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1. Epidemiologia del cáncer

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), “cáncer” es un término genérico que 

designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del 

organismo. El cáncer se produce por la transformación de células normales en células 

tumorales, cuya característica definitoria es la multiplicación rápida de estas células 

anormales que se extienden más allá de sus límites habituales y pueden invadir partes 

adyacentes del cuerpo o propagarse a otros órganos, un proceso que se denomina 

metástasis (OMS, 2018).  

El cáncer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo. Sólo 

en 2012, se registraron alrededor de 14 millones de nuevos casos (OMS, 2018).  

Conocemos como “incidencia” al número de casos nuevos de una enfermedad en una 

población y en un periodo de tiempo determinados En España, el número de nuevos 

casos estimados en el año 2017, excluyendo los tumores cutáneos no melanoma, fue de 

228.482 (GLOBOCAN, 2012; OMS, 2018; SEOM, 2018). Según la Sociedad Española de 

Oncología Médica (SEOM, 2018), los tumores con mayor incidencia en este periodo 

fueron los de colon y recto, próstata, pulmón, mama, vejiga y estómago. En este trabajo, 

nos centraremos en el tumor más incidente, el cáncer colorrectal.  

Figura 1: Incidencia estimada de los 6 tumores más frecuentes en España en el año 2017 para 

ambos sexos. Porcentaje total de los 228.482 casos estimados.  Datos procedentes de 

GLOBOCAN 2012 y extrapolados a los datos de la población española para el año 2017 

proporcionada por el INE. 
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La prevalencia es el número o la proporción de la población con una enfermedad 

determinada durante un periodo concreto. El concepto de prevalencia, por tanto, 

incluye tanto los pacientes con diagnóstico reciente como pacientes diagnosticados en 

el pasado y está fuertemente vinculada a la supervivencia de estos. De este modo, la 

prevalencia es más elevada en los tumores con mayor supervivencia; mientras que 

menor en tumores con una supervivencia más corta, (independientemente de que se 

puedan diagnosticar de forma más frecuente que los primeros, es decir, que tengan una 

incidencia mayor).  El cáncer colorrectal es el tercer tipo de cáncer más prevalente en la 

población (solamente por detrás del cáncer de mama y de próstata), y se estima que es 

el cuarto tipo de tumor con más mortalidad, después de los tumores de pulmón, hígado 

y estómago. La mortalidad del cáncer colorrectal, sin embargo, ha experimentado un 

descenso de entre el 5,3 y el 6.7% desde 2012 gracias a las mejoras en el diagnóstico 

precoz y en los nuevos tratamientos (Malvezzi et al, 2017). 

En líneas generales, se estima que uno de cada dos hombres y casi una de cada tres 

mujeres tendrá cáncer a lo largo de su vida. El riesgo de cáncer, entendido como la 

probabilidad de desarrollar un tumor, aumenta con la edad, tal y como se indica la figura 

2. 

Figura 2: Riesgo acumulado de cáncer en España durante el periodo 2003-2007 por género. 
Figura procedente de SEOM 2018; Fuente REDECAN 2015.  
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2. El cáncer colorrectal

2.1. La carcinogénesis colorrectal 
La aparición del cáncer colorrectal se produce por una transición del epitelio normal a 

neoplasia, que se inicia por la acumulación de alteraciones genéticas y epigenéticas en 

una célula (Hanahan & Weinberg, 2011). 

El primer modelo genético de tumorogénesis para cáncer colorrectal fue propuesto por 

Fearon y Vogelstein en 1990. En él se definía la secuencia adenoma-carcinoma como la 

acumulación de 4 a 6 alteraciones genéticas, que podían activar oncogenes o silenciar 

genes supresores de tumores, y las cuales eran necesarias para la adquisición de una 

ventaja de crecimiento y de expansión clonal de las células tumorales (Fearon & 

Vogelstein, 1990).  

En el año 2000, se definieron seis señas en fisiología celular que definen el 

comportamiento de las células neoplásicas: la autosuficiencia en cuanto a señales de 

crecimiento, la falta de sensibilidad hacia señales inhibidoras del crecimiento, la evasión 

de la apoptosis, el potencial ilimitado de crecimiento, la inducción de angiogénesis y la 

capacidad de invadir tejidos y metastatizar (Hanahan & Weinberg, 2000). Una década 

después, también se incluyeron como señas la capacidad de reprogramar su 

metabolismo energético y la de evadir su destrucción por el sistema inmune (Figura 3).  

La adquisición de todas estas capacidades permite la supervivencia, proliferación y 

diseminación de las células cancerosas. Para que esta adquisición sea posible, las células 

tumorales necesitan dos características de habilitación: la primera y más prominente es 

el desarrollo de instabilidad genómica que genera mutaciones aleatorias, en las que se 

incluyen reordenamientos cromosómicos; y la segunda característica sería el estado 

inflamatorio del tumor provocado por las células del sistema inmune, que en algunos 

casos el tumor puede utilizar para promover su progresión (Hanahan & Weinberg, 

2011). 

La inestabilidad genómica se ha descrito ampliamente para el cáncer colorrectal donde 

se han propuesto tres vías de carcinogénesis principales: la de la inestabilidad 

cromosómica, la del fenotipo metilador de islas CpG y la de la inestabilidad de 

microsatélites (Figura 4). 
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Figura 3: Esquema de las señas del cáncer. Esta figura incluye tanto las 6 señas originales 
(Hanahan and Weinberg, 2000) como las propuestas posteriormente y las características de 
habilitación de las células neoplásicas (Hanahan and Weinberg, 2011).  
Figura adatada de Hanahan and Weinberg, 2011 

2.2. Vias de carcinogénesis 

Figura 4: Esquema de las principales vías de carcinogénesis. 



7 

La vía de la inestabilidad cromosómica 
La vía de la inestabilidad cromosómica (CIN, del inglés Chromosomal INstability) es la 

más común en el cáncer colorrectal, puesto que es la que se observa en el 75-85% de 

los casos. A pesar de que la vía de la inestabilidad cromosómica es muy frecuente, se 

desconoce su mecanismo causal, aunque se proponen mecanismos relacionados con la 

segregación cromosómica, la disfunción de los telómeros y la respuesta a daño del DNA 

(Pino & Chung, 2010). Este tipo de cáncer colorrectal se caracteriza por presencia de 

variaciones somáticas en el número de copia a través de todo el genoma, lo que resulta 

en tumores aneuploides y con pérdidas de heterocigosidad que, además, poseen una 

gran variabilidad cariotípica entre las diferentes células que lo forman. Junto con las 

aberraciones cariotípicas, se ha observado que existe una acumulación de mutaciones 

características en genes supresores de tumores (APC, TP53, SMAD2, SMAD4 y DCC) y 

oncogenes (KRAS, MYC, CTNNB1 y PIK3CA) que provocan la activación de vías 

oncogénicas, que son críticas para el desarrollo del cáncer colorrectal a través de esta 

vía (Pino & Chung, 2010; Vogelstein et al, 1988). 

La vía del fenotipo metilador de islas CpG 

La vía del fenotipo metilador de islas CpG (CIMP, del inglés CpG Island Methylator 

Phenotype) está presente en el 15-35% de los cánceres colorrectales. Se caracteriza por 

una hipermetilación global del genoma en unas regiones del DNA específicas, conocidas 

como islas CpG. Estas regiones son secuencias de una longitud mayor a 300-500 pares 

de bases y un contenido en dinucleótidos “CpG” en más del 50% de su secuencia 

(Gardiner-Garden & Frommer, 1987; Lao & Grady, 2011). Generalmente, las islas CpG 

se solapan con la región promotora del 60-70% de los genes, que tienden a estar 

protegidas de la metilación. Sin embargo, la inestabilidad epigenética de la vía CIMP 

provoca la hipermetilación aberrante de islas CpG/promotores de genes relacionados 

con el cáncer que, en el caso de los genes supresores de tumores, deriva en su 

silenciamiento transcripcional y la ausencia de expresión proteica (Puccini et al, 2017). 

La falta de consenso para la definición del estado CIMP de un tumor ha hecho que, 

históricamente, se hayan propuesto dos paneles de genes distintos: el de Ogino, que 

incluye 8 genes (RUNX3, CACNA1G, IGF2, MLH1, NEUROG1, CRABP1, SOCS1 y CDKN2A) 

y el de Weisenberger, que incluye 5 (CACNA1G, IGF2, NEUROG1, RUNX3 y SOCS1) (Ogino 

et al, 2007; Weisenberger et al, 2006). Sin embargo, la introducción de técnicas que 

permiten el estudio global de metiloma ha permitido la definición de 4 subgrupos 

dependiendo del estado CIMP de cada tumor mediante su modelización, basado en un 

análisis de agrupaciones (Hinoue et al, 2012). De estos 4 subgrupos, el de mayor 

relevancia para el presente estudio es el grupo 1, que está enriquecido en tumores CIMP 

positivos (según el panel de Weisenberger) con hipermetilación de MLH1. En este grupo 

se incluyen todos los tumores con mutación en BRAF y aproximadamente la mitad de 

los tumores con mutaciones en KRAS.  Cuando la hipermetilación afecta a MLH1, la falta 
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de expresión de esta proteína induciría a su vez la vía de la inestabilidad de 

microsatélites.  

