaboradores, analizaron la secuencia de STK11 y de otros 8 genes en dos hermanas 

jóvenes sospechosas de padecer el síndrome de Peutz-Jeghers (PJS), que mostraban 

hiperpigmentación mucocutánea típica del PJS. Las dos hermanas portaban una nueva variante 

germinal en uno de sus alelos producida por un cambio de G a A (c.597G>A), que causaba la 

eliminación del sitio de splicing 5' de exón 4 de STK11. Esta variante ocasionaba la formación de 

una isoforma de mRNA de STK11 aberrante sin exón 4, que genera un codón de parada prematuro 

y por consiguiente una proteína truncada. Sin embargo, esta variante también fue detectada en el 
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padre de las dos hermanas, que, no reflejaba ningún síntoma de PJS. El padre, además presentaba 

una variante heterocigótica producida por un cambio de T a C (c.465-51T>C) en el intrón 4 de 

STK11, que no portaba ninguna de sus hijas. El análisis con el programa ESEfinder mostró que la 

variante c.465-51T>C aumentaba la afinidad de unión del factor de splicing SRSF1 por el motivo 

ESE ubicado en el intrón 4. A través de este mecanismo, este polimorfismo, puede ser responsable 

de un incremento de la expresión del mRNA de STK11 en el padre en comparación con sus hijas, 

atenuando el efecto secundario de la variante patogénica c.597G>A y contribuyendo a la 

variabilidad fenotípica del PJS en la familia (Cerasuolo et al., 2020). Este ejemplo ilustra la enorme 

influencia de la variabilidad genética sobre el splicing. Aun así, la mayoría de las mutaciones 

splicing que actúan en cis permanecen sin ser detectadas (Wang and Cooper, 2007). 

3.1.6.2. Mutaciones de splicing que actúan en trans. 

La complejidad estructural y funcional del espliceosoma rivaliza con la del ribosoma. El 

espliceosoma está compuesto por 5 snRNP y un número variable de proteínas asociadas, incluidas 

quinasas, fosfatasas y helicasas, muchas de las cuales son necesarias para la correcta función de la 

maquinaria de splicing, así como proteínas asociadas; como factores para exportar el mRNA fuera 

del núcleo y factores de transcripción (Jurica and Moore, 2003). 

Dos enfermedades, la atrofia muscular espinal (AME) y la retinitis pigmentaria (Briese et 

al., 2005; Mordes et al., 2006), son causadas por mutaciones en genes implicados en el ensamblaje 

y en la función de snRNP, respectivamente. A pesar de la función de los genes responsables, 

sorprendentemente, estas enfermedades afectan a distintos subconjuntos de neuronas. La AME es 

un trastorno autosómico recesivo que afecta principalmente a las α-motoneuronas de la médula 

espinal y está causado por la pérdida de función del gen SMN1, requerido para el ensamblaje de los 

snRNP en el citoplasma antes de la maduración final y su importación al núcleo. La pérdida en la 

producción de snRNP se ha relacionado directamente con la enfermedad (Winkler et al., 2005).  

Por otro lado, la retinitis pigmentaria es una de las formas más comunes de ceguera y afecta 

a 1 de cada 4000 personas en todo el mundo. La enfermedad se produce como resultado de la 
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degeneración de la retina, debido principalmente a la pérdida progresiva de células fotorreceptoras. 

La mayoría de los casos son esporádicos; sin embargo, variantes en más de 30 genes causan formas 

familiares de la enfermedad, pudiendo tener una herencia autosómica recesiva, autosómica 

dominante o ligada al cromosoma X. Sorprendentemente, tres genes de la forma dominante de 

retinosis pigmentaria (homólogos del gen del factor de procesamiento de mRNA: PRPF31, PRPF8 

y PPRP3) codifican proteínas necesarias para el ensamblaje y funcionamiento adecuado del  tri-

snRNP, U4-U5-U6, un componente esencial del espliceosoma (McKie et al., 2001; Chakarova et 

al., 2002). Probablemente, la retinitis pigmentaria se produzca debido a alteraciones en la función 

del espliceosoma. Es previsible que la especificidad del tipo celular resulte de la sensibilidad de 

uno o más pre-mRNA específicos de fotorreceptores a la pérdida de la función de U4-U5-U6 tri-

snRNP. 

3.1.6.3. Efectos trans-dominantes sobre la regulación del splicing: 

ganancia de función del RNA.  

Las expansiones de tres nucleótidos dentro de las regiones codificantes causan 

enfermedades como la enfermedad de Huntington, ataxias espinocerebelosas y distrofia muscular 

oculofaríngea debido a la pérdida y/o ganancia de función de las proteínas codificadas, que 

contienen tractos anormalamente expandidos de poliglutamina o polialanina (Lalioti et al., 1997; 

Gatchel and Zoghbi, 2005). La enfermedad mejor caracterizada de todas ellas es la distrofia 

miotónica, un trastorno hereditario dominante y conocido por ser la segunda causa más común de 

distrofia muscular. La distrofia miotónica es causada por una expansión de tres nucleótidos CTG 

en la región 3' no traducida (3' UTR) de DMPK, o por una expansión de CCTG en el intrón 1 de 

ZNF9 (también conocido como CNBP). 

La característica molecular clave de la distrofia miotónica, es la mala regulación del 

splicing alternativo fisiológico en un subconjunto de genes, de modo que los patrones de splicing 

embrionario y neonatal se conservan en los tejidos adultos de los pacientes con esta patología. Se 

puede apreciar que la miotonía y la resistencia a la insulina son el resultado de la expresión 
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inapropiada de diferentes patrones de splicing embrionario en tejidos adultos (Osborne and 

Thornton, 2006; Ranum and Cooper, 2006; Cho and Tapscott, 2007). 

3.1.6.4. Splicing y Cáncer. 

The Cancer Genome Atlas (TCGA) fue un proyecto de genómica del cáncer que caracterizó 

molecularmente más de 20.000 cánceres primarios y emparejó muestras que abarcaban 33 tipos de 

cáncer. En 2018 Seiler y colaboradores, utilizando los datos de este proyecto, determinaron que las 

mutaciones somáticas que supuestamente impulsaban la aparición del cáncer, se originaban en 119 

genes que codificaban proteínas reguladoras y factores de splicing (Seiler et al., 2018). Además de 

las mutaciones, los cambios en la expresión de los factores de splicing a menudo están asociados 

con procesos de oncogénesis o la pérdida de la supresión tumoral. El 84% de las proteínas de unión 

al RNA y más del 70% de los factores de splicing, presentan fallos en la regulación de sus niveles 

de expresión (Dvinge et al., 2016; Sebestyén et al., 2016; Sveen et al., 2016). Fallos en la maquinaria 

de splicing de las células cancerosas puede contribuir a prácticamente todos los aspectos de la 

progresión tumoral (Figura 12) (Kozlovski et al., 2017; Di et al., 2019; Bonnal et al., 2020). Por 

ejemplo, la retención de varios de los llamados “intrones detenidos”, conduce a la acumulación de 

pre-mRNA en el núcleo hasta que un estímulo desencadena el splicing y, en consecuencia, se 

produce la expresión rápida de productos génicos, asociados con proliferación, senescencia y 

apoptosis que contribuyen a la neurogénesis. En el glioblastoma, se interrumpe la retención de 

intrones programada y la inhibición de PRMT5, que es una arginina N-metiltransferasa importante 

para la biogénesis de snRNP, y el splicing de los intrones detenidos, inhibe de forma potente la 

progresión del glioblastoma en modelos murinos (Bonnal et al., 2020). 

El factor de splicing SRSF1 es un protooncogén poderoso cuya regulación positiva da como 

resultado la modulación simultánea del splicing alternativo en genes objetivo clave. Estos cambios 

postranscripcionales en la expresión génica resultan, por un lado, en la inactivación de supuestos 

supresores de tumores como BIN1 y, por otro lado, en la generación de isoformas oncogénicas. 

Además, los niveles de expresión de la proteína SRSF2 aumentan con frecuencia en varios tumores 
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sólidos, incluidos los cánceres de mama y pulmón. SRSF1 es un objetivo directo de MYC, otro 

protooncogén, y su expresión elevada se correlaciona con aumento del grado tumoral, disminución 

de la supervivencia y resistencia a la quimioterapia (Karni et al., 2007). Generalmente, estas 

alteraciones en el splicing, se producen en genes que controlan procesos esenciales, como el 

crecimiento celular, la apoptosis o la motilidad (Urbanski et al., 2018). En particular, la titulación 

proteica de la actividad de SRSF1 utilizando oligonucleótidos señuelo que contienen sitios de unión 

a SRSF1 da como resultado la inhibición del crecimiento de células cancerosas y la apoptosis in 

vitro y en modelos murinos (Denichenko et al., 2019).  

 

 

Figura 12. Efecto de la desregulación del splicing alternativo sobre la progresión del cáncer. 

El diagrama ilustra diferentes distintivos del cáncer junto con ejemplos de eventos de splicing 

alternativo que contribuyen a la regulación de los diferentes procesos de tumorogénesis. Las flechas 

hacia arriba y hacia abajo indican las isoformas que contribuyen más y menos, respectivamente, a 

cada proceso (Bonnal et al., 2020) 

 

 Los reordenamientos cromosómicos de los factores de splicing EWS y RBN15 son 

característicos de los sarcomas de Ewing y de la leucemia megacariocítica aguda pediátrica, 

respectivamente (Janknecht, 2005; Seiler et al., 2018). Debido a la función de unión al RNA de 

estas proteínas, estas lesiones genéticas también pueden alterar el proceso de splicing del RNA 
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inmaduro en genes relevantes para el cáncer, incluidos los que codifican las helicasas RNA-DNA, 

DHX9 y ARID1A, con efectos oncogénicos. Además, se ha comprobado como alteraciones de los 

niveles de expresión de snRNAs en muestras de cáncer de pacientes con carcinoma ductal de mama, 

inducía errores en el splicing, lo que sugiere que los cambios en los niveles de snRNA también 

pueden contribuir a la progresión del cáncer. 

Otro ejemplo más de alteración de los patrones de splicing en el cáncer se puede observar 

en el gen PKM de la piruvato quinasa, donde se produce una reversión de los patrones de splicing 

de adulto a embrionario que afecta a dos exones mutuamente excluyentes de este gen, lo cual 

confiere una ventaja de crecimiento a las células cancerosas al permitir la generación rápida de 

energía a través de la glucólisis aeróbica (efecto Warburg), desviando la glucosa hacia otros 

procesos de biosíntesis (Christofk et al., 2008). 

 Todos los ejemplos citados muestran la gran relevancia que tiene la alteración del splicing 

en la carcinogénesis y en casi todas las etapas distintivas de la progresión tumoral, incluida la 

invasión celular, la angiogénesis y el metabolismo celular (David and Manley, 2010; Ladomery, 

2013; Oltean and Bates, 2014; Biamonti et al., 2018; Urbanski et al., 2018). Por tanto, errores en el 

proceso de splicing y la generación de isoformas específicas del cáncer, relacionadas con 

alteraciones de la actividad de factores y reguladores de splicing, contribuyen a cambios relevantes 

en el transcriptoma, que fomenta el desarrollo tumoral. Todos estos procesos tienen una gran 

relevancia para la Oncología Clínica, las respuestas a la terapia contra el cáncer, la aparición de la 

resistencia a los medicamentos, así como para la generación de nuevos biomarcadores y dianas 

terapéuticas específicas para el desarrollo de nuevos fármacos antitumorales  (Gilbert, 1978; Bonnal 

et al., 2020). Desde el punto de vista terapéutico, es especialmente llamativa la vulnerabilidad de 

las células tumorales a la inhibición farmacológica del splicing. 
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El objetivo principal de esta tesis es determinar el papel de la desregulación del 

splicing en el gen de susceptibilidad PALB2 en cáncer de mama hereditario, y contribuir a la 

dilucidación de su espectro de predisposición genética. 

Objetivos específicos: 

1. Construcción y validación de minigenes estables con los exones 1 a 12 de PALB2. 

2. Análisis bioinformático y selección de variantes BRIDGES candidatas de alterar el splicing en 

los exones 1-12 de PALB2. 

3. Estudio funcional y clasificación de variantes BRIDGES. 

4. Análisis bioinformático de variantes ClinVar candidatas de alterar el splicing en los exones 1-

12 de PALB2. 

5. Estudio funcional y clasificación de variantes ClinVar situadas en los exones 1-3. 

6. Mapeo funcional de elementos reguladores del splicing de los exones 11 y 12 de PALB2. 
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1. Bioinformática.  

1.1. Bases de datos y programas:  

 

La información necesaria para desarrollar el estudio bioinformático se ha obtenido de 

diferentes bases de datos de carácter internacional. En primer lugar, ha sido necesario consultar la 

secuencia consenso para el gen PALB2 y, por otra parte, listar las variantes genéticas detectadas en 

controles y casos del proyecto BRIDGES y las registradas en la base de datos ClinVar. 

1.1.1. Bases de datos de secuencias. Ensembl.  

 

La base de datos Ensembl (www.ensembl.org), ha sido utilizada para consultar la 

secuencia consenso del gen PALB2 en el genoma humano. El proyecto de base de datos del 

genoma Ensembl es un proyecto científico del Instituto Europeo de Bioinformática publicado 

en 1999 en respuesta a la inmediata finalización del Proyecto Genoma Humano (Hubbard et 

al., 2002). 

Esta base de datos de dominio público y acceso gratuito, permite acceder de forma 

centralizada a todo el genoma humano y a una gran colección de genes de distintas especies. 

Además, aporta descripciones de las características identificadas en el DNA, denominadas 

anotaciones y expone otras características importantes como variantes, repeticiones y 

homologías. 

La Tabla 2 muestra el número de acceso a la secuencia del gen PALB2 y sigue el 

siguiente formato: ENS+letra+11 dígitos, utilizando la letra P, para proteína, T para transcrito, 

G para gen, etc. 

 

 

 

 

https://hmong.es/wiki/European_Bioinformatics_Institute
https://hmong.es/wiki/Human_Genome_Project
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Tabla 2. Numero de acceso de la secuencia del gen PALB2 de Homo Sapiens. 

Especie Nº de acceso PALB2 

Homo Sapiens ENSG00000083093 

 

 

1.1.2. Lasergene Molecular Biology. Seqbuilder Pro. 

Lasergene Molecular Biology es un software de análisis de secuencias propiedad de la 

empresa DNASTAR (DNASTAR Inc, Madison, USA). 

Seqbuilder Pro (https://www.dnastar.com/software/lasergene/seqbuilder-pro), es una 

aplicación de Lasergene para la edición de secuencias, el diseño de plásmidos, el clonaje 

virtual automatizado y el diseño de oligonucleótidos. 

1.1.3. Variantes y anotación de transcritos.  

Las variantes, los transcritos y los productos proteicos se nombrarán de acuerdo con las 

pautas propuestas por The Human Variation Society (HGVS) (https://vRNAomen.hgvs.org/), 

usando la secuencia de referencia Ensembl del transcrito ENSG00000083093 (Genbank 

NM_024675.4).  

1.1.4. ClinVar. 

ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) es un archivo público y de libre acceso de 

variantes genéticas humanas. Además, incluye interpretaciones de las variantes y su relación con 

enfermedades y otras afecciones. Se mantiene en el National Center for Biotechnology Information 

(NCBI), dentro de la National Library of Medicine (NLM) de los National Institutes of Health 

(NIH). Más de 1300 grupos de investigación y organizaciones han presentado interpretaciones de 

variantes en ClinVar, incluidos laboratorios de pruebas clínicas, laboratorios de investigación, 

médicos, registros de pacientes, paneles de expertos, etc (Landrum et al., 2020). Las clasificaciones 

https://www.dnastar.com/software/lasergene/seqbuilder-pro
https://varnomen.hgvs.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
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incluidas en ClinVar presentan varios niveles de confianza representados por estrellas, de la manera 

detallada en la Tabla 3. 

Tabla 3. Clasificación por estrellas en la base de datos ClinVar (Fuente: Fundación Instituto 

Roche; https://www.institutoroche.es/recursos/glosario/clinvar, acceso 10 de junio de 2021). 

Número de 

Estrellas 

Descripción y estado de la revisión 

0 No existe interpretación sobre la variante o no 

está apoyada por ninguna evidencia 

1 La interpretación de la variante proviene de 

una sola fuente o por varias, presentando 

discrepancias. 

2 Dos o más fuentes han proporcionado la misma 

interpretación para una misma variante 

3 La interpretación ha sido revisada y validada 

por expertos. 

4 Existen guías de práctica clínica asociadas a la 

variante 

 

El significado clínico se expresa según los términos estandarizados de ClinVar y del 

Genetic Testing Registry (GTR), excepto cuando ClinVar procesa datos de OMIM, que establece 

valores de acuerdo con sus propias pautas. Existen cinco valoraciones diferentes respecto al 

significado clínico de una variante: Benigna, Posiblemente benigna, Significado clínico 

desconocido (VUS), Posiblemente patogénica y Patogénica. Estas categorías siguen la 

nomenclatura sugerida la ACMG y AMP para catalogar variantes en enfermedades mendelianas.  

1.1.5. Diseño de oligonucleótidos. 

  Los oligonucleótidos empleados para PCR han sido diseñados con la herramienta 

informática Primer3 input (v3.0.0) (http://primer3plus.com/web3.0.0/primer3webinput.htm) o con 

el programa de diseño de oligonucleótidos Oligo v7.0 (Molecular Biology Insights, Colorado 

Springs, Colorado, USA). Algunos de estos oligonucleótidos fueron marcados con el fluorocromo 

https://www.institutoroche.es/recursos/glosario/clinvar
http://primer3plus.com/web3.0.0/primer3webinput.htm
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6-FAM (6-Carboxyfluorescein), con el fin de poder utilizarlos en el análisis de fragmentos 

fluorescente mediante electroforesis capilar. 

1.2. Selección de variantes candidatas de splicing. 

Los datos de las variantes candidatas de alterar el splicing en el gen de susceptibilidad a 

cáncer de mama PALB2, han sido seleccionadas del proyecto europeo BRIDGES, en el cual se han 

secuenciado más de 113.000 mujeres de 25 países de la Unión Europea. Además, hemos 

seleccionado y analizado funcionalmente variantes de la base de datos ClinVar, que incluye 3820 

variantes de este gen (acceso agosto 2021). 

1.2.1. Human Splicing Finder. 

Existen diferentes herramientas informáticas que permiten evaluar la probabilidad que tiene 

un determinado cambio en el DNA de afectar a secuencias básicas de los sitios canónicos de splicing 

y otros elementos reguladores implicados en el proceso de splicing. En nuestro caso, la selección 

de variantes se ha llevado a cabo con el programa Human Splicing Finder versión 3.0 (HSF; 

http://www.umd.be/HSF3/; en la actualidad este sitio web ha sido cerrado y HSF está incluido 

dentro de Genomnis, https://www.genomnis.com/). HSF incluye varios algoritmos que detectan 

eliminación o creación de sitios de splicing (MaxEntScan -MES- y uno propio de HSF) y 

activadores o silenciadores. Los criterios de selección de variantes de DNA fueron los siguientes: 

 1) Eliminación de los sitios naturales aceptor y donador de splicing: variantes situadas en las 

posiciones intrónicas -3, -2 y -1 (aceptor), +1, +2, +3, +5, +6 (donador), y en los 2 primeros 

nucleótidos (aceptor) y los 3 últimos (donador) de cada exón 

2) Generación de nuevos sitios fuertes alternativos de splicing. 

3) Alteraciones del tracto de pirimidinas: cambios Pirimidina→Purina o disminución de su longitud 

(deleción). 

http://www.umd.be/HSF3/


72 

 

 Un total de 82 variantes BRIDGES y 151 de la base de datos ClinVar de las fronteras intrón-

exón fueron preseleccionadas para la realización de los análisis in silico: 

Exón 1:  

BRIDGES: c.47A>G y c.48G>A. 

ClinVar: c.46A>G. 

 

Intrón 1: 

BRIDGES: c.48+1G>A, c.48+2T>C, c.48+3G>A, c.48+4C>T, c.48+7G>C y c.49-2A>T. 

ClinVar: c.48+1G>C, c.48+1G>T, c.48+2T>G, c.48+1del, c.48+5C>T, c.48+6G>C, c.49-1del, 

c.49-2del y c.49-1G>A. 

 

Exón 2: 

BRIDGES: c.50T>G y c.106C>T. 

ClinVar: c.50dup, c.50T>G, c.106C>T y c.108G>A. 

 

Intrón 2: 

BRIDGES: c.108+1G>A, c.108+2T>C, c.108+7G>A, c.108+8A>G, c.108+9del, c.108+9A>G, 

c.109-7C>T, c.109-7C>A, c.109-5T>C, c.109-6_109-4del y c.109-2A>G. 

ClinVar: c.108+1_108+2insC, c.108+4A>G, c.108+5G>A, c.108+6T>C y c.109-2A>C. 

 

Exón 3: 

BRIDGES: c.109C>A y c.109C>T. 

ClinVar: c.109C>A, c.109C>T, c.110G>A, c.11T>C, c.210A>C y c.210A>G. 

 

Intrón 3: 

BRIDGES: c.211+1G>A y c.211+5del. 

ClinVar: c.211+1G>T, c.211+2T>C, c.211+4A>G, c.211+6T>A, c.212-1G>A, c.212-1G>T, 

c.212-2A>C, c.212-2A>T, c.212-2A>G y c.212-3C>T. 

 

Exón 4:  

BRIDGES: c.1682A>G. 

ClinVar: c.212A>G, c.213A>G, c.213A>T, c.213A>C y c1684G>A. 

 

Intrón 4: 

BRIDGES: c.1684+4A>G, c.1684+7C>T, c.1684+8A>G, c.1684+9A>C, c.1685-2A>C y c.1685-

2A>C. 

ClinVar: c.1684+1G>T, c.1684+1G>A, c.1684+3A>C, c.1684+6del, c.1684+6_1584+9del, 

c.1685-3T>C, c.1685-3T>G, c.1685-1G>A y c.1685-1G>C. 

 

Exón 5: 

BRIDGES: c.2513A>C. 

ClinVar: c.1686G>A, c.2512C>T, c.2512C>G, c.2513A>G y c.2514G>A. 
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Intrón 5: 

BRIDGES: c.1514+5A>G, c.2514+6A>G, c.2514+8C>T, c.2515-9T>C, c.1515-9T>G y c.2515-

2A>G. 

ClinVar: c.2514+1G>A, c.2514+1G>C, c.2514+3A>G, c.2514+3dup, c.2514+4C>T, 

c.2514+5A>G, c.2515-3C>T, c.2515-3C>G, c.2515-1G>T y c.2515-1G>A. 

 

Exón 6: 

BRIDGES: no se detectaron variantes candidatas. 

ClinVar: c.2517T>G, c.2517_2518del y c.2586G>C. 

 

Intrón 6: 

BRIDGES: c.2586+3C>G, c.2586+4A>T, c.2586+8G>C y c.2587-2A>G. 

ClinVar: c.2586+1G>T, c.2586+3C>T, c.2586+3C>G, c.2587-2A>G y c.2587-1G>C. 

 

Exón 7: 

BRIDGES: no se detectaron variantes candidatas. 

ClinVar: c.2587A>G. 

 

Intrón 7: 

BRIDGES: c.2748+1G>T, c.2748+1G>A, c.2748+2dup, c.2748+4A>T, c.2748+8G>A, 

c.2748+9del y c.2749-1G>T. 

ClinVar: c.2748+1G>T, c.2748+1G>C, c.2748+1G>A, c.2748+1_2748+2del, c.2748+2T>C, 

c.2748+3A>C, c.2747_2748+4del, c.2749-2A>C, c.2749-1G>C y c.2749-1G>A. 

 

Exón 8: 

BRIDGES: c.2750T>C. 

ClinVar: c.2749G>A, c.2832del y c.2832C>G. 

 

Intrón 8: 

BRIDGES: c.2834G>C, c.2834+1G>A, c.2834+2T>C, c.2834+3A>G, c.2834+5G>A, 

c.2834+6T>C, c.2834+8A>G, c.2835-9T>C, c.2835-7G>T y c.2835-3T>C. 

ClinVar: c.2834+1G>C, c.2834+1G>T, c.2834+2T>G, c,2834+2T>C, c.2834+4T>C, 

c.2834+5G>A, c.2835-3T>C, c.2835-2A>C, c.2835-1G>A y c.2835-1G>C. 

 

Exón 9: 

BRIDGES: c.2836G>A. 

ClinVar: c.2835G>A, c.2836G>T, c.2836G>A, c.2837C>G, c.2837del, c.2996G>A, c.2996G>A 

y c.2996G>C. 

Intrón 9:  

BRIDGES: c.2996+4A>G, c.2997-2del y c.2997-1G>A. 

ClinVar: c.2996+1G>T, c.2996+2T>C, c.2996+3A>C, c.2996+3A>G, c.1996+5G>T, c.1997-

3C>G y c.2997-2A>T. 

 

Exón 10: 

BRIDGES: c.3113G>A. 

ClinVar: c.2997A>T, c.2998G>A, c.2999G>A, c.2999G>T, c.2999del, c.2999_3001del y 

c.311T>C. 
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Intrón 10:  

BRIDGES: c.3113+3A>G, c.3113+5G>C, c.3113+8T>C y c.3114-5C>T. 

ClinVar: c.3113+1G>A, c.3113+5G>C, c.3114-3A>G y c.3114-1G>A. 

 

Exón 11: 

BRIDGES: no se detectaron variantes candidatas. 

ClinVar: c.3114G>A, c.3114del, c.3116del, c.3116A>C y c.3201G>A. 

 

Intrón 11:  

BRIDGES: c.3201+1G>A, c.3201+3_3201+4insTG, c.3202-9C>T, c.3202-8G>T y c.3202-8G>A. 

ClinVar: c.3201+1G>T, c.3201+1G>C, c.3201+2dup, c.3201+3A>C, c.3201+4del, 

c.3201+4A>G, c.3201+5G>T, c.3201+6T>A, c.3202-2A>G, c.3202-2A>C, c.3202-1G>A y 

c.3202-1G>C. 

 

Exón 12: 

BRIDGES: c.3203G>C y c.3348C>T. 

ClinVar: c.3202G>T, c.3203G>A, c.3204G>A, c.3204G>T y c.3350G>A. 

 

Intrón 12:  

BRIDGES: c.3350+3A>G, c.3350+4A>G y c.3350+5G>A. 

ClinVar: c.3350+1G>A, c.3350+2C>G, c.3350+4A>C y c.3350+6T>C. 

 

1.2.2. Herramienta HEXplorer.  

La selección efectiva de los sitios de splicing está controlada críticamente por elementos 

reguladores del splicing (SRE, enhancers/silenciadores) que pueden activar o reprimir el 

reconocimiento de ciertos exones. Aunque existen varios algoritmos computacionales que 

identifican una gran variedad de motivos SRE, su precisión es limitada. HEXplorer 

(https://www2.hhu.de/rna/html/hexplorer_score.php) realiza un cálculo del balance entre 

enhancers y silenciadores de splicing. De este modo, permite, gracias a las diferencias en su sistema 

de puntuación entre las secuencias mutantes y de referencia, estimar los efectos de una mutación 

exónica en el reconocimiento de un exón (Erkelenz et al., 2014). El punto de corte habitualmente 

utilizado para la selección de variantes es menor de -5 (Bueno-Martínez et al., 2021). En esta tesis, 

se aplicó un criterio aún más restrictivo (< -40) para la selección de variantes de los exones 11 y 

12. 

https://www2.hhu.de/rna/html/hexplorer_score.php
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2.  Ensayos funcionales de splicing mediante minigenes híbridos. 

El splicing es un proceso esencial en la expresión génica mediante el cual los intrones son 

eliminados y los exones son unidos secuencialmente. Los minigenes híbridos permiten recrear un 

gen humano implicado en una enfermedad y estudiar los efectos de las mutaciones sobre el splicing 

sin necesidad de muestras de paciente. Los minigenes son vectores plasmídicos de expresión en 

eucariotas que contienen parte de la secuencia de un gen. Los llamados plásmidos reporteros de 

splicing tienen un diseño sencillo, con un promotor fuerte (usualmente SV40), un exón inicial del 

vector o V1 con un sitio donador que lanza las reacciones del splicing, y un exón final del vector o 

V2 con un sitio aceptor que finaliza las reacciones (Figura 13). 

2.1. Minigenes en pMAD. 

Todas las construcciones de este trabajo se realizaron en el vector pMAD (Mis-Splicing 

And Disease) o pSAD (Splicing And Disease) v9.0 (Patente P201231427-CSIC), después de haber 

utilizado el vector de splicing pSPL3 (Invitrogen, descatalogado) y comprobar que éste producía 

algunos errores en el proceso de splicing (Sanz et al., 2010). Algunos habían sido descritos por 

Burn y colaboradores, como la existencia de sitios crípticos en la secuencia intrónica del vector y 

que eran reconocidos por la maquinaria de splicing (Burn et al., 1995). Además, se observaron otras 

desventajas en nuestro laboratorio, como la dificultad para clonar grandes fragmentos o la falta de 

una selección adecuada de las colonias recombinantes (Acedo et al., 2015). 
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Figura 13. Esquema del vector pMAD. 

 

Por todo ello y con el objetivo de mejorar las reacciones de splicing producidas por el 

vector, se desarrolló el vector de splicing pSAD, con el que se consiguió solucionar los problemas 

generados por pSPL3 (Acedo et al., 2015; Fraile-Bethencourt et al., 2017) (Patente P201231427-

CSIC). Posteriormente, se introdujeron nuevas mejoras en el vector, obteniéndose el plásmido 

pSAD v9.0 o pMAD. Las principales ventajas del plásmido pMAD son: i) Reducción del tamaño 

del vector (pSPL3, 6,03 kb vs. pMAD 4,5 kb); ii) Incorporación de un sitio de clonación múltiple 

con más de 20 sitios diferentes de restricción; iii) Inclusión de un segundo mecanismo de selección 

(β-galactosidasa, LacZ); iv) Fortalecimiento de los sitios donador de V1 y aceptor de V2; v) 

Eliminación de sitios crípticos del vector que puedan interferir en las reacciones de splicing. En 

conjunto, todas estas mejoras permiten clonar más fácilmente fragmentos de mayor tamaño y 

mejorar las reacciones de splicing que tengan lugar dentro del nuevo constructo/minigén. 
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2.2. Minigenes de PALB2. 

Para este estudio, se construyeron tres minigenes a partir del vector pMAD, que contienen 

en conjunto los exones 1 a 12 de PALB2: mgPALB2_ex1-3, mgPALB2_ex4-6 y mgPALB2_ex5-

12. También se clonó el mgPALB2_ex2-6, pero fue descartado porque no producía el transcrito 

canónico esperado. 

El minigén mgPALB2_ex1-3 tiene un tamaño de 5068 pares de bases (pb) con un inserto 

de 974 pb (Figuras 14 y 15), contiene los exones 1, 2 y 3 de PALB2 y se generó en dos pasos 

independientes. El inserto con los exones 2 y 3 y las correspondientes secuencias intrónicas 

flanqueantes (680 pb) fue diseñado en nuestro laboratorio y se sintetizó por la empresa Genewiz 

(Genewiz, South Planfield, NJ). Este fragmento se clonó en el vector pSAD v9.0. El exón 1 se 

amplificó con Phusion High Fidelity Polymerase (Fisher Scientific, Walthman, MA, USA) y los 

oligonucleótidos indicados en la Tabla 4. Este producto PCR fue clonado en el minigén 

mgPALB2_ex2-3 por Overlapping Extension PCR (Bryksin and Matsumura, 2010), originando una 

fusión in-frame del exón V1 del vector pMAD y el exón 1 de PALB2 (78 pb). 

 

 

Figura 14. Estructura del minigén de los exones 1 a 3 de PALB2. 
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Figura 15. Secuencia del inserto del minigén mgPALB2_ex1-3. 

 

El minigén mg_PALB2_ex4-6 tiene un tamaño de 8856 pb con un inserto de 4375 pb 

(Figuras 16 y 17) también fue clonado en 2 pasos independientes. Primero los exones 5 y 6 y sus 

correspondientes secuencias intrónicas adyacentes se amplificaron con la enzima polimerasa 

Phusion-High Fidelity (Fisher Scientific) y los oligonucleótidos indicados en la Tabla 4. Este 

inserto fue clonado en el vector pMAD mediante Overlapping Extension PCR (Bryksin and 

Matsumura, 2010), para generar el minigén mgPALB2_ex5-6. A continuación, el inserto que 

contenía el exón 4 y parte de sus secuencias intrónicas contiguas se introdujo en el constructo 

anterior por clonaje clásico, mediante digestión con las enzimas de restricción XbaI/BamHI (New 

England Biolabs, Ipswich, MA, Estados Unidos) y su posterior ligación con Rapid DNA Ligation 

Kit (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), para producir el minigén final 

mgPALB2_ex4-6. 

El minigén mgPALB2_ex5-12 tiene un tamaño de 9392 pb con un inserto de 4947 pb 

(Figuras 18 y 19) que se clonó en 3 etapas distintas. Primero, el exón 7 se amplificó con la enzima 

polimerasa Phusion-High Fidelity (Fisher Scientific) y los oligonucleótidos indicados en la Tabla 

4. Posteriormente, este inserto se clonó en el constructo previo mgPALB2_ex5-6 por Overlapping 

Extension PCR (Bryksin and Matsumura, 2010), para producir el minigén mgPALB2_ex5-7. Por 

otro lado, los exones 8, 9, 10, 11 y 12 y sus secuencias intrónicas adyacentes, se sintetizaron por la 
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empresa Genewiz y se introdujeron en mgPALB2_ex5-7 mediante las enzimas de restricción 

SalI/KpnI para su posterior ligación, constituyendo de esta manera el constructo final 

mgPALB2_ex5-12. 

 

Figura 16. Estructura del minigén de los exones 4 a 6 de PALB2. 

 

 

Figura 17. Secuencia del inserto del minigén mgPALB2_ex4-6. 
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Figura 18. Estructura del minigén de los exones 5 a 12 de PALB2. 

 

 

Figura 19. Secuencia del inserto en el minigén mgPALB2_ex5-12. 
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Todos los productos RT-PCR, procedentes de la transfección de las células MCF-7 con los 

minigenes wild type presentados anteriormente, fueron caracterizados mediante electroforesis en 

geles de agarosa, como se indica en la sección 2.2.4 de Materiales y Métodos. 

Tabla 4. Secuencia de oligonucleótidos utilizados para la construcción de los minigenes: 

mgPALB2_ex1-3, mgPALB2_ex4-6 and mgPALB2_ex5-12. 

Exones Generación 

Inserto 

Clonaje1 Oligonucleótidos (5’→3’)2 

 

Exón1 Hi-Fi PCR OEP [AGTCACCTGGACAACCTCAAAGGCACCTTT]GGCTGC

TCTTTTCGTTCTGTC 

[TGCATAACCTGTTCCTATCATCTGGAACAT]TGCGCTG

CTACTGTAATGAAA 

Exones 2-3 Síntesis 

Génica 

Restricción - 

Exón 4 Hi-Fi PCR Restricción [TATATATCTAGA]GTTAAGAGAAGAGATTGTGTGA 

[TATATAGGATCC]ATACATTTTCCTTTTCAGTGTT 

Exones 5-6 Hi-Fi PCR OEP [GGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGG]A

GTCATGGATGGGAAAAGTAA 

[GACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCA]T

TGGCATAGAAACTTTAAGAGG 

Exón 7 Hi-Fi PCR OEP [GCCAATGCAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATA]C

ATGATGTAAGTTTGATAGGCA 

[AAAGCTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACG]C
CTCATCTCTGTTCTGCCTT 

Exones 8-12 Síntesis 

Génica 

Restricción - 

1 OEP= Overlapping Extension PCR. 2 Las colas de restricción están entre corchetes.

 

2.2.1. Transformación. 

Las células ultracompetentes de Escherichia coli XL10-Gold (Agilent, Santa Clara, Estados 

Unidos) tienen el siguiente genotipo: TetrD(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 

thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F ́ proAB lacIqZDM15 Tn10 (Tetr) Amy Camr] (donde los genes 

enumerados significan alelos mutantes y los genes con el símbolo F ́, son de tipo wild type). Estas 

bacterias fueron transformadas siguiendo el protocolo sugerido por la casa comercial y cultivadas 

en medio Luria Bertani (LB) (Fisher Scientific), incluyendo todos los minigenes finales y los 

constructos intermedios descritos en apartados anteriores. 
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2.2.2. Selección de colonias recombinantes.  

 Las bacterias transformadas se sembraron en placas de medio LB cuya composición es: 1% 

Triptona, 0,5% extracto de levadura, 1% NaCl premezclado con agar-LB-Miller (Merck/VWR, 

West Chester, PA, EE.UU.) suplementadas con ampicilina a una concentración final de 100 µg/ml, 

como método de selección de colonias transformadas. Las bacterias fueron incubadas a 37ºC 

durante 18 horas.  

Además, en los primeros pasos de las construcciones de nuestros minigenes y para 

distinguir las colonias bacterianas que incluían los plásmidos con los insertos de interés, de aquellas 

que únicamente incluían el vector vacío, se trataron las placas con IPTG (Thermo Scientific) y X-

Gal (Thermo Scientific) para poder seleccionar como positivas, las bacterias blancas (con inserto) 

respecto a las azules, que únicamente albergaban el vector pMAD. 

2.2.3. Rastreo de colonias por PCR. 

 Mediante el rastreo de colonias por PCR, conseguimos de forma rápida y fácil constatar 

que el proceso de inserción se realizó de forma eficaz y precisa. Este método consiste en la 

amplificación directa por PCR del extracto resultante del hervido de cada colonia aislada, utilizando 

el Mix de PCR DreamTaq Green 2x (Thermo Scientific) y 2 oligonucleótidos específicos del vector 

situados en las zonas flanqueantes al sitio de clonación múltiple del vector pMAD (T7: 5’-

TAATACGACTCACTATAGGG-3’, y pSAD-SEQ-RV: 5’-GGATAACAATTTCACACAGG-

3’). De esta manera se pueden distinguir aquellos vectores que incluyen el inserto deseado del resto, 

por el tamaño del producto amplificado. Además, esta misma técnica ha sido empleada utilizando 

un oligonucleótido localizado en el interior del inserto, y otro situado en zonas flanqueantes al sitio 

de clonación múltiple.  

Las reacciones de amplificación se realizaron en un termociclador Veriti 96 (Applied 

Biosystems, Madrid, España) con el programa: 95ºC 1-3 min; 35 ciclos x [95ºC 30” ‐ 50ºC 30” ‐ 

72ºC 1 min por kb]; 72ºC 5 min con la mezcla presentada en la Tabla 5. 
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                Tabla 5. Mezcla de amplificación en el rastreo de colonias por PCR. 

DreamTaq Mix 12,5µL 

Oligonucleótido FW 0,2 µM 

Oligonucleótido RV 0,2 µM 

Agua 11,5 µL 

Volumen final 25 µl 

 

2.2.4. Electroforesis en gel de agarosa. 

Todos los productos amplificados fueron verificados mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1,2% en tampón TBE x1 (Tris 100 milimolar (Mm), Borato 90 mM, EDTA 1mM) para 

aquellos fragmentos inferiores a 1 kb y al 1% para los fragmentos superiores, usando siempre el 

estándar de tamaño 1 kb Plus DNA ladder de 1 kb (Thermo Scientific).  

2.2.5. Extracción de DNA plasmídico y comprobación de las construcciones. 

Una vez las colonias habían sido seleccionadas mediante el rastreo especificado 

anteriormente, se procedió a extraer el DNA plasmídico de los clones que contenían el inserto. Para 

ello se utilizó el kit GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific). Esta extracción se 

realizó a partir de un cultivo bacteriano en saturación tras 18 horas de incubación a 37ºC en medio 

LB (Caldo‐LB-Miller, Merck) suplementado con ampicilina a una concentración final de 100 

µg/ml. Por último, se prepararon reacciones de secuencia utilizando oligonucleótidos específicos 

de nuestro minigén, que fueron procesadas por la empresa Macrogen y analizadas posteriormente 

en nuestro laboratorio con la ayuda del programa SnapGene Viewer v5.3.2 (www.snapgene.com). 

http://www.snapgene.com/


84 

 

2.3.  Mutagénesis dirigida. 

La técnica de mutagénesis dirigida permite generar cualquier alteración detectada en el 

DNA de un paciente o mutaciones artificiales en los minigenes construidos. Por lo tanto, no es 

necesario obtener muestras biológicas de pacientes. 

2.3.1. Mutaciones puntuales. 

Las mutaciones reproducidas en los minigenes mgPALB2_ex1-3, mgPALB2_ex4-6 y 

mgPALB2_ex5-12 se generaron siguiendo las recomendaciones del kit de mutagénesis 

QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis (Agilent). El protocolo de mutagénesis dirigida 

consta de una amplificación mediante PCR de alta fidelidad con la enzima QuikChange, de un 

minigén wild type (wt) con oligonucleótidos que introducen la mutación mediante la mezcla 

representada en la Tabla 6, con el programa: 95ºC, 2 min;18 ciclos x [95ºC, 20” ‐ 55ºC, 10” ‐ 68ºC, 

30” por kb]; 68ºC 10´. 

Tabla 6. Mezcla de amplificación PCR de mutagénesis, PCR inserción y deleción. 

Buffer QuickChange 10x 2,5µl 

Plásmido molde 50 nanogramos(ng) 

Oligonucleótido Fw 10mM 1 µl 

Oligonucleótido Rv 10mM 1 µl 

XL dNTP Mix 0,5 µl 

Enzima QuickChange 1 unidad 

Quick solution 0,75 µl 

Volumen final 25 µl 

 

Una vez finalizada la amplificación, se realiza un tratamiento con DpnI (Thermo Scientific) 

para digerir el DNA metilado que corresponde al plásmido molde sin mutación.   
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A continuación, las células ultracompetentes XL10-Gold (Agilent) se transformaron con 

los minigenes mutantes siguiendo el proceso descrito en el apartado 2.2.1. Por último, estos 

minigenes portadores de mutaciones fueron extraídos y comprobados mediante secuenciación de la 

región donde se han producido la mutación de forma artificial de forma similar al apartado 2.2.5. 

Un total de 88 oligonucleótidos específicos de mutagénesis dirigida fueron diseñados para 

el estudio de 44 variantes procedentes del proyecto europeo BRIDGES en los minigenes 

mgPALB2_ex1-3, mgPALB2_ex4-6 y mgPALB2_ex5-12 (Tabla 7). Además, se emplearon 22 

oligonucleótidos para el estudio de 11 variantes que habían sido seleccionadas de la base de datos 

ClinVar en el minigén mgPALB2_ex1-3 (Tabla 8) y 18 oligonucleótidos fueron utilizados para 

estudiar funcionalmente 9 variantes exónicas de los exones 11 y 12, en el minigén mgPALB2_ex5-

12, procedentes también de la base de datos ClinVar (Tabla 9). Todas estas variantes fueron 

seleccionadas en los estudios bioinformáticos previos siguiendo las directrices definidas en el 

apartado: 1.2. 

Tabla 7. Mutaciones y secuencia de oligonucleótidos utilizados para la mutagénesis dirigida 

de las variantes BRIDGES. 

Variantes Exón/Intrón Oligonucleótidos (5’→3’) 

c.47A>G Ex1 CAGCTGTGAGGAGAAGGAAAGGGTGCCGGGGGTGCGGGAA 

TTCCCGCACCCCCGGCACCCTTTCCTTCTCCTCACAGCTG 

c.48G>A  Ex1 GCTGTGAGGAGAAGGAAAAAGTGCCGGGGGTGCGGGAAG 

CTTCCCGCACCCCCGGCACTTTTTCCTTCTCCTCACAGC 

c.48+1G>A Ivs1 GTGAGGAGAAGGAAAAGATGCCGGGGGTGCGGGAAGGG 

CCCTTCCCGCACCCCCGGCATCTTTTCCTTCTCCTCAC 

c.48+2T>C Ivs1 AGCTGTGAGGAGAAGGAAAAGGCGCCGGGGGTGCGGG 

CCCGCACCCCCGGCGCCTTTTCCTTCTCCTCACAGCT 

c.48+4C>T Ivs1 AGCTGTGAGGAGAAGGAAAAGGTGTCGGGGGTGCGGG 

CCCGCACCCCCGACACCTTTTCCTTCTCCTCACAGCT 

c.48+7G>C Ivs1 TGTGAGGAGAAGGAAAAGGTGCCGCGGGTGCGGGAAGGG 

CCCTTCCCGCACCCGCGGCACCTTTTCCTTCTCCTCACA 

c.49-2A>T Ivs1 TTCAGAACACTCAAAGGTATCAGTCAGACTACTGAAATGTA 

TACATTTCAGTAGTCTGACTGATACCTTTGAGTGTTCTGAA 

c.108+1G>A Ivs2 GACACTAGCCCGCCTTCAGATAAGTGAATCGTATTCTCA 

TGAGAATACGATTCACTTATCTGAAGGCGGGCTAGTGTC 

c.108+2T>C Ivs2 ACTAGCCCGCCTTCAGGCAAGTGAATCGTATTCTC 

GAGAATACGATTCACTTGCCTGAAGGCGGGCTAGT 

c.109-6_109-

4del 

Ivs2 TTCTGGGGCTGTTTTTGTCTCTAGCGTGCCCAAAGAGCTGA 

TCAGCTCTTTGGGCACGCTAGAGACAAAAACAGCCCCAGAA 

c.109-2A>G  Ivs2 GGGGCTGTTTTTGTCTCCTCTGGCGTGCCCAAAGAGCTG 
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CAGCTCTTTGGGCACGCCAGAGGAGACAAAAACAGCCCC 

c.211+1G>A Ivs3 CCGCAGCTAAAACACTCAGATAAATCTAGACCATTCACT 

AGTGAATGGTCTAGATTTATCTGAGTGTTTTAGCTGCGG 

c.211+5del Ivs3 GCAGCTAAAACACTCAGGTAATCTAGACCATTCACTTATGCC 

GGCATAAGTGAATGGTCTAGATTACCTGAGTGTTTTAGCTGC 

c.1684+4A>G Ivs4 ATTTATTCAAGTGAAAGGTAGATCAAGATGTGTTTGATGAT 

ATCATCAAACACATCTTGATCTACCTTTCACTTGAATAAAT 

c.1685-2A>G Ivs4 ACTGTTTCAAATCAAAGTCATTATTATTTGATTAGAGTGGG 

CCCACTCTAATCAAATAATAATGACTTTGATTTGAAACAGT 

c.1685-2A>C Ivs4 GTGACTTATTTTTCTTCTTTCGGGAAGAAAAGTCGTCATCA 

TGATGACGACTTTTCTTCCCGAAAGAAGAAAAATAAGTCAC 

c.2513A>C  Ex5 CATAAACATTCCGTCGAACCGGTACAATCCATTTCCTCT 

AGAGGAAATGGATTGTACCGGTTCGACGGAATGTTTATG 

c.2515-2A>G Ivs5 ATGTGACTTTTGTTTTCACGGACTGAAACAGCAGAGCTT 

AAGCTCTGCTGTTTCAGTCCGTGAAAACAAAAGTCACAT 

c.2586+4A>T Ivs6 CAGAACTGTTGCCATTGTGTCGGAATCCTTCAGGTTCCT 

AGGAACCTGAAGGATTCCGACACAATGGCAACAGTTCTG 

c.2587-2A>G Ivs6 CAGAACTGTTGCCATTGTGTCGGAATCCTTCAGGTTCCT 

AGGAACCTGAAGGATTCCGACACAATGGCAACAGTTCTG 

c.2748+1G>T Ivs7 ATACCTGGCACTTCGCAGAGTTAAGTGGGAATCTCGAGC 

GCTCGAGATTCCCACTTAACTCTGCGAAGTGCCAGGTAT 

c.2748+1G>A Ivs7 GGAAAAACTTTATACCTGGCACTTCGCAGAGATAAGTGGG 

CCCACTTATCTCTGCGAAGTGCCAGGTATAAAGTTTTTCC 

c.2748+2dup Ivs7 ACCTGGCACTTCGCAGAGGTAAAGTGGGAATCTCGAGCTGA 

TCAGCTCGAGATTCCCACTTTACCTCTGCGAAGTGCCAGGT 

c.2748+4A>T Ivs7 CTGGCACTTCGCAGAGGTATGTGGGAATCTCGAGCTGAA 

TTCAGCTCGAGATTCCCACATACCTCTGCGAAGTGCCAG 

c.2749-1G>T Ivs7 GGCTGCTTTGTTTTATTTATGTTCCAGTATTACAGATAGTT 

AACTATCTGTAATACTGGAACATAAATAAAACAAAGCAGCC 

c.2750T>C  Ex8 TTGTTTTATTTAGGCTCCAGTATTACAGATAGTTCCA 

TGGAACTATCTGTAATACTGGAGCCTAAATAAAACAA 

c.2834G>C Ex8 TTTGGAAATCAGAGAGATCACGTATGTAATTCCCAAGGAGT 

ACTCCTTGGGAATTACATACGTGATCTCTCTGATTTCCAAA 

c.2834+1G>A Ivs8 TTGGAAATCAGAGAGATCAGATATGTAATTCCCAAGGAGTG 

CACTCCTTGGGAATTACATATCTGATCTCTCTGATTTCCAA 

c.2834+2T>C ivs8 AAATTTGGAAATCAGAGAGATCAGGCATGTAATTCCCAAG 

CTTGGGAATTACATGCCTGATCTCTCTGATTTCCAAATTT 

c.2834+3A>G ivs8 GGAAATCAGAGAGATCAGGTGTGTAATTCCCAAGGAGTGAT 

ATCACTCCTTGGGAATTACACACCTGATCTCTCTGATTTCC 

c.2834+5G>A ivs8 ATCAGAGAGATCAGGTATATAATTCCCAAGGAGTGATTTGT 

ACAAATCACTCCTTGGGAATTATATACCTGATCTCTCTGAT 

c.2834+6T>C ivs8 TCAGAGAGATCAGGTATGCAATTCCCAAGGAGTGATTTGT 

ACAAATCACTCCTTGGGAATTGCATACCTGATCTCTCTGA 

c.2996+4A>G Ivs9 TTTGCAGAAGATGGAGGGTAGGAAAAGCATTGATTGATT 

AATCAATCAATGCTTTTCCTACCCTCCATCTTCTGCAAA 

c.2997-2del Ivs9 TTTCATACTGTTTTAATTACGAGGCAAAGAAAACCAATTTT 

AAAATTGGTTTTCTTTGCCTCGTAATTAAAACAGTATGAAA 

c.2997-1G>A Ivs9 TTCATACTGTTTTAATTACAAAGGCAAAGAAAACCAATTTT 

AAAATTGGTTTTCTTTGCCTTTGTAATTAAAACAGTATGAA 

Ex10 CAACATTGTTATTTAGTAAGCTTTCCCTCTAGGTCCTC 
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c.3113G>A 

(p.Trp1038Ter) 

GAGGACCTAGAGGGAAAGCTTACTAAATAACAATGTTG 

c.3113+3A>G Ivs10 AACATTGTTATTTGGTGAGCTTTCCCTCTAGGTCCTC 

GAGGACCTAGAGGGAAAGCTCACCAAATAACAATGTT 

c.3113+5G>C Ivs10 TGTTATTTGGTAACCTTTCCCTCTAGGTCCTCAGTTC 

GAACTGAGGACCTAGAGGGAAAGGTTACCAAATAACA 

c.3201+1G>A          Ivs11 ACAAAGCCTATTCTGAAATGATAAGTAATGACTGGCTGGGA 

TCCCAGCCAGTCATTACTTATCATTTCAGAATAGGCTTTGT 

c.3201+3_3201+

4insTG 

Ivs11 ACTGTTTCAAATCAAAGTCATTATTATTTGATTAGAGTGGG 

CCCACTCTAATCAAATAATAATGACTTTGATTTGAAACAGT 

c.3201+6T>A Ivs11 CTATTCTGAAATGGTAAGAAATGACTGGCTGGGACCACT 

AGTGGTCCCAGCCAGTCATTTCTTACCATTTCAGAATAG 

c.3348C>T 

(p.Gly1161=) 

Ex12 CTTCCTCCAGGGCAGGCTGGTAGGCAAGTGTGCATAACT 

AGTTATGCACACTTGCCTACCAGCCTGCCCTGGAGGAAG 

c.3350+4A>G Ivs12 AGGCTGGCAGGCAGGTGTGCATAACTGCTACTCTATGG 

CCATAGAGTAGCAGTTATGCACACCTGCCTGCCAGCCT 

c.3350+5G>A  Ivs12 GGCTGGCAGGCAAATGTGCATAACTGCTACTCTATGG 

CCATAGAGTAGCAGTTATGCACATTTGCCTGCCAGCC 

 

Tabla 8. Variantes y secuencia de oligonucleótidos utilizados para la mutagénesis dirigida de 

las variantes procedentes de ClinVar. 

Variantes Exón/Intrón Oligonucleótidos (5’→3’) 

c.46A>G Ivs1 CTGTGAGGAGAAGGAAGAGGTGCCGGGGGTGCGGGAAGGG 

CCCTTCCCGCACCCCCGGCACCTCTTCCTTCTCCTCACAG 

c.48+1G>C Ivs1 GCTGTGAGGAGAAGGAAAAGCTGCCGGGGGTGCGGGAAGG 

CCTTCCCGCACCCCCGGCAGCTTTTCCTTCTCCTCACAGC 

c.48+1del Ivs1 CAGCTGTGAGGAGAAGGAAAAGTGCCGGGGGTGCGGGAAG 

CTTCCCGCACCCCCGGCACTTTTCCTTCTCCTCACAGCTG 

c.48+2T>G Ivs1 AGCTGTGAGGAGAAGGAAAAGGGGCCGGGGGTGCGGGAAG 

CTTCCCGCACCCCCGGCCCCTTTTCCTTCTCCTCACAGCT 

c.49-2del Ivs1 TGCCCAGTATTGTTGGTGTTTTTCTTCTTCCGTTAAAGGA 

TCCTTTAACGGAAGAAGAAAAACACCAACAATACTGGGCA 

c.49-1G>A Ivs1 TTCTTCCAATTAAAGGAGAAATTAGCATTCTTGAAAAGGG 

CCCTTTTCAAGAATGCTAATTTCTCCTTTAATTGGAAGAA 

c.49-1del Ivs1 TGCCCAGTATTGTTGGTGTTTTTCTTCTTCCATTAAAGGA 

TCCTTTAATGGAAGAAGAAAAACACCAACAATACTGGGCA 

c.108+1_108+2

insC 

Ivs2 CCTTCAGGCTAAGTGAATCGTATTCTCAAATTAAGGTGTT 

AACACCTTAATTTGAGAATACGATTCACTTAGCCTGAAGG 

c.109-2A>C Ivs2 TTTGTCTCCTCTCGCGTGCCCAAAGAGCTGAAAAGATTAA 

TTAATCTTTTCAGCTCTTTGGGCACGCGAGAGGAGACAAA 

c.211+1G>T Ivs3 CCGCAGCTAAAACACTCAGTTAAATCTAGACCATTCACTT 

AAGTGAATGGTCTAGATTTAACTGAGTGTTTTAGCTGCGG 

c.211+2T>G Ivs3 ACCGCAGCTAAAACACTCAGGCAAATCTAGACCATTCACT 

AGTGAATGGTCTAGATTTGCCTGAGTGTTTTAGCTGCGGT 
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Tabla 9. Variantes y secuencia de oligonucleótidos utilizados para la mutagénesis dirigida de 

las variantes exónicas de los exones 11 y 12 de PALB2, procedentes de ClinVar. 

Variantes Exón/Intrón oligonucleótidos (5’→3’) 

c.3155A>T 

p(Asp1052Val) 

Ex11 ATGCACATTGTTGATTCTTACCAAGCTTCAGTCTGTCACA 

TGTGACAGACTGAAGCTTGGTAAGAATCAACAATGTGCAT 

c.3157G>T 

p.(Asp1053Tyr) 

Ex11 ACTCCTGAAAAAGATGCACATTGATTATTCTTACCAAGCT 

AGCTTGGTAAGAATAATCAATGTGCATCTTTTTCAGGAGT 

c.3161C>T 

p.(Ser1054Phe) 

Ex11 GATGCACATTGATGATTTTTACCAAGCTTCAGTCTGTCAC 

GTGACAGACTGAAGCTTGGTAAAAATCATCAATGTGCATC 

c.3242A>G 

p.(Glu1081Phe) 

Ex12 CCTGTGCCAAAGGGAGTGAGTCGTTGCGAAGCCCTGTGTT 

AACACAGGGCTTCGCAACGACTCACTCCCTTTGGCACAGG 

c.3244A>G 

p.(Ser1082Gly) 

Ex12 GTCATCCCTGTGCCAAAGAGGGTGAGTCGTTGCGAAGCCC 

GGGCTTCGCAACGACTCACCCTCTTTGGCACAGGGATGAC 

c.3251C>T 

p.(Ser1084Leu) 

Ex12 CAAAGAGAGTGAGTTGTTGCGAAGCCCTGTGTTTCAGCTC 

GAGCTGAAACACAGGGCTTCGCAACAACTCACTCTCTTTG 

c.3294_3298del 

p.(Lys1098fs) 

Ex12 TGTTTCAGCTCATTGTGATTAACCCTAACTCTCAGCGTGG 

CCACGCTGAGAGTTAGGGTTAATCACAATGAGCTGAAACA 

c.3306C>G 

p.(Ser1102Arg) 

Ex12 CTAAGACGACTCTCAGGGTGGGTGTGATGCTGTACTGTCT 

AGACAGTACAGCATCACACCCACCCTGAGAGTCGTCTTAG 

c.3306C>T 

p.(Ser1102=) 

Ex12 AACCCTAAGACGACTCTCAGTGTGGGTGTGATGCTGTACT 

AGTACAGCATCACACCCACACTGAGAGTCGTCTTAGGGTT 

 

Tabla 10. Variantes y secuencia de oligonucleótidos utilizados para la mutagénesis dirigida 

de las microdeleciones de los exones 11 y 12 de PALB2, procedentes de ClinVar. 

Variantes Exón/ 

Intrón 

Oligonucleótidos (5’→3’) 

c.3116del30 Ex11 
ATCAGCTTATTTATTTTTGTTATCTAAGGATGCACATTGATGATTCTTACCAAGCTTCAG 

CTGAAGCTTGGTAAGAATCATCAATGTGCATCCTTAGATAACAAAAATAAATAAGCTGAT 

c.3143del29 Ex11 GGAATTTAAAAACTGGTCAACTCCTGAAAATCAGTCTGTCACAAAGCCTATTCTGAAATG 

CATTTCAGAATAGGCTTTGTGACAGACTGATTTTCAGGAGTTGACCAGTTTTTAAATTCC 

c.3169del30 Ex11 AAAAAGATGCACATTGATGATTCTTACCAAATGGTAAGTAATGACTGGCTGGGACCACTT 

AAGTGGTCCCAGCCAGTCATTACTTACCATTTGGTAAGAATCATCAATGTGCATCTTTTT 

c.3204del30 Ex12 TGGGATATTTATTTTTCTCCGAAATTAGGGTGCCAAAGAGAGTGAGTCGTTGCGAAGCCC 

GGGCTTCGCAACGACTCACTCTCTTTGGCACCctaatttcggagaaaaataaatatccca 

c.3229del30 Ex12 TAGGGGCTTCTCTTTATTGTCCTGAGTCATAGCCCTGTGTTTCAGCTCATTGTGATTAAC 

GTTAATCACAATGAGCTGAAACACAGGGCTATGACTCAGGACAATAAAGAGAAGCCCCTA 

c.3254del44 Ex12 GTCATCCCTGTGCCAAAGAGAGTGAGTCGTACTCTCAGCGTGGGTGTGATGCTGTACTGT 

ACAGTACAGCATCACACCCACGCTGAGAGTACGACTCACTCTCTTTGGCACAGGGATGAC 

c.3293del30 Ex12 CTGTGTTTCAGCTCATTGTGATTAACCCTAACTGTCTTCCTCCAGGGCAGGCTGGCAGGC 

GCCTGCCAGCCTGCCCTGGAGGAAGACAGTTAGGGTTAATCACAATGAGCTGAAACACAG 

c.3318del30 Ex12 CCCTAAGACGACTCTCAGCGTGGGTGTGATCAGGCAAGTGTGCATAACTGCTACTCTATG 

CATAGAGTAGCAGTTATGCACACTTGCCTGATCACACCCACGCTGAGAGTCGTCTTAGGG 
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2.3.2. Microdeleciones. 

La mutagénesis dirigida también se empleó para introducir microdeleciones exónicas. El 

estudio de microdeleciones permite detectar mediante ensayos funcionales de splicing secuencias 

exónicas esenciales (enhancers o silenciadores) en la regulación del splicing. Mediante este 

procedimiento introdujimos 8 microdeleciones en el minigén mgPALB2_ex5-12 utilizando 16 

oligonucleótidos específicos, cuyas secuencias se muestran en la Tabla 10. Las microdeleciones se 

generaron en el mgPALB2_ex5-12 con el kit de mutagénesis QuickChange Lightning Site-Directed 

Mutagenesis (Agilent). A continuación, los minigenes producto de las deleciones se transformaron 

en bacterias XL10-Gold y se comprobó la inclusión de la microdeleccion mediante secuenciación 

como hemos visto en apartados anteriores. 