La vía de la inestabilidad de microsatélites 

La vía de la inestabilidad de microsatélites (MSI, del inglés MicroSatellite Instability) se 

observa en aproximadamente el 15% de los cánceres colorrectales y se utiliza como 

biomarcador de deficiencia de función reparadora de los genes reparadores de 

desapareamientos del DNA (MMR, del inglés MisMatch Repair). La causa más 

prevalente de la deficiencia MMR en casos de cáncer colorrectal es la hipermetilación 

aberrante del gen MLH1 como consecuencia del CIMP, que supone el 80% de estos 

casos.  En el 20% de casos restantes, la MSI está provocada por mutaciones en los genes 

MMR (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2) (Inamura, 2018). La deficiencia reparadora 

provocada por la pérdida de función de los genes MMR, provoca a su vez una falta de 

corrección de errores producidos durante la replicación del DNA, que deriva en tumores 

“hipermutados”. Estos errores no corregidos se acumulan sobre todo en microsatélites, 

que son secuencias repetitivas del DNA muy susceptibles a errores de replicación por 

las polimerasas, en particular en regiones de eucromatina e intrónicas, aunque no en 

secuencias de unión a nucleosomes (Kim & Park, 2014; Yamamoto & Imai, 2015). Otra 

característica de los tumores colorrectales hipermutados es la desregulación de la vía 

de WNT para favorecer la proliferación celular, que está provocada por la adquisición 

secundaria de mutaciones en APC/CTNNB1 o RNF43, de forma excluyente (Yan et al, 

2017). 
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2.3. Clasificación del cáncer colorrectal según subtipos 

moleculares 
El cáncer colorrectal, por tanto, se puede interpretar como un grupo heterogéneo de 

enfermedades moleculares con diferentes manifestaciones clínicas. Con el fin de poder 

refinar este grupo y definir subtipos moleculares característicos que permitan la 

implementación de terapias personalizadas y el mejor manejo clínico de los pacientes, 

estos últimos años han tenido lugar diferentes estudios que han permitido una mejor 

integración de la patología molecular y las características clínicas del cáncer colorrectal. 

Esta integración de datos moleculares ha generado dos sistemas de clasificación: la 

clasificación TCGA y la CMS. 

Clasificación TCGA: Caracterización molecular integrada en cáncer 

colorrectal 

En 2012, la red de investigación del The Cancer Genome Atlas (TCGA) llevó a cabo una 

caracterización molecular integral de 224 casos con cáncer colorrectal, donde se 

analizaron exomas o genomas completos, variaciones en número de copia, metilación 

de promotores y patrones de expresión (The Cancer Genome Atlas, 2012). 

La clasificación principal se realizó dependiendo de la tasa de mutación encontrada en 

los tumores, de modo que aquellos con más de 12 mutaciones por 106 bases se 

clasificaron como hipermutados y los que no superaban las 8,24 mutaciones por 106 

bases se clasificaron como no-hipermutados. 

Los tumores hipermutados representaron un 16% del total de casos examinados. Dentro 

de estos, el 75% de los casos presentaban MSI, metilación en MLH1 y fenotipo metilador 

de islas CpG, mientras que el 25% restante presentaron mutaciones somáticas en genes 

MMR y en POLE. Los tumores con mutaciones en POLE mostraron tasas de mutación 

superiores a las 40 mutaciones por 106 bases, por lo que se denominaron 

“ultrahipermutados”. Los estudios de metilación agruparon la mayor parte de los 

tumores hipermutados dentro del fenotipo metilador de islas CpG así como la mayor 

parte de tumores con la mutación BRAF V600E. 

Los tumores no-hipermutados se caracterizaron por presentar microsatélites estables 

(MSS, del inglés MicroSatellite Stability) y tener frecuentemente variaciones somáticas 

de números de copia. Este grupo, al contrario que el anterior, no presentaba 

alteraciones epigenéticas significativas relacionadas con el fenotipo metilador de islas 

CpG (Hao et al, 2012; Inamura, 2018; The Cancer Genome Atlas, 2012). 
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Clasificación CMS: Perfiles de expresión genética en cáncer colorrectal  
En 2015, Guinney y colaboradores propusieron una categorización de los tumores según 

el perfil de expresión génica, puesto que esta está íntimamente asociada con el fenotipo 

celular y el comportamiento del tumor (Guinney et al, 2015). Este estudio integrativo 

con 4151 muestras, incluyendo las disponibles en TCGA, derivó en la categorización de 

los tumores en cuatro subtipos moleculares consenso (CMS, del inglés Consensus 

Molecular Subtype). Esta clasificación se correlacionó posteriormente con las 

características genéticas y epigéneticas de los tumores colorrectales, con el fin de 

representar mejor heterogeneidad del cáncer colorrectal (Figura 5). 

Figura 5: Representación esquemática de los subtipos de CRC y su integración con las 

diferentes clasificaciones moleculares.  

Abreviaturas: EGFR=receptor del factor de crecimiento epidérmico; JAK=Janus quinasa; 

STAT=transductor de señal y activador de la transcripción; TGFβ=factor de crecimiento 

transformante-β; VEGF=factor de crecimiento endotelial vascular; VEGFR=receptor de VEGF. 

(Dienstmann et al 2018) 

El primer grupo, CMS1 contó con el 14% de las muestras y se definió como el subgrupo 

“MSI-inmune”, puesto que presentaba MSI y activación inmune. El CMS2 se definió, con 

el 37% de las muestras, como el subgrupo “canónico”.  El CMS3 (13%) se nombró 

“metabólico” por el carácter epitelial y la desregulación metabólica de estos tumores. 

Y, por último, se definió el subtipo “mesenquimal”, CMS4, con un 23% de las muestras. 

Este subgrupo se caracterizó por la infiltración estromal, una transición epitelio-

mesenquimal activa, remodelación de la matriz y angiogénesis. Las características 

moleculares de estos grupos se resumen en la figura 6. Sin embargo, un 13% de las 

muestras mostraron características de varios grupos que podrían ser consecuencia de 

fenotipo de transición o heterogeneidad intratumoral. 
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Figura 6: Clasificación de los distintos tipos de cáncer colorrectal según el modelo CMS, que 

refleja diferencias biológicas significativas en los subtipos moleculares basados en la expresión 

génica.  

Abreviaturas: CIMP=fenotipo de metilador de isla CpG; MSI: inestabilidad de microsatélites; 

SCNA=alteraciones en el número de copias somáticas. 

(Inamura 2018; Guinney et al 2015) 

Ambos sistemas de clasificación coinciden en la identificación del grupo con 

MSI/deficiencia MMR (Figura 7). Recientemente se ha demostrado que el gran número 

de neoantígenos generados por la deficiencia MMR provoca que haya una buena de 

respuesta de este grupo de tumores al bloqueo de puntos de control inmunitario 

(anticuerpos contra PD-1/PD-L1), que activa ataques de células T citotóxicas en células 

tumorales y que podría resultar muy útil para el tratamiento de estos pacientes 

mediante inmunoterapia (Le et al, 2017; Lote et al, 2015; Lynch & Murphy, 2016; Xiao 

& Freeman, 2015). 
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Figura 7: Comparación de las agrupaciones de tumores colorrectales por los principales 

sistemas de clasificación. 
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2.4. Clasificación del cáncer colorrectal según su patrón de 

herencia 
 

En función del patrón de herencia, el cáncer colorrectal se puede clasificar como 

esporádico, familiar o hereditario (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Gráfico circular que representa la marcada heterogeneidad genotípica y fenotípica en 

los síndromes de cáncer colorrectal hereditario. Las cruces indican posibles variantes aún no 

descubiertas de cánceres hereditarios. 

Figura adatada de Lynch et al., 2009 

 

Esporádico 
La mayoría de los casos de cáncer colorrectal (70-80%) se consideran esporádicos, 

asociados al estilo de vida. Generalmente no tienen agregación familiar de cáncer y la 

edad media al diagnóstico suele ser tardía, alrededor de los 70-75 años (Kapitanović, 

2017; Watson & Collins, 2011). 

 

Familiar 
Alrededor del 25% de los pacientes con cáncer colorrectal tienen antecedentes 

familiares de cáncer y un riesgo incrementado sobre el riesgo poblacional (entre 1.5 y 

2.5 veces), aunque se desconoce su causa (Alonso Sánchez et al, 2008). Entre los 

mecanismos propuestos para explicar esta predisposición están: las alteraciones en 

genes menos penetrantes que los asociados a síndromes hereditarios, alteraciones en 

loci de susceptibilidad con efectos aditivos y/o modificadores ambientales (Jasperson et 

al, 2010; Kapitanović, 2017). 
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Hereditario 
Aproximadamente el 5% de los casos de cáncer colorrectal están asociados a 

mutaciones o epimutaciones germinales en genes de susceptibilidad altamente 

penetrantes y/o a patrones de herencia mendelianos (Jasperson et al, 2010; Lynch et al, 

2009).   

Existen diferentes mecanismos genéticos de predisposición. El más común es la 

mutación puntual que incluye la sustitución, inserción o deleción de un único 

nucleótido. Otros mecanismos son las variaciones en el número de copia (que incluyen 

inserciones y deleciones de diferentes tamaños, pudiendo abarcar desde unos pocos 

nucleótidos a genes enteros) y los grandes reordenamientos (como inversiones y 

translocaciones).  También existen mecanismos epigenéticos de predisposición, como 

es el caso de las epimutaciones, donde la metilación aberrante de un gen se puede 

encontrar en tejidos somáticos normales de un individuo (ver apartado 6.1. para más 

información). 

Dependiendo de sus manifestaciones clínicas, el cáncer colorrectal hereditario se ha 

subdividido en dos tipos de síndromes: los polipósicos y los no polipósicos. 
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2.5. Síndromes de predisposición a cáncer colorrectal hereditario 
 

 

 

Figura 9: Clasificación de los síndromes de predisposición a cáncer colorrectal hereditario (Valle 

2017). 

 

Síndromes polipósicos adenomatosos 

-Dominantes 
La poliposis adenomatosa familiar asociada a APC. Está causada por mutaciones en el 

gen APC, que codifica para una gran proteína supresora tumoral con afecto en la 

adhesión y migración celular. Su función es la regulación de la beta-catenina dentro de 

la vía de señalización de WNT. Su patrón de herencia es autosómico dominante. Es el 

síndrome polipósico más común ( 1% del total de casos de cáncer colorrectal).  El 

diagnóstico clínico de la poliposis adenomatosa familiar se basa en la presencia de al 

menos 100 adenomas colorrectales (poliposis clásica) o entre 10 y 100 adenomas que 

aparecen en cuarta y quinta década de la vida además de historia familiar de poliposis 

(poliposis atenuada). En la poliposis clásica los adenomas generalmente se desarrollan 

en la adolescencia y el riesgo de cáncer colorrectal es del 100% a los 40-50 años.  Además 

de las manifestaciones colónicas, la poliposis adenomatosa familiar se asocia con 

múltiples manifestaciones extracolónicas: adenomas gastroduodenales, osteomas, 

hipertrofia congénita del pigmento epitelial de la retina, anomalías dentales, tumores 

desmoides y adenomas adrenocorticales (Byrne & Tsikitis, 2018). 

 

La poliposis asociada a las polimerasas con prueba de lectura, descrito más 

recientemente, está causada por mutaciones en los dominios exonucleasa de las DNA 

polimerasas épsilon (POLE) o delta (POLD1) (Palles et al, 2012). Se trata de un síndrome 
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autosómico dominante altamente penetrante, caracterizado por poliposis colorrectal 

atenuada u oligoadenomatosa, cáncer colorrectal, adenomas gastroduodenales y 

tumores cerebrales en algunos casos. Las mujeres portadoras de mutaciones en POLD1, 

además, tienen un alto riesgo de cáncer de endometrio y un riesgo moderado de cáncer 

de mama. Los tumores desarrollados en estos pacientes muestran fenotipo 

(ultra)hipermutado, con una alta proporción de transversiones G:C>T:A y A:T>C:G 

(Bellido et al, 2015; The Cancer Genome Atlas, 2012; Valle, 2017).  

 

-Recesivos 

La poliposis asociada a MUTYH es un síndrome raro de poliposis adenomatosa 

autosómico recesivo con una alta penetrancia.  Está causado por mutaciones bialélicas 

en el gen MUTYH, que codifica para una proteína que repara el daño oxidativo del DNA. 

Las mutaciones más comunes en MUTYH son NM_001128425.1: c.536A>G y c. 

1187G>A, que están presentes en el 70% de pacientes con este tipo de poliposis (Achatz 

et al, 2017; Nielsen et al, 2009). La mayor parte de los pacientes presentan menos de 

100 adenomas, aunque algunos presentan fenotipos severos. Generalmente estos 

pacientes se diagnostican a los 40-50 años (Balmaña et al, 2013; Sampson et al, 2003). 

Aunque se trata de un síndrome autosómico recesivo, el riesgo de cáncer colorectal en 

portadores monoalélicos es controvertido (Jones et al, 2009; Rosner et al, 2015; 

Theodoratou et al, 2010; Win et al, 2014). Estudios recientes han reportado que estos 

individuos presentan un ligero incremento de riesgo respecto a la población general, 

especialmente cuando tienen historia familiar de cáncer colorrectal (Win et al., 2014). 

La poliposis adenomatosa asociada a NTHL1 está causado por mutaciones en el gen 

NTHL1, cuya proteína también está involucrada en la reparación del daño oxidativo del 

DNA. Aunque se han descrito muy pocas familias con este tipo de poliposis, las 

evidencias encajan con un trastorno recesivo. La mutación más común es 

NTHL1 NM_002528:c.268C>T (p.Gln90*) (Belhadj et al, 2017)  Aunque aún no se ha 

definido el espectro tumoral de este síndrome, se ha observado que el fenotipo 

asociado a este síndrome abarca varios tipos de tumores, incluyendo el cáncer 

colorrectal (Rivera et al, 2015; Weren et al, 2015). 

La poliposis adenomatosa asociada a MSH3 está provocada por mutaciones bialélicas 

en MSH3, cuya proteína forma parte del sistema de reparación de desapareamientos de 

DNA. Su papel más importante es la reparación de los bucles de inserción/deleción tras 

la replicación. Debido a la pérdida de esta función, los tumores de estos pacientes 

presentan EMAST (elevated microsatellite alterations at selected tetranucleotide 

repeats) (Adam et al, 2016). El fenotipo observado en los 2 individuos identificados hasta 

el momento es muy similar al de la poliposis familiar atenuada ya que presentan pólipos 

colorrectales adenomatosos que son diagnosticados entre los 30-40 años de edad. 
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Además, estos casos también pueden presentar otras lesiones extracolónicas tanto 

benignas como malignas: adenomas duodenales, adenomas tiroideos, papilomas 

intraductales, cáncer gástrico y astrocitomas (Adam et al, 2016). 

 

Síndromes polipósicos hamartomatosos 
 

El síndrome de Peutz-Jeghers se caracteriza por la presencia pólipos hamartomatosos 

del músculo liso en el tracto gastrointestinal, principalmente en intestino delgado (78%) 

y colon (42%), así como de la pigmentación melanótica de piel y mucosas (Graziano et 

al, 2009). Los criterios de la OMS determinan que se deben confirmar al menos 3 pólipos 

harmatomatosos en casos sin historia familiar de la patología, aunque en casos 

familiares bastaría con confirmación de al menos un pólipo o de la pigmentación 

melanótica. Este síndrome está causado por mutaciones en el gen STK11 (también 

conocido como LKB1) y se transmite de forma autosómica dominante. El riesgo de 

cáncer en cualquiera de las manifestaciones del síndrome se estima del 90% (Aretz et 

al, 2005; Volikos et al, 2006). 

 

El síndrome de poliposis juvenil se caracteriza por la presencia de múltiples (5 o más) 

pólipos hamartomatosos en el tracto gastrointestinal (Byrne & Tsikitis, 2018). En un 15% 

de los casos también se observan anomalías congénitas (macrocefalia, paladar y labios 

hendidos, enfermedad cardíaca y telangiectasias, entre otros). Se asocia a mutaciones 

en los genes SMAD4 y BMPR1A y presenta patrón de herencia autosómico dominante 

(Byrne & Tsikitis, 2018; Howe et al, 2004). El riesgo de desarrollar cáncer colorrectal en 

este síndrome es del 39% (Brosens et al, 2007). 

 

El síndrome de poliposis hamartomatosa asociada a PTEN engloba dos condiciones 

hereditarias autosómicas dominantes: el síndrome de Cowden y el síndrome de 

Bannayan-Riley-Ruvalcaba. Ambos síndromes se caracterizan por la presencia pólipos 

harmatomatosos colorrectales y transtornos en el desarrollo, que en el caso del 

síndrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba conlleva retraso mental en el 50% de los casos 

(García-Palacios & Bautista-Casasnovas, 2014). 

El síndrome de Cowden es más común en adultos y mujeres, y cuenta con una 

alta incidencia de cáncer de mama y tiroides. Los pólipos gastrointestinales 

están presentes en el 40-70% de los casos, aunque el riesgo de cáncer 

colorrectal no está bien definido. 
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El síndrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba es más común en niños y hombres. 

Los hamartomas colorrectales están presentes en el 50% de los pacientes, y 

suelen presentarse en periodo lactante, aunque no se tienen evidencias de un 

incremento del riesgo de cáncer colorrectal.  