2.4. Transfección. 

La transfección es la técnica utilizada para introducir los minigenes wild type y mutantes 

en células humanas en cultivo. Para este estudio se utilizó la línea celular humana MCF-7, que son 

células tumorales obtenidas de efusión pleural de una paciente con carcinoma mamario metastásico 

(Brooks et al., 1973). En el protocolo utilizado, se sembraron aproximadamente 2 x105 células 

MCF-7 (células de adenocarcinoma mamario humano) hasta alcanzar un 90% de confluencia en 

0,5 ml de medio MEME (Minimum Essential Medium Eagle, 10% Fetal Bovine Serum, 1% Non-

Essential Amino Acid Solution, 2mM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). 

 A continuación, las células fueron transfectadas con 1 microgramo (μg) de cada constructo 

y 2 microlitros (μl) de lipofectamina LTX (Life Technologies, Carlsbad, CA). A las 48 horas, 

incubamos las células con 300 μg/mL de cicloheximida (Sigma-Aldrich) durante 4 horas, para 

inhibir el NMD. Por último, se extrajo y purificó mediante columna el RNA celular con el kit 

universal de purificación de RNA de Genematrix (EURx, Gdansk, Poland) incluyendo tratamiento 

con DNAsa I. 
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2.5. Retrotranscripción 

Se obtuvo cDNA mediante el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Life 

Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) a partir de RNA purificado de células transfectadas 

con los minigenes wild type y mutantes. El proceso de retrotranscripción se llevó a cabo a partir de 

400 nanogramos (ng) de RNA mediante la enzima RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 

(Life Technologies) usando el oligonucleótido RTPSPL3-RV 

(5’TGAGGAGTGAATTGGTCGAA-3’) específico del exón V2 del vector, con el que 

conseguimos amplificar únicamente los transcritos producidos por el minigén y no los procedentes 

de las células transfectadas. Este proceso se efectuó en 2 pasos: 1) incubación de 400 ng de RNA 

con 2 μl del oligonucleótido RTPSPL3-RV a 65º (volumen final de 12 μl) durante 5 minutos para 

conseguir la unión de los oligonucleótidos; 2) las muestras fueron incubadas durante 1 hora a 42ºC 

(volumen final de 20 μl) y los componentes que se indican en la Tabla 11. Finalmente, se inactivó 

la retrotranscriptasa mediante incubación a 70ºC durante 5 minutos.  

                                     Tabla 11. RT-PCR MIX. 

400ul RNA+ RTpspl3-RV+Agua 12 μl 

Buffer 5x 4 μl 

dNTPS 2 μl 

Ribolock 1 μl 

RevertAid h-minus RT 1 μl 

VOLUMEN FINAL 20 μl 

 

 A continuación, 40 ng de cDNA, fueron amplificados en un volumen final de 50 μl con los 

oligonucleótidos PSPL3_RT-FW (5’-TCACCTGGACAACCTCAAAG-3’) y RTpSAD-RV 

(Patent P201231427) utilizando la enzima Hot start Platinum-Taq DNA polymerase (Life 

Technologies). Para realizar este proceso, las muestras fueron desnaturalizadas a 94ºC durante 2 
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minutos, seguido de 35 ciclos x [94ºC/30 s, 60ºC/30 s, 72ºC (1 min/kb)] y un paso de extensión 

final de 5´ a 72ºC. Por último, todos los productos PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1% y 

fueron secuenciados por la empresa Macrogen (Macrogen, Madrid, España). 

2.6.  Análisis de transcritos. 

Los transcritos producidos por cada minigén fueron caracterizados mediante tres 

metodologías: electroforesis en gel de agarosa (sección 2.2.4), análisis de fragmentos mediante 

electroforesis capilar fluorescente (área de picos visualizados) y secuenciación Sanger capilar de 

los transcritos generados (Macrogen, Madrid, España), que en determinadas circunstancias venía 

precedida por extracción y purificación de bandas en gel de agarosa de bajo punto de fusión 

(Agarosa Low Melt, LM) al 0,8%, (Condalab, Madrid, España) y el uso del kit Wizard SV Gel and 

PCR clean-up system (Promega Biotech Ibérica, Madrid, España). Sólo en el caso de la variante 

c.1684+4A>G se realizó un análisis densitométrico del patrón de bandas visualizado en geles de 

agarosa. 

2.6.1. Cuantificación de transcritos. Electroforesis capilar.  

La detección de transcritos mediante electroforesis capilar es una técnica de alta 

sensibilidad y resolución que permite distinguir diferencias mínimas en el tamaño de los fragmentos 

analizados. Los amplicones analizados por esta metodología fueron obtenidos mediante reacciones 

RT-PCR en las que se ha utilizado un oligonucleótido marcado con FAM (RT‐pSPL3-FW o RT--

pSAD‐RV), cuya secuencia se ha detallado anteriormente. Las reacciones de amplificación se 

realizaron por triplicado a partir de cDNA y utilizando la polimerasa Platinum-Taq en un 

termociclador Veriti 96 (Applied Biosystems, Madrid, España) con el siguiente programa: 94ºC 2 

min; 26 ciclos x [94ºC/30 s, 60ºC/30 s, 72ºC (1 min/kb)], y un paso final de 5´ a 72ºC.  

El análisis de los resultados se realizó con el programa informático Peak Scanner™ 

Software v1.0 (Thermo Fisher Scientific; 
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https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4381867#/4381867). La cuantificación 

relativa de cada transcrito se realizó obteniendo los datos del área de cada pico detectado y 

calculando la media aritmética y la desviación estándar de los tres valores obtenidos. 

3. Interpretación clínica de variantes. 

Los laboratorios clínicos de genética molecular humana están detectando cada vez más 

variantes nuevas en pacientes, gracias a la secuenciación masiva y a los paneles de genes. Esto ha 

permitido asociar un gran número de genes como posibles causantes de enfermedad. Si bien algunas 

enfermedades están asociadas con un solo gen, otras están asociadas con un gran abanico genético. 

En 2013, la ACMG y la AMP establecieron como objetivo el desarrollo de unas 

recomendaciones para el uso de una terminología única y común para clasificar variantes utilizando 

todas las evidencias científicas disponibles. Para evaluar las opiniones de la comunidad científica, 

se enviaron encuestas a más de 100 laboratorios de biología molecular en Estados Unidos y Canadá 

que se registraron en GeneTests.org, para comentar sus preferencias terminológicas. El resultado 

de la encuesta y el foro abierto determino el uso de un sistema de nomenclatura de cinco niveles 

utilizando los términos: "patogénico", "probablemente patogénico", "significado incierto", 

"probablemente benigno" y "benigno". Una vez hubieron acuñado estos términos, era necesario 

crear un sistema de puntuación basado en un conjunto de criterios que permitía situar una variante 

en uno de los cinco niveles de clasificación. 

Este sistema de clasificación está destinado a la interpretación de variantes observadas en 

pacientes con sospecha de trastornos hereditarios (principalmente mendelianos) en un entorno de 

laboratorio de diagnóstico clínico. No está destinado a la interpretación de variaciones somáticas, 

variantes farmacogenómicas o variantes en genes asociados con trastornos multigénicos complejos 

de herencia no mendeliana. 

Este enfoque de clasificación puede ser algo más estricto de lo que los laboratorios de 

genética clínica han aplicado hasta la fecha. Aunque también puede aumentar la proporción de 

variantes clasificadas como de significado incierto. Se espera que este enfoque reduzca de forma 
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sustancial el número de variantes que se informadas como "causales" de la enfermedad sin tener 

suficiente evidencia de apoyo para esa clasificación. Es importante tener en cuenta que cuando un 

laboratorio clínico informa una variante como patogénica, esto puede alterar el tratamiento o la 

vigilancia de un paciente o eliminar a un miembro de la familia con genotipo negativo del plan de 

prevención, basado en esa determinación. 

El sistema de clasificación se basa en dos conjuntos de criterios: uno para la clasificación 

de variantes patogénicas o probablemente patogénicas (Tabla 12)  y una para clasificación de 

variantes benignas o probables benignas (Tabla 13) (Richards et al., 2015). Los criterios de 

patogenicidad para variantes patogénicas o posiblemente patogénicas se ponderan como: muy 

fuerte (PVS1), fuerte (PS1–4); moderado (PM1–6) o de apoyo (PP1–5) y están representados en la 

Tabla 12. 

 

Tabla 12. Criterios de clasificación de variantes patogénicas (Adaptacion de Richards et al., 

2015). 

EVIDENCIAS DE 

PATOGENICIDAD 

CATEGORÍAS 

Muy fuerte  Variantes PVS1 (nonsense, frameshift, 

variantes de sitio de splicing (±1,2), 

deleciones de un solo exón o multiexónicas) 

en genes donde la “pérdida de función” es 

un mecanismo conocido de la enfermedad. 

 Hay que ser cautelosos al clasificar: 

1. Variantes de genes donde “la perdida de 

función” (LoF) no es un mecanismo de 

enfermedad conocido. 

2. Variantes de perdida de función (LoF) en el 

extremo 3’. 

3. Variantes que causan exon skipping, pero 

dejan el resto del transcrito intacto. 

4. Variantes que inducen la producción de 

múltiples transcritos. 
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Fuerte 1. PS1: Mismo cambio de aminoácidos que 

una variante previamente clasificada como 

patogénica sin importar cambio de 

nucleótidos. Ejemplo: Val→Leu causado 

por G>C o G>T en el mismo codón. 

Advertencias: los cambios que afectan al splicing 

pueden tener una repercusión diferente. 

2. PS2: Variantes de novo en un paciente con 

la enfermedad y sin antecedentes 

familiares. 

3. PS3: Se han desarrollado ensayos 

funcionales in vitro o in vivo que apoyan un 

efecto dañino sobre el gen o producto 

génico. 

4. PS4: La prevalencia de la variante en los 

individuos afectados es significativamente 

superior comparada con la prevalencia en 

controles. 

Moderado  PM1: La variante se encuentra localizada 

en un punto caliente mutacional y/o 

dominio funcional crítico y bien establecido 

(por ejemplo, centro activo enzimático). 

 PM2:  Ausencia de la variante en controles 

(o una frecuencia extremadamente baja si 

es recesiva) en el Exome Sequencing 

Project, 1000 Genomes Project, o Exome 

Aggregation Consortium. 

 PM3:  Para trastornos recesivos, 

detectados en trans con una variante 

patológica. 

 PM4:  Cambios en la longitud de la 

proteína como resultado de 

deleciones/inserciones en el marco en una 

región sin repeticiones o variantes de stop-

loss (afectan al codón de parada canónico 

alterando la longitud del transcrito). 
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 PM5: Variante missense nueva, donde se 

produce un cambio de aminoácido 

diferente a uno previamente clasificado 

como patogénico. Ejemplo: Arg156His es 

patógenica; y el cambio que se observa es 

Arg156Cys. 

Criterios Secundarios  PP1: Cosegregación con enfermedad en 

varios miembros de la familia en un gen 

conocido asociado a dicha enfermedad. 

 PP2:  Variantes missense en un gen en el 

que variantes missense son una causa 

común de enfermedad. 

 PP3: Múltiples evidencias computacionales 

apoyan un efecto perjudicial sobre el gen o 

producto genético (conservación evolutiva, 

impacto en el splicing, etc.). 

 PP4: El fenotipo o los antecedentes 

familiares del paciente son muy específicos 

de una enfermedad con una sola etiología 

genética. 

 PP5: Una fuente fiable y acreditada 

informa que la variante es patógena, pero 

la evidencia funcional no está disponible 

para realizar una evaluación 

independiente. 
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Tabla 13. Criterios de clasificación de variantes Benignas (Adaptacion de Richards et al., 2015). 

 

EVIDENCIAS DE 

PATOGENICIDAD 

CATEGORÍAS 

Por si misma  BA1: La frecuencia de los alelos está por 

encima del 5% en Exome Sequencing 

Project, 1000 Genomes, o ExAC. 

Fuerte  BS1: La frecuencia alélica es mayor de la 

esperada para el trastorno. 

 BS2: La variante ha sido observada en un 

individuo sano para un trastorno recesivo 

(homocigótico), dominante (heterocigótico) 

o ligado al cromosoma X (hemicicigótico) 

con una penetracia esperada a una edad 

temprana 

 BS3: Los estudios funcionales in vitro o in 

vivo no muestran efectos perjucidiales en la 

función de las proteínas o el splicing 

 BS4: Falta de segregación familiar. 

*. Advertencia: la presencia de fenocopias para 

fenotipos comunes (es decir, cáncer, epilepsia) 

puede imitar la falta de segregación entre los 

individuos afectados. Además, las familias 

pueden poseer más de una variante patogénica 

que contribuye a un trastorno autosómico 

dominante, lo que confunde aún más una 

aparente falta de segregación. 

 

Criterios Secundarios  BP1 : Variantes missense en un gen   para 

el que principalmente han sido descritas 

como causantes de enfermedad las 

variantes truncantes. 

 BP2: observadas con otra variante en 

trans para un gen/trastorno dominante de 

alta penetrancia o en cis con cualquier 

patrón de herencia. 

 BP3: Delecciones o inserciones in-frame 

situadas en regiones con secuencias 

repetidas, en una región del gen de la que 

se desconoce su función.  
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 BP4: Varios programas informaticos 

sugieren que no produce impacto en los 

genes o sobre el producto genético 

(conservación, evolución, impacto en el 

splicing, etc.). 

 

*Advertencia: BP4 solo se puede utilizar  una 

vez durante la evaluación de una variante. 

  BP5:  Variantes encontradas en casos con 

una base molecular de la enfermedad 

alternativa. 

  BP6:  Una fuente contrastada ha 

reportado recientemente la variante como 

benigna, pero las evidencias científicas no 

estas disponibles para desarrollar una 

interpretación independiente. 

  BP7: Variantes sinónimas para las cuales 

los algoritmos predictivos de splicing no 

predicen ningún impacto en la secuencia 

consenso, ni la creación de nuevos sitios de 

splicing, y además el nucléotido afectado no 

está muy conservado evolutivamente. 

 

3.1. Recomendaciones propias en la clasificación de variantes de sitios de 

splicing. 

 En nuestra opinión, una vez que los datos de los ensayos funcionales de splicing estén 

disponibles (ya sea del análisis de minigén o del RNA derivado del paciente), los códigos 

predictivos de splicing no deberían contribuir a la clasificación de variantes, sino que deberían ser 

reemplazados por códigos funcionales de splicing. De lo contrario, surgirían inconsistencias 

internas en el Sistema de clasificación ACMG/AMP. 

Además, el sistema ACMG/AMP asume que cada pieza de evidencia quecontribuye a la 

clasificación final es independiente (Tavtigian et al., 2018), una suposición que difícilmente 
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cumplen los códigos predictivos de splicing y los códigos funcionales, ya que la mayoría de los 

análisis de splicing se realizan a partir de variantes bioinformáticamente preseleccionadas 

(Sanoguera-Miralles et al., 2020). 

Varios documentos del panel de expertos de ClinGen-SVI y ClinGen reconocen el uso de 

minigenes para el desarrollo de ensayos funcionales de splicing (PS3/PS4) (Richards et al., 2015; 

Lee et al., 2018; Brnich et al., 2020). Sin embargo, la asignación de un código PS3/BS3 para los 

ensayos funcionales con minigenes (o de la misma manera, los ensayos de RT-PCR realizados en 

pacientes) no es obvia, especialmente si la variante de splicing produjo dos o más transcritos 

diferentes. Hasta donde sabemos, ni el ClinGen-SVI ni ningún otro panel de expertos han abordado 

este tema. El dr. Miguel de la Hoya con el que colaboramos, propone descomponer lecturas 

complejas en transcripciones individuales, asignando fortalezas de código PS3/BS3 a cada 

transcrito, individualmente y luego generar una fuerza de código PS3/BS3 combinada, basada en 

el juicio de expertos. 

Siguiendo estas directrices, para clasificar clínicamente las variantes BRIDGES analizadas 

en esta tesis, se asignaron a los mRNA individuales diferentes intensidades del código PS3 

siguiendo el mismo razonamiento propuesto por ClinGen-SVI para las supuestas variantes de 

pérdida de función (árbol de decisión PVS1) (Abou Tayoun et al., 2018b). Con este objetivo, 

primero identificamos los transcritos de PALB2 biológicamente relevantes y las regiones 

codificantes de PALB2 críticas para la función de las proteínas. Todos estos criterios de 

clasificación están descritos en profundidad en (Valenzuela-Palomo et al., 2021). 
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1. Análisis de variantes detectadas en el proyecto BRIDGES. 

1.1 Análisis Bioinformático. 

Una gran variedad de herramientas informáticas permite determinar la probabilidad que 

tiene una determinada variante de DNA de afectar a los sitios canónicos de splicing y a otros 

elementos reguladores implicados en este proceso. En esta tesis doctoral, se ha realizado un análisis 

bioinformático con el programa Max Ent Scan (MES), siguiendo las directrices del proyecto 

BRIDGES de las variantes situadas en las fronteras intrón/exón, comparando las predicciones de 

los elementos en cis detectados en la secuencia consenso de referencia, con aquellas secuencias que 

incluyen las variantes que queremos analizar.  

Las variantes candidatas se seleccionaron de acuerdo con estos criterios: a) rotura del sitio 

de splicing en las posiciones ± 1,2 (AG / GT); b) cambios importantes en la puntuación de MES 

(≥15%) (Houdayer et al., 2012; Moles-Fernández et al., 2018); c) creación de sitios de splicing 

alternativos de novo (corte≥3,0); d) independientemente de las predicciones de MES, analizaremos 

todas aquellas variantes situadas en otras posiciones conservadas distintas de las secuencias 

consenso del aceptor y del donador, como cambios de pirimidina a purina, deleciones en el tracto 

de polipirimidina, sustituciones de nucleótidos conservados en las posiciones intrónicas -3C, + 3R, 

+ 4A, + 5G, + 6T, así como el primero y los tres últimos nucleótidos del exón. Siguiendo este 

método, se han analizado 82 variantes de DNA del gen PALB2 procedentes del proyecto BRIDGES 

con los programas citados anteriormente. Las Tablas 14, 15 y 16 muestran las variantes ordenadas 

por minigenes (mgPALB2_ex1-3, mgPALB2_ex4-6 y mgPALB2_ex5-12; sección 1.2 de 

Materiales y Métodos) y exones. 
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Tabla 14. Variantes de PALB2 estudiadas in silico del proyecto BRIDGES en el minigén 

mgPALB2_ex1-3.  

Variantes1 
Exón/ 

Intrón 

MES 2 

wt mut 
Cambio 

(%)2 

de novo -

wt 

de novo 

-mut 

Cambio 

(%) 

c.47A>G Ex1 5.74 0.01 -99.8%    

c.48G>A Ex1 5.74 -3.48 -166.9%    

c.48+1G>A Ivs1 5.74 -2.43 -142.3%    

c.48+2T>C Ivs1 5.74 -2 -134.8%    

c.48+3G>A Ivs1 5.74 9.77 +68.5%    

c.48+4C>T Ivs1 5.74 2.88 -49.8%    

c.48+7G>C Ivs1 5.74 5.74 0 2.84 6.49 +328.5% 

c.49-2A>T Ivs1 9.28 0.92 -90.1% 1.37 8.49 +719.7% 

c.50T>G Ex2 9.28 9.02 -2.8    

c.106C>T Ex2 10.86 9.66 -11.1    

c.108+1G>A Ivs2 10.86 2.68 -75.3%    

c.108+2T>C Ivs2 10.86 3.1 -71.5%    

c.108+7G>A Ivs2 10.86 10.86 0    

c.108+8A>G Ivs2 10.86 10.86 0    

c.108+9del Ivs2 10.86 10.86 0    

c.108+9A>G Ivs2 10.86 10.86 0    

c.109-7C>T Ivs2 10.06 10.13 +0.7%    

c.109-7C>A Ivs2 10.06 9.17 -8.9%  .  

c.109-5T>C Ivs2 10.06 9.86 -2.0%    

c.109-6_109-

4del 
Ivs2 10.06 7.27 -27.7%    

c.109-2A>G Ivs2 10.06 2.11 -79% 0.33 4.38 +1427.3% 

c.109C>T Ex3 10.06 9.82 -2.4%    

c.109C>A Ex3 10.06 10.18 +1.2%    

c.211+1G>A Ivs3 8.76 0.58 -93.4%    

c.211+5del Ivs3 8.76 6.99 -20.2%    
1El símbolo [+] implica ganancia, mientras que [-] pérdida.  
2Las variantes seleccionadas se encuentran marcadas en rojo (13 variantes). 
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Tabla 15. Variantes de PALB2 estudiadas in silico del proyecto BRIDGES en el minigén 

mgPALB2_ex4-6. 

Variantes1 
Exón/ 

Intrón 

MES  

wt mut 
Cambio 

(%)2 

de novo -

wt 

de novo-

mut 

Cambio 

(%) 

c.1682A>G Ex4 8.88 8.39 -5.5% -2.42 5.26 +317.4% 

c.1684+4A>G Ivs4 8.88 7.24 -18.5%    

c.1684+7C>T Ivs4 8.88 8.88 0    

c.1684+8A>G Ivs4 8.88 8.88 0    

c.1684+9A>C Ivs4 8.88 8.88 0    

c.1685-3T>C Ivs4 11.15 10.96 -1.7    

c.1685-2A>C Ivs4 11.15 3.11 -72.1% 1.5 4.07 +366.0% 

c.1685-2A>G Ivs4 11.15 3.2 -71.3%    

c.2513A>C Ex5 7.09 4.28 -39.6%    

c.2514+5A>G Ivs5 7.09 10.03 +41.5%    

c.2514+6A>G Ivs5 7.09 8.68 +22.4%    

c.2514+8C>T Ivs5 7.09 7.09 0    

c.2515-9T>C Ivs5 9.47 9.64 +1.8%    

c.2515-9T>G Ivs5 9.47 8.57 -9.5%    

c.2515-2A>G Ivs5 9.47 1.51 -84.1%    
1El símbolo [+] implica ganancia, mientras que [-] pérdida.  
2Las variantes seleccionadas se encuentran marcadas en rojo (5 variantes). 
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Tabla 16. Variantes de PALB2 estudiadas in silico del proyecto BRIDGES en el minigén 

mgPALB2_ex5-12.  

Variantes1 Exón/ Intrón 

MES 

wt mut 
Cambio 

(%)2 

de novo -

wt 

de novo-

mut 

Cambio 

(%) 

c.2586+3C>G Ivs6 6.80 8.68 +27.8%    

c.2586+4A>T Ivs6 6.80 4.30 -36.8%    

c.2586+8G>C Ivs6 6.80 6.80 0    

c.2587-2A>G Ivs6 3.31 -4.63 -239.9% 1.7 5.55 +426.47% 

c.2748+1G>T Ivs7 11.08 2.57 -76.8%    

c.2748+1G>A Ivs7 11.08 2.90 -73.8%    

c.2748+2dup Ivs7 11.08 1.20 -89.9%    

c.2748+4A>T Ivs7 11.08 9.81 -11.5%    

c.2748+8G>A Ivs7 11.08 11.08 0    

c.2748+9del Ivs7 11.08 11.08 0    

c.2749-1G>T Ivs7 9.58 0.98 -89.8% -0.01 7.77 +77800% 

c.2750T>C Ex8 9.58 8.13 -15.1%    

c.2834G>C Ex8 9.80 7.26 -25.9%    

c.2834+1G>A Ivs8 9.80 1.62 -83.5%    

c.2834+2T>C Ivs8 9.80 2.05 -79.1%    

c.2834+3A>G Ivs8 9.80 6.99 -28.7%    

c.2834+5G>A Ivs8 9.80 7.88 -19.6%    

c.2834+6T>C Ivs8 9.80 9.37 -4.4%    

c.2834+8A>G Ivs8 9.80 9.80 0    

c.2835-9T>C Ivs8 8.14 8.67 +6.5%    

c.2835-7G>T Ivs8 8.14 8.56 +5.2%    

c.2835-3T>C Ivs8 8.14 7.20 -11.6%    

c.2836G>A Ex9 8.14 7.99 -1.8%    

c.2996+4A>G Ivs9 9.21 6.45 -30.0%    

c.2997-2del Ivs9 6.69 -5.61 -183.9%    

c.2997-1G>A Ivs9 6.69 -2.05 -130.6% -7.67 4.22 155.0% 

c.3113G>A Ex10 8.72 3.93 -54.9%    

c.3113+3A>G Ivs10 8.72 7.43 -14.8%    

c.3113+5G>C Ivs10 8.72 3.53 -59.5%    

c.3113+8T>C Ivs10 8.72 8.72 0    

c.3114-5C>T Ivs10 4.13 6.39 +54.7%    

c.3201+1G>A Ivs11 11.01 2.83 -74.3%    

c.3201+3-

3201+4insTG 
Ivs11 11.01 6.56 -40.4%    

c.3201+6T>A Ivs11 11.01 9.48 -13.9%    

c.3202-9C>T Ivs11 6.42 6.81 +6.1%    

c.3202-8G>T Ivs11 6.42 7.48 +16.5%    

c.3202-8G>A Ivs11 6.42 6.92 +7.8%    

c.3203G>C Ex12 6.42 5.94 -7.5%    
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c.3348C>T Ex12 3.10 1.91 -67.4% -0.75 6.99 +1032% 

c.3350+3A>G Ivs12 3.10 2.92 -5.8%    

c.3350+4A>G Ivs12 3.10 2.53 -18.4% 1.67 6.46 +486.8% 

c.3350+5G>A Ivs12 3.10 1.01 -38.4% -0.75 6.99 +1032% 
1El símbolo [+] implica ganancia, mientras que [-] pérdida. 
2Las variantes seleccionadas se encuentran marcadas en rojo (26 variantes). 

 En total, se seleccionaron 44 variantes (en rojo en las Tablas 14, 15 y 16) para estudios 

funcionales, debido a que podían estar asociadas a un potencial efecto deletéreo sobre el splicing. 

Un total de 11 y 33 variantes alteraron los sitios 3’ss y 5’ss, respectivamente. MES predijo que siete 

variantes de sitios de splicing (c.49-2A>T, c.109-2A>G, c.2587-2A>G, c.2749-1G>T, c.2997-

1G>A, c.3348C>T, c.3350+4A>G) generarían simultáneamente un sitio de novo. Las variantes 

c.2748+4A>T, c.2834+6T>C, c.3113+3A>G y c.3201+6T>A fueron seleccionadas, a pesar del 

pequeño cambio en el valor de MES, porque afectaban posiciones conservadas del 5’ss (secuencia 

consenso Exón/Intrón: MAG/gtragt). La prevalencia de cada una de las variantes BRIDGES en 

casos y controles se indica en la tabla S1 del anexo. 

1.2  Construcción de los minigenes. 

Los minigenes híbridos son construcciones artificiales, fáciles de manipular, que recrean 

genes humanos implicados en una enfermedad, y permiten estudiar el proceso de splicing y el efecto 

de variantes sobre este proceso, sin necesidad de muestras de pacientes. Se han construido 3 

minigenes en el vector de splicing pMAD (ver sección 2.2 de Materiales y Métodos). El primero, 

mgPALB2_ex1-3 incluye una región genómica que contiene los exones 1, 2, 3, el intrón 2 completo 

y parte de los intrones 1 y 3 del gen PALB2 según la siguiente estructura: ex1 (78 bp) – ivs1-1 (216 

bp) // ivs1-2 (200 bp) - ex2 (60 bp) – ivs2 (117 bp) – ex3 (103 bp) – ivs3-1 (200 bp). 

El segundo minigén, mgPALB2_ex4-6, contiene los exones 4, 5 y 6, el intrón 5 completo 

y parte de los intrones 3, 4, y 6, con la estructura: ivs3 (416 bp) – ex4 (1473 bp) – ivs4-1 (734 bp) 

// ivs4-2 (266 bp) – ex5 (830 bp) – ivs5 (364 bp) – ex6 (72 bp) – ivs6-1 (209 bp). 
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Por último, el minigén mgPALB2_ex5-12, alberga los exones 5, 6, 7, 8, 9, 10,11 y 12, el 

intrón 5 completo y parte de los intrones 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 con la siguiente estructura: ivs4-

2 (266 bp) – ex5 (830 bp) – ivs5 (364 bp) – ex6 (72 bp) – ivs6-(209 bp) -ivs6-2 (191 bp) – ex7 (162 

bp) – ivs7-1 (114 bp) – SalI – ivs7-2 (250 bp) – ex8 (86 bp) – ivs8-1 (200 bp) // ivs8-2 (200 bp) – 

ex9 (162 bp) – ivs9-1 (200 bp) //ivs9-2 (200 bp) – ex10 (117 bp) – ivs10-1 (200 bp) // ivs10-2 (200 

bp) – ex11 (88 bp) – ivs11-1 (200 bp) // ivs11-2 (200 bp) – ex12 (149 bp) – ivs12 (250 bp). 

Estos tres minigenes, contienen insertos cuya suma total es de 10.292 pares de bases de 

PALB2 cubriendo una región genómica de 33.574 pb. El minigén mgPALB2_ex1-3 contiene una 

fusión del exón V1 del vector de splicing y el exón 1 de PALB2, lo que permite el estudio de 

variantes en el 5´ss del exón 1 de PALB2. 
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 El minigén mgPALB2_ex1-3 tiene un tamaño de 5068 pares de bases y produce un 

transcrito canónico (también llamado wild type o full-length en esta memoria) estable de 366 

nucleótidos, como podemos ver en la Figura 20. Por lo tanto, se considera este minigén apto para 

el estudio funcional de variantes de splicing. 

A 

 

B

 

Figura 20. El minigén mgPALB2_ex1-3. A) Estructura del minigén de los exones 1 a 3 de 

PALB2.  B) Electroforesis capilar del transcrito canónico del minigén wild type 

mgPALB2_ex1-3 con los oligonucleótidos: RT-PSPL3-Fw y RT-pSAD-rV-FAM (366 nt). Los 

picos azules muestran el producto de PCR marcado con FAM, los picos naranjas pertenecen al 

estándar de tamaño (LIZ600).  
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El minigén mgPALB2_ex4-6 tiene un tamaño de 7756 pares de bases y produce un 

transcrito estable de 2556 nucleótidos (Figura 21). Por lo tanto, consideramos este minigén apto 

para el estudio funcional de variantes de splicing. 

A 

 

           B                                            C 

 

Figura 21. El minigén mgPALB2_ex4-6. A) Estructura del minigén de los exones 4 a 6 de 

PALB2. B) Gel de agarosa 1% que muestra el transcrito V1-ex4-ex5-ex6-V2 de 2556 nt. C) 

Electroforesis capilar fluorescente del transcrito canónico del minigén wild type 

mgPALB2_ex4-6 con los oligonucleótidos: RT-PALB2-ex4-fw y FAM-RT-PALB2-ex6-rv-

FAM (918 nt). Los picos azules muestran el producto de PCR marcado con FAM, los picos naranjas 

pertenecen al estándar de tamaño (LIZ1200). 
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El minigén mgPALB2_ex5-12 tiene un tamaño de 9392 pb y produce un transcrito estable 

de 1.847 nucleótidos, como podemos ver en la Figura 22. Por lo tanto, consideramos este minigén 

apto para el estudio funcional de variantes de splicing. 

A 

 

B                                                                    C 

 

 
Figura 22. El minigén mgPALB2_ex5-12. A) Estructura del minigén de los exones 5 a 12 de 

PALB2. B) Gel de agarosa al 1% que muestra el transcrito V1-ex5-ex6-ex7-ex8-ex9-ex10-

ex11-ex12-V2 con un tamaño de 1847 nt. C) Electroforesis capilar del minigén 

mgPALB2_ex5-12 con los oligonucleótidos: RT-PALB2_ex6-fw y RT-pSAD-rv-FAM, con un 

tamaño de 906 nt. Los picos azules muestran el producto de PCR marcado con FAM, los picos 

naranjas pertenecen al estándar de tamaño (LIZ1200). 

 

1.3  Ensayos funcionales. 

Se transfectaron aproximadamente 2x105 células MCF-7 (células de adenocarcinoma de 

mama humano), con 1 μg del minigén (apartado 2.4 de Materiales y Métodos). Además, para 

comprobar la reproducibilidad de los resultados de splicing, también se transfectaron células MDA-

MB-231 (línea celular de cáncer de mama triple negativo) con los minigenes WT, mgPALB2_ex1-
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3 y mgPALB2_ex5-12 y las siguientes variantes: c.47A>G, c.48+1G>A, c.48+2T>C, c.48+4C>T, 

c.2749-1G>T, c.2834+3A>G, c.3201+3_3201+4insTG y c.3350+4A>G. 

1.3.1 Resultados del minigén mgPALB2_ex1-3. 

De las 25 variantes procedentes del proyecto BRIDGES, situadas en los exones 1, 2 y 3 de 

PALB2 y secuencias intrónicas adyacentes, 13 fueron seleccionadas para su estudio funcional 

siguiendo los criterios bioinformáticos mostrados en el apartado 1.2 de Materiales y Métodos (Tabla 

14). De las 13 variantes ensayadas, 6 afectan al sitio donador del exón 1, (c.47A>G, c.48G>A, 

c.48+1G>A, c.48+2T>C, c.48+4C>T y c.48+7G>C), 3 a los sitios de splicing del exón 2 (c.49-

2A>T, c.108+1G>A y c.108+2T>C) y 4 a los del exón 3 (c.109-6_109-4del, c.109-2A>G, 

c.211+1G>A y c.211+5del).  

Mediante mutagénesis dirigida se han generado los minigenes mutantes a partir de 

mgPALB2_ex1-3 wild type (Figura 20). Las células MCF-7 fueron transfectadas con los minigenes 

mutantes, y los productos de la amplificación con los oligonucleótidos (RTPSPL3-FW y RT-PSAD-

RV-FAM), tras una RT-PCR del RNA procedente del proceso de transfección, se comprobaron por 

diferentes técnicas como: electroforesis en gel de agarosa, electroforesis capilar y secuenciación 

capilar Sanger. A continuación, se muestran los resultados obtenidos.  

1.3.1.1 Resultados de las variantes del exón 1 de PALB2. 

La variante missense c.47A>G p.(Lys16Arg) está registrada y catalogada en ClinVar como 

variante de significado clínico incierto (VUS). Según el estudio bioinformático, esta variante 

elimina el sitio donador del exón 1 (Tabla 14). Los ensayos funcionales desarrollados con esta 

variante revelaron la presencia única de la isoforma aberrante (∆(E1q17), 100%) (Figura 23; Tablas 

17-18). 
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Figura 23. Ensayos funcionales de splicing de variantes del minigén mgPALB2_ex1-3. Mapa 

de variantes ensayadas y electroforesis capilar de fluorescencia de productos RT-PCR de los 

minigén wild type mgPALB2_ex1-3 y mutantes. Se amplificaron con los oligonucleótidos FAM-

RT-PSPL3-Fw y RT-PSAD-rv (Transcripción completa VI-ex1-ex2-ex3-V2 = 366 nt) Los picos 

azules muestran el producto de PCR marcado con FAM, los picos naranjas pertenecen al estándar 

de tamaño (LIZ600). 

 

 

La variante sinónima c.48G>A p.(Lys16=), y la variante de sitios de splicing c.48+1G>A, 

están registradas y catalogadas en ClinVar como patogénica y posiblemente patogénica, 

respectivamente. De acuerdo a las predicciones bioinformáticas, ambas variantes causan la 

eliminación del sitio donador del exón 1 (Tabla 14). Sin embargo, los ensayos funcionales revelaron 
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la producción de ∆(E1q17) en un 88,6% y 77%, respectivamente. Asimisimo, otras isoformas, 

aunque de forma minoritaria, también se vieron afectadas por el splicing. c.48G>A generaba 

▼(I1mg) en un 5% y ▼(E1q9) en un 5,4%, además de porcentajes mínimos del transcrito full-length 

(Figura 23; Tablas 17-18). Los mismos transcritos fueron observados en los resultados producidos 

por c.48+1G>A, pero en diferentes porcentajes; un 13,8%, y un 9,2%, respectivamente (Figura 23; 

Tablas 17-18). 

La variante c.48+2T>C, está catalogada en ClinVar como posiblemente patogénica. Los 

estudios bioinformáticos predicen que esta variante elimina el sitio donador del exón 1 (Tabla 14). 

Esta variante, convierte un donador GT en un donador atípico GC, que no es reconocido por la 

maquinaria de splicing, ya que los resultados del ensayo funcional muestran la presencia única del 

transcrito aberrante (∆(E1q17), 100%) (Figura 23; Tablas 17-18).  

Las dos últimas variantes ensayadas en este exón, fueron c.48+4C>T y c.48+7G>C. Ambas 

variantes se encuentran registradas en ClinVar y catalogadas como VUS y como benigna o 

posiblemente benigna, respectivamente. Según el estudio bioinformático, c.48+4C>T, produce la 

eliminación del aceptor del exón 1 y el estudio de c.48+7G>C predecía la creación de un donador 

situado 9 nucleótidos downstream del natural (Tabla 14). Sin embargo, los ensayos funcionales 

concluyeron que ninguna de las variantes presentaba transcritos aberrantes, en niveles significativos 

(Figura 25). 

1.3.1.2 Resultados de las variantes del exón 2 de PALB2. 

Tres variantes del exón 2 fueron ensayadas funcionalmente en el minigén mgPALB2_ex1-

3. En primer lugar, la variante de sitio de splicing c.49-2A>T, está registrada e interpretada como 

benigna y como posiblemente patogénica, creando conflictos de interpretación, ya que no existen 

evidencias funcionales en ClinVar acerca de esta variante. El análisis bioinformático, predice la 

eliminación del aceptor natural del exón 2 y crea un sitio críptico de novo 6 nucleótidos downstream 

(Tabla 14). Los resultados del ensayo funcional revelaron como único transcrito aberrante la 

isoforma (Δ(E2p6), 100%). La variante c.49-2A>T fue ensayada también en el minigén 
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mgPALB2_ex2-3, mostrando diferentes resultados. Así, en mgPALB2_ex2-3 produjo Δ(E2) en un 

33,3% y Δ(E2p6) en un 66,6% (Figuras 23-24; Tablas 17-18). Estos resultados, demuestran la 

importancia de mantener el contexto genómico en el desarrollo de minigenes para conseguir la 

reproducibilidad de las reacciones de splicing. 

 

Figura 24. Electroforesis capilar de c.49-2A>T en los minigenes mgPALB2_ex1-3 y 

mgPALB2_ex2-3. Se amplificaron con los oligonucleótidos FAM-RT-PSPL3-Fw y RT-PSAD-rv. 

Los picos azules muestran el producto de PCR marcado con FAM, los picos naranjas pertenecen al 

estándar de tamaño (LIZ600).  
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Tabla 17. Eventos de splicing producidos por variantes encontradas en pacientes BRIDGES del gen PALB2. 

Variantes (HGVS)1 Resumen Bioinformático2 

 Transcritos Full-

length   Transcritos-PTC3 Transcritos In-Frame3 

Wild type mgPALB2_ex1-3  100%   

c.47A>G p.(Lys16Arg) [-]5’ss (5.74→0.01) - ∆(E1q17) [100%]  

c.48G>A  p.(Lys16=) [↓]5’ss (5.74→3.48) 0.9%±0.1% 
∆(E1q17) [88.6%±0.1%] 

▼(I1mg) [5%] 
▼(E1q9) [5.4%±0.1%] 

c.48+1G>A [-]5’ss (5.74→-2.43) - 
∆(E1q17) [77%] 

▼(I1mg) [13.8%] 
▼(E1q9) [9.2%] 

c.48+2T>C [-]5’ss (5.74→-2) - ∆(E1q17) [100%]  

c.48+4C>T [-]5’ss (5.74→2.88) 94.5%±0.5% ∆(E1q17) [5.5%±0.5%]  

c.48+7G>C 
5’ss (5.74→5.74) 

[+]5’ss (6.49) 9-nt downstream 
100%   

c.49-2A>T 
[-]3’ss (9.28→0.92) 

[+]3’ss (8.49) 6-nt downstream 
-  ∆(E2p6) [100%] 

c.108+1G>A [-]5’ss(10.86→2.68) -  ∆(E2) [100%] 

c.108+2T>C [-]5’ss(10.86→3.1) 85.5%±0.3%  ∆(E2) [14.5%±0.3%] 

c.109-6_109-4del [↓]3’ss(10.06→7.27) 100%   

c.109-2A>G 
[-]3’ss (10.06→2.11) 

[+]3’ss (4.38) 11-nt downstream 
- 

∆(E3) [41% ±4.0%] 

∆(E3p11) [59% ±4.0%] 
 

c.211+1G>A [-]5’ss (8.76→0.58) - ∆(E3) [45.7%±0.4%]  
▼(E3q48) 

[54.3%±0.4%] 

c.211+5del [↓]5’ss (8.76→6.99) 100%   

Wild type mgPALB2_ex4-6  100%    

c.1684+4A>G [↓]5’ss (8.88→7.24) 41.7%±1.2 %  ∆(E4) [58.3%±1.2%] 

c.1685-2A>C [↓]3’ss (11.15→3.11) - 

∆(E5p139) [67%±3.6%] 

∆(E5p5) [15.4%±1.5%] 

▼(E5p88) [6.4%±1.3%] 

∆(E5p10) [5.7%±0.7%] 

∆(E5p97) [5.5%±0.2%] 
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c.1685-2A>G 
[↓]3’ss (11.15→3.2) 

[+]3’ss (4.07) 139-nt downstream 
- 

∆(E5p139) [73.3%±0.7%] 

▼(E5p88) [8.7%±0.1%] 

∆(E5p10) [7.3%±0.7%] 

∆(E5p97) [6.7%±0.1%] 

∆(E5p5) [4%±0.3%] 

 

c.2513A>C p.(Gln838Pro) [↓]5’ss (7.09→4.28) 73.1± 2% 
▼(I5) [21.2%± 1.8%] 

▼(E5q106)[5.7%± 0.3%] 
 

c.2515-2A>G [↓]3’ss (9.47→8.57) - ▼(I5) [100%]  

Wild type mgPALB2_ex5-12  100%   

c.2586+4A>T [↓]5’ss (6.8→4.3) 100%   

c.2587-2A>G 
[-]3’ss (3.31→2.66) 

[+]3’ss (5.5) 10-nt downstream 
- ∆(E7p10) [100%]  

c.2748+1G>A [-]5’ss(11.08→2.90) .  ∆(E7) [100%] 

c.2748+1G>T [-]5’ss(11.08→2.57) -  ∆(E7) [100%] 

c.2748+2dup4 [-]5’ss (11.08→1.2) -  ∆(E7) [83,7%] 

c.2748+4A>T [↓]5’ss(11.08→9.81) 100%   

c.2749-1G>T 
[-]3’ss (9.58→0.98) 

[+]3’ss (7.77) 7-nt downstream 
- ∆(E8p7) [96.9%± 0.26%] ∆(E8p15) [3.1%± 0.26%] 

c.2750T>C [↓]3’ss (9.58→8.13) 100%   

c.2834G>C p.(Arg945Thr) [↓]5’ss (9.8→7.26) 90%± 0.4% 
∆(E8) [7.8%± 0.3%] 

▼(E8q69) [2.2%±0.1%] 
 

c.2834+1G>A [-]5’ss (9.8→1.62) - 
∆(E8) [82.1%±0.5%] 

▼(E8q69) [17.9% ±0.5%] 
 

c.2834+2T>C [-]5’ss (9.8→2.05) - ∆(E8) [100%]  

c.2834+3A>G [↓]5’ss (9.8→6.99) 80.2% ±0.3% ∆(E8) [19.8%±0.3%]  

c.2834+5G>A [↓]5’ss (9.8→7.88) 40.7% ±0.9% ∆(E8) [59.3% ±0.9%]  

c.2834+6T>C [↓]5’ss (9.8→9.37) 100%   

c.2996+4A>G [↓]5’ss (9.21→6.45) 12.9%±1.1%  ∆(E9) [87.1%±1.1%] 

c.2997-2del [↓]3’ss (6.69→5.61) - ∆(E10p2) [66.6% ±0.2%] ∆(E10) [33.3% ± 0.2%] 

c.2997-1G>A4 [-]3’ss (6.69→-2.05) - ∆(E10p2) [95.8±0.9%]  
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[+]3’ss (4.22) 2-nt downstream 

c.3113G>A [↓]5’ss (8.72→3.93) 10.5%±0.91% 
∆(E10q31) [52.9%±4.3%] 

∆(E10q41) [2.2%±0.2%] 

∆(E10) [28.1%±2.5%] 

∆(E9_10) [6.3%±0.6%] 

c.3113+3A>G [↓]5’ss (8.72→7.43) 8%±0.95% 
∆(E10q31) [62.7%±0.1%] 

∆(E10q65) [4.9%±0.3%] 

∆(E10) [19.9%±0.34%] 

∆(E9_10) [4.5%±0.3%] 

c.3113+5G>C [↓]5’ss (8.72→3.53) 4.9%±0.7% 

∆(E10q31)[90%±0.48%] 

∆(E10q41)[2.8%±0.25%] 

∆(E10q65) [2.3%±0.12%] 

 

c.3201+1G>A            [-]5’ss(11.01→2.83) - ∆(E11) [100%]  

c.3201+3_3201+4insTG [↓]5’ss(11.01→6.56) - ∆(E11) [100%]  

c.3201+6T>A [↓]5’ss(11.01→9.48) 11.5% ± 0.3% ∆(E11) [88.5%±0.3%]  

c.3348C>T p.(Gln838Pro) 
[-]5’ss (3.1→1.91) 

[+]5’ss (6.99) 4-nt upstream 
68%±0.36% 

∆(E12q4) [26.7%±0.75%] 

∆(E12) [5.3% ±0.31%] 
 

c.3350+4A>G 
[-]5’ss (3.1→2.53) 

[+]5’ss (6.46) 4-nt downstream 
- 

▼(E12q4) [56.1% ±7.8%] 

∆(E12) [43.9% ±7.8%] 
 

c.3350+5G>A [-]5’ss (3.1→1.01) - ∆(E12) [100%]  

1 Fuente en negrita: sin rastros o <5% del transcrito full-length. 2 [-] eliminación del sitio de splicing; [+] Nuevo sitio. [↓] 

Reducción de la puntuación MES. 3 PTC: codón de terminación prematura; 3 Δ, pérdida de secuencias exónicas; ▼ inclusión de 

secuencias intrónicas; E (exón), p (cambio de aceptor), q (cambio de donador). Cuando es necesario, se indica el número exacto 

de nt insertados o eliminados. Por ejemplo, la transcripción ▼ (E1q9) denota el uso de un sitio donador alternativo que se localiza 

9 nucleótidos downstream del exón 1, provocando la adición de 9-nt al mRNA maduro.  4 Se encontraron 3 transcritos no 

caracterizados: 888-nt [4.2%±0.9%] (c.2997-1G>A) y, 592-nt [8.9%±0.3%] y 710-nt [7.4%±0.2%] (ambos de c.2748+2dup). 
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Tabla 18. Anotación de transcritos en el mgPALB2_ex1-3, mgPALB2_ex4-6 y mgPALB2_ex5-12 de acuerdo a la secuencia de PALB2 NM_024675.4. 

Transcritos1  RNA-HGVS PROTEIN-HGVS Diagrama de eventos de splicing 2 

∆(E1q17) r.32_48del p.(Cys11Phefs*26) 

 

▼(E1q9) r.48_49ins48+1_48+9 p.(Lys16_Leu17insVPG) 

 

▼(I1mg) r.48_49ins48+1_48+416 p.(Leu17Valfs*20) 

 

∆(E2p6) r.49_54del p.(Leu17_Lys18del) 

 

∆(E2) r.49_108del p.(Leu17_Gln36del) 

 

∆(E3p11) r.109_117del p.(Arg37Serfs*2) 

 

▼(E3q48) r.211_212ins211+1_211+48 p.(Ser70_Glu71ins16) 

 

∆(E3) r.109_211del 
 

p.(Arg37Asnfs*106) 
 

∆(E4) r.212_1684del p.(Glu71_Lys561del) 
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∆(E5p5) r.1685_1689del p.(Gly562Glufs*14) 

 

∆(E5p139) r.1685_1823del p.(Gly562Valfs*20) 

 

▼(E5p88) r.1685_1686ins1685+1_1685+88 p.(Lys563Aspfs*44) 

 

∆(E5p10) r.1685_1694del p.(Gly562Valfs*34) 

 

∆(E5p97) r.1685_1781del p.(Lys563Metfs*4) 

 

▼(I5) r.2514_2515ins2514+1_2514+363 p.(Thr839Valfs*14) 

 

▼(E5q106)  r.2514_2515ins2514+1_2514+106 p.(Thr839Valfs*14) 

 

∆(E7p10) r.2587_2596del p.(Asn863Valfs*5) 

 

∆(E7) r.2587_2748del p.(Asn863_Glu916del) 

 

∆(E8p7) r.2749_2755del p.(Val917Tyrfs*4) 

 

∆(E8p15) r.2749_2763del p.(Val917_Gln921del) 
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∆(E8) r.2749_2834del p.(Val917Glyfs*7) 

 

▼(E8q69) r.2834_2835ins2834+1_2834+69 p.(Ala946Tyrfs*7) 

 

∆(E9) r.2835_2996del p.(Ala946_Gly999del) 

 

∆(E10p2) r.2997_2998del p.(Gly1000_Glnfs*10) 

 

∆(E10) r.2997_3113del p.(Gly1000_Trp1038del) 

 

∆(E10q31) 

 

r.3083_3113del 

 

 

p.(Thr1029Ilefs*2) 

 
 

∆(E10q41) r.3073_3113del p.(Ala1025Glufs*14) 

 

∆(E10q65) r.3049_3113del p.(Ala1017Glufs*14) 

 

∆(E9_10) r.2835_3113del p.(Ala946_Trp1038del) 
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∆(E11) r.3114_3201del p.(Asn1039Glyfs*7) 

 

∆(E12) r.3202_3350del p.(Gly1068Valfs*5) 

 

∆(E12q4) r.3347_3350del p.(Arg1117Serfs*6) 

 

▼(E12q4) r.3350_3351ins3350-4_3351-1 p.(Phe1118Glnfs*6) 

 
      1Los eventos de splicing alternativo natural están subrayados. 
       2Los eventos de splicing aberrante están marcados en rojo. Los nuevos donadores y aceptores alternativos están marcados también en rojo. 
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 Las variantes de sitio de splicing c.108+1G>A y c.108+2T>C, son variantes registradas en 

la base de datos ClinVar y catalogadas como posiblemente patogénicas. Según la bioinformática, 

estas 2 variantes, eliminan el sitio donador del exón 2 (Tabla 14). Los resultados de los ensayos 

funcionales con c.108+1G>A revelaron la presencia de un único transcrito aberrante (Δ(E2), 100%) 

(Figura 23; Tablas 17-18). Sin embargo, c.108+2T>C generó el transcrito full-length en un 88,5%, 

por el uso de un donador atípico GC y Δ(E2) en un 14,5% (Figura 23; Tablas 17-18). 

1.3.1.3 Resultados de las variantes del exón 3 de PALB2. 

Un total de 4 variantes BRIDGES fueron ensayadas funcionalmente en el minigén 

mgPALB2_ex1-3. La variante c.109-2A>G está registrada y catalogada en ClinVar como 

posiblemente patogénica. El estudio bioinformático pronostica la eliminación del aceptor del exón 

3 y creación de un nuevo sitio de splicing muy fuerte 11 nucleótidos downstream (Tabla 14). Los 

datos obtenidos en los ensayos funcionales mostraron la producción de ∆(E3), en un 41% y de 

∆(E3p11) en un 59% (Figura 23; Tablas 17-18).  

Por otro lado, c.211+1G>A, es una variante registrada en la base de datos ClinVar y 

catalogada como posiblemente patogénica, que afecta al donador del exón 3 (Tabla 14). Los 

resultados del análisis bioinformático determinan que la presencia de esta variante elimina el 

donador natural del exón 3. Los resultados observados en los ensayos de splicing determinaron la 

presencia de transcritos aberrantes ∆(E3), en un 45,7% y ▼(E3q48) en un 54,3%, a causa del uso 

de un donador alternativo situado 48 nucléotidos downstream del natural (Figura 23; Tablas 17-

18). 

No todas las variantes ensayadas en este exón tuvieron efectos sobre el proceso de splicing. 

El estudio bioinformático de las variantes de significado clínico incierto c.109-6_109-4del y de 

c.211+5del, sugería un debilitamiento de los sitios aceptor y donador del exón 3, respectivamente 

(Tabla 14). Sin embargo, los ensayos funcionales revelaron la presencia única del transcrito 

canónico en ambos casos (Figura 25). 
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Figura 25. Electroforesis capilar de c.48+4C>T y c.48+7G>C, c.109-6_109-4del y c.211+5del 

en el minigén mgPALB2_ex1-3. Se amplificaron con los oligonucleótidos FAM-RT-PSPL3-Fw y 

RT-PSAD-rv (Transcripción completa VI-ex1-ex2-ex3-V2 = 366 nt). Los picos azules muestran el 

producto de PCR marcado con FAM, los picos naranjas pertenecen al estándar de tamaño (LIZ600).  

 

1.3.1.4 Recapitulación de resultados de los exones 1 a 3. 

Trece variantes del gen PALB2, fueron introducidas en el minigén mgPALB2_ex1-3 por 

mutagénesis dirigida y ensayadas funcionalmente en células MCF-7. Además, 4 de estas variantes 

fueron ensayadas en células de cáncer de mama triple negativo MDA-MB-231, replicando los 

resultados obtenidos en MCF-7, como podemos observar en la Figura 26. 

Diez de estas variantes alteraban los patrones de splicing, de las cuales 8 mostraron una 

falta completa, o cantidades mínimas del transcrito WT (c.48G>A, 0,9%,). Siete variantes afectan 

a las posiciones clásicas ±1,2 del 5’ o 3’ss (c.48+1G>A, c.48+2T>C, c.49-2A>T, c.108+1G>A, 

c.108+2T>C, c.109-2A>G y c.211+1G>A). Todas estas variantes, a excepción de c.108+2T>C, 

produjeron patrones aberrantes completos. 

Las variantes c.108+2T>C, y c.48+2T>C, transforman un donador clásico GT en un 

donador GC atípico. Sorprendentemente, mientras que c.48+2T>C solo produjo transcritos 

aberrantes, c.108+2T> C produjo un 85,5% del transcrito canónico. Además, 2 variantes afectan a 

sitios diferentes del 5’ss, incluyendo los últimos 3 nucleótidos exónicos (c.47A>G, c.48G>A). 
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Figura 26. Reproducibilidad de los eventos de splicing en células de cáncer de mama triple 

negativas MDA-MB-231 en el minigén mgPALB2_ex1-3. 

 

1.3.1.5 Análisis de transcritos producidos por las variantes BRIDGES.  

 El análisis de fragmentos fluorescentes o estudio de las isoformas mediante electroforesis 

capilar reveló la existencia de 9 transcritos diferentes, incluyendo el transcrito wild type, donde el 

uso de un sitio alternativo fue el evento de splicing más frecuente: ∆(E1q17), ▼(E1q9), ▼(I1mg), 

∆(E2p6), ∆(E3p11) y▼(E3q48), aunque también encontramos dos eventos de exón skipping: 

∆(E2), ∆(E3) (Tablas 17-18). Cabe destacar, que 4 transcritos incluyen codones de parada 

prematuros, alterando la pauta de lectura, y propiciando probablemente la generación de una 

proteína disfuncional. Mientras tanto ▼(E1q9), ∆(E2p6), ∆(E2) y▼(E3q48) mantienen la pauta de 

lectura. Además, cuatro de las isoformas mencionadas anteriormente han sido previamente 

caracterizadas como eventos naturales de splicing: ▼(E1q9), ∆(E1q17), ∆(E2p6), ∆(E2) (Lopez-

Perolio et al., 2019). 
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1.3.2 Resultados del minigén mgPALB2_ex4-6.  

De las 15 variantes procedentes del proyecto BRIDGES y comprendidas en los exones 4, 5 

y 6 de PALB2, 5 fueron seleccionadas para su estudio funcional (Tabla 15), siguiendo los criterios 

mostrados en el apartado 1.2 de Materiales y Métodos.  

Mediante mutagénesis dirigida, se han generado minigenes mutantes a partir del 

mgPALB2_ex4-6 (Figura 21). De las 5 variantes ensayadas, 1 afecta al exón 4, (c.1684+4A>G), 3 

al exón 5 (c.1695-2A>C, c.1685-2A>G y c.2513A>C) y 1 al exón 6 (c.2515-2A>G).  

Las células MCF-7 fueron transfectadas con los 5 minigenes mutantes, y debido al elevado 

tamaño de los transcritos generados por mgPALB2_ex4-6, éstos fueron evaluados por diferentes 

técnicas: amplificaciones con diferentes parejas de oligonucleótidos, electroforesis en gel de 

agarosa, electroforesis capilar y secuenciación capilar. La Figura 27 muestra los resultados de las 

RT-PCRs de las 5 variantes obtenidos mediante electroforesis en gel de agarosa. 

 

Figura 27. Transcrito canónico V1-ex4-ex5-ex6-V2 con un tamaño de 2.556 nt y transcritos 

generados por las variantes: c.1684+4A>G, c.1685-2A>C, c.1685-2A>G, c.2513A>C y c.2515-

2A>G. 

 
El RNA de las variantes c.1685-2A>C, c.1685-2A>G, c.2513A>C y c.2515-2A>G fue 

retrotranscrito y amplificado con oligonucleótidos marcados fluorescentemente situados en los 

exones 4 y 6 (FAM-RT-PALB2_EX6-Rv y RT-PALB2_ex4-Fw) produciendo un producto de 918 

nucleótidos. Posteriormente las diferentes isoformas generadas por estas variantes fueron 
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analizadas por electroforesis y secuenciación capilar. Por otro lado, debido al elevado tamaño del 

analizadas por electroforesis y secuenciación capilar. Además, debido al elevado tamaño del exón 

4 (1.473 pb), se decidió hacer un estudio alternativo de la variante c.1684+4A>G mediante 

purificación de bandas de gel y un análisis posterior mediante secuenciación capilar y densitometría 

de imagen. 

1.3.2.1 Resultados de las variantes del exón 4 de PALB2. 

La variante c.1684+4A>G, no está registrada en ClinVar, aunque sí podemos encontrar la 

variante c.1684+4A>C, catalogada como posiblemente benigna. Según el estudio bioinformático, 

c.1684+4A>G, altera débilmente el donador del exón 4; aunque lo suficiente para ser llevada a 

estudio (Tabla 15). Los resultados obtenidos mediante secuenciación capilar y densitometría de 

imagen, representados en la Figura 28, muestran ∆(E4) en un 58,3%, mientras que el 41,7% 

corresponden al transcrito full-length (Figura 28; Tablas 17-18). 

 

Figura 28. Análisis de la variante c.1684+4A>G, mediante electroforesis en gel de agarosa con 

los oligonucleótidos: RT-PSPL3-Fw y RT-PALB2-ex6-rv. (A) y secuenciacion Sanger del 

trascrito después de la purificación de la banda de gel (B). Esta variante no pudo analizarse 

mediante electroforesis capilar debido al gran tamaño del exón 4 (1473 pb).  

 

1.3.2.2 Resultados de las variantes de los exones 5 y 6 de PALB2. 

Las variantes de sitio de splicing c.1685-2A>C y c.1685-2A>G están registradas y 

catalogadas en ClinVar como VUS y como posiblemente patogénica o VUS, respectivamente, 

creando conflictos de interpretación. Según los estudios bioinformáticos, ambas variantes eliminan 

el sitio aceptor del exón 5 (Tabla 15). Los resultados de los ensayos funcionales con c.1685-2A>C 

41.7% 

58.3% 
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revelaron la producción de 5 transcritos aberrantes: ∆(E5p139)-67%, ∆(E5p5)-15,4%, ∆(E5p10)-

5,7%, ∆(E5p97)-5,5% y ▼(E5p88)-6,4% (Figura 29; Tablas 17-18). La variante c.1685-2A>G 

produjo exactamente los mismos transcritos, pero en diferentes porcentajes: ∆(E5p139)-73,3%, 

▼(E5p88)-8,7%, ∆(E5p10)-7,3%, ∆(E5p97)-6,7%, ∆(E5p5)-4% (Figura 29; Tablas 17-18). 

La variante missense c.2513A>C p.(Gln838Pro), no está registrada en ClinVar, aunque sí 

la variante c.2513A>G, clasificada como VUS. Los resultados bioinformáticos determinan que esta 

variante elimina el sitio donador del exón 5 (Tabla 15). Sin embargo, los resultados de los ensayos 

funcionales revelaron la producción del transcrito full-length, en un 73%. Además, esta variante 

generó ▼(I5) en un 21,2% y ▼(E5q106) en un 5,7% (Figura 29; Tablas 17-18). 

La última variante ensayada en este minigén, fue c.2515-2A>G. No está registrada en la 

base de datos ClinVar y los resultados bioinformáticos de la Tabla 15 muestran como c.2515-

2A>G, elimina el sitio aceptor del exón 6. En los ensayos funcionales de c.2515-2A>G, se pudo 

comprobar que esta variante impide el reconocimiento del aceptor del exón 6, generando un único 

transcrito aberrante con la retención completa del intrón 5 (▼(I5), 100%) (Figura 29; Tablas 17-

18). 