 

La poliposis hereditaria mixta es un síndrome raro que se caracteriza por una mezcla 

de lesiones exclusivamente colorrectales que incluyen pólipos Peutz-Jeghers, pólipos 

juveniles, hiperplásicos, adenomas clásicos y cáncer colorrectal. Se ha asociado a 

alteraciones en la región 5’ del gen GREM1. La más conocida es la duplicación de 40Kb 

que se extiende desde el intrón 2 de SCG5 (gen previo a GREM1) hasta la isla CpG de 

GREM1 y que se ha documentado exclusivamente en población judía Ashkenazi (Jaeger 

et al, 2012; Laitman et al, 2015; Venkatachalam et al, 2011). Sin embargo, en 2016, 

Rohlin y colaboradores describieron una familia no-Ashkenazi con poliposis mixta, en la 

cual relacionaron una duplicación de 16Kb de un dominio regulador de GREM1 con la 

enfermedad (Rohlin et al, 2016). En 2014, se asoció la presencia de la variante 

rs16969681 en población general, que afecta a una región potenciadora de GREM1, con 

la susceptibilidad a cáncer colorrectal, confiriendo aproximadamente un 20% de riesgo 

diferencial (Lewis et al, 2014; Valle, 2017). Recientemente las mutaciones en el gen 

MCM9 también se han asociado a poliposis mixta y cáncer colorrectal (Goldberg et al, 

2015). 

 

La poliposis serrada es una condición caracterizada por la abundancia de lesiones 

dentadas en el intestino grueso. Estas lesiones dentadas incluyen pólipos hiperplásicos 

y adenomas/pólipos sésiles serrados con o sin displasia, entre otros (Hui et al, 2014). El 

riesgo de cáncer colorrectal está muy relacionado con el incremento de pólipos serrados 

en estos pacientes. Aunque una gran parte de los tumores colorrectales en poliposis 

serradas se consideran esporádicos, debidos a la acumulación de mutaciones somáticas 

y CIMP, en un 38-50% de los casos se ha observado un claro componente familiar. Gala 

y colaboradores demostraron que había una clara asociación de la poliposis serrada 

familiar con mutaciones en genes reguladores de la senescencia, como son RNF43, ATM, 

PIF1, TELO2, XAF1 y RBL1 (Gala et al, 2014). El más destacable es el gen RNF43, donde 

se ha demostrado su naturaleza como gen supresor tumoral e implicación en el 

desarrollo de la patología en varias familias (Quintana et al, 2018; Taupin et al, 2015; 

Yan et al, 2017). 

Síndromes no polipósicos 
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Principalmente se han descrito dos síndromes de cáncer colorrectal hereditario no 

polipósico: el cáncer colorrectal familiar de tipo X y el síndrome de Lynch. 

El cáncer colorrectal familiar de tipo X es un síndrome autosómico dominante cuya casa 

genética es desconocida. Estas familias se caracterizan por tener una fuerte agregación 

familiar de tumores colorrectales con estabilidad de microsatélites y representan el 40% 

de las familias que cumplen criterios Ámsterdam 1 con una edad de inicio elevada 

(Nejadtaghi et al, 2017). Estudios recientes han descrito la correlación entre el cáncer 

colorrectal familiar tipo X y variantes en genes como BRCA2 (Esteban-Jurado et al, 2016; 

Garre et al, 2015; Yurgelun et al, 2015), SEMA4 (Kinnersley et al, 2016; Schulz et al, 

2014),  BMPR1A (Nieminen et al, 2011; Sjöblom et al, 2006), RPS20 (Nieminen et al, 

2014), FAN1 (Seguí et al, 2015; Smith et al, 2016) y BUB1 y BUB3 (de Voer et al, 2013), 

aunque esta correlación se ha observado en estudios aislados. 

 

El síndrome de Lynch es el síndrome de cáncer colorrectal hereditario más frecuente. 

Puesto que se trata del grupo de estudio del presente trabajo, se desarrolla en 

profundidad en el siguiente apartado. 
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3. El síndrome de Lynch 

3.1. Historia del síndrome de Lynch 
La historia del síndrome de Lynch comienza en 1895 con Aldred Warthin, un patólogo 

que documentó la historia familiar de cáncer de su costurera, la cual padecía depresión 

debido a la gran cantidad de muertes en su familia por cáncer colorrectal, de estómago 

y útero. Warthin publicó este pedigrí, al que llamó “Familia G” (Figura 10), junto con 

otros dos de similares características en 1913, donde ya advirtió que el patrón de 

herencia de la enfermedad era consistente con un patrón mendeliano autosómico 

dominante (Warthin, 1985). 

 

Figura 10: Pedigrí de la “Familia G” 

reportada por Warthin en 1913. Los 

informes sobre la “Familia G” 

fueron uno de los primeros 

registros de agrupación familiar de 

cáncer, que proporcionaron la base 

para el descubrimiento de la 

herencia genética la de la 

predisposición a la enfermedad 

Setenta años después, Henry Lynch publicó dos familias adicionales, de características 

muy similares a las reportadas por Warthin, a las que denomino familias N y M (Lynch 

et al, 1966). En esta publicación, Lynch describió que el cáncer en estas familias se 

reducía solo a ciertos órganos y que la edad de presentación del cáncer era 

inusualmente temprana. Por primera vez se consideró esta patología como un 

síndrome, el cual recibió el nombre de “síndrome de cáncer familiar”. Este nombre, sin 

embargo, fue evolucionando a lo largo del tiempo en un intento de refinar su significado. 

Así pues, en 1984 se utilizó por primera vez el término “síndrome de Lynch” para 

remarcar que el riesgo en estas familias estaba restringido a ciertos órganos (Boland & 

Troncale, 1984) y, en 1985, se propuso el nombre “Cáncer colorrectal hereditario no 

polipósico” para enfatizar que esta enfermedad era distinta de la poliposis adenomatosa 

familiar (Lynch et al, 1985). Debido a que este último nombre solo hacía referencia al 

riesgo de cáncer colorrectal y no abarcaba todo el espectro de tumores observado en 

estas familias, este término ha quedado casi en desuso para hacer referencia al 

síndrome y en la actualidad se sigue refiriendo a él con el nombre de síndrome de Lynch 

(Lynch & Murphy, 2016; Lynch et al, 2015). 
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3.2. Características genéticas 
 

El síndrome de Lynch es una condición autosómica dominante que está causada por 

mutaciones y/o epimutaciones germinales en los genes MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2. 

Estos genes codifican para proteínas cuya función principal es la reparación de 

desapareamientos del DNA, aunque también están involucradas en la modulación de la 

recombinación del DNA, la señalización de daño en el DNA y la regulación de la 

apoptosis. 

 

Vía de reparación de desapareamientos del DNA 
Durante la replicación del DNA, la polimerasa puede introducir errores como 

desapareamientos base-base o pequeños bucles de inserción/deleción (especialmente 

en secuencias repetitivas como los microsatélites). La proteína MSH2 forma un 

heterodímero con MSH6 que se desliza por el DNA hasta identificar el error. Una vez 

posicionado, se produce el reclutamiento del heterodímero formado por MLH1 y PMS2. 

El tetrámero formado tiene actividad endonucleasa y es capaz de crear incisiones en la 

hebra de DNA recién sintetizada. Estas incisiones permiten la entrada de EXO1 para 

reparar el error. Una vez reparado, el complejo se disocia y se reanuda la síntesis de 

DNA (Figura 11) (Gruber, 2006). 

La vía de reparación de desapareamientos del DNA es una vía muy conservada en la 

evolución, puesto que es fundamental para mantener la integridad del genoma. Si esta 

vía falla y los errores no son reparados, quedan fijados en el DNA tras la siguiente 

replicación de la hebra alterada. 

 

 

Figura 11: Modelo de reparación de desapareamiento humano.  

Ilustración de Jerry Schoendorf (Gruber 2006) 
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Espectro mutacional del síndrome de Lynch 
 

Según datos de la Society for Gastrointestinal Hereditary Tumours (InSiGHT) database, 

las variantes en los genes reparadores se distribuyen de la siguiente forma: las variantes 

en MLH1 representan el 40% de las reportadas, las de MSH2 alcanzan el 34%, las de 

MSH6 el 18% y, por último, las variantes de PMS2 representan el 8% (Figura 12A) 

(Peltomäki, 2016). 

 

 

Figura 12: Distribución de variantes en genes MMR. 

A) Proporcion de mutaciones patogénicas encontradas en pacientes con síndrome de 

Lynch. Datos extraídos de Kohlmann and Gruber 2014. 

B) Distribuciones de los tipos de variantes germinales no sinónimas en cada gen MMR 

según los datos depositados en la InSiGHT database. El número total de variantes por 

gen es de 1104 para MLH1, 883 para MSH2, 414 para MSH6 y 197 para PMS2 

(Peltomäki 2016). 

 

 
 
La mayoría de las variantes de MLH1, MSH2 y MSH6 son truncantes, ya sea por 
mutaciones que introducen un codón de parada prematuro o por mutaciones que 
provocan cambios en la pauta de lectura (Figura 12B), aunque la proporción de variantes 
missense también es elevada (31-62%). La proporción de grandes reordenamientos es 
variable según el gen, representando hasta el 10% de las variantes en MSH2 y PMS2.  
 
 
 
 
 
 
 
 



23 
 

 3.3. Epidemiologia 
 

La prevalencia de las mutaciones germinales en los genes MMR se ha calculado 

tradicionalmente en el contexto de pacientes diagnosticados de cáncer colorrectal o de 

endometrio. En estas cohortes, el síndrome de Lynch abarca entre el 2 y el 6% de los 

casos (Buchanan et al, 2014; Hampel  et al, 2005; Moreira et al, 2012; Ward et al, 2013b; 

Yurgelun et al, 2015). Los datos epidemiológicos actuales, sin embargo, indican que el 

síndrome de Lynch es más común y menos penetrante de lo que se había pensado hasta 

el momento.  Asimismo, estudios basados en registros poblacionales de Estados Unidos, 

Canadá y Australia, han permitido estimar la frecuencia de portadores de mutaciones 

en los genes MMR dentro de la población general, alcanzando el 0,359% (1: 279). La 

frecuencia de portadores de mutaciones patogénicas subdivididas por genes sería la 

siguiente: 0.051% (1:1946) para las mutaciones MLH1, 0.035% (1:2841) para las 

mutaciones MSH2, 0.132% (1:758) para mutaciones de MSH6, y 0.140% (1:714) para 

PMS2 (Boland et al, 2018; Win et al, 2017). Estos datos recientes indican que el síndrome 

de Lynch es más frecuente en población general de lo que se había estimado 

previamente, puesto que los genes con variantes patogénicas más prevalentes en la 

población general (MSH6 y PMS2) confieren un riesgo más moderado de cáncer, 

especialmente PMS2 que confiere un riesgo mucho más moderado, y no todos los 

individuos portadores desarrollan la patología.  

En algunas poblaciones aisladas el síndrome de Lynch llega a ser incluso más prevalente 

debido al efecto de mutaciones fundadoras, como es el caso de la población islandesa 

(Haraldsdottir et al, 2017), la población franco-canadiense (Castellsagué et al, 2015) o la 

población judía Ashkenazi (Foulkes et al, 2002; Raskin et al, 2011), entre otros. Las 

mutaciones fundadoras, además, producen un aumento de la probabilidad de 

individuos con deficiencia constitucional de los genes MMR (CMMRD, del inglés 

Constitutional MisMatch Repair Deficiency) debido a la herencia bialélica de variantes 

patogénicas en el mismo gen MMR (Baris et al, 2016; Durno et al, 2015). Aunque se trate 

de un síndrome raro, el fenotipo en estos individuos es muy agresivo, puesto que la 

mayor parte de ellos son diagnosticados de cáncer en edades pediátricas. Destacan 

sobre todo el desarrollo de tumores hematopoyéticos y tumores cerebrales o del 

sistema nervioso central, además de los tumores del espectro de síndrome de Lynch 

(gastrointestinales y ginecológicos) (Wimmer et al, 2014). 
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3.4. Características clínicas 
 

Una de las características clínicas más importantes del síndrome de Lynch es la 

temprana edad a la que estos pacientes desarrollan cáncer. La edad media de 

diagnóstico en síndrome de Lynch para cáncer colorrectal es de 45 años, 23 antes que 

la media de la población general (Hampel  et al, 2005). Además, estos pacientes 

presentan una carcinogénesis acelerada: un pequeño adenoma colónico puede formar 

un cáncer colorrectal en tan solo 2-3 años, mientras que para el cáncer colorrectal 

esporádico su tiempo de evolución es de 6 a 10 años (Lynch et al, 2015).  

Los tumores colorrectales en el síndrome de Lynch se localizan preferentemente en el 

colon derecho y es frecuente el hallazgo de múltiples neoplasias sincrónicas 

(diagnosticadas al mismo tiempo) o metacrónicas (diagnosticadas más de 6 meses 

después de la resección tumoral). Estos tumores presentan unas características clínico-

patológicas específicas que incluyen poca diferenciación, exceso de células mucinosas, 

presencia de células en anillo de sello, alto grado de infiltración linfocitaria acompañado 

de una intensa reacción de tipo Crohn y un patrón de crecimiento medular (Lynch et al, 

2015; Risio et al, 1996). 

 

 

Tabla 1: Incidencia relativa acumulada de cáncer a los 75 años en portadores de variantes 

patogénicas en genes MMR estratificad por genes. Los intervalos de confianza están escritos 

entre paréntesis. Los incrementos significativos de la incendecia acumulada (p<0.05) están 

señalados en negrita. 

(Mѳller et al 2018) 

 

IDC9 Órgano pat_MLH1 pat_MSH2 pat_MSH6 pat_PMS2

Cualquier cancer 24,4 3,1 (2,8 a 3,4) 3,3 (2,9 a 3,7) 2,5 (1,7 a 3,2) 2,1 (0 a 4,1)

Por órganos aislados

152 Duodeno 0,1 64,7 (27,4 a 102,1) 20,1 (0,6 a 39,6) 0 0

182 Endometrio 1,6 26,7 (20,7 a 32,7) 35,5 (26,1 a 44,8) 28,9 (17,1 a 40,6) 16,5 (0,5 a 32,4)

153 Colon 2,1 22,3 (18,7 a 25,9) 20,2 (15,6 a 24,7) 6,8 (1,5 a 12,1) 0

156 Vesícula y conducto biliar 0,2 18,7 (6,3 a 31,1) 8,6 (0 a 25,4) 0 0

183 Ovario 1 10,1 (4,8 a 15,4) 16,9 (5,7 a 28,0) 13,1 (0 a 31,2) 0

189 Ureter y riñón 1,3 3,5 (1,2 a 5,9) 13,7 (8,2 a 19,2) 2,3 (0 a 5,4) 0

154 Sigmoide y recto 1,4 8,4 (5,2 a 11,7) 13,0 (7,8 a 18,3) 3,3 (0 a 6,9) 0

191 Cerebro 0,5 1,9 (0 a 4,8) 10,5 (0,4 a 20,6) 2,9 (0 a 8,4) 0

151 Estómago 0,8 8,9 (4,4 a 13,4) 9,7 (2,3 a 17,0) 6,6 (0 a 16,4) 0

188 Vejiga 1 4,1 (1,5 a 6,7) 8,1 (2,8 a 13,3) 8,2 (0 a 16,9) 0

157 Páncreas 0,8 7,8 (3,3 a 12,3) 0,6 (0 a 1,9) 1,8 (0 a 5,2) 0

185 Próstata 10 1,7 (0,9 a 2,7) 3,2 (1,2 a 5,1) 1,8 (0 a 4,4) 3,8 (0 a 9,6)

174 Mama 9,4 1,3 (0,7 a 1,8) 1,2 (05 a 2,0) 1,4 (0,2 a 2,6) 6,0 (0 a 10,6)

Por regiones anatómicas

Ginecologico 2,6 19,1 (15,6 a 22,7) 25,3 (20,1 a 30,4) 20,8 (13,3 a 28,2) 10,1 (0,3 a 20)

Colorrectal 3,8 12,1 (10 a 14,2) 11,3 (8,7 a 13,9) 3,9 (0,9 a 7,0) 0

Tracto gastrointestinal alto 1,9 11,2 (8,2 a 14,3) 5,4 (2,1 a 8,6) 3,5 (0 a 7,8) 0

Tracto urinario 2,3 3,5 (1,9 a 5,1) 10,8 (7,2 a 14,4) 4,8 (0,7 a 8,8) 0

Incidencia 

poblacional (%)

Incidencia relativa acumulada (95% IC)
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El síndrome de Lynch también incrementa el riesgo de desarrollar tumores 

extracolónicos. Dentro del espectro del síndrome se incluirían los tumores 

endometriales, de ovario, gástricos, de intestino delgado, de tracto biliar, pancreáticos 

y en vías urinarias (Vasen et al, 2013). En la tabla 1, se resumen las incidencias 

acumuladas de cada tipo de neoplasia por cada gen reparador (Møller et al, 2018). 
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3.5. Características moleculares de los tumores 
 

Las mutaciones germinales en genes MMR confieren a los individuos portadores una 

predisposición al cáncer con patrón de herencia dominante.  Sin embargo, a nivel celular 

se necesita inactivar ambos alelos del gen para el desarrollo de un tumor (Knudson, 

2001). Esta inactivación puede darse por pérdida de heterocigosidad (LOH, del inglés 

Loss Of Heterozygosity), mutaciones somáticas o muy raramente hipermetilación de sus 

promotores. La inactivación de ambas copias del gen provoca la pérdida de expresión 

de la proteína MMR y, por tanto, la pérdida de la función reparadora, que conlleva a la 

acumulación de errores en estas secuencias, provocando inestabilidad de microsatélites 

(Chung & Rustgi, 2003). La tasa de mutación se incrementa entre 100 y 1000 veces bajo 

estas condiciones, lo que a su vez aumenta la probabilidad de que otros genes 

supresores de tumores y oncogenes se vean afectados y se promueva la tumorogénesis 

(Lynch et al, 2010). 