 

Figura 29. Electroforesis capilar de c.1685-2A>C, c.1685-2A>G, c.2513A>C y 2515-2A>G en 

el minigén mgPALB2_ex4-6. Se amplificaron con los oligonucleótidos RT-PALB2_ex6-fw y RT-

pSAD-rv-FAM (Tamaño = 906 nt).  Los picos azules muestran el producto de PCR marcado con 

FAM, los picos naranjas pertenecen al estándar de tamaño (LIZ1200).  
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1.3.2.3 Recapitulación de resultados de los exones 4 a 6. 

Cinco variantes del gen PALB2, fueron introducidas en el minigén mgPALB2_ex4-6 por 

mutagénesis dirigida y ensayadas funcionalmente en células MCF-7. Todas las variantes alteraban 

el splicing, de las cuales 3 mostraron una falta completa del transcrito WT. Tres variantes afectan 

a las posiciones clásicas -1, 2 del 3’ss (c.1685-2A>C, c.1685-2A>G y c.2515-2A>G). Además, una 

variante afecta al penúltimo nucleótido exónico (c.2513A>C) y otra a la posición +4 

(c.1684+4A>G). 

1.3.2.4 Análisis de transcritos producidos por las variantes BRIDGES.  

El estudio de las isoformas mediante electroforesis capilar reveló la existencia de 9 

transcritos diferentes, incluyendo el transcrito full-length, donde el uso de sitios alternativos fue el 

evento de splicing más frecuente: ∆(E5p5), ∆(E5p10), ∆(E5p97), ∆(E5p139), ▼(E5p88) y 

▼(E5q106), aunque también encontramos un evento de exón skipping ∆(E4) y otro de retención 

total del intrón 5, ▼(I5) (Tabla 16). Dos de estas isoformas, ∆(E4) y ∆(E5p139), habían sido 

previamente caracterizadas por López-Perolio y colaboradores como eventos de splicing alternativo 

natural (Lopez-Perolio et al., 2019).  Además, todos los eventos de splicing producidos a causa de 

estas variantes, a excepción de ∆(E4), alteran la pauta de lectura e introducen codones de parada 

prematuros, propiciando probablemente la producción de proteínas disfuncionales. 

1.3.3 Resultados del minigén mgPALB2_ex5-12.  

De las 42 variantes procedentes del proyecto BRIDGES comprendidas entre los exones 6 a 

12 de PALB2, 26 fueron seleccionadas para su estudio funcional siguiendo los criterios 

bioinformáticos indicados en el apartado 1.2 de Materiales y Métodos. Mediante mutagénesis 

dirigida se han generado minigenes mutantes a partir del mgPALB2_ex5-12 (Figura 22). De las 26 

variantes ensayadas, encontramos una que afecta a los sitios de splicing del exón 6 (c.2586+4A>T), 

5 al exón 7 (c.2587-2A>G, c.2748+1G>T, c.2748+1G>A, c.2748+2dup y c.2748+4A>T), 8 al exón 
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8 (c.2749-1G>T, c.2750T>C, c.2834G>C, c.2834+1G>A, c.2834+2T>C, c.2834+3A>G, 

c.2834+5G>A y c.2834+6T>C), 1 al exón 9, (c.2996+4A>G), 5 al exón 10 (c.2997-1G>A, c.2997-

2del, c.3113G>A, c.3113+3A>G y c.3113+5G>C), 3 al exón 11 (c.3201+1G>A, c.3201+6T>A y 

c.3201+3_3201+4insTG) y 3 al exón 12 ( c.3348C>T, c.3350+4A>G y c.3350+5G>A). 

Estos minigenes mutantes se introdujeron en células MCF-7 y los resultados se 

comprobaron por electroforesis en gel de agarosa, electroforesis capilar y secuenciación capilar. A 

continuación, se muestran los resultados obtenidos.  

1.3.3.1 Resultados de las variantes del exón 6 de PALB2. 

La variante c.2586+4A>T, está registrada en la base de datos ClinVar y catalogada como 

VUS. Según el estudio informático, la variante elimina el sitio donador del exón 6 (Tabla 16). Los 

resultados del ensayo funcional representados en la Figura 33, mostraron la presencia única del 

transcrito full-length. 

1.3.3.2 Resultados de las variantes del exón 7 de PALB2.  

La variante, c.2587-2A>G, no está registrada en la base de datos ClinVar. Sin embargo, la 

variante c.2587-2A>C, se encuentra registrada y catalogada como variante de splicing y estudios 

desarrollados por López-Perolio y colaboradores en 2019, demuestra su implicación en la 

generación de transcritos aberrantes en PALB2 (Lopez-Perolio et al., 2019). Los estudios 

bioinformáticos, determinan que esta variante elimina el sitio aceptor del exón 7 de PALB2 (Tabla 

16). Los resultados del ensayo funcional mostraron como único transcrito la isoforma aberrante 

(∆(E7),100%) (Figura 30; Tablas 17-18); similar al resultado obtenido con la variante c.2587-

2A>C, citada anteriormente. 

Por otro lado, c.2748+1G>A, c.2748+1G>T y c.2748+2dup son variantes clasificadas en 

ClinVar como patogénicas o posiblemente patogénicas, que afectan al donador del exón 7 de 

PALB2. Según el estudio bioinformático, estas variantes eliminan el sitio donador del exón 7 (Tabla 
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16). El análisis de fragmentos fluorescente reveló la presencia única del transcrito aberrante (∆(E7) 

en todos los ensayos (Figura 30; Tablas 17-18). 

                          

Figura 30. Electroforesis capilar de c.2587-2A>G, c.2748+1G>T, c.2748+2dup y c.2748+1G>A 

en el minigén mgPALB2_ex5-12. Se amplificaron con los oligonucleótidos RT-PALB2_ex6-fw y 

RT-pSAD-rv-FAM (Tamaño = 906 nt). Los picos azules muestran el producto de PCR marcado 

con FAM, los picos naranjas pertenecen al estándar de tamaño (LIZ1200).  

 

No todas las variantes ensayadas en este exón tuvieron efectos sobre el proceso de splicing. 

El estudio bioinformático de la variante c.2748+4A>T predecía alteraciones en splicing (Tabla 16), 

sin embargo, los ensayos funcionales pusieron de manifiesto, la producción única del transcrito 

canónico (Figura 33). 

1.3.3.3 Resultados de las variantes del exón 8 de PALB2. 

La variante de sitio de splicing, c.2749-1G>T está registrada en la base de datos ClinVar y 

catalogada como posiblemente patogénica. Según el estudio informático, c.2749-1G>T, causa la 

eliminación del sitio aceptor del exón 8 (Tabla 16). Los resultados del ensayo funcional revelaron 

la producción de forma mayoritaria de ∆(E8p7) en un 97% y de (∆(E8p15) ,3%) (Figura 31; Tablas 

17-18). 

Las variantes missense y de sitio de splicing, c.2834G>C p.(Arg945Thr), y c.2834+1G>A, 

se encuentran registradas en ClinVar y están catalogadas como VUS y patogénica, respectivamente. 

Los resultados de los ensayos funcionales con c.2834G>C mostraron la producción de transcritos 
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full-length en un 90%. El resto transcritos, aunque eran producidos de forma minoritaria, procedían 

de eventos anómalos de splicing: (∆(E8), 7,8%) y (▼(E8q69), 2,2%) (Figura 31; Tablas 17-18). 

Por otro lado, la variante c.2834+1G>A generó en su totalidad transcritos aberrantes. El 82,2% no 

incluían el exón 8 y el 17.9% se generaban por el uso de un donador alternativo 69 nucleótidos 

downstream del natural (Figura 31; Tablas 17-18). 

 

Figura 31. Electroforesis capilar de c.2749-1G>T, c.2834G>C y c.2834+1G>A en el minigén 

mgPALB2_ex5-12. Se amplificaron con los oligonucleótidos RT-PALB2_ex6-fw y RT-pSAD-rv-

FAM (Tamaño = 906 nt). Los picos azules muestran el producto de PCR marcado con FAM, los 

picos naranjas pertenecen al estándar de tamaño (LIZ1200). 

 

La variante c.2834+2T>C de sitio de splicing se encuentra registrada en la base de datos 

ClinVar y está clasificada como posiblemente patogénica. Los resultados de los ensayos funcionales 

demostraron que este donador GC, creado de novo no es reconocido por la maquinaria de splicing 

(Figura 32). Los resultados obtenidos con esta variante revelaron la presencia única del transcrito 

aberrante (∆(E8), 100%) (Figura 32; Tablas 17-18). 

Las variantes c.2834+3A>G y c.2834+5G>A también están registradas en la base de datos 

ClinVar y clasificadas como VUS o posiblemente patogénica y como variante de significado clínico 

incierto, respectivamente. El análisis in silico de ambas variantes, predice la eliminación del sitio 

donador del exón 8 (Tabla 16). Los resultados de los ensayos funcionales determinaron que 
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c.2834+3A>G y c.2834+5G>A generaban el transcrito canónico (80,2% y 40,7%, respectivamente) 

y el aberrante ∆(E8) (19,8% y 59,3%, respectivamente) (Figura 32; Tablas 17-18) 

 

Figura 32. Electroforesis capilar de c.2834+2T>C c.2834+3A>G y c.2834+5G>A en el minigén 

mgPALB2_ex5-12. Se amplificaron con los oligonucleótidos RT-PALB2_ex6-fw y RT-pSAD-rv-

FAM (Tamaño = 906 nt). Los picos azules muestran el producto de PCR marcado con FAM, los 

picos naranjas pertenecen al estándar de tamaño (LIZ1200).  

 

No todas las variantes ensayadas en este exón tuvieron efectos sobre el proceso de splicing. Así, la 

variante missense c.2750T>C p.(Val917Ala), clasificada en ClinVar como VUS y c.2834+6T>C 

(no registrada) alteraban el sitio donador del exón 8 de acuerdo al estudio bioinformático (Tabla 

16). Sin embargo, los ensayos funcionales no mostraron ninguna alteración del splicing (Figura 33; 

Tablas 17-18). 
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Figura 33. Electroforesis capilar de c.2586+4A>T, c.2748+4A>T, c.2750T>C y 2834+6T>C en 

el minigén mgPALB2_ex5-12. Se amplificaron con los oligonucleótidos RT-PALB2_ex6-fw y 

RT-pSAD-rv-FAM (Tamaño = 906 nt).  Los picos azules muestran el producto de PCR marcado 

con FAM, los picos naranjas pertenecen al estándar de tamaño (LIZ1200).  

 

1.3.3.4 Resultados de las variantes del exón 9 de PALB2. 

La variante c.2996+4A>G no está registrada en la base de datos ClinVar. Los resultados 

bioinformáticos predicen la eliminación del sitio donador del exón 9 (Tabla 16). Los ensayos 

funcionales con esta variante determinaron la existencia de alteraciones en los patrones de splicing 

y se pudo comprobar mediante electroforesis capilar la presencia mayoritaria del transcrito anómalo 

∆(E9) (87,1%; exclusión del exón 9), y también del transcrito canónico (12,9%) (Figura 34; Tablas 

17-18). 

1.3.3.5 Resultados de las variantes del exón 10 de PALB2. 

Existen 2 variantes BRIDGES que afectan a los sitios de splicing del exón 10: c.2997-

1G>A y c.2997-2del. La primera de éstas, está representada en ClinVar y catalogada como 

posiblemente patogénica y como VUS, creando conflictos de interpretación, sin embargo, c.2997-

2del no está registrada. Según los resultados bioinformáticos, ambas variantes eliminan el sitio 

aceptor del exón 10. Además, según MES, c.2997-1G>A generaba un aceptor alternativo de novo 

2 nt downstream (Tabla 16). La electroforesis capilar reveló que la variante c.2997-1G>A generaba 
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un único transcrito aberrante (∆(E10p2), 100%). Por otro lado, c.2997-2del también producía 

(∆(E10p2), 66,6%) y el transcrito ∆(E10), 33,3%) (Figura 35; Tablas 17-18). 

La variante nonsense c.3113G>A p.(Trp1038Ter) y c.3113+5G>C, clasificadas como 

patogénicas o posiblemente patogénicas, y c.3113+3A>G (no registrada) afectan al sitio donador 

del exón 10. El estudio bioinformático de las 3 variantes predice la eliminación del sitio donador 

del exón 10 (Tabla 16). Los datos obtenidos en los ensayos funcionales revelaron que c.3113G>A 

producía los siguientes transcritos aberrantes: ∆(E10q31)-52,9%, ∆(E10)-28.1%, ∆(E9-10)-6,3% y 

∆(E10q41)-2,2%, además de un 10,5% del transcrito full-length (Figura 36). Por otro lado, la 

variante c.3113+3A>G mostró 4 transcritos diferentes: ∆(E10q31)-62,7%, ∆(E10)-19,9%, ∆(E9-

10)-4,5% y ∆(E10q65)-4,9%). Además, produjo el transcrito full-length en un 8% (Figura 36; 

Tablas 17-18). Por último, la variante c.3113+5G>C indujo los transcritos (∆(E10q31), 90%), 

(∆(E10q41), 2,8%), (∆(E10q65), 2,3%) y el transcrito canónico esperado (4,9%) (Figura 36; Tablas 

17-18). 

                                             

Figura 34. Electroforesis capilar de c.2996+4A>G en el minigen mgPALB2_ex5-12. Se 

amplificaron con los oligonucleótidos RT-PALB2_ex6-fw y RT-pSAD-rv-FAM (Tamaño = 906 

nt). Los picos azules muestran el producto de PCR marcado con FAM, los picos naranjas pertenecen 

al estándar de tamaño (LIZ1200).  
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Figura 35. Electroforesis capilar de c.2997-1G>A y c.2997-2del en el minigén mgPALB2_ex5-

12. Se amplificaron con los oligonucleótidos RT-PALB2_ex6-fw y RT-pSAD-rv-FAM (Tamaño = 

906 nt). Los picos azules muestran el producto de PCR marcado con FAM, los picos naranjas 

pertenecen al estándar de tamaño (LIZ1200).  

 

 

Figura 36. Electroforesis capilar de c.3113G>A, c.3113+3A>G y c.3113+5G>C en el minigén 

mgPALB2_ex5-12. Se amplificaron con los oligonucleótidos RT-PALB2_ex6-fw y RT-pSAD-rv-

FAM (Tamaño = 906 nt).  Los picos azules muestran el producto de PCR marcado con FAM, los 

picos naranjas pertenecen al estándar de tamaño (LIZ1200).  

 
 

1.3.3.6 Resultados de las variantes del exón 11 de PALB2. 

Las variantes c.3201+1G>A y c.3201+3_3201+4insTG aún no han sido reportadas en 

ClinVar. El estudio bioinformático de ambas variantes predice la rotura del sitio donador del exón 

11 (Tabla 16). El análisis de fragmentos fluorescente reveló en ambas variantes la presencia de un 

único transcrito aberrante (∆(E11), 100%) (Figura 37; Tablas 17-18). Por otro lado, la variante 
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c.3201+6T>A, reportada en ClinVar, disminuía levemente la fortaleza del sitio donador del exón 

11, pero en una proporción menor que en los anteriores casos. Los resultados de splicing revelaron 

∆(E11) en un 88,5% y transcrito full-length en un 11,5% (Figura 37; Tablas 17-18). 

 

Figura 37. Electroforesis capilar de c.3201+1G>A, c.3201+3_3201+4insTG y c.3201+6T>A en 

el minigén mgPALB2_ex5-12. Se amplificaron con los oligonucleótidos RT-PALB2_ex6-fw y 

RT-pSAD-rv-FAM (Tamaño = 906 nt). Los picos azules muestran el producto de PCR marcado 

con FAM, los picos naranjas pertenecen al estándar de tamaño (LIZ1200).  

 

1.3.3.7 Resultados de las variantes del exón 12 de PALB2. 

La variante sinónima c.3348C>T (p.(Gly1116=) está reportada en ClinVar como VUS. 

Afecta al antepenúltimo nucleótido del exón 12 de PALB2, y según los estudios bioinformáticos, 

esta variante debilita el sitio donador del exón 12 (Tabla 16).  Los ensayos funcionales de esta 

variante revelaron la presencia del transcrito canónico de forma mayoritaria (68%) (Figura 38; 

Tablas 17-18). Además, se detectaron los transcritos ∆(E12q4) (uso de un donador alternativo 4 nt 

upstream, 26,7%) y ∆(E12) (pérdida del exón 12, 5,3%) (Figura 38; Tablas 17-18). 

Las variantes c.3350+4A>G y c.3350+5G>A están registradas en la base de datos ClinVar, 

la primera clasificada como patogénica/posiblemente patogénica y la segunda presenta 

interpretaciones conflictivas de su patogenicidad. Ambas variantes se sitúan en la secuencia 

consenso del sitio donador del exón 12, y según los resultados bioinformáticos, estas dos variantes 

eliminan el sitio donador del exón 12 y crean un sitio críptico de novo (Tabla 16). El ensayo 
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funcional de c.3350+5G>A reveló exclusivamente el transcrito aberrante (∆(E12), 100%), mientras 

que c.3350+4A>G generó ▼(E12q4) (inserción de los primeros 4 nt del intrón 12 por el uso de un 

nuevo donador; 56,1%) y (∆(E12), 43,9%) (Figura 38; Tablas 17-18). 

 

Figura 38. Electroforesis capilar de c.3348C>T, c.3350+4A>G y c.3350+5G>A en el minigén 

mgPALB2_ex5-12. Se amplificaron con los oligonucleótidos RT-PALB2_ex6-fw y RT-pSAD-rv-

FAM (Tamaño = 906 nt). Los picos azules muestran el producto de PCR marcado con FAM, los 

picos naranjas pertenecen al estándar de tamaño (LIZ1200).  

 

1.3.3.8 Recapitulación de resultados de los exones 6 a 12. 

Veintiséis variantes del gen PALB2, fueron introducidas en el minigén mgPALB2_ex5-12 por 

mutagénesis dirigida y ensayadas funcionalmente en células MCF-7. Además, 4 de estas variantes 

fueron ensayadas en células de cáncer de mama triple negativo MDA-MB-231, en las cuales 

replicaron los resultados obtenidos en células MCF-7, como podemos observar en la Figura 39. 

Veintidós de estas variantes alteraban el splicing, de las cuales 14 mostraron una falta 

completa, o cantidades mínimas del transcrito canónico esperado (c.3113+5G>C-4.9%). Diez 

variantes afectan a las posiciones clásicas ±1, 2 y ninguna de ellas produce trazas del transcrito 

canónico. Además, 12 variantes afectan a sitios diferentes del 5’ss, incluyendo los últimos 3 

nucleótidos exónicos (c.2834G>C, c.3113G>A y c.3348C>T) y posiciones intrónicas +3 

(c.2834+3A>G, c.3113+3A>G y c.3201+3_3201+4insTG), +4 (c.2996+4A>G y c.3350+4A>G), 

+5 (c.2834+5G>A, c.3113+5G>C y c.3350+5G>A), y +6 (c.3201+6T>A).  



136 

 

                             

Figura 39. Reproducibilidad de los eventos de splicing en células de cáncer de mama triple 

negativas MDA-MB-231 en el minigén mgPALB2_ex5-12. Se amplificaron con los 

oligonucleótidos RT-PALB2_ex6-fw y RT-pSAD-rv (Tamaño = 906 nt).  

 

1.3.3.9 Análisis de transcritos producidos por las variantes en el minigén 

mgPALB2_ex5-12. 

El análisis de fragmentos fluorescentes reveló la existencia de 21 transcritos diferentes, 

incluido el transcrito canónico. El uso de sitios alternativos fue el mecanismo de splicing más 

frecuente (10 transcritos): ∆(E7p10), ∆(E8p7), ∆(E8p15), ▼(E8q69), ∆(E10p2), ∆(E10q31), 

∆(E10q41), ∆(E10q65), ∆(E12q4) y ▼(E12q4). Tres de ellos, ▼(E8q69), ∆(E10q41) y ∆(E10q65), 

se generan por el uso de donadores GC atípicos. El segundo mecanismo más frecuente fue el exón 

skipping, que fue detectado en 7 isoformas: ∆(E7), ∆(E8), ∆(E9), ∆(E10), ∆(E9_10), ∆(E11) y 

∆(E12). Sin embargo, no se pudieron caracterizar tres transcritos: uno de 888 nt originado por 

c.2997-1G>A y dos de 592 nt y 710 nt producidos por c.2748+2dup, con porcentajes menores del 

9%. 

Cabe destacar, que de los 20 transcritos producidos a causa de estas variantes, únicamente 

5 mantienen la pauta de lectura: ∆(E7), ∆(E8p15), ∆(E9), ∆(E10) y ∆(E9_10). El resto de estos 
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eventos de splicing introducen codones de terminación prematuros, propiciando probablemente la 

generación de una proteína disfuncional.  

Finalmente, diez de las isoformas mencionadas anteriormente han sido previamente 

caracterizadas como eventos naturales de splicing:  ∆(E7p10), ∆(E7), ∆(E8), ∆(E9), ∆(E10), 

∆(E9_10), ∆(E10p2), ∆(E10q31), ∆(E11) y ∆(E12) (Lopez-Perolio et al., 2019). 

 

 

2. Análisis in silico y funcional de variantes de PALB2 reportadas en la base de 

datos ClinVar. 

2.1. Estudio bioinformático de variantes ClinVar. 

Se han analizado todas las variantes reportadas en ClinVar del gen PALB2, en los límites 

intrón-exón con el algoritmo MaxEntScan (MES) (Yeo and Burge, 2004), para identificar posibles 

variantes espliceogénicas. Las variantes candidatas se seleccionaron de acuerdo a los criterios 

indicados en el apartado 1.1 de Resultados. Cuando existe más de una variante que afecta al mismo 

sitio de splicing y con la misma predicción bioinformática, nuestra selección se fundamentará, en 

la importancia clínica de la variante y el número de registros observados. Así, se han analizado 151 

variantes ClinVar de PALB2 localizadas en las fronteras intrón/exón. Las Tablas 19, 20 y 21 

muestran, ordenadas por minigenes y exones, todas las variantes de DNA analizadas. 
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                      Tabla 19. Variantes de PALB2 estudiadas in silico de la base de datos ClinVar en el minigén mgPALB2_ex1-3. 

VARIANTES 

PALB21 EXÓN/ INTRÓN MES wt MES mut 
% Cambio 

MES2 

Número de 

registros 

c.46A>G Ex1 5.74 4.05 -29.48% 1 

c.48+1G>C IVS1 5.74 -2.53 -144% 3 

c.48+1del IVS1 5.74 -12.45 -316.7% 1 

c.48+1G>T IVS1 5.74 -2.76 -148.1% 1 

c.48+2T>G IVS1 5.74 -1.9 -133.15% 1 

c.48+5C>T IVS1 5.74 4.05 -29.53% 3 

c.48+6G>C IVS1 5.74 5.96 +3.81% 1 

c.49-1G>A IVS1 9.28 0.53 -94.26% 1 

c.49-1del IVS1 9.28 -7.59 -181.8% 1 

c.49-2del IVS1 9.28 1.16 -87.54% 1 

c.50T>G Ex2 9.28 9.02 -2.8% 2 

c.50dup Ex2 9.28 9.25 -0.3% 1 

c.106C>T Ex2 10.86 9.66 -11% 4 

c.108G>A Ex2 10.86 10.08 -7.19% 1 

c.108+1_108+2insC IVS2 10.86 -4.16 -138.3% 1 

c.108+4A>G IVS2 10.86 10.28 -5.3% 3 

c.108+5G>A IVS2 10.86 8.76 -19.3% 1 

c.108+6T>C IVS2 10.86 9.88 -9% 1 

c.109-2A>C IVS2 10.06 2.02 -79.9% 3 

c.109C>G Ex3 10.06 11.86 +17.9% 2 

c.109C>T Ex3 10.06 9.82 -2.5% 5 

c.109C>A Ex3 10.06 10.18 +1.1% 7 

c.110G>T Ex3 10.06 9.69 -3.7% 2 

c.110G>A Ex3 10.06 9.64 -4.3% 9 

c.111T>C Ex3 10.06 10.3 +2.3% 3 
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VARIANTES 

PALB21 EXÓN/ INTRÓN MES wt MES mut 
% Cambio 

MES2 

Número de 

registros 

c.210A>G Ex3 8.76 6.15 -29.9% 2 

c.210A>C Ex3 8.76 6.89 -21.4% 1 

c.211+1G>T IVS3 8.76 0.26 -97% 1 

c.211+2T>C IVS3 8.76 1.01 -88.5% 1 

c.211+4A>G IVS3 8.76 7.25 -17.2% 1 

c.211+6T>A IVS3 8.76 8.59 -1.9% 1 
                                          1Las variantes seleccionadas se encuentran marcadas en rojo 2El símbolo [+] implica ganancia, mientras que [-] pérdida.  
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                      Tabla 20. Variantes de PALB2 estudiadas in silico de la base de datos ClinVar en el minigén mgPALB2_ex4-6. 

VARIANTES 

PALB21 EXÓN/ INTRÓN MES wt MES mut 
% Cambio 

MES2 

Número de 

registros 

c.212-3C>T IVS3 10.02 9.85 -1.7% 2 

c.212-2A>G IVS3 10.02 2.07 -79.4% 6 

c.212-2A>T IVS3 10.02 1.66 -83.5% 1 

c.212-2A>C IVS3 10.02 1.98 -80.2% 1 

c.212-1G>T IVS3 10.02 1.42 -85.8% 1 

c.212-1G>A IVS3 10.02 1.27 -87.3% 1 

c.212A>G Ex4 10.02 10.78 +7.6% 1 

c.213A>C Ex4 10.02 10.13 +1.1% 1 

c.213A>T Ex4 10.02 11.03 +10.1% 6 

c.213A>G Ex4 10.02 10.10 +2.8% 1 

c.1684G>A Ex4 8.88 4.06 -54.3% 2 

c.1684+1G>A IVS4 8.88 0.7 -92.1% 2 

c.1684+1G>T IVS4 8.88 0.38 -95.7% 1 

c.1684+4A>C IVS4 8.88 7.87 -11.5% 1 

c.1684+6del IVS4 8.88 8.14 -8.4% 2 

c.1684+6_1684+9del IVS4 8.88 9.06 +2% 1 

c.1685-3T>C IVS4 11.15 10.96 -1.8% 1 

c.1685-3T>G IVS4 11.15 -3.65 -132.8% 1 

c.1685-1G>A IVS4 11.15 2.4 -78.5% 2 

c.1685-1G>C IVS4 11.15 3.09 -72.3% 2 

c.1686G>A Ex4 11.15 11.56 +3.6% 2 

c.2512C>G Ex5 7.09 5.13 -27.7% 3 

c.2512C>T Ex5 7.09 3.23 -54.4% 3 

c.2513A>G Ex5 7.09 2.62 -63.1% 3 

c.2514G>A Ex5 7.09 -1.09 -115.3% 1 
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VARIANTES 

PALB21 EXÓN/ INTRÓN MES wt MES mut 
% Cambio 

MES2 

Número de 

registros 

c.2514+1G>C IVS5 7.09 -1.18 -116.6% 2 

c.2514+1G>A IVS5 7.09 -1.09 115.4% 1 

c.2514+2T>C IVS5 7.09 -0.66 -109.3% 2 

c.2514+3dup IVS5 7.09 8.88 +25.2% 3 

c.2514+3A>G IVS5 7.09 2.83 -60.1% 5 

c.2514+4C>T IVS5 7.09 7.46 +5.2% 1 

c.2514+5A>G IVS5 7.09 10.03 +41.4% 1 

c.2515-1G>A IVS5 9.47 0.72 -92.4% 3 

c.2515-1G>C IVS5 9.47 1.41 -85.2% 4 

c.2515-1G>T IVS5 9.47 0.87 -90.8% 4 

c.2517T>G Ex6 9.47 9.55 +0.85% 1 

c.2517_2518del Ex6 9.47 9.47 +1.64% 1 
                                          1Las variantes seleccionadas se encuentran marcadas en rojo 2El símbolo [+] implica ganancia, mientras que [-] pérdida.  
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                     Tabla 21. Variantes de PALB2 estudiadas in silico de la base de datos ClinVar en el minigén mgPALB2_ex5-12.  