La deficiencia reparadora, entendida como la pérdida de expresión de alguna de las 

proteínas MMR y/o la inestabilidad de microsatélites, es un rasgo típico de los tumores 

Lynch, aunque no es exclusivo. Como se ha descrito en el apartado 2.2 la deficiencia 

reparadora está presente en el 10-15% de los tumores colorrectales principalemente 

debido a metilación somática de MLH1 como consecuencia de la vía carcinogénica del 

fenotipo metilador de islas CpG. En el 50-68% de estos casos se ha visto asociado a la 

mutación V600E de BRAF (Gausachs et al, 2012; Yamamoto & Imai, 2015). En la figura 

13 se esquematizan las dos vías moleculares que pueden dar lugar a tumores con 

deficiencia reparadora. 

 

Figura 13:  Comparación de 

los modelos de progresión 

del cáncer colorrectal con 

inestabilidad de 

microsatélites en el 

síndrome de Lynch y el 

cáncer colorrectal 

esporádico. 

Adaptado de Yamamoto 

and Imai 2015. 
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3.6. Asesoramiento genético y recomendaciones de 

seguimiento 
 

El asesoramiento genético es un proceso para atender las necesidades y las 

preocupaciones de personas y de familias en relación con la posibilidad de desarrollar y 

transmitir una enfermedad genética, como es el caso del síndrome de Lynch. En el 

contexto del proceso de asesoramiento genético de síndromes de predisposición a 

cáncerlos asesores genéticos ayudan a los pacientes a entender tanto su diagnóstico y 

la posible evolución de la enfermedad, como el patrón de herencia de ésta y la posible 

necesidad de realizar estudios genéticos predictivos a otros miembros de la familia. 

También se informa a los pacientes sobre sus opciones para reducir el riesgo de 

aparición del cáncer, medidas para el diagnóstico precoz, el tratamiento y posibles líneas 

de investigación en el campo. 

Puesto que los tumores en los pacientes con síndrome de Lynch se desarrollan en 

edades tempranas y presentan una carcinogénesis acelerada, las guías de vigilancia 

publicadas recomiendan un seguimiento estricto en individuos portadores. La mayor 

parte de las organizaciones proponen un seguimiento por colonoscopia cada 1-2 años a 

partir de los 20-30 años del individuo, control ginecológico anual y la consideración de 

histerectomía y la salpingooforectomía bilateral profiláctica en mujeres una vez 

cumplidos los deseos genésicos (Giardiello et al, 2014; Syngal et al, 2015; Vasen et al, 

2013). En los últimos años, además, se recomendado el uso quimiopreventivo de 

aspirina en pacientes con síndrome de Lynch, debido a los estudios que han 

documentado una reducción del riesgo de cáncer colorrectal tras su administración a 

largo plazo (Burn et al, 2011). Estas opciones de vigilancia y prevención han demostrado 

ser muy eficaces para reducir la morbilidad y la mortalidad de los cánceres asociados 

con el síndrome de Lynch (Hampel, 2016) 
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4. Diagnóstico molecular del síndrome de Lynch 

4.1. Criterios de selección 
 

Debido al riesgo intrínseco de desarrollar cáncer que tienen los individuos con síndrome 

de Lynch, la identificación de individuos y familias afectas es clave a la hora de aplicar 

un protocolo de vigilancia preventivo (Järvinen et al, 2009; Palomaki et al, 2009; Stupart 

et al, 2009). Sin embargo, el principal desafío en el manejo del síndrome de Lynch es su 

identificación. 

Ante esta dificultad, en 1990 el International Collaborative Group on Hereditary Non-

Polyposis Colorectal Cancer desarrolló los criterios clínicos de Ámsterdam para facilitar 

su detección en base a la historia personal y familiar de cáncer colorrectal del paciente 

(Tabla 2) (Vasen et al, 1991). Ocho años más tarde, se hizo una revisión de estos criterios 

de forma que contemplasen también la aparición de tumores extracolónicos, 

definiéndose así los criterios de Ámsterdam II (Tabla 2) (Vasen et al, 1999). Ambos 

criterios de Ámsterdam resultan muy específicos para la detección de familias con 

síndrome de Lynch, sin embargo, estos resultaron ser demasiado restrictivos y poco 

sensibles.  

Tabla 2: Criterios Amsterdam I y II 

 

 

El pequeño tamaño de las familias y la ausencia en ocasiones de historia familiar hizo 

que en 1997 se definiesen los criterios clínicos de Bethesda (Tabla 3). Estos criterios 

clínicos tenían en cuenta la correlación entre síndrome y los tumores con inestabilidad 

de microsatélites, por lo que el análisis de la inestabilidad de microsatélites pasó a ser 

la técnica de referencia para el cribado de pacientes.  En 2004, se modificaron los 

criterios de Bethesda por los criterios Bethesda “revisados” (Tabla 3) con el fin de 
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maximizar su especificidad sin perder sensibilidad. Esta mejora fue posible gracias a la 

consideración durante el proceso de cribado del patrón de inmunohistoquímica referido 

a la pérdida de las proteínas MMR en el tumor (Laghi et al, 2004; Umar et al, 2004). 

Tabla 3: Criterios Bethesda y criterios Bethesda modificados. 

 

 

En 2009, el Evaluation of Genomic Applications in Practice and Prevention Working 

Group propuso el “cribado universal” con el fin de aumentar al 100% la tasa de detección 

de individuos con síndrome de Lynch. El cribado universal propone que, de forma 

prospectiva, todos los tumores colorrectales y de endometrio sean cribados por análisis 

de inestabilidad de microsatélites e inmunohistoquímica de las proteínas MMR en el 

tumor (Batte et al, 2014; Hampel, 2010; Hampel & de la Chapelle, 2011; Hampel et al, 

2008). Aunque muchos grupos han apoyado el cribado universal debido a su impacto 

sobre la bajada de la morbilidad y mortalidad de las familias con síndrome de Lynch, 

este tipo de cribado supone un alto coste. Por este motivo, el mismo año se propusieron 

las “recomendaciones de Jerusalén” que sugieren la implementación un punto de corte 

a los 70 años, según el cual, solo se recomienda el cribado de pacientes menores a dicha 

edad (Boland & Shike, 2010). 

En 2012, Moreira y colaboradores realizaron un análisis de datos agrupado de carácter 

internacional para determinar la estrategia más sensible y eficiente para la identificación 

de pacientes con síndrome de Lynch entre los pacientes diagnosticados de cáncer 

colorrectal. Determinaron que la estrategia más coste-efectiva consiste en la aplicación 

de unos criterios combinados o “estrategia selectiva” para cribar los pacientes según 
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cumplan los criterios de Jerusalén o al menos un criterio revisado de Bethesda (Figura 

14). Aunque el porcentaje de pacientes no identificados con esta estrategia es del 5%, 

su aplicación conlleva una reducción del 34,8% en el número de pacientes en los que 

debe efectuarse el análisis del sistema de reparación del tumor, y del 28,6% en el de 

aquellos en los debe realizarse el estudio en línea germinal (Moreira et al, 2012). Aunque 

la estrategia selectiva tiene una gran solidez debido a su base poblacional, sus 

limitaciones residen en la falta de contemplación en su algoritmo de los tumores 

extracolónicos.  

 

 

 

 

Figura 14: Comparación de la sensibilidad, especificidad y porcentaje de pacientes no 

identificados seguún los criterios/estratègies propuestas hasta el momento.  

*Los datos de los criterios Amsterdam I y II y de los criterios Bethesda hacen referencia 

exclusivamente a la identificación de portadores de mutación en MLH1 y MSH2. 
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4.2. El algoritmo diagnóstico 
 

Teniendo en cuenta las anteriores premisas, el algoritmo diagnóstico para la 

identificación de pacientes con síndrome de Lynch en pacientes que cumplen criterios 

clínicos, seleccionados por cribado poblaciónal o con criterios de Jerusalen, se inicia con 

el estudio de inestabilidad de microsatélites y/o inmunohistoquímica de las proteínas 

MMR en tejido tumoral, para la selección de pacientes candidatos a un estudio genético. 

En el caso de que por inmunohistoquímica se detecte la pérdida de MLH1 se realiza un 

análisis de hipermetilación de MLH1 o de la mutación BRAF V600E en el tumor, para 

descartar la posibilidad de que se trate de un tumor esporádico con fenotipo metilador 

de islas CpG. Si el resultado es negativo, se procede a su estudio genético. Sin embargo, 

si el estudio es positivo, puede ser necesario descartar la presencia de epimutación 

constitucional en MLH1 (Hitchins & Ward, 2009). En nuestro centro, se realiza estudio 

de metilación en sangre a los pacientes altamente sugestivos, es decir, con tumores 

metilados a una edad menor de 50 años o con múltiples tumores metilados (el primero 

antes de los 60).  

 

Figura 15: Algoritmo diagnóstico propuesto para la identificación del síndrome de Lynch. 
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Cribado molecular de los tumores 

Análisis de inestabilidad de microsatélites 
Una de las principales características de deficiencia MMR es la inestabilidad de 

microsatélites. Entendemos como inestabilidad a la diferencia en el patrón de 

repeticiones de un microsatélite cuando se compara el patrón obtenido de la 

amplificación de DNA tumoral frente al proveniente de DNA de tejido normal apareado 

del mismo paciente (Figura 16) (Gruber, 2006). 