VARIANTES 

PALB21 EXÓN/ INTRÓN MES wt MES mut 
% Cambio 

MES2 

Número de 

registros 

c.2586G>C Ex6 6.80 1.06 -84.4% 3 

c.2586+1G>T IVS6 6.80 -1.70 -125% 1 

c.2586+3C>G IVS6 6.80 8.68 +27.6% 1 

c.2586+3C>T IVS6 6.80 6.12 -10.1% 2 

c.2587-2A>G IVS6 3.31 -4.64 -240.2% 1 

c.2587-1G>C IVS6 3.31 -4.75 -243.5% 3 

c.2587A>G Ex7 3.31 4.27 +28.8% 1 

c.2747_c.2748+4del IVS7 11.08 -12.91 -39.5% 4 

c.2748+1G>A IVS7 11.08 2.90 -73.85% 2 

c.2748+1G>C IVS7 11.08 3.32 -74.67% 1 

c.2748+1G>T IVS7 11.08 2.57 -76.76% 5 

c.2748+1_2748+2del IVS7 11.08 -11.89 -207.3% 1 

c.2748+2T>C IVS7 11.08 2.81 -70% 1 

c.2748+3A>C IVS7 11.08 7.7 -30.5% 1 

c.2749-2A>C IVS7 9.58 1.54 -83.9% 1 

c.2749-1G>A IVS7 9.58 0.83 -91.3% 1 

c.2749-1G>C IVS7 9.58 1.52 -84.2% 1 

c.2749G>A Ex8 9.58 8.16 -14.83 2 

c.2832C>G Ex8 9.8 9.81 +0.11% 1 

c.2832del Ex8 9.8 7.76 -20.8% 2 

c.2834+1G>T IVS8 9.8 1.3 -86.8% 7 

c.2834+1G>C IVS8 9.8 1.53 -84.4% 6 

c.2834+2T>C IVS8 9.8 2.05 -79.1% 2 

c.2834+2T>G IVS8 9.8 2.15 -78% 1 

c.2834+4T>C IVS8 9.8 10.65 +8.7% 5 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/926385/
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VARIANTES 

PALB21 EXÓN/ INTRÓN MES wt MES mut 
% Cambio 

MES2 

Número de 

registros 

c.2834+5G>A IVS8 9.8 7.88 -19.6% 3 

c.2835-3T>C IVS8 8.14 7.2 -11.5% 2 

c.2835-2A>C IVS8 8.14 0.09 -98.8% 1 

c.2835-1G>C IVS8 8.14 0.07 -99.1% 5 

c.2835-1G>A IVS8 8.14 -0.61 -107.5% 3 

c.2835G>A Ex9 8.14 6.73 -17.2% 1 

c.2836G>A Ex9 8.14 7.99 -1.7% 1 

c.2836G>T Ex9 8.14 8.43 +3.6% 4 

c.2837del Ex9 8.14 7.74 -4.8% 1 

c.2837C>G Ex9 8.14 7.44 -9.9% 1 

c.2995G>A Ex9 9.21 10.57 +14.8% 1 

c.2996G>C Ex9 9.21 6.21 -32.5% 1 

c.2996G>A Ex9 9.21 5.73 -37.7% 1 

c.2996+1G>T IVS9 9.21 0.7 -92.4% 2 

c.2996+2T>C IVS9 9.21 1.45 -84.2% 1 

c.2996+3A>G IVS9 9.21 6.65 -27.8% 2 

c.2996+3A>C IVS9 9.21 3.16 -65.6% 1 

c.2996+5G>T IVS9 9.21 5.47 -40.6% 7 

c.2997-3C>G IVS10 6.69 -5.39 -180.5% 1 

c.2997-2A>T IVS10 6.69 -1.67 -125% 1 

c.2997A>T Ex10 6.69 6.32 -5.6% 1 

c.2998G>A Ex10 6.69 6.78 +1.3% 1 

c.2999_3001del Ex10 6.69 6.95 +3.9% 1 

c.2999del Ex10 6.69 7.45 +11.33 1 

c.2999G>T Ex10 6.69 7.09 +5.9% 1 

c.2999G>A Ex10 6.69 6.95 +3.9% 1 
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VARIANTES 

PALB21 EXÓN/ INTRÓN MES wt MES mut 
% Cambio 

MES2 

Número de 

registros 

c.3111T>C Ex10 8.72 8.69 -0.33% 1 

c.3113+1G>A IVS10 8.72 0.54 -93.8% 1 

c.3113+5G>C IVS10 8.72 3.53 -59.5% 1 

c.3114-3A>G IVS10 4.13 -0.17 -104.2% 2 

c.3114-1G>A IVS10 4.13 -4.62 -211.7% 3 

c.3114del Ex11 4.13 2.68 -35.3% 1 

c.3114G>A Ex11 4.13 2.11 -49.1% 3 

c.3116A>C Ex11 4.13 4.24 +2.4% 1 

c.3116del Ex11 4.13 4.55 +10.1% 13 

c.3201G>A Ex11 11.01 8.65 -21.4% 2 

c.3201+1G>C IVS11 11.01 2.74 -75.1% 7 

c.3201+1G>T IVS11 11.01 2.51 -77.2% 2 

c.3201+2dup IVS11 11.01 -1.78 -116.1% 2 

c.3201+3A>C IVS11 11.01 6.57 -40.4% 1 

c.3201+4A>G IVS11 11.01 8.60 -21.9% 1 

c.3201+4del IVS11 11.01 0.55 -95% 2 

c.3201+5G>T IVS11 11.01 6.49 -41% 1 

c.3201+5_3201+8del IVS11 11.01 5.46 -50.4% 2 

c.3201+6T>A IVS11 11.01 9.48 -14% 2 

c.3202-2A>C IVS11 6.42 -1.62 -125.2% 3 

c.3202-2A>G IVS11 6.42 -1.53 -123.8% 1 

c.3202-1G>C IVS11 6.42 -1.64 -125.5% 4 

c.3202-1G>A IVS11 6.42 -2.33 -136.2% 4 

c.3202G>T Ex12 6.42 4.22 -34.4% 2 

c.3203G>A Ex12 6.42 5.94 -3.2% 3 

c.3204G>T Ex12 6.42 7.33 +14.1% 2 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/246099/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/938626/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/126723/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/371966/
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VARIANTES 

PALB21 EXÓN/ INTRÓN MES wt MES mut 
% Cambio 

MES2 

Número de 

registros 

c.3204G>A Ex12 6.42 6.84 +6.4% 4 

c.3350G>A Ex12 3.1 2.32 -25.6% 5 

c.3350+1G>A IVS12 3.1 -5.08 -263.6% 1 

c.3350+2C>G IVS12 3.1 3.21 +3.44% 1 

c.3350+4A>C IVS12 3.1 2.13 -6.56% 4 

c.3350+6T>C IVS12 3.1 2.9 -31.4% 1 
                                       1Las variantes seleccionadas se encuentran marcadas en rojo 2El símbolo [+] implica ganancia, mientras que [-] pérdida.
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En total, se seleccionaron 67 variantes (en rojo en las Tablas 19, 20 y 21) para los estudios 

funcionales, debido a que podrían estar asociadas a un potencial efecto deletéreo sobre el splicing. 

Un total de 30 y 37 variantes alteraron los sitios 3’ss y 5’ss, respectivamente. La variante c.1685-

3T>C, fue seleccionada a pesar del pequeño cambio en el valor de MES (-1,8%), porque afectaba 

a posiciones conservadas del 3’ss. 

2.2. Estudio funcional de variantes ClinVar.  

2.2.1. Resultados del minigén mgPALB2_ex1-3.  

Los minigenes híbridos utilizados para desarrollar este estudio se han generado de la forma 

y con la estructura detallada en el apartado 2.2 de Materiales y Métodos. Los ensayos funcionales 

se realizaron de la manera que ha sido descrita en el apartado 2 de Materiales y Métodos. La idea 

inicial era realizar ensayos de RNA de todas las variantes ClinVar seleccionadas y así generar un 

“catálogo funcional” de gran utilidad para su interpretación clínica. Desafortunadamente, esta etapa 

de la tesis doctoral estuvo marcada por la pandemia COVID-19 y únicamente se han obtenido 

resultados de las variantes ClinVar en el mgPALB2_ex1-3, que, aun así, constituyen una muestra 

representativa de esta base de datos. 

De las 151 variantes preseleccionadas, procedentes de la base de datos ClinVar, 31 están 

situadas en los exones 1, 2 y 3 y en los intrones adyacentes. Once variantes fueron seleccionadas 

para ser introducidas en el minigén mgPALB2_ex1-3 mediante mutagénesis dirigida: c.46A>G, 

c.48+1G>C, c.48+2T>G, c.48+1del, c.49-1del, 49-2del, c.49-1G>A, c.108+1_108+2insC, c.109-

2A>C, c.211+1G>T y c.211+2T>C. 

 Las células MCF-7 fueron transfectadas con los minigenes mutantes, y los productos de la 

amplificación se obtuvieron con los oligonucleótidos (RTPSPL3-FW y RT-PSAD-RV-FAM). 

Finalmente, se comprobaron mediante las técnicas indicadas en apartados anteriores.  
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2.2.2. Resultados de las variantes ClinVar del exón 1 de PALB2. 

La variante c.46A>G missense p.(Lys16Glu) es interpretada por ClinVar como benigna. 

Según el estudio informático, c.46A>G, altera el reconocimiento del sitio donador del exón 1 (Tabla 

19). En los resultados del ensayo funcional se han podido observar los transcritos full-length en un 

92,5%, y ∆(E1q17), en un 7,5% (Tablas 22-23; Figura 40). 

Las variantes, c.48+1del y c.48+2T>G están catalogadas en ClinVar como de sitio de 

splicing y han sido interpretadas como posiblemente patogénicas. Sin embargo, no existe evidencia 

funcional en ClinVar para estas variantes. El estudio bioinformático mostró que las 2 variantes 

eliminaban el sitio donador del exón 1 (Tabla 19). Los resultados de los ensayos funcionales 

revelaron un único transcrito anómalo, (∆(E1q17), 100%) (Tablas 22-23; Figura 40). 

La variante c.48+1G>C está catalogada en ClinVar como de sitio de splicing, existiendo 

un conflicto de interpretación, ya que es considerada como benigna y posiblemente patogénica, 

aunque no existen evidencias funcionales acerca de esta variante. Según el estudio bioinformático, 

c.48+1G>C, causa la eliminación del sitio donador del exón 1 (Tabla 19). Los ensayos funcionales 

revelaron la generación de los transcritos aberrantes ∆(E1q17) (90,8%) y ▼(E1q9) (retención de 9 

nt del intrón 1; 9,2%) (Tablas 22-23; Figura 40). 
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Figura 40. Ensayos funcionales de splicing de variantes PALB2 seleccionadas de la base de 

datos ClinVar. (A) Electroforesis capilar de fluorescencia de productos RT-PCR de los 

minigén wild type mgPALB2_ex1-3 y mutantes. Se amplificaron con los oligonucleótidos FAM-

RT-PSPL3-Fw y RT-pSAD-rv (Transcripción completa VI-ex1-ex2-ex3-V2 = 366 nt). Los picos 

azules muestran el producto de PCR marcado con FAM, los picos naranjas pertenecen al estándar 

de tamaño (LIZ600). (B) Mapa de variantes ensayadas. 
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Tabla 22.  Resultados de los estudios de splicing de variantes ClinVar de los exones 1 a 3 de 

PALB2. 

Variantes 

(HGVS)1 

Resumen 

Bioinformático 
2 

Transcrito 

canónico Transcritos-PTC3 

Transcritos 

In-frame 3 

Wild type 

mgPALB2_ex1-3 
 100%   

c.46A>G 
p.(Lys16Glu) 

[-]5’ss  92.5%±0.1% ∆(E1q17) [7.5%±0.1%]  

c.48+1G>C [↓]5’ss  - ∆(E1q17) [90.8%±0.6%] ▼(E1q9) [9.2%±0.6%] 

c.48+2T>G [-]5’ss (5.74→-2.43) - ∆(E1q17) [100%]  

c.48+1del [-]5’ss (5.74→-2) - ∆(E1q17) [100%]  

c.49-1del [-]5’ss (5.74→2.88) -  ∆(E2p6) [100%] 

c.49-2del 
5’ss (5.74→5.74) 

[+]5’ss (6.49), 9-nt 
downstream 

-  ∆(E2p6) [100%] 

c.49-1G>A 
[-]3’ss (9.28→0.92) 

[+]3’ss (8.49), 6-nt 

downstream 

-  ∆(E2p6) [100%] 

c.108+1_108+2 

insC 
[-]5’ss(10.86→2.68) -  ∆(E2) [100%] 

c.109-2A>C [-]5’ss(10.86→3.1) - 
∆(E3p11) [85%±0.5%] 

∆(E3) [15%±0.5%] 
 

c.211+1G>T [↓]3’ss(10.06→7.27) - ∆(E3) [73.3% ±0.6%] ▼(E3q48)[26.7%±0.6%] 

c.211+2T>C [-]3’ss (10.06→2.11) - ∆(E3) [48.1% ±7.4%] ▼(E3q48) [51.9% ±7.4%] 

1 Fuente en negrita: sin rastros o <5% del transcrito full-length. 2 [-] Eliminación del sitio de splicing; [+] 

Nuevo sitio. [↓] Reducción de la puntuación MES. 3 PTC: codón de terminación prematura; 3 Δ, pérdida de 

secuencias exónicas; ▼ inclusión de secuencias intrónicas; E (exón), p (cambio de aceptor), q (cambio de 

donador). Cuando es necesario, se indica el número exacto de nt insertados o eliminados. Por ejemplo, la 

transcripción ▼ (E1q9) denota el uso de un sitio donador alternativo que se localiza 9 nucleótidos 

downstream del exón 1, provocando la adición de 9-nt al mRNA maduro. 
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Tabla 23. Anotación de los transcritos de acuerdo con la secuencia de PALB2 NM_024675.4. 

Transcritos 1 

RNA-HGVS 

PROTEINA-

HGVS Diagramas de eventos de splicing2 

∆(E1q17) r.32_48del p.Cys11Phe*26 

 

▼(E1q9) r.48_49ins48+1_48+9 
p.Lys16_Leu17insVP

G 

 

∆(E2p6) r.49_54del p.Leu17_Lys18del 

 

∆(E2) r.49_108del p.Leu17_Asn36del 

 

∆(E3p11) r.109_117del p.Arg37Serfs*2 

 

▼(E3q48) 
r.211_212ins211+1_2

11+48 
p.Ser70_Glu71ins16 

 

∆(E3) r.109_211del 
 

p.Arg37Asnfs*106 
 

1 Los eventos de splicing alternativo fisiológico, están subrayados. 2Los exones y los eventos anómalos de 

splicing se indican en rojo. Los sitios de splicing de novo / sitios crípticos AG o GT se muestran en rojo. 

 

2.2.3. Resultados de las variantes ClinVar del exón 2 de PALB2. 

Las variantes, c.49-1del, c.49-1G>A y c.49-2del han sido catalogadas en la base de datos 

ClinVar como variantes de sitio de splicing y están interpretadas clínicamente como patogénica, 

posiblemente patogénica y variante de significado clínico desconocido, respectivamente. Según el 

estudio bioinformático, las 3 variantes eliminan el sitio aceptor del exón 2. Además, c.49-1G>A y 

c.49-2del crean un sitio de splicing de novo 6 nucleótidos downstream del natural (Tabla 19). Los 

ensayos funcionales de estas tres variantes en experimentos independientes, determinaron que se 

producía un único transcrito aberrante (∆(E2p6), 100%), que no incluía los 6 primeros nucleótidos 

del exón 1, debido al uso del sitio aceptor alternativo (Tablas 22-23; Figura 40). 

La variante c.108+1_108+2insC, está registrada como variante de sitio de splicing en 

ClinVar, y ha sido interpretada como posiblemente patogénica. Sin embargo, no existen ensayos 
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funcionales registrados, que puedan confirmar esta premisa. Los estudios bioinformáticos previos 

mostraron que c.108+1_108+2insC, eliminaba el sitio donador del exón 2 de PALB2 (Tabla 19). 

Los resultados de los ensayos funcionales de esta variante revelaron ∆(E2) (deleción del exón 2) 

como único transcrito (Tablas 22-23; Figura 40). 

2.2.4. Resultados de las variantes ClinVar del exón 3 de PALB2. 

 La variante c.109-2A>C, está registrada como variante de sitio de splicing en ClinVar, y 

ha sido interpretada como posiblemente patogénica, aunque no existen evidencias funcionales al 

respecto. Según los estudios bioinformáticos, esta variante elimina el sitio aceptor del exón 3 (Tabla 

19). Los ensayos funcionales de esta variante revelaron los transcritos aberrantes ∆(E3) (deleción 

del exón 3; 15%) y ∆(E3p11) (uso de un aceptor alternativo situado 11 nucleótidos downstream del 

natural; 85%) (Tablas 22-23; Figura 40). 

Las variantes c.211+1G>T y c.211+2T>C, están clasificadas en la base de datos ClinVar 

como variantes de sitio de splicing. La variante c.211+1G>T, ha sido interpretada como patogénica 

o posiblemente patogénica y c.211+2T>C, como posiblemente patogénica. Sin embargo, no existen 

evidencias funcionales que puedan confirmar estas interpretaciones. Según el estudio 

bioinformático estas variantes eliminan el sitio donador del exón 3 (Tabla 19). La variante 

c.211+1G>T generó los transcritos ∆(E3) (pérdida del exón 3; 73,3%) y ▼ (E3q48) (retención de 

48 nt del intrón 3; 26,7%). Por otro lado, c.211+2T>C generó los mismos transcritos en diferentes 

proporciones (∆(E3), 48,1%) y (▼(E3q48), 51,9 %) obviando el uso del donador GC atípico 

generado a causa de la variante (Tablas 22-23; Figura 40). 

2.2.5. Recapitulación de los resultados en el minigén mgPALB2_ex1-3 de las 

variantes ClinVar. 

De las 31 variantes de los exones 1 a 3 del gen PALB2 reportadas en la base de datos 

ClinVar, 11 fueron seleccionadas bioinformáticamente e introducidas en el minigén 

mgPALB2_ex1-3 por mutagénesis dirigida y ensayadas funcionalmente en células MCF-7. Todas 
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las variantes ensayadas alteraban el splicing, de las cuales 10 mostraron una falta completa del 

transcrito full-length. Diez variantes afectan a las posiciones clásicas ±1,2 del 5’ss o 3’ss y ninguna 

de ellas produce trazas del transcrito canónico.  

2.2.6. Análisis de transcritos producidos por el minigén mgPALB2_ex1-3. 

El análisis de fragmentos fluorescentes reveló la existencia de 8 transcritos diferentes, 

incluido el transcrito WT, donde el uso de sitios alternativos fue el mecanismo de splicing más 

frecuente: ∆(E1q17), ▼(E1q9), ∆(E2p6), ∆(E3p11) y ▼(E1q48). Además, observamos 2 eventos 

de exón skipping: ∆(E2) y ∆(E3). También, es importante destacar, que de los 7 transcritos 

producidos a causa de estas variantes, 4 mantienen la pauta de lectura: ▼(E1q9), ∆(E2), ∆(E2p6) y 

▼(E1q48). Los demás eventos de splicing producidos a causa de estas variantes, alteran la pauta 

de lectura, introduciendo codones prematuros de terminación, y probablemente estén asociados a 

la generación de una proteína disfuncional. Por último, 4 de las isoformas mencionadas 

anteriormente han sido previamente caracterizadas como eventos naturales de splicing: ▼(E1q9), 

∆(E1q17), ∆(E2p6) y ∆(E2) (Lopez-Perolio et al., 2019). 

 

 

3. Mapeo funcional de elementos reguladores del splicing de los exones 11 y 12 de 

PALB2. 

 

El exón 12 tiene un donador atípico GC (MES = 3,1) que aparece en aproximadamente el 

1% de los intrones de mamíferos. El cambio en la posición crítica +2 del sitio donador añade 

complejidad al reconocimiento de dicho exón a través de un mecanismo poco conocido. Los exones 

11 y 12 del gen PALB2 sufren splicing alternativo fisiológico, habiéndose caracterizado 

previamente hasta 8 transcritos diferentes: ▼(E11p23), ∆(E11p2), ∆(E11), ∆(E11)+▼(E12p446), 

▼(E12p65), ∆(E12p136), ∆(E12) y ∆(E11_E12). Por lo tanto, y con el objetivo de localizar SREs, 

que presumiblemente regulan su reconocimiento, se procedió con una estrategia de mapeo 

funcional. Para ello, se introdujeron 8 microdeleciones independientes de aproximadamente 30 
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nucleótidos, en los exones 11 y 12 del minigén mgPALB2_ex5-12. Estas microdeleciones cubrían 

toda la secuencia codificante de ambos exones, a excepción de los dos primeros y los tres últimos 

nucléotidos de cada exón, debido a que forman parte de las secuencias consenso de los sitios aceptor 

y donador, respectivamente. 

3.1. Estudio de microdeleciones del exón 11. 

Se introdujeron tres microdeleciones solapantes de 29-30 nucléotidos en el exón 11 para su 

posterior ensayo funcional en células MCF-7: c.3116del30, c.3143del29 y c.3169del30.  La 

microdeleción c.3116del30 es la más próxima al sitio aceptor del exón 11. Los resultados del ensayo 

funcional el minigén-c.3116del30, mostraron la producción de ∆(E11), en un 23,7% y transcrito 

full-length en un 76,3% (Figura 41; Tabla 24). La microdeleción c.3143del29, se encuentra en la 

mitad del exón 11 solapando con las otras dos deleciones introducidas en este exón. Los ensayos 

funcionales de esta microdeleción revelaron que un alto porcentaje de los transcritos no habían 

incorporado el exón 11, (∆(E11), 76,2%) y que el resto de ellos se correspondían con el transcrito 

canónico (Figura 41; Tabla 24). Por último, la microdeleción c.3169del30 es la más próxima al 

donador del exón 11 de PALB2. Los resultados funcionales mostraron la producción de ∆(E11) en 

un 26,3% y de transcritos full-length en un 73,7% (Figura 41; Tabla 24). 

Tabla 24. Eventos de splicing producidos a causa de las microdeleciones seleccionadas en los 

exones 11 y 12 de PALB2. 

Microdeleciones 

Transcritos 

full-length  Transcritos-PTC 
mgPALB2_ex5-12  100%  

Exón 11   

c.3116del30 76.3%%±0.2% ∆(E11) [23.7%±0.2%] 

c.3143del29 23.8%±0.1%] ∆(E11) [76.2%±0.1%] 

c.3169del30 73.7± 0.2% ∆(E11) [26.3%±0.2%] 

Exón 12   

c.3204del30 100%  

c.3229del30 46.2%±2.5% ∆(E12) [53.8%±2.5%] 

c.3254del44 92.5%±0.4% ∆(E12) [7.5%±0.4%] 

c.3293del30 43.5%±0.9% ∆(E12) [56.5%±0.9%] 

c.3318del30 100%  
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Figura 41. Electroforesis capilar de las microdeleciones c.3116del30, c.3143del29 y 

c.3169del30 en el minigén mgPALB2_ex5-12. Se amplificaron con los oligonucleótidos RT-

PALB2_ex6-fw y RT-pSAD-rv-FAM (Tamaño = 906 nt).  Los picos azules muestran el producto 

de PCR marcado con FAM, los picos naranjas pertenecen al estándar de tamaño (LIZ1200). 

 
 

3.2. Estudio de microdeleciones del exón 12. 

Se introdujeron cinco microdeleciones solapantes de 30 a 44 nucléotidos en el exón 12 para 

su posterior ensayo funcional en células MCF-7: c.3204del30, c.3229del30, c.3254del44, 

c.3293del30 y c.3318del30. Estas microdeleciones cubrían toda la secuencia codificante de este 

exón, a excepción de los dos primeros y los tres últimos nucléotidos de cada exón, como hemos 

visto anteriormente. 

Dos microdeleciones, c.3229del30 y c.3293del30, tuvieron impacto moderado en el 

splicing, observando diferentes niveles de exón 12 skipping (53,8% y 56,5% de ∆(E12), 

respectivamente), y sugiriendo que estos intervalos pueden contener motivos reguladores (Figura 

42; Tabla 24).  

Por otro lado, los resultados obtenidos con la microdeleción c.3254del44 mostraron un 

impacto débil en el splicing ya que únicamente el 8% de los transcritos generados no incluían el 

exón 12 de PALB2 mientras que el transcrito canónico era mayoritario (92%) (Figura 42; Tabla 24).  
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Figura 42. Electroforesis capilar de las microdeleciones c.3229del30, c.3254del44, y 

c.3293del30 en el minigén mgPALB2_ex5-12. Se amplificaron con los oligonucleótidos RT-

PALB2_ex6-fw y RT-pSAD-rv-FAM (Tamaño = 906 nt). Los picos azules muestran el producto 

de PCR marcado con FAM, los picos naranjas pertenecen al estándar de tamaño (LIZ1200). 

 

No todas las microdeleciones ensayadas en este exón tuvieron efectos sobre el proceso de 

splicing. Los resultados de los ensayos funcionales realizados con los minigenes mutantes 

portadores de las microdeleciones c.3204del30 y c.3318del30 revelaron únicamente la presencia 

de transcritos full-length.  

3.3. Selección de variantes ClinVar de los exones 11 y 12 de PALB2 situadas en 

las microdeleciones c.3143del29, c.3229del30 y c.3293del30.   

Los intervalos positivos c.3143del29, c.3229del30 y c.3293del30 son candidatos a contener 

variantes de SREs que afecten al splicing. Como prueba de concepto, se decidió ensayar 

funcionalmente variantes reportadas por ClinVar localizadas en estos intervalos (total = 84 

variantes), utilizando el programa HEXplorer como herramienta de selección. Para ello, se 

seleccionaron al azar tres variantes de cada intervalo entre aquellas con los valores HEXplorer más 

negativos (Punto de corte < -40; 16 variantes ClinVar sobrepasaron el umbral, datos no mostrados).  

Se seleccionaron las siguientes: 

 Intervalo c.3143-c.3171: c.3155A>T (HEXplorer = -95,54), c.3157G>T (-106,87) 

y c.3161C>T (-87,39). 



 

156 

 

 Intervalo c.3229-c.3258: c.3242A>G (-67,77), c.3244A>G (-65,81) y c.3251C>T 

(-45,61). 

 Intervalo c.3293-c.3322: c.3294_3298del (-63,22), c.3306C>G (-143,8) y 

c.3306C>T (-53,46). 

Todas las variantes fueron estudiadas cómo se ha indicado previamente en otros apartados.  

3.3.1.1. Estudio de variantes exónicas ClinVar del intervalo c.3143del30. 

Las variantes missense c.3155A>T p.(Asp1052Val), c.3157G>T p.(Asp1053Tyr) y 

c.3161C>T p.(Ser1054Phe), están catalogadas en ClinVar como variantes de significado clínico 

desconocido. Los resultados observados en los ensayos de splicing revelaron alteraciones en este 

proceso. La variante c.3155A>T generaba un 73,6% de transcritos full-length, y ∆(E12q8) en un 

26,4% (Tabla 25, Figura 43). Además, c.3157G>T producía transcritos full-length en un 82,4% así 

como ∆(E11) +▼(E12q96) (6,3%) y ∆(E11) (11,3%) (Tabla 25, Figura 43). Por último, los ensayos 

de splicing de la variante c.3161C>T revelaron una alteración completa del splicing con la 

producción única de ∆(E11) (Tabla 25, Figura 43). 

3.3.1.2. Estudio de variantes exónicas ClinVar del intervalo c.3229del29. 

Las variantes missense c.3242A>G p.(Glu1081Gly) y c.3244A>G p.(Glu1081Gly), y la 

variante sinónima c.3251C>T p.(Ser1087=) están catalogadas en ClinVar como VUS, VUS y 

posiblemente benigna, respectivamente. Los ensayos funcionales con la variante c.3242A>G 

revelaron la presencia mayoritaria del transcrito canónico (91,6%) y minoritariamente la presencia 

de transcritos anómalos en diferentes proporciones: (∆(E12), 2,6%), (∆(E12q8), 2,4%) y 

(∆(E12p67), 3,4%) (Tabla 25; Figura 44). Por otro lado, los resultados de la variante c.3251C>T 

determinaron la presencia mayoritaria del transcrito canónico (52,9%) y de ∆(E12q8) (47,1%; 

exclusión de los últimos 8 nucleótidos del exón 12) (Tabla 25; Figura 44). Los resultados de 

c.3244A>G pusieron de manifiesto la presencia única de transcritos full-length (Tabla 25; Figura 

44). 
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Figura 43. Electroforesis capilar de las variantes c.3155A>T, c.3157G>T y c.3161C>T en el 

minigén mgPALB2_ex5-12. Se amplificaron con los oligonucleótidos RT-PALB2_ex6-fw y RT-

pSAD-rv-FAM (Tamaño = 906 nt).  Los picos azules muestran el producto de PCR marcado con 

FAM, los picos naranjas pertenecen al estándar de tamaño (LIZ1200). 

 

 

Figura 44. Electroforesis capilar de las variantes c.3242A>G, c.3244A>G y c.3251C>T en el 

minigén mgPALB2_ex5-12. Se amplificaron con los oligonucleótidos RT-PALB2_ex6-fw y RT-

pSAD-rv-FAM (Tamaño = 906 nt). Los picos azules muestran el producto de PCR marcado con 

FAM, los picos naranjas pertenecen al estándar de tamaño (LIZ1200).  
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Tabla 25. Eventos de splicing producidos por variantes exónicas ClinVar y situadas en 

nuestras deleciones positivas. 

 

Variantes1 HEXplorer Full-length Transcritos-PTC2-3 

Transcritos  

In-Frame2 

Minigén 

Wild type 

 
100%   

Exón 11     

c.3155A>T 

p.(Asp1052Val) 
-95.54 73.6%%±0.8% ∆(E12q8) [26.4%±0.8%]  

 c.3157G>T 

p.(Asp1053Tyr)   -106.87 82.4%±1.0% 

∆(E11) [11.3%±0.4%] 

∆(E11)+▼(E12q96) 

[6.3%±0.6%] 

 

c.3161C>T 

(p.Ser1054Phe) 
-87.39 - ∆(E11) [100%]  

Exón12     

c.3242A>G 

p.(Glu1081Gly) 
-67.77 91.6±0.3 

∆(E12) [2.6%±0,5%] 

∆(E12q8) [2.4%±0,3%] 

∆(E12p67) [3.4%] 

 

c.3244A>G 

p.(Ser1082Gly) 
-65.81 100%   

c.3251C>T 

p.(Ser1084Leu) 
-45.61 52.9%±0.5% ∆(E12q8) [47.1±0.5%]  

c.3294_3298del 

p.(Lys1098fs) 
-63.22 94.4±2.8% ∆(E12) [5.6%±2.8%]  

c.3306C>G 

p.(Ser1102Arg) 
-143.8 35.6±1.1% 

∆(E12) [57.6%±3.0%] 

∆(E12p67) [2.1±%0.1%] 
∆(E12q33) [5.1±0.3%] 

c.3306C>T 

p.(Ser1102=) 

 

-53.46 44.5%±2.3% ∆(E12) [55.5%±2.3%]  

 

1 Fuente en negrita: sin rastros o <5% de la transcripción completa. 2 PTC: codón de terminación prematura; 3 Δ, pérdida 

de secuencias exónicas; ▼ inclusión de secuencias intrónicas; E (exón), p (cambio de aceptor), q (cambio de donador). 

Cuando es necesario, se indica el número exacto de nt insertados o eliminados. Por ejemplo, el transcrito ∆(E12q33) 

denota el uso de un sitio donador alternativo que se localiza 33 nucleótidos upstream del donador del exón 12, provocando 

la eliminación de 33-nt en el mRNA maduro.

 

3.3.1.3. Estudio de variantes exónicas ClinVar del intervalo c.3293del30. 

La variante frameshift c.3294_3298del p.(Lys1098fs) está catalogada en ClinVar como 

patogénica.  Esta variante indujo la isoforma canónica de forma mayoritaria (94,4%) y la pérdida 

del exon 12 (∆(E12), 5,6%) (Tabla 25; Figura 45). La variante sinónima c.3306C>T p.(Ser1102=) 

y la missense c.3306C>G p.(Ser1102Arg), están catalogadas en ClinVar como posiblemente 

benigna y VUS, respectivamente. La variante c.3306C<G generaba un 35,6% de transcritos full-

length (Tabla 25; Figura 45), ∆(E12) en un 57,2%, ∆(E12q33) (uso de un donador alternativo 

situado 33 nucleótidos upstream) en un 5,1% y ∆(E12p67) (uso de un aceptor alternativo situado 

67 nucleótidos downstream) en un 2,1%. Finalmente, los resultados de la variante c.3306C>T 

revelaron la presencia de ∆ (E12), 55,5%) y del transcrito canónico (44,5%) (Tabla 25; Figura 45). 
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Figura 45. Electroforesis capilar de las variantes c.3294_3298del, c.3306C>T y c.3306C>G en 

el minigén mgPALB2_ex5-12. Se amplificaron con los oligonucleótidos RT-PALB2_ex6-fw y 

RT-pSAD-rv-FAM (Tamaño = 906 nt).  Los picos azules muestran el producto de PCR marcado 

con FAM, los picos naranjas pertenecen al estándar de tamaño (LIZ1200). 