En 1997, el  National Cancer Institute de Estados Unidos recomendó el uso del panel de 

Bethesda para el análisis de la inestabilidad de microsatélites. Este panel está 

compuesto por 5 microsatélites: 2 mononucleótidos (BAT26 y BAT25) y 3 dinocleótidos 

(D2S123, D5S346 y D17S250) (Boland et al, 1998). Según la cantidad de marcadores 

inestables, los tumores se clasifican en: “tumores con alta inestabilidad” cuando dos o 

más marcadores están alterados, “tumores con baja inestabilidad” cuando solo uno de 

los marcadores es inestable o “tumores estables”, si ningún marcador aparece alterado.  

 

 

Figura 16: Esquema sobre la inestabilidad de microsatélites (MSI). A la izquierda, se ilustra la 

variación de un microsatélite compuesto por dinucleótidos de timina y adenina como 

consecuencia de la inestabilidad de microsatétlites. A la derecha, la visualización de este 

microsatélite mediante electroferograma: el DNA de tejido normal muestra un patrón de 

estabilidad de microsatélites (MSS) mientras que en la parte superior se muestra que el tejido 

tumoral emparejado muestra un patrón de inestabilidad de microsatélites (MSI). (Lázaro et al 

2018) 
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Sin embargo, poco después se observó que los marcadores de dinucleótidos muestran 

una sensibilidad y especificidad menores que los de mononucleótidos (Pedroni et al, 

2007; Perucho, 1999; Suraweera et al, 2002). Por esta razón, se propuso un panel 

cuasimonomórfico que consta de cinco marcadores mononucleótidos: BAT26, BAT25, 

NR21, NR22, y NR24. Este panel es más sensible para detectar inestabilidad de 

microsatélites, especialmente en tumores deficientes en MSH6 y, además, permite el 

estudio de tumores sin tejido normal aperado (Buhard et al, 2004; Ebinger et al, 2006; 

Hegde et al, 2013; Suraweera et al, 2002; Umar et al, 2004; You et al, 2010). 

 

Inmunohistoquimica 
La inmunohistoquímica (IHQ) de proteínas reparadoras MMR es la técnica más utilizada 

para analizar deficiencia reparadora en el tumor, debido a que está considerada como 

una técnica muy sensible (80.8-100%) y específica (80.5-91.9%) (Snowsill et al, 2017). 

Desde una perspectiva clínica, la identificación de la pérdida de expresión de alguna de 

las proteínas o heterodímeros MMR servirá de guía en los posteriores estudios 

genéticos cuyo fin es encontrar la mutación causal responsable del síndrome de Lynch 

en el paciente. Esto es posible debido a que las mutaciones en cada uno de los genes 

MMR suelen asociarse a un patrón de pérdida de expresión específico. Las proteínas 

MMR se asocian formando 2 heterodímeros, MLH1-PMS2 y MSH2-MSH6, que 

estabilizan las proteínas que los componen y evitan su degradación. Sin embargo, este 

sistema tiene cierta redundancia puesto que tanto MLH1 como MSH2 pueden unirse a 

otras proteínas para realizar funciones complementarias, por lo que su expresión sería 

estable en ausencia de su proteína heterodimérica principal (PMS2 o MSH6, 

respectivamente) (Gruber, 2006). De este modo, mutaciones en PMS2 o MSH6 provocan 

una pérdida aislada de la proteína afecta, mientras que mutaciones o epimutaciones en 

MLH1 o MSH2 provocan la pérdida de la proteína afecta y de su proteína heterodimérica 

(Figura 17).  

Sin embargo, cuando se obtiene un resultado negativo para el dímero MLH1-PMS2, 

debe considerarse la posibilidad de que se trate de un tumor esporádico con 

hipermetilación somática de MLH1 debido al fenotipo metilador de islas CpG. Para ello, 

las pruebas de detección de mutaciones en BRAF y de metilación de MLH1 se han 

propuesto como pruebas de refinamiento de candidatos previas a la secuenciación en 

línea germinal de MLH1. 
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Figura 17: Análisis de expresión de las proteínas reparadoras de desapareamientos del DNA 

mediante inmunohistoquímica. Este ejemplo es de un cáncer colorrectal con inactivación de 

MLH1: se puede observar la tinción nuclear en las proteínas MSH2 y MSH6 pero no es MLH1 y 

PMS2. 

(Gruber 2006) 

 

 

Detección de mutaciones somáticas en BRAF 
BRAF es un proto-oncogen que codifica una serina/treonina proteín quinasa. La 

mutación somática más prevalente es la c.1799T>A, que provoca un cambio de la valina 

600 a un ácido glutámico (V600E), y que puede encontrarse en el 15% de los tumores 

colorrectales. Dentro de los tumores colorrectales esporádicos, la mutación V600E de 

BRAF se detecta con mayor frecuencia en los tumores con inestabilidad de 

microsatélites debido a hipermetilación somática de MLH1 por el fenotipo metilador de 

islas CpG (Domingo et al, 2004; Oliveira et al, 2003; Rajagopalan et al, 2002; Yamamoto 

& Imai, 2015). La presencia de la mutación BRAF V600E puede ofrecer un criterio de 

exclusión para la realización de análisis mutacional de genes MMR en línea germinal, ya 

que en este tipo de pacientes su prevalencia es muy baja, aunque se han documentado 

algunos casos Lynch con tumores BRAF mutados (Gausachs et al, 2012; Kim et al, 2008; 

Parsons et al, 2012; Walsh et al, 2009) 

Las mutaciones somáticas en BRAF se pueden detectar usando diferentes técnicas, tales 

como secuenciación directa, extensión alelo-específica, digestión con enzimas de 

restricción o PCR en tiempo real (Hegde et al, 2013; Pineda et al, 2010). La sensibilidad 
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de estos análisis varía del 96-100% y su especificidad, referida a la identificación de  

tumores  Lynch con pérdida de MLH1, es del 34% (Gausachs et al, 2012; Pérez-Carbonell 

et al, 2010).  

 

Técnicas de análisis de metilación en el promotor de MLH1  
El análisis de metilación del promotor de MLH1 también se puede usar para discriminar 

entre tumores asociados a síndrome de Lynch y esporádicos. Los estudios comparativos 

de la coste-efectividad del estudio mutacional de BRAF y el estudio de hipermetilación 

somática de MLH1 determinan que, el estudio de hipermetilación, muestra mayor 

especificidad en la selección de pacientes que son candidatos para el análisis de la línea 

germinal de MLH1 (Cenin et al, 2018; Gausachs et al, 2012). Sin embargo, diferentes 

rangos de especificidad han sido reportados según la técnica utilizada, el criterio 

utilizado para la selección de pacientes y el umbral definido (Gausachs et al, 2012; 

Moreira et al, 2015; Newton et al, 2014; Pérez-Carbonell et al, 2010). 

La metilación en la región C de Deng (Figura 18) es la que mejor correlaciona con el 

silenciamiento transcripcional del gen, seguidamente de la región D. Es por este motivo 

los análisis de metilación en MLH1 actuales se centran en el estudio de estas regiones 

(Deng et al, 1999; Gausachs et al, 2012; Pérez-Carbonell et al, 2010; Pineda et al, 2012). 

 

Figura 18: Localización de las regiones definidas por Deng et al 1999 para el estudio del 

promotor de MLH1. Los números hacen referencia a la posición de los nucleótidos señalados 

con respecto al codón iniciador de MLH1. 

 

Existen diversas técnicas para el análisis de la metilación. En la mayoría de ellas, el DNA 

requiere un tratamiento previo con bisulfito sódico. El bisulfito sódico provoca la 

desaminación de las citosinas no metiladas, convirtiéndolas en uracilos. Sin embargo, 

en las citosinas metiladas, la presencia de un grupo metilo en el carbono 5 no permite 

esta conversión (Clark et al, 1994; Frommer et al, 1992). Durante el proceso de 

amplificación, en las posiciones donde ha habido conversión se insertan timinas 

mientras que, en las que no se han convertido por estar metiladas, se conservarán las 

citosinas. De este modo, las citosinas metiladas y no metiladas se pueden distinguir de 

acuerdo con los cambios de secuencia.  
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Las propiedades otorgadas por estos cambios de secuencia se han utilizado para el 

diseño de diferentes técnicas de detección de metilación dirigidas al estudio de MLH1. 

Entre las técnicas más utilizadas en los laboratorios de diagnóstico molecular se 

encuentran:  

La pirosecuenciación se basa en la detección de la liberación de pirofosfato cuando se 

incorporan, de forma secuencial, los nucleótidos de la secuencia analizada. En un ensayo 

de metilación mediante pirosecuenciación, el dGTP y dATP son incorporados para 

interrogar el estado epigenético de una misma posición. La intensidad lumínica obtenida 

del uso del pirofosfato por la luciferasa en la incorporación de cada uno de los dos 

nucleótidos permite cálculo del porcentaje de metilación en cada sitio CpG. La 

sensibilidad de esta técnica se sitúa en un 5% de metilación, por lo que es muy utilizada 

para análisis de metilación en tumores, debido a la elevada heterogeneidad de este tipo 

de muestras (Kurdyukov & Bullock, 2016). 