 

3.3.1.4. Recapitulación de resultados de las microdeleciones y de las variantes 

ClinVar de los exones 11 y 12 de PALB2. 

Se han estudiado 8 microdeleciones de 29-44 pares de bases que cubrían toda la secuencia 

de los exones 11 y 12 del gen PALB2 en el minigén mgPALB2_ex5-12 en células MCF-7. Seis de 

estas microdeleciones alteraban los patrones de splicing (c.3116del30, c.3143del29, c.3169del30, 

c.3229del30, c.3254del44 y c.3293del30), con un mayor impacto por parte de c.3143del29, 

c.3229del30 y c.3293del30 

Además, se ensayaron funcionalmente 9 variantes exónicas, registradas en la base de datos 

ClinVar y situadas en los intervalos donde las microdeleciones habían producido alteraciones 

notables en el splicing. Interesantemente, 8 de las 9 variantes ensayadas procedentes de estos 

intervalos tuvieron impacto en el splicing, destacando el efecto de la variante c.3161C>T que sólo 

produjo el transcrito aberrante ∆(E11) (con codón de parada prematuro) sin ninguna traza del 

transcrito full-length (Tabla 25, Figura 43-46). Estos resultados avalan la estrategia utilizada. Las 

variantes con impacto en el splicing corresponden a 5 missense, 2 sinónimas, y 1 frameshift, 

indicando que cualquier variante puede alterar el splicing. Finalmente, no existe una clara 
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correlación entre los valores Hexplorer y el grado de alteración del splicing, medido como tanto por 

ciento de transcritos aberrantes. 

 

Figura 46. Mapa de microdeleciones del exón 11 Y 12 de PALB2 y variantes exónicas 

ensayadas. Cajas: rojo (>50% skipping), naranja (25-50%), amarillo (<25%) y verde (0%).  

 

3.3.1.5. Análisis de transcritos producidos por las microdeleciones y las 

variantes exónicas.  

El análisis de fragmentos fluorescentes obtenido de los ensayos funcionales desarrollados 

con las microdeleciones, reveló la existencia de 3 transcritos diferentes, incluyendo el transcrito 

wild type, donde el exón skipping fue el único evento: ∆(E11) y ∆(E12) (Tabla 24). Además, todos 

los eventos de splicing producidos a causa de estas microdeleciones introducen codones de 

terminación prematuros, alterando la pauta de lectura y propiciando probablemente la producción 

de proteínas disfuncionales. 

 Por otro lado, el estudio de electroforesis capilar de los ensayos funcionales desarrollados 

con las variantes exónicas mostró la existencia de 6 transcritos diferentes, donde encontramos dos 

eventos de exón skipping (∆(E11) y ∆(E12)) que fueron mayoritarios, y 4 transcritos debidos al uso 

de un sitio alternativo: ∆(E12q8), ∆(E11)+▼(E12q96), ∆(E12p67) y ∆(E12q33) (Tabla 25). Uno 

de ellos, ∆(E12q8), se generó por el uso de un donador GC atípico. Cabe destacar que todos los 

eventos de splicing producidos a causa de estas variantes, a excepción de ∆(E12q33), introducen 
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codones de parada. prematuro, alterando la pauta de lectura y propiciando probablemente la 

generación de una proteína disfuncional. 
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Durante más de dos décadas el diagnóstico genético del cáncer de mama ha funcionado en 

un entorno, donde la identificación de variantes patogénicas como causa hereditaria de 

susceptibilidad a cáncer de mama sucedía en una pequeña proporción de las mujeres que buscaban 

asesoramiento genético. En esta etapa, BRCA1 y BRCA2, han sido los únicos genes que han 

proporcionado una información útil para el asesoramiento genético de familias sospechosas de 

padecer este síndrome y para el manejo clínico de pacientes y familias. Sin embargo, el desarrollo 

de la tecnología de secuenciación masiva (NGS) está permitiendo mejorar el conocimiento existente 

y el diagnóstico molecular de las enfermedades hereditarias. 

Hoy en día sabemos que el espectro de predisposición genética del cáncer de mama 

hereditario es muy complejo y se ha observado como variantes de pérdida de función en al menos 

8 genes (BRCA1, BRCA2, PALB2, BARD1, RAD51C, RAD51D, ATM y CHEK2) muestran una 

asociación significativa con un aumento en el riesgo de padecer cáncer de mama en la población 

general, como se ha reportado recientemente en varios estudios de secuenciación a gran escala 

(Yang et al., 2020; Dorling et al., 2021; Hu et al., 2021; Narod, 2021).  De acuerdo a los estudios 

citados, BRCA1, BRCA2, PALB2, ATM y CHEK2 constituyen el núcleo central de la susceptibilidad 

hereditaria a cáncer de mama, a los cuales, según algunos autores, habría que unir TP53, aunque la 

frecuencia de variantes patogénicas es muy baja en este gen (Foulkes, 2021). 

De hecho, estos estudios, dentro de los cuales se incluye el proyecto BRIDGES, en el cual 

está inmerso nuestro laboratorio, han establecido firmemente a PALB2 como un gen de 

susceptibilidad de alto riesgo a cáncer de mama, confiriéndole un riesgo absoluto superior al 30%, 

de modo que las variantes patogénicas en PALB2 son clínicamente accionables. Así, las familias 

portadoras de variantes patogénicas germinales en PALB2 pueden favorecerse del programa de 

prevención de cáncer de mama, con acciones propuestas que van desde la vigilancia intensificada 

hasta la cirugía profiláctica (Tischkowitz et al., 2021). 

Además, las alteraciones genéticas en la línea germinal de PALB2, que son relativamente 

prevalentes, representan cerca del 10% de todas las variantes patogénicas encontradas en los ocho 

genes mencionados anteriormente y representa el 0,5% de todos los casos de cáncer de mama (422 
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variantes patogénicas en 87158 pacientes), lo que subraya el papel de este gen en el cáncer de mama 

hereditario (Dorling et al., 2021; Hu et al., 2021). Sin embargo, es importante destacar que una 

cantidad sustancial de los pacientes con cáncer de mama porta una variante de significado clínico 

desconocido en alguno de estos genes de susceptibilidad (1,65% en PALB2) (Hu et al., 2021), lo 

que plantea un desafío en el asesoramiento genético. Generalmente, son consideradas patogénicas 

todas las variantes que generan codones de parada prematuros, como variantes nonsense o frameshif 

y aquellas que afectan a aminoácidos esenciales de la proteína. Esta interpretación, pasa por alto 

aquellas variantes que podrían alterar mecanismos esenciales de la expresión génica, como la 

transcripción y el splicing, entre otros. En este contexto, los estudios funcionales de variantes de 

splicing aportan información relevante para su interpretación clínica y, por tanto, para el manejo 

tanto de pacientes como de portadores asintomáticos. 

El splicing aberrante es un mecanismo frecuente de inactivación génica y está asociado a 

variantes de la línea germinal en genes de susceptibilidad a cáncer de mama. Así, por ejemplo, el 

grupo de Splicing y Susceptibilidad Genética a Cáncer del IBGM, donde se ha realizado esta tesis 

doctoral, ha realizado más de 300 estudios funcionales de variantes del gen BRCA2, de las cuales 

aproximadamente el 50% alteraron el splicing (Sanz et al., 2010; Acedo et al., 2012, 2015, Fraile-

Bethencourt et al., 2017, 2018, 2019). Más aún, la participación en el proyecto BRIDGES como 

parte del Work Package 4 “Análisis Funcional de variantes” ha posibilitado la realización de 

estudios sistemáticos de splicing de los principales genes implicados en cáncer de mama 

hereditario. Hasta la fecha ya están publicados los relativos a los genes RAD51C, RAD51D y  

(Fraile-Bethencourt et al., 2019; Sanoguera-Miralles et al., 2020; Bueno-Martínez et al., 2021). En 

RAD51C se han analizado 20 variantes candidatas en las fronteras intrón-exón, de las que 19 (95%) 

indujeron un splicing aberrante. No sólo eso, las variantes espliceogénicas de RAD51C constituyen 

el ~45% de todas las variantes patogénicas detectadas en pacientes BRIDGES. Esta frecuencia 

triplica la inicialmente estimada (~15%) en enfermedades hereditarias  (Krawczak et al., 1992), 

demostrando la importancia de las alteraciones de splicing como mecanismo primario de 

patogenicidad. Por otro lado, en RAD51D se encontró que más del 75% de las variantes afectaban 
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al splicing, y se demostró que el exón 3 está regulado por SREs, convirtiéndolo en un punto caliente 

de variantes que afectan a estos elementos y, consecuentemente, podrían inducir anomalías en el 

splicing. Otros estudios funcionales de variantes BRIDGES en los principales genes CHEK2 y ATM 

serán publicados en breve. De este modo, se está generando un catálogo funcional de variantes que 

puede ser consultado por cualquier genetista para la interpretación clínica de variantes y la 

elaboración de un consejo genético.  

En esta tesis doctoral se ha realizado el mayor estudio funcional de splicing de PALB2 

reportado hasta la fecha. Nos hemos centrado en el análisis funcional de 82 variantes de sitios de 

splicing, detectadas en la cohorte BRIDGES y 151 variantes reportadas en la base de datos ClinVar 

situadas en los límites exón/intrón. Además, se han mapeado los elementos reguladores de los 

exones 11 y 12, mediante el testado de 8 microdeleciones, que cubren prácticamente toda la 

secuencia de los exones 11 y 12 de PALB2. Por último, y como prueba de concepto, se decidió 

ensayar funcionalmente 9 variantes reportadas por ClinVar localizadas en los intervalos críticos 

determinados por aquellas microdeleciones con impacto en el splicing. Todas las variantes y 

microdeleciones se introdujeron en los 3 minigenes clonados en el transcurso de esta tesis, que 

incluían de los exones 1 a 12 de PALB2 para su posterior ensayo funcional. Los minigenes 

mgPALB2_ex1-3, mgPALB2_EX4-6 y mgPALB2_ex5-12 son herramientas simples, robustas y 

de alta sensibilidad; características que, en ausencia de muestra de RNA de paciente, respaldan su 

idoneidad para la caracterización preliminar de posibles variantes de splicing. Los minigenes 

presentan importantes ventajas sobre otros ensayos de RNA: i) análisis aislado del efecto de un 

alelo sin la interferencia del alelo wild type que ocurriría en muestras de portadoras; ii) 

identificación y cuantificación de todos los transcritos producidos por la variante; así, el uso de 

inhibidores del NMD (cicloheximida) impide la degradación de transcritos con PTC permitiendo 

una cuantificación precisa y la detección de transcritos raros; iii) estudio de múltiples variantes con 

una o pocas construcciones, ya que cada una de ellas puede ser introducida mediante mutagénesis 

dirigida sin necesidad de muestras de pacientes; iv) ensayos en una línea celular relevante para la 

enfermedad en estudio; v) alta reproducibilidad de los patrones de splicing, ya que en la gran 
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mayoría de las variantes analizadas los minigenes replican los resultados obtenidos en muestras de 

pacientes. A todo ello hay que añadir la alta sensibilidad y resolución de la electroforesis capilar 

fluorescente que facilita tanto la detección de transcritos raros como la resolución de transcritos que 

difieren en unos pocos nucleótidos. 

1. Variantes BRIDGES. 

 

En este trabajo, hemos realizado uno de los estudios más completos de la correlación entre 

el splicing aberrante y el cáncer de mama, mediante el cual evaluamos el impacto del splicing de 

44 variantes de DNA de los exones 1 a 12 de PALB2 con los minigenes mgPALB2_ex1-3, 

mgPALB2_ex4-6 ymgPALB2_ex5-12. Sorprendentemente, una gran proporción de variantes 

BRIDGES (37/44, 84,1%) alteraron el splicing, respaldando la sensibilidad de las predictores in 

silico de variantes de splicing. Además, 25 de estas variantes no mostraron ningún rastro, o 

porcentajes mínimos del transcrito full-length, apoyando su interpretación como alelos de alto 

riesgo para cáncer de mama. Asimismo, la alta sensibilidad y resolución del análisis fluorescente 

de fragmentos, nos permitió detectar 36 transcritos aberrantes (23 transcritos PTC, 10 transcritos 

in-frame y 3 isoformas no caracterizadas). Por último, destacar que la sensibilidad de este método 

nos ha permitido caracterizar transcritos con deleciones de tan solo 2 nucleótidos, como ∆(E10p2). 

En general, los resultados de splicing de estas variantes o de otras que afectan a los mismos 

sitios de splicing respaldan la reproducibilidad de los minigenes comparándolos con los análisis de 

RNA de paciente, descritos anteriormente (Catucci et al., 2014; Lopez-Perolio et al., 2019; Landrith 

et al., 2020; Ryu et al., 2020). Por tanto, c.48G>A, c.49-2A>T, c.2748+1G>T (frente a c.2748+2T> 

G), c.2834+2T>C, c.3113+5G>C y c.3350+5G>A arrojaron resultados muy similares o idénticos. 

Sin embargo, se observaron algunas discrepancias entre los ensayos de RNA de pacientes y los 

ensayos con minigenes, o incluso entre diferentes ensayos de una misma variante a partir de RNA 

de pacientes, como, por ejemplo, c.3113G>A y c.3113+5G>C (Reid et al., 2007; Casadei et al., 

2012, 2019; Lopez-Perolio et al., 2019; Landrith et al., 2020). Esto puede deberse a la complejidad 

de los patrones splicing alternativo que se produce en ciertas regiones genómicas como se describe 
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para la variante BRCA2 c.7976+5G>T (Montalban et al., 2018), o a problemas técnicos, como el 

uso de inhibidores del NMD en los ensayos funcionales con minigenes que permiten detectar 

transcritos-PTC menores, al tipo de célula o a los métodos utilizados para la caracterización de 

transcritos, como RT-PCR o RNA-seq del RNA del paciente. 

Generalmente, las variantes de sitios de splicing situadas en las posiciones ±1,2 son 

consideradas patogénicas, incluso son clasificadas como variantes truncantes de proteína en 

ausencia de un análisis funcional (Dorling et al., 2021). Sin embargo, algunas de ellas producen 

isoformas que mantienen la pauta de lectura o incluso producen transcrito full-length como 

c.108+2T>C (Tabla 17). Además, las variantes que afectan a otros nucleótidos conservados de los 

sitios de splicing son potencialmente perjudiciales. Por lo tanto, mientras que la mayoría de las 

variantes de sitio de splicing de nuestro estudio (20/37) afectaban a posiciones ± 1,2 nucleótidos, 

17 variantes afectaban a otras posiciones (los últimos tres nucleótidos exónicos y posiciones 

intrónicas +3, +4, +5 y +6). Estas variantes, también alteraron los patrones de splicing, confirmando 

su relevancia en el reconocimiento del sitio de splicing y sugiriendo un posible papel en la 

patogenicidad de la enfermedad. 

En este sentido, las alteraciones de splicing producidas a causa de las variantes situadas en 

estas posiciones (de +3 a +6), fueron especialmente difíciles de predecir por MES, observando 

impactos muy débiles o nulos en el splicing para variantes como: c.48+4C>T o c.2834+3A>G 

(Tablas 14-16). Además, otras dos variantes de sitio de splicing, c.3113+3A>G y c.3201+6T>A, 

fueron seleccionas porque cambiaban nucleótidos muy conservados a pesar de su baja puntuación 

MES (Tabla 16). Sin embargo, ambas variantes tuvieron impactos relevantes en el splicing (92% y 

88,5% de transcritos aberrantes, respectivamente). Por tanto, el criterio de selección de cambios en 

nucleótidos conservados es acertado para la selección de variantes potencialmente espliceogénicas. 

También es importante recordar los resultados obtenidos con las variantes +2T>C 

(c.48+2T>C, c.108+2T>C y c.2834+2T>C) que convierten un donador GT canónico en un GC 

atípico. Aproximadamente el 1% de los donadores humanos  GC están asociados con mecanismos 

de splicing alternativo fisiológico (Thanaraj and Clark, 2001; Kralovicova et al., 2011). Las 
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variantes c.48+2T>C, c.108+2T>C y c.2834+2T>C inducen diferentes impactos en el splicing (0%, 

86% y 0% del transcrito FL, respectivamente; Figuras 23-32; Tabla 16). De hecho, se ha estimado 

previamente que entre el 15% y el 18% de las sustituciones +2T>C son capaces de generar 

cantidades variables del transcrito canónico (1-84%) (Lin et al., 2019). En consecuencia, todos estos 

cambios deben interpretarse con cautela porque no siempre están asociados con alteraciones del 

splicing. Asimismo, se han observados dos transcritos anómalos menores ∆(E10q41) y ∆(E10q65) 

generados a causa del uso de un donador GC atípico. Los sitios de splicing GC-5' son débiles por 

el cambio de un nucleótido esencial en la posición +2, pero, se ha propuesto que para compensar 

este desajuste, la secuencia consenso alrededor del donador GC ha evolucionado para maximizar la 

interacción en otras posiciones del snRNA de U1 (Jackson, 1991; Burge et al., 1999; Burset et al., 

2000; Mount, 2000).  

La secuencia de los donadores GC naturales del exón 12 de PALB2 y del exón 17 de 

BRCA2, así como el donador GC creado de novo a causa de la variante c.108+2T>C (Transcrito 

FL, 86%) es idéntica (CAG | gcaagt) (Figura 47). Estos datos sugieren que este donador creado de 

novo se comporta igual que los donadores naturales del exón 12 de PALB2 y del exón 17 de BRCA2, 

y que podría estar regulado de manera similar. De hecho, varios estudios de regulación con siRNA 

han sugerido que el reconocimiento del exón 17 de BRCA2 está mediado por SC35, SF2/ASF y 

Tra2β (Fraile-Bethencourt et al., 2017), mientras que 9G8, Tra2β y SC35 participan en el 

reconocimiento de un donador GC anómalo utilizado en el gen BTK (Kralovicova et al., 2011). 

Finalmente, también debe destacarse el resultado obtenido con la variante c.3348C>T que afecta al 

sitio 5’ss del exón 12. Según los resultados bioinformáticos generados por MES, c.3348C>T 

debilita el reconocimiento del donador GC natural (puntuación MES: 3.1→1.9) y al mismo tiempo 

crea un sitio GT más fuerte (puntuación MES: 6.5). Sin embargo, los resultados obtenidos mediante 

el análisis de fragmentos fluorescentes revelaron que la isoforma canónica era la más abundante 

(68%). Además, se detectaron los transcritos (∆(E12q4), 26,7%) y (∆(E12), 5,3%) de forma 

minoritaria, lo que indica un uso preferencial del donador GC, respaldando la existencia de una 
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regulación específica del exón 12 de PALB2, mediante factores de splicing, que mejoran el 

reconocimiento de este sitio. 

 

 

Figura 47. Secuencias del sitio de splicing GT canónico y los sitios GC atípicos de las variantes 

c.48+2T>C, c.108+2T>C, y c.2834+2T>C, del exón 12 de PALB2, del exón 17 de BRCA2 exón 

17 y de los transcritos ∆(E10q41) y ∆(E10q65). El tamaño de cada letra representa la frecuencia 

del nucleótido en cada posición. Los pictogramas se obtuvieron con WebLogo 

(https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi). 

 

1.1. Clasificaciones Clínica de variantes BRIDGES. 

Para desarrollar esta clasificación clínica provisional ha sido fundamental conocer los 

transcritos biológicamente relevantes producidos por PALB2 y las regiones codificantes esenciales 

de esta proteína para su correcta función. Tradicionalmente, las variantes han sido clasificadas sobre 

la base de los indicadores biológicos de patogenicidad: i) impacto sobre el splicing (abundancia de 

transcrito(s) aberrante(s)); ii) impacto sobre la función de la proteína: truncamiento de la proteína 

o afectación de dominios esenciales en los transcritos que mantienen la pauta de lectura. Sin 

embargo, en los últimos años se ha destinado un considerable esfuerzo a la elaboración de reglas 

https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi
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estrictas y universales que permitan una clasificación de todas las variantes identificadas. En este 

sentido, la ACMG/AMP ha elaborado una serie de reglas que han sido modificadas en función del 

gen, la enfermedad o el tipo de variante (Richards et al., 2015). Nuestro grupo ha colaborado 

estrechamente con el dr. Miguel de la Hoya (Hospital Clínico de San Carlos, Madrid) para la 

aplicación de dichas reglas ACMG/AMP sobre los resultados de splicing de variantes obtenidos en 

minigenes (Sanoguera-Miralles et al., 2020; Bueno-Martínez et al., 2021; Valenzuela-Palomo et al., 

2021). Un aspecto muy importante de dicha clasificación es la evaluación del impacto de los 

transcritos aberrantes en la funcionalidad del gen en cuestión para estimar la patogenicidad de una 

variante.  

1.2. Transcritos de PALB2 biológicamente relevantes. Regiones codificantes 

críticas de PALB2. 

Aunque se desconoce el número exacto de isoformas generadas por PALB2 a causa del 

splicing alternativo, estudios recientes han caracterizado un mínimo de 88 eventos diferentes de 

splicing alternativo (Hofstatter et al., 2011; Blanco et al., 2013; Lopez-Perolio et al., 2019). Sin 

embargo, únicamente la expresión combinada de Δ(E11), Δ(E12) y Δ(E11_E12); transcritos PTC 

que codificarán presumiblemente una proteína no funcional, representan una proporción 

significativa de la expresión total del gen PALB2 (Hofstatter et al., 2011; Blanco et al., 2013; Lopez-

Perolio et al., 2019). En consecuencia, creemos que NM_000251.3/ENST00000261584.9 (13 

exones codificantes y 1186 aminoácidos), es el único transcrito biológicamente relevante para 

propósitos de clasificación de variantes. Con esto, estamos asumiendo que las otras isoformas de 

PALB2 generadas de forma natural no pueden rescatar la funcionalidad de esta proteína en la ruta 

de reparación del DNA de doble cadena (es decir, que no codifican una proteína funcional y/o se 

expresa en niveles muy bajos). Esto último tiene implicaciones para la clasificación de variantes y 

por ello proponemos que una variante de pérdida de función ubicada en el exón 11, es una variante 

que califica para un código de patogenicidad muy fuerte PVS1, a pesar de haberse caracterizado 
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previamente eventos de splicing alternativo natural que carecían de los exones 11 y 12 (Hofstatter 

et al., 2011; Blanco et al., 2013; Lopez-Perolio et al., 2019). 

La interacción de PALB2 con BRCA1 y BRCA2 es fundamental para la recombinación 

homóloga (HR) (Blanco et al., 2012; Ramus et al., 2015). PALB2 interactúa con BRCA1 a través 

de un dominio superenrollado en su extremo amino terminal (dominio CC). Además, PALB2 tiene 

una serie de repetición WD en su extremo C-terminal. Estas repeticiones WD forman juntas una 

estructura β-propulsora que interacciona directamente con BRCA2 (Oliver et al., 2017) y están 

involucradas en la interacción con la DNA polimerasa η, RAD51, RAD51C y la ubiquitina ligasa 

RNF168 (Buisson et al., 2014; Park et al., 2014; Luijsterburg et al., 2017).  Es importante destacar 

que algunas variantes missense situadas en esta región reducen la eficiencia de la recombinación 

homóloga en más de un 50% (Blanco et al., 2012; Fewings et al., 2018), situándola como una región 

crítica para la correcta función de PALB2 (Dorling et al., 2021). Del mismo modo, variantes 

missense situadas en el dominio superenrollado (dominio CC), reducen la eficiencia en las mismas 

proporciones (Blanco et al., 2012; Fewings et al., 2018). 

Por ultimo recalcar la presencia de otros tres dominios PALB2 fundamentales para su 

correcta función; el dominio de unión a RAD51, que abarca de los residuos 100 a 184, el motivo 

asociado a cromatina (CHAM) que abarca de los residuos 394 a 450, y el gen relacionado con 

MORF, en el dominio de interacción del cromosoma 15 (MRG15) que abarca de los residuos 611 

a 764 (Ramus et al., 2015; Fewings et al., 2018).  Hasta la fecha, no se han observado alteraciones 

en la eficiencia de recombinación homóloga, ocasionada por variantes missense en estos dominios 

(Blanco et al., 2012; Fewings et al., 2018). Por tanto, nuestro análisis clínico se centrará en los 

dominios CC y WD40, ignorando el papel de los 3 mencionados anteriormente.  

Mientras que se asume la pérdida de función de PALB2 por parte de la gran mayoría de los 

transcritos que incluyen codones prematuros de terminación, el impacto de los transcritos in-frame 

en la actividad del gen y la susceptibilidad a cáncer de mama es más complicada de analizar. A 

continuación, se va a analizar resumidamente el impacto de los transcritos que mantienen la pauta 
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de lectura. Hay 5 transcritos asociados a pérdida completa de exones: Δ(E2), Δ(E7), Δ(E9), 

Δ(E9_E10) and Δ(E10). Todos ellos eliminan regiones críticas para la función de PALB2 y por 

tanto se califican con un código patogénico ACMG/AMP muy fuerte PS3_VS (Richards et al., 

2015; Valenzuela-Palomo et al., 2021). 

Así, la proteína codificada por Δ(E2), p.(Leu17_Gln36del), elimina la región central de la 

α-hélice del dominio CC. Siete residuos (17, 21, 24, 28, 31, 35 y 35) median interacciones 

importantes del homodímero de PALB2 y el heterodímero PALB2/BRCA1. Además, los estudios 

funcionales de varias missense han mostrado que afectan a la actividad HR (Boonen et al., 2019, 

2020; Rodrigue et al., 2019; Wiltshire et al., 2020; Brnich et al., 2021; Nepomuceno et al., 2021). 

El transcrito Δ(E7) codifica para la proteína p.(Asn863_Glu916del) que ha perdido la hoja 1 de 

WD40 (Oliver et al., 2017). Al menos una variante missense situada en este intervalo, c.2734T>G 

p.(Thr912Gly) tiene impacto funcional  severo en la actividad HR (Boonen et al., 2020; 

Nepomuceno et al., 2021). La proteína p.(Ala946_Gly999del) codificada por Δ(E9) no incluye las 

cadenas β (2C, 2D, 3A, 3B y 3C) de las hojas 2 y 3 del dominio WD40. Además, variantes missense 

situadas en este exón como c.2841G>C p.(Leu947Ser) y c.2882T>C p.(Leu961Pro), tienen un 

impacto negativo sobre la recombinación homóloga (Boonen et al., 2020; Nepomuceno et al., 2021). 

La proteína p.(Gly1000_Trp1038del) codificada por Δ(E10) carece de las cadenas (3D, 4A, 4B, and 

4C) de las hojas 3 y 4 del dominio WD40. Los aminoácidos Val1019, Met1022, Ala1025 e Ile1037 

se encuentran en el núcleo hidrofóbico que interactúa con BRCA2 (Oliver et al., 2017). Además, se 

ha observado como c.3073G>A p.(Ala1025Arg), c.3089C>T p.(Thr1030Ile) y c.3110T>C 

p.(Ile1037Thr) tienen un impacto funcional severo en la actividad HR (Boonen et al., 2020; 

Nepomuceno et al., 2021). Las predicciones funcionales para Δ(E9_E10) son incluso más drásticas 

que las de Δ(E9) y Δ(E10).  

Por último, el transcrito in-frame Δ(E4) (pérdida completa del exón 4) no codifica ni para 

el dominio CC ni para WD40. La proteína que codifica p.(Glu71_Lys561del), carece del motivo 

CHAM. Sin embargo, se desconoce la relevancia funcional de este dominio y no hay ninguna 

missense descrita e identificada en esta región con impacto funcional (Boonen et al., 2020; 
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Nepomuceno et al., 2021). Aunque la relevancia del tamaño de la deleción (se pierde más del 10% 

de la secuencia codificante de PALB2) nos podría indicar una fuerte evidencia a favor de su 

patogenicidad. 

Por otro lado, ▼(E1q9), ∆(E2p6) y ∆(E8p15) generan pequeñas alteraciones en la pauta 

de lectura en regiones críticas para la función de PALB2. La proteína codificada por ▼(E1q9), 

p.(Lys16_Leu17insValProGly) incluye 3 aminoácidos extra en el dominio superenrollado, entre 

Lys16 y Leu17. Lys16 está involucrado en numerosas interacciones dentro de la hélice α, con los 

residuos circundantes y Leu17 interacciona directamente con Leu35 en la interfaz del Homodímero 

PALB2 (Song et al., 2018). Probablemente, la inserción de 3 aminoácidos entre estos 2 residuos 

altere la estructura de la hélice α, pero no podemos predecir el efecto funcional de la proteína sin 

desarrollar un ensayo funcional de reparación del DNA. La isoforma ∆(E2p6), caracterizada 

previamente por Lopez-Perolio y colaboradores (Lopez-Perolio et al., 2019), codifica para 

p.(Leu17_Lis18del), que no incluye 2 resíduos del dominio superenrollado. Como ya se indicó, 

Leu17 interacciona con Leu35 en la interfaz del homodímero PALB2.  Un estudio funcional 

reciente con las missense, c.50C>T p.(Leu17Pro) (Brnich et al., 2021), mostró una bajada severa 

en la eficiencia de la recombinación homóloga. Sin embargo, no creemos que este resultado sea una 

prueba de que Leu17 sea fundamental en esta ruta, ya que la prolina es capaz de romper las hélices 

α (Li et al., 1996). La proteína p.(Val917_Gln921del) codificada por ∆(E8p15) carece de la cadena 

β 2A de WD40. Probablemente, esto desestabilizará la hoja 2 de este dominio y, como resultado, el 

plegamiento general de WD40. Ninguna missense situada en la hebra β 2A ha demostrado alterar 

la eficiencia de HR en un ensayo funcional, sin embargo, la missense c.2755G>A p.(Val919Ile) no 

produjo ningún efecto (Boonen et al., 2020; Nepomuceno et al., 2021). Comparando estos datos 

con los resultados bioinformáticos, creemos que ▼(E1q9), ∆(E2p6) y ∆(E8p15) proporcionan una 

evidencia moderada a favor de su patogenicidad (Richards et al., 2015; Valenzuela-Palomo et al., 

2021). 

Por último, la proteína p.(Ser70_Glu71ins16) codificada por ▼(E3q48) incluye 16 

aminoácidos adicionales (GKSRPFTYACFIIHFP) en una región de PALB2 en la que no se ha 
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descrito ningún dominio funcional. Hasta donde sabemos, la ACMG no ha proporcionado 

recomendaciones específicas sobre inserciones en proteínas. Por tanto, creemos que, en la 

actualidad, no existe una justificación estructural y/o funcional que sustente una evidencia a favor 

de la patogenicidad (Richards et al., 2015). 

Debido a que no existe un panel de especificaciones de clasificación para el gen PALB2 en 

la guía ACMG/AMP (https://clinicalgenome.org/, ultimo acceso 16 June 2021), el dr. Miguel de la 

Hoya (Hospital Clínico San Carlos, Madrid) en colaboración con nuestro laboratorio ha 

desarrollado sus propias especificaciones provisionales para clasificar clínicamente las variantes de 

PALB2 ensayadas funcionalmente en minigenes (ver apartado: 3.1 de Materiales y métodos) 

(Valenzuela-Palomo et al., 2021). Para abordar esta clasificación, se encontraron algunas 

dificultades como la interpretación de variantes que inducen dos o más transcritos que 

pronosticaban diferentes impactos en la secuencia codificante.  

En resumen, de acuerdo a los criterios ACMG/AMP específicos de PALB2, las variantes 

ensayadas en los minigenes quedan clasificadas según se indica en la Tablas 26 y S2 (Valenzuela-

Palomo et al., 2021). De acuerdo a estos estándares, 5 variantes fueron clasificadas como 

patogénicas, 20 como probablemente patogénicas, 11 como VUS y 8 como probablemente 

benignas. No se pretende proporcionar una clasificación clínica definitiva de las variantes de 

PALB2, sino ilustrar también las dificultades asociadas a la aplicación de los criterios ACMG/AMP 

para la interpretación de los resultados complejos de variantes de splicing. 
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Tabla 26. Clasificación ACMG/AMP de las variantes BRIDGES ensayadas. 

Clasificación ACMG/AMP Variantes 

Patogénicas c.108+1G>A, c.3113G>A, c.3113+5G>C, 

c.3350+4A>G y c.3350+5G>A. 

Probablemente patogénicas c.47A>G, c.48G>A, c.48+1G>A, c.48+2T>C, c.109-

2A>G, c.1685-2A>C, c.1685-2A>G, c.2515-2A>G, 

c.2587-2A>G, c.2748+1G>T, c.2748+1G>A, 

c.2748+2dup, c.2749-1G>T, c.2834+1G>A, 

c.2834+2T>C, c.2997-2del, c.2997-1G>A, 

c.3113+3A>G, c.3201+1G>A y c.3201+3_+4insTG. 

VUS c.49-2A>T, c.108+2T>C, c.211+1G>A, c.1684+4A>G, 

c.2513A>C, c.2834G>C, c.2834+3A>G, 

c.2834+5G>A, c.2996+4A>G, c.3201+6T>A y 

c.3348C>T. 

Probablemente benignas c.48+4C>T, c.48+7G>C, c.109-6_109-4del, 

c.211+5del, c.2586+4A>T, c.2748+4A>T, c.2750T>C 

y c.2834+6T>C 

 

 

Según estos datos, 25 variantes serían clasificadas como patogénicas/probablemente 

patogénicas, lo cual implica que son clínicamente accionables. Interesantemente, los datos de 

minigenes reducen significativamente la proporción de VUS reportadas por ClinVar, pasando del 

57% de VUS-ClinVar al 23% incluyendo nuestros resultados. Finalmente, las variantes 

patogénicas/probablemente patogénicas de splicing representarían aproximadamente el 15% de 

todas las variantes patogénicas notificadas en sujetos BRIDGES, subrayando la importancia de las 

alteraciones de splicing como mecanismo primario de patogenicidad. 

 

2. Variantes ClinVar. 

Nuestro estudio previo centrado en el análisis funcional de variantes BRIDGES representa 

el análisis más completo de variantes de splicing de PALB2 en CMOH, permitiendo, además, con 

las tres construcciones generadas para ese estudio, ensayar cualquier variante potencialmente 

espliceogénica de este gen. 
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La implementación de la secuenciación masiva en el entorno clínico, ha permitido descubrir 

varios miles de variantes de la línea germinal en PALB2. Actualmente, en la base de datos ClinVar 

y Simple-ClinVar (último acceso 3 de agosto de 2021; 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=palb2%5Bgene%5D; Figura 3), se han reportado 

3820 variantes diferentes en PALB2, de las cuales el 56% han sido clasificadas como VUS. Se 

analizaron con MES 151 variantes de las fronteras intrón-exón de PALB2, de las que 67 fueron 

seleccionadas para estudios funcionales. La intención inicial era realizar ensayos funcionales de 

todas las variantes ClinVar seleccionadas en los tres minigenes clonados anteriormente, y así 

generar “un catálogo funcional” de gran valor para su interpretación clínica, sin embargo, la 

limitación del tiempo a causa de la COVID-19 nos ha impedido completar el trabajo. 

A pesar de esto, las 11 variantes seleccionadas de los primeros 3 exones pudieron ser 

testadas en el minigén mgPALB2_ex1-3. Todas las variantes seleccionadas alteraron el splicing, 

subrayando la especificidad y sensibilidad de nuestros criterios de selección. Además, MES predijo 

correctamente el efecto de las variantes sobre la maquinaria de splicing (ya sea por la eliminación 

del sitio de splicing o por reducciones significativas de la puntuación) (Tabla 19). Diez variantes 

afectan a las posiciones clásicas ±1,2 del 5’ss o 3’ss y ninguna de ellas produce trazas del transcrito 

canónico, además, la variante c.46A>G afecta al antepenúltimo nucleótido del exón 1. El análisis 

de fragmentos fluorescentes reveló la existencia de 7 transcritos aberrantes ya descritos en las 

variantes BRIDGES (3 transcritos PTC: ∆(E1q17), ∆(E3p11) y ∆(E3) y 4 transcritos in-frame: 

▼(E1q9), ∆(E2), Δ(E2p6) y▼(E3q48)). Por último, cabe destacar, que 4 de las isoformas 

mencionadas anteriormente habían sido previamente caracterizadas como eventos naturales de 

splicing: ▼(E1q9), ∆(E1q17), ∆(E2p6) y ∆(E2) (Lopez-Perolio et al., 2019), lo que sugiere que los 

eventos de splicing alternativo fisiológico pueden predecir de alguna manera los perfiles de splicing 

de las distintas variantes. Asimismo, los ensayos funcionales con minigenes híbridos han sido 

capaces de imitar los patrones aberrantes de las diferentes variantes, reproduciendo fielmente 

resultados previos de ensayos de RNA de pacientes como es el caso de la variante c.49-1G>A 

(Lopez-Perolio et al., 2019). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=palb2%5Bgene%5D
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Las variantes que alteran los sitios 5’ss o 3’ss de splicing suelen considerase perjudiciales, 

según las recomendaciones de la ACMG para la interpretación y notificación de variaciones de 

secuencia (Richards et al., 2008). No obstante, algunas variantes de sitio de splicing pueden 

producir un riesgo intermedio si: a) generan un porcentaje suficiente de transcritos que codifiquen 

para una proteína funcional, a pesar de producir a su vez transcritos PTC, como ocurre con algunas 

mutaciones que afecta al exón 17 de BRCA1 (Casadei et al., 2019), b) alteran el marco de lectura 

como consecuencia de un splicing aberrante, que conduce a la perdida de dominios no esenciales 

para la proteína, como ocurre con la variantes c.3154-1G>A de ATM (Casadei et al., 2019), o c) 

tienen efectos moderados en la función de la proteína (Vallée et al., 2016). El impacto de los 

transcritos in-frame sobre la funcionalidad de PALB2 se ha discutido en la sección anterior de la 

Discusión.   

Si intentáramos realizar una clasificación ACMG/AMP de forma análoga a la sección 

anterior (Valenzuela-Palomo et al., 2021), de las 11 variantes ensayadas: 5 variantes serían 

clasificadas como, posiblemente patogénicas (c.48+1G>C, c.48+2T>G, c.48+1del, c.108insC y 

c.109-2A>C), 5 como VUS (c.49-1del, c.49-2del, c.49-1G>A, c.211+1G>T y c.211+2T>C) y 1 

como posiblemente benigna (c.46A>G). Así, las variantes c.48+1G>C, c.48+2T>G y c.48+1del 

presentan unos resultados similares a las variantes BRIDGES c.47A>G, c.48G>A, c.48+1G>A y 

c.48+2T>C que fueron clasificadas como posiblemente patogénicas (Tabla 26). Por otro lado, las 

variantes c.108insC y c.109-2A>C se asemejan a los resultados de las variantes BRIDGES 

c.108+1G>A y c.109-2A>G, respectivamente, que se clasificaron como posiblemente patogénicas. 

Asimismo, las variantes c.49-1del, c.49-2del y c.49-1G>A presentan como transcrito único ∆(E2p6) 

al igual que la variante BRIDGES c.49-2A>T que fue clasificada como VUS. Las variantes 

c.211+1G>T y c.211+2T>C produjeron resultados similares a la variante BRIDGES c.211+1G>A, 

catalogada como VUS. Por último, la variante c.46A>G produjo más de un 90% de transcrito full-

length que es el umbral acordado para descartar la pérdida de función asociada a una variante que 

afecta al splicing. La clasificación definitiva de una variante como patogénica o posiblemente 
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patogénica facilita que las portadoras y familias puedan beneficiarse de los protocolos de 

prevención indicados, así como de la aplicación de terapias personalizadas. 

3. Mapeo Funcional de elementos reguladores del splicing de los exones 11 y 12 de 

PALB2. 

Los exones 11 y 12 de PALB2, como se ha indicado en el apartado 3 de Resultados, son 

diana de eventos de splicing alternativo fisiológico habiéndose caracterizado hasta 8 transcritos 

diferentes: ▼(E11p23), ∆(E11p2), ∆(E11), ∆(E11) +▼(E12p446), ▼(E12p65), ∆(E12p136), 

∆(E12) y ∆(E11_E12) (Lopez-Perolio et al., 2019). El exón 12 es especialmente interesante ya que 

posee un donador atípico GC, cuyo reconocimiento requiere la participación de proteínas SR que 

se unirán a activadores de la trascripción (Kralovicova et al., 2011; Fraile-Bethencourt et al., 2017). 

El reconocimiento de exones diana de splicing alternativo requiere de la actuación de enhancers y 

silenciadores de splicing. Asimismo, en trabajos anteriores se ha demostrado la participación de 

factores de splicing en la regulación de los donadores-GC (Kralovicova et al., 2011; Fraile-

Bethencourt et al., 2017). Por tanto, todo ello sugería que el reconocimiento de ambos exones 

requería de elementos reguladores adicionales. Para ello, se decidió mapear funcionalmente los 

exones 11 y 12, evaluando el impacto en el splicing de 8 microdeleciones que cubrían toda la 

secuencia codificante de los exones 11 y 12. Esta estrategia ya había sido aplicada con éxito por 

nuestro grupo para el estudio de diferentes exones de los genes BRCA2 y RAD51D  (Acedo et al., 

2015; Fraile-Bethencourt et al., 2017; Bueno-Martínez et al., 2021). Gracias a ello, se identificaron 

intervalos clave en determinados exones, como los exones 17 y 18 de BRCA2 o el exón 3 de 

RAD51D, que contenían motivos que promovían el reconocimiento de sus respectivos exones. De 

este modo, se observó que las deleciones c.3143del29, c.3229del30 y c.3293del30 de los exones 11 

y 12 de PALB2 tenían un impacto fuerte sobre el splicing, indicando que los intervalos c.3143-

c.3171, c.3229-c.3258 y c.3293-c.3322 deben contener secuencias que controlan el reconocimiento 

de ambos exones. Consecuentemente, cualquier variante situada en estos fragmentos debe ser 

considerada candidata a inducir alteraciones de splicing.  
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Para probar esta hipótesis, con la ayuda del programa Hexplorer se seleccionaron 3 

variantes de cada uno de estos intervalos para ser estudiadas funcionalmente en el minigén 

mgPALB2_ex5-12. Los resultados confirmaron la hipótesis de partida, ya que 8 (6 missense, 1 

nonsense y 1 frameshift) de las 9 variantes ensayadas (89%) causaron alteraciones de splicing, 

apoyando la sensibilidad de predicción in sílico del programa HEXplorer como herramienta de 

selección. La electroforesis capilar fluorescente de los productos RT-PCR nos permitió observar la 

presencia de 7 transcritos aberrantes (6 PTC y 1 in-frame), 2 de los cuales, ∆(E11) y ∆(E12), habían 

sido previamente caracterizados.  

Curiosamente, las variantes c.3155A>T p.(Asp1052Val) y c.3157G>T p.(Asp1053Tyr) 

situadas en el exón 11 produjeron ∆(E12q8) en un 26,4%, y ∆(E11)+▼(E12q96) en un 6,3%, 

respectivamente. Este dato, junto con la presencia de transcritos alternativos naturales ∆(E11_12), 

sugieren la existencia de una regulación conjunta del proceso de splicing de los exones 11 y 12 de 

PALB2, de igual forma que ocurre con los exones 17 y 18 de BRCA2 (Fraile-Bethencourt et al., 

2017). Asimismo, se han observadodos transcritos aberrantes ∆(E12q33), 5,1% y ∆(E12q8), 

(26,4%, 2,4% y 47,1%), generados a causa del uso de donadores GC atípicos creados de novo con 

las secuencias CAG | gctggc y GAT | gctgta, respectivamente. 

Además del dominio superenrollado, que media la interacción con BRCA1, el dominio C-

terminal WD40 de PALB2 (aminoácidos 853-1186) es fundamental en las interacciones con otras 

proteínas esenciales de la recombinación homóloga, como BRCA2 y RAD51. Estudios recientes 

han demostrado el efecto deletéreo de numerosas missense catalogadas como VUS y situadas en 

este dominio funcional, por medio de ensayos de reparación del DNA, como por ejemplo 

c.2734T>G p.(Trp912Gly), c.3089C>T p.(Thr1030Ile), c.3418T>G p.(Trp1140Gly) y c.3515T>C 

p.(Leu1172Pro) (Boonen et al., 2019). Asimismo, Pauty y colaboradores mostraron como el 

dominio C-terminal WD40 de PALB2 ocultaba una señal de exportación nuclear que podía ser 

expuesta por la presencia ciertas variantes como c.3113G>A, clasificada como patogénica en este 

estudio, que a pesar de seguir siendo competente para estimular la recombinación homóloga 

mediada por RAD51 in vitro, favorecía la translocación de la proteína del núcleo al citoplasma, 
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estableciendo un vínculo entre una mala localización celular de PALB2 y la aparición del cáncer 

(Pauty et al., 2017). Por último, Caleca y col. observaron mediante ensayos funcionales de 

interacción proteica con GFP, como la variante PALB2: c.3262C>T p.(Pro1088Ser), procedente de 

pacientes enfermos, impedía la interacción  BRCA2-PALB2 (Caleca et al., 2018). 

Estos resultados deberían hacernos pensar que las variantes deletéreas situadas en el 

dominio WD40 de PALB2 y más concretamente en los exones 11 y 12, obstaculizaran la interacción 

del heterodímero BRCA2-PALB2, bajando la eficiencia de la recombinación homóloga. Sin 

embargo, no podemos descartar la posibilidad de pensar que las variantes patogénicas situadas los 

exones 11 y/o 12 confieren un riesgo asociado al cáncer inferior a las de otros exones, debido al 

elevado porcentaje de isoformas Δ(E11), Δ(E12) y Δ(E11_E12) generadas por splicing alternativo 

fisiológico (8%-32%). Además, todas variantes exónicas ensayadas, a excepción de c.3161C>T 

(Δ(E11); 100%), producen porcentajes superiores al 35% del transcrito full-length. Por lo tanto, 

creemos que serían necesario realizar ensayos funcionales de reparación del DNA para poder 

clasificar estas variantes de forma satisfactoria. 

Por último, una de las variantes, c.3161C>T, produjo sólo el transcrito aberrante ∆(E11) 

sin ninguna traza del transcrito full-length. Como ∆(E11) contiene un PTC (p.(Asn1039Glyfs*7)), 

podríamos concluir que c.3161C>T podría ser clasificada como probablemente patogénica, al igual 

que las variantes c.3201+1G>A y c.3201+3_3201+4insTG (Tablas 25-26) que presentan 

exactamente el mismo impacto sobre el splicing (∆(E11) – 100%). Por tanto, podemos concluir que 

el mapeo funcional es una estrategia valiosa que permite detectar nuevos alelos de riesgo que 

afectan a otro tipo de elementos esenciales que regulan el splicing. Dicho esto, creemos que todas 

las variantes situadas en los intervalos c.3143-c.3171, c.3229-c.3258 y c.3293-c.3322 deberían ser 

ensayadas funcionalmente debido a sus posibles efectos adversos sobre el proceso de splicing y a 

su asociación con la susceptibilidad a cáncer de mama. El uso de los minigenes aquí descritos 

facilitará esta tarea, debido a que, en nuestras manos, se trata de un sistema sencillo, robusto, 

sensible y de alta capacidad. 
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Conclusiones Generales. 

1. Se han desarrollado en nuestro laboratorio los minigenes: mgPALB2_ex-1-3, 

mgPALB2_ex-4-6 y mgPALB2_ex-5-12 del gen de susceptibilidad a cáncer de mama 

PALB2. 

Variantes sitios de splicing (BRIDGES y ClinVar). 

2. El cribado Bioinformático mediante MES, nos permitió seleccionar 109 variantes (44 

variantes BRIDGES y 67 variantes ClinVar) para su posterior análisis. 

3. La mayoría de las variantes ensayadas (48/55, 87,3%) alteraban el splicing de PALB2 y 35 

no mostraba trazas del transcrito canónico o menos de un 5%, subrayando la alta 

sensibilidad de MES en la selección de variantes. 

4. Hemos encontrado 34 transcritos, incluyendo el full-length de los cuales 16 habían sido 

previamente caracterizados como eventos naturales de splicing. 

 Veintitrés transcritos predijeron la introducción de codones stop prematuros que 

probablemente inactiven PALB2, mientras que otros 10 transcrito mantenían la 

pauta de lectura. 

 El evento de splicing aberrante mas común fue el uso de un sitio alternativo (22) 

splicing, seguido por el exon skipping (10) 

 Veintitrés transcritos predijeron la introducción de codones de parada 

prematuros que probablemente inactiven PALB2, mientras que otros 10 

transcritos mantenían la pauta de lectura.  

5. El reconocimiento de los donadores GC requiere una conservación de las bases muy 

estricta. 

 Las variantes c.108+2T>C, c.48+2T>C, y c.2834+2T>C transformaban un 

donador GT en un donador atípico GC. Las variantes c.48+2T>C y c.2834T>C 
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solo producen transcritos aberrantes, mientras que c.108+2T>C, que muestra la 

secuencia más conservada, genera un 85.5% de transcrito canónico. 

6. Variantes situadas en la misma posición de la secuencia consenso muestran impactos muy 

diferentes en splicing (c.2834+6T>C; 0% full-length y c.3201+6T>A, 88,5 % full-length). 

Elementos Reguladores del Splicing de los exones 11 y 12. 

7. El mapeo funcional mediante microdeleciones ha sido una valiosa estrategia para la 

identificación de 3 zonas ricas en ESEs de los exones 11 y 12 de PALB2: c.3143-c.3171, 

c.3229-c.3258 y c.3293-c.3322.  

8. Ocho de las 9 variantes exónicas localizadas en los intervalos indicados alteraron el 

splicing. La variante c.3161C>T no produjo trazas del transcrito full-length. 

Conclusiones finales. 

9. Los ensayos funcionales de splicing con minigenes son una valiosa estrategia para la 

caracterización inicial de las variantes de splicing y la posterior interpretación clínica de 

las variantes de cualquier enfermedad genética. 

10. La desregulación del splicing es uno de los principales mecanismos de inactivación génica 

en enfermedades hereditarias. Una alta proporción de las variantes estudiadas alteran el 

splicing (56/64, 87,5%). Interesantemente, 10 variantes missense, 3 sinónimas, 1 nonsense 

y 1 frameshift deberían ser reclasificadas como variantes de splicing. 

11. Treinta y una variantes han sido clasificadas como patogénicas o probablemente 

patogénicas. Además, hemos reducido el porcentaje de variantes BRIDGES clasificadas 

como VUS reportadas por ClinVar, pasando del 57% de VUS al 23% incluyendo los 

resultados de minigenes. Curiosamente algunas variantes situadas en posiciones ±1,2 han 

sido reclasificadas como VUS después de los resultados obtenidos. 
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                          Tabla S1. Clasificación clínica ACMG/AMP de 42 variantes de PALB2 detectadas en la cohorte BRIDGES. 

c.HGVS 1 p.HGVS1 p.HGVS 

NM_024675.3 

BRIDGES 

BC casos 

(N=60471) 

BRIDGES 

Controles 

(N=53461) 

Variantes 

c.47A>G p.(Lys16Arg) NP_078951.2:p.Lys16Arg     2        0 chr16_23652432_T_C 

c.48G>A p.(Lys16=) NP_078951.2:p.Lys16%3D     1        2 chr16_23652431_C_T 

c.48+1G>A p.? NA     0        0 chr16_23652430_C_T 

c.48+2T>C p.? NA     2        3 chr16_23652429_A_G 

c.48+4C>T p.? NA     1        0 chr16_23652427_G_A 

c.48+7G>C p.? NA     3        0 chr16_23652424_C_G 

c.49-2A>T p.? NA     1        1 chr16_23649452_T_A 

c.108+1G>A p.? NA   31        6 chr16_23649390_C_T 

c.108+2T>C p.? NA     1        0 chr16_23649389_A_G 

c.109-6_109-4del p.? NA     0        0 chr16_23649276_AGAG_A 

c.109-2A>G p.? NA     0        1 chr16_23649275_T_C 

c.211+1G>A p.? NA     4        1 chr16_23649170_C_T 
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c.211+5del p.? NA     0        1 chr16_23649165_AT_A 

c.1684+4A>G p.? NA     2        0 chr16_23646179_T_C 

c.1685-2A>C p.? NA     0        0 chr16_23641792_T_G 

c.1685-2A>G p.? NA     1        0 chr16_23641792_T_C 

c.2513A>C p.(Gln838Pro) NP_078951.2:p.Gln838Pro     1        0 chr16_23640962_T_G 

c.2515-2A>G p.? NA     0        0 chr16_23640598_T_C 

c.2586+4A>T p.? NA     0        1 chr16_23640521_T_A 

c.2587-2A>G p.? NA     3        2 chr16_23637720_T_C 

c.2748+1G>T p.? NA     0        0 chr16_23637556_C_A 

c.2748+1G>A p.? NA    1       0 chr16_23637556_C_T 

c.2748+2dup p.? NA     1        0 chr16_23637554_T_TA 

c.2748+4A>T p.? NA     0        1 chr16_23637553_T_A 

c.2749-1G>T p.? NA     0        1 chr16_23635416_C_A 

c.2750T>C p.(Val917Ala) NP_078951.2:p.Val917Ala     2        0 chr16_23635414_A_G 

c.2834G>C p.(Arg945Thr) NP_078951.2:p.Arg945Thr     0        1 chr16_23635330_C_G 

c.2834+1G>A p.? NA     1        0 chr16_23635329_C_T 

c.2834+2T>C p.? NA     1        0 chr16_23635328_A_G 

c.2834+3A>G p.? NA     2        1 chr16_23635327_T_C 
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c.2834+5G>A p.? NA     3        2 chr16_23635325_C_T 

c.2834+6T>C p.? NA     2        0 chr16_23635324_A_G 

c.2996+4A>G p.? NM_024675.3:c.2996+4A>G    1       0 chr16_23634286_T_C 

c.2997-2del p.? --    --        -- Not in the analysis 

c.2997-1G>A p.? NA     0        0 chr16_23632800_C_T 

c.3113G>A p.(Trp1038*) NP_078951.2:p.Trp1038Ter     1        0 chr16_23632683_C_T 

c.3113+3A>G p.? NA     1        0 chr16_23632680_T_C 

c.3113+5G>C p.? NA     0        0 chr16_23632678_C_G 

c.3201+1G>A p.? NA     0        1 chr16_23625324_C_T 

c.3201+3_+4insTG p.? NM_024675.3:c.3201+1_3201+2dup    1        0 chr16_23625322_T_TAC 

c.3201+6T>A p.? NA     1         0 chr16_23625319_A_T 

c.3348C>T p.(Gly1116=) NP_078951.2:p.Gly1116%3D     1         0 chr16_23619187_G_A 

c.3350+4A>G p.? NA     1         0 chr16_23619181_T_C 

c.3350+5G>A p.? NA     0         1 chr16_23619180_C_T 

                                 1NM_024675.4;  
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Tabla S2. Clasificación clínica ACMG-AMP de 42 variantes genéticas de PALB2 detectadas en la cohorte BRIDGES. 

c.HGVS 1 p.HGVS1 ClinVar2 
clasificación 
ACMG-AMP3 

PVS14 
PS3/BS35 

(mgPALB2) 
PS46 PM27 PM38 PM49 

PP3/BP410

(splicing) 
PP3/BP411 

(proteína) 
BP712 

c.47A>G p.(Lys16Arg) VUS LP  PS3_VS  PM2_P   PP3   

c.48G>A p.(Lys16=) VUS/LP/P LP  PS3_VS  PM2_P  (PM4) PP3   

c.48+1G>A p.? LP LP PVS1_M PS3_VS  PM2_P  (PM4)    

c.48+2T>C p.? (-) LP PVS1_M PS3_VS  PM2_P      

c.48+4C>T p.? VUS LB  BS3  PM2_P   BP4   

c.48+7G>C p.? B/LB/VUS LB  BS3     BP4   

c.49-2A>T p.? VUS/LP VUS PVS1_M PS3_M  PM2_P  (PM4)    

c.108+1G>A p.? LP P PVS1 PS3_VS PS4 PM2_P      

c.108+2T>C p.? LP VUS N/A N/A  PM2_P      

c.109-6_109-4del p.? (-) LB  BS3  PM2_P   BP4   

c.109-2A>G p.? LP LP PVS1 PS3_VS  PM2_P      

c.211+1G>A p.? LP VUS PVS1_P PS3_P  PM2_P      

c.211+5del p.? VUS LB  BS3  PM2_P   BP4   

c.1684+4A>G p.? (-) VUS  N/A  PM2_P   BP4   

c.1685-2A>C p.? VUS LP PVS1 PS3_VS  PM2_P      

c.1685-2A>G p.? VUS/LP LP PVS1 PS3_VS  PM2_P      

c.2513A>C p.(Gln838Pro) (-) VUS  N/A  PM2_P   PP3 (BP4_M)  

c.2515-2A>G p.? (-) LP N/A PS3_VS  PM2_P      

c.2586+4A>T p.? VUS LB  BS3  PM2_P   BP4   

c.2587-2A>G p.? (-) LP PVS1 PS3_VS  PM2_P      

c.2748+1G>T p.? LP/P LP PVS1 PS3_VS  PM2_P      

c.2748+2dup p.? VUS LP  PS3_VS  PM2_P   PP3   

c.2748+4A>T p.? (-) LB  BS3  PM2_P   PP3   

c.2749-1G>T p.? LP LP PVS1 PS3_VS  PM2_P  (PM4)    

c.2750T>C p.(Val917Ala) VUS LB  BS3_M  PM2_P   n/a (BP4_M)  
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c.2834G>C p.(Arg945Thr) VUS VUS  N/A  PM2_P   PP3 (BP4_M)  

c.2834+1G>A p.? LP/P LP PVS1 PS3_VS  PM2_P      

c.2834+3A>G p.? LB/VUS VUS  N/A  PM2_P   PP3   

c.2834+5G>A p.? VUS VUS  N/A     PP3   

c.2834+6T>C p.? (-) LB  BS3  PM2_P   BP4   

c.2996+4A>G p.? (-) VUS  N/A  PM2_P   PP3   

c.2997-2del p.? (-) LP PVS1 PS3_VS  PM2_P      

c.2997-1G>A p.? VUS/LP LP PVS1 PS3_VS  PM2_P      

c.3113G>A p.(Trp1038*) LP/P P  PS3_VS PS4    PP3   

c.3113+3A>G p.? (-) LP  PS3_VS  PM2_P   BP4   

c.3113+5G>C p.? LP P  PS3_VS  PM2_P PM3  PP3   

c.3201+1G>A p.? (-) LP PVS1 PS3_VS  PM2_P      

c.3201+3_+4insTG p.? (-) LP  PS3_VS  PM2_P   PP3   

c.3201+6T>A p.? VUS VUS  N/A  PM2_P   PP3   

c.3348C>T p.(Gly1116=) VUS VUS  N/A  PM2_P   BP4  (~BP7) 

c.3350+4A>G p.? P/LP P  PS3_VS  PM2_P PM3  BP4   

c.3350+5G>A p.? VUS/LP P  PS3_VS  PM2_P PM3  BP4   

 

1NM_024675.4. 2ClinVar último acceso el 14/10/2021. LB (probablemente benigna), VUS (variante de significado incierto), LP (probablemente patogénica), P (patogénica), (-) no informado. 3 Usamos una aproximación 

del sistema de puntos ACMG / AMP para combinar todas las evidencias patogénicas y benignas. Para cada una de las variantes PALB2 ensayadas, evaluamos los 16 códigos ACMG / AMP patogénicos y 12 benignos. 
La tabla muestra solo los códigos patogénicos y benignos que contribuyeron a la clasificación final. 4 Las fortalezas del código de PVS1 se basan en las predicciones de SpliceAI y una adaptación PALB2 de las 

recomendaciones del árbol de decisión de ClinGen-SVI PVS1. Más tarde, usamos un algoritmo ad-hoc (basado en el juicio de expertos) para combinar las evidencias de fuerza general del código PS3 / BS3. (N/A) Los 

resultados con minigenes no aportaron datos concluyentes. 6 Para cada una de las variantes estudiadas, analizamos los datos de casos y controles de cáncer de mama de BRIDGES. Solo c.108+1G> A alcanzó una evidencia 
de PS4. Además, buscamos en la literatura científica análisis de casos y controles adicionales. Un estudio apoyó PS4 para c.3113G>A. 7Asignamos el codigo PS2 degradado (PS2_P), a variantes con un recuento ≤1 (en 

100.000 alelos globales de gnomADv2.1). 8 Asignamos PM3 a variantes identificadas en trans con una variante patogénica en pacientes con anemia de Fanconi. 9No asignamos PM4 a variantes específicas, sino a 

transcritos específicos (lecturas del mgPALB2) producidos por esas variantes. Por lo tanto, hemos integrado PM4 en la fuerza del código final de PS3/BS3. Los corchetes (PM4) reflejan este hecho. 10PP3/BP4 estan 
basados en las predicciones de SpliceAI. 11 No Asignamos PP3/BP4 (según las puntuaciones de REVEL) a variantes específicas, sino a transcritos específicos (lecturas de mgPALB2) producidos por esas variantes. Por 

lo tanto, hemos integrado PP3/BP4 en la fuerza del código PS3/BS3 final. 12 Asignamos BP7 a la única variante sinónima estudiada y de la que no se esperaba que afectase al splicing. Sin embargo, el análisis de mgPALB2 

demostró que la variante afectaba el splicing. En base a eso, BP7 no contribuyó a la clasificación final. Para obtener mas detalles consultar la tabla suplementaria S1.  