El análisis de la curva de fusión específica de metilación (o MS-MCA, del inglés 

Methylation Specific – Melting Curve Analysis), está basado en la diferencia de 

temperatura de desnaturalización de las hebras de DNA. En las moléculas que 

mantienen las citosinas tras la conversión por bisulfito (metiladas), la temperatura de 

fusión será más elevada, puesto su asociación con la guanina de la hebra 

complementaria genera tres puentes de hidrógeno. En el caso de las citosinas 

convertidas a timina, la temperatura de fusión es más baja puesto que solo se generan 

dos puentes de hidrógeno para su unión con la adenina complementaria. Dependiendo 

del porcentaje de metilación de la muestra, se generan unos perfiles específicos de 

fusión que permiten su estudio de forma semicuantitativa. 

El DNA convertido con bisulfito también puede utilizarse para secuenciar la región de 

interés tras su amplificación. Dependiendo del diseño de los cebadores y de su 

especificidad o no para amplificar del DNA metilado, distinguimos entre varias técnicas: 

Secuenciación con bisulfito. El diseño de los cebadores permite la amplificación tanto 

del DNA metilado como no metilado, al no incluir ningún sitio CpG en su diseño o incluir 

nucleótidos degenerados. La interpretación de los resultados obtenidos de la 

secuenciación directa de estos productos de amplificación es a menudo problemática, 

sobre todo en poblaciones mixtas de células con diferente metilación donde las señales 

de metilación pueden diluirse (Kurdyukov & Bullock, 2016). Para solucionar este 

problema, se han desarrollado modificaciones de la técnica que permiten la 

discriminación de los alelos metilados de los no metilados. 

La secuenciación clonal con bisulfito incluye el clonaje y transformación en una 

célula competente del producto amplificado previamente a su secuenciación. 

Esta técnica permite conocer el estado epigenético de cada sitio CpG dentro de 

una única molécula de DNA. 
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El análisis combinado de restricción con bisulfito (COBRA, del inglés COmbined 

Bisulfite Restriction Analysis), se basa en la pérdida o detección de nuevos sitios 

de restricción generados en la secuencia debido a su conversión con bisulfito 

(Eads & Laird, 2002). La separación por electroforesis en gel permite la 

visualización de las bandas digeridas y sin digerir informando de la presencia o 

ausencia de metilación en la muestra. También se puede realizar una 

cuantificación relativa con el cálculo del producto escindido frente a la cantidad 

total del producto de PCR. 

En la PCR específica de metilación (MSP, del inglés Methylation-Specific PCR) se tienen 

en cuenta las modificaciones en la secuencia creadas por el bisulfito. De este modo, se 

diseñan dos pares de cebadores: un par que favorece la amplificación del DNA metilado 

y otro de DNA no metilado. Dependiendo del tipo de estudio que se quiere realizar, se 

pueden obtener resultados cualitativos de metilación, al correr los productos de PCR en 

un gel de agarosa (donde se observaría la presencia/ausencia de bandas), o 

cuantitativos, cuando el análisis se realiza por qPCR, donde la metilación relativa se 

calcula en función de la diferencia de valores Ct entre ambas reacciones (Kurdyukov & 

Bullock, 2016). 

Sin embargo, también existen técnicas que no necesitan una conversión del DNA con 

bisulfito sódico. Entre estas técnicas, destaca la amplificación dependiente de la 

ligación de sondas multiplexadas específicas de metilación (MS-MLPA, del inglés 

Methylation-Specific Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification). Esta técnica 

usa una endonucleasa de restricción (HhaI) sensible a metilación, que actúa tras la 

ligación de las sondas. De este modo, si el sitio CpG incluido en una sonda concreta está 

metilado, se impide la digestión. Las sondas no digeridas se amplifican por PCR y se 

puede observar un pico en el electroferograma. La cuantificación de la metilación en 

una muestra es relativa al patrón de picos obtenidos de las muestras control analizadas 

(Zhang & Jeltsch, 2010). En la actualidad existen varios kits comerciales para detectar 

metilación, aunque el más relevante en el presente estudio es el SALSA MS-MLPA 

ME011 MMR (MRC Holland) permite la identificación de la metilación en 6 promotores 

de genes MMR (MLH1, MSH2, MSH6, MSH3, MLH3, PMS2) al mismo tiempo. La 

sensibilidad de detección de metilación en este kit se sitúa alrededor del 10% (Gausachs 

et al, 2012) y es, junto con la pirosecuenciación, una de las técnicas más utilizadas en la 

rutina diagnóstica para los estudios de metilación en MLH1. 

Aunque las técnicas descritas son las más comúnmente utilizadas en los laboratorios de 

diagnóstico molecular, existen muchas otras técnicas para los estudios de metilación. 

En la figura 19, se sintetizan los métodos actualmente disponibles a través de un 

algoritmo de selección para la técnica más adecuada según las necesidades del usuario. 
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Figura 19: Algoritmo para selección de análisis de la metilación del DNA. Las técnicas 

destacadas en negrita son algunas de las técnicas utilizadas en el presente trabajo. 

Modificado de Kurdyukov and Bullock 2016. 

 

 

Diagnóstico molecular germinal 

Tras el cribado molecular de los tumores, aquellos pacientes con tumores con 

deficiencia reparadora, incluyendo los casos con pérdida de MLH1 donde se haya 

descartado previamente la presencia de hipermetilación somática y/o la mutación de 

BRAF, deben someterse a análisis mutacional de genes MMR, como son su 

secuenciación y el análisis de grandes reordenamientos. De forma tradicional, el estudio 

de los genes MMR puede estar guiado por el patrón de inmunohistoquímica obtenido 

del estudio del tumor. En los últimos años el desarrollo de estrategias basadas en la 

secuenciación de nueva generación ofrece el análisis completo de genes MMR o incluso 

otros genes de predisposición a cáncer de forma simultánea. 

Las técnicas principales utilizadas para el análisis de genes reparadores en línea germinal 

incluyen: 
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Secuenciación Sanger 
La secuenciación Sanger está considerada como la técnica de referencia para el 

diagnóstico molecular germinal del síndrome de Lynch. Con fines diagnósticos, se 

considera necesario el estudio de toda la región codificante del gen y de sus límites 

intrón-exón. También se recomienda la secuenciación de los promotores, ya que se han 

descrito mutaciones patogénicas en los promotores de genes reparadores (Liu et al, 

2016b). 

 

Secuenciación de nueva generación  
La secuenciación de nueva generación (NGS, del inglés Next Generation Sequencing) 

está siendo incorporada paulatinamente en los laboratorios de diagnóstico molecular 

gracias a que su precio cada vez es más competitivo (Pritchard & Grady, 2011; Pritchard 

et al, 2012; Stoffel et al, 2018). 

La NGS ofrece tres enfoques distintos según las regiones que se deseen abarcar. De este 

modo distinguimos entre el enriquecimiento dirigido de un conjunto de genes (también 

llamado múltiplex o panel de genes), secuenciación del exoma completo y secuenciación 

del genoma completo.  

En la actualidad, el análisis de paneles es el más utilizado en la práctica clínica (Figura 

20)(Lázaro et al, 2018). Existen diversos métodos de enriquecimiento de los genes de 

interés, que pueden estar basados en PCR, hibridación o circularización. Este último 

método de enriquecimiento está pensado especialmente para regiones pequeñas o 

medianas y las moléculas diana se pueden seleccionar y circularizar en una sola reacción 

para posteriormente amplificarse por PCR o por hibridación (Moorthie et al, 2011).  

Para la secuenciación pueden utilizarse plataformas de lectura largas o cortas 

dependiendo de la longitud de los fragmentos que se quieran analizar (Hegde et al, 

2013; Rehm et al, 2013). La secuenciación por secuenciadores de alto rendimiento 

ofrece la posibilidad de escoger entre secuenciación en un solo sentido o en dos sentidos 

de forma emparejada. La secuenciación en doble sentido tiene la ventaja de que 

aumenta la cobertura y la rigurosidad de la secuenciación, particularmente en regiones 

repetitivas. Además, permiten la detección de variantes estructurales en algunos casos 

(Rehm et al, 2013). 

El proceso de secuenciación en NGS es masivo, de tal forma que se pueden secuenciar 

a la vez entre cientos de miles y miles de millones de focos en cada reacción. Las 

reacciones de secuenciación son graduales y consisten en: la adicción de nucleótidos, la 

identificación del nucleótido incorporado en cada fragmento en proceso de 

secuenciación y un lavado, donde se eliminan todos los nucleótidos marcados no  
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Figura 20: Esquema del protocolo básico de NGS para el diagnóstico. A la izquierda, los pasos 

principales de NGS desde la obtención de la muestra hasta la elaboración del informe (azul 

para el trabajo de laboratorio, verde para el trabajo bioinformática). A la derecha, 

representación de las muestras y productos en cada paso. (Lázaro et al 2018) 
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incorporados y los agentes químicos de la reacción antes de continuar con la siguiente 

(Mardis, 2013). 

Entre las limitaciones de la técnica se encuentran la necesidad de validar los hallazgos 

mediante secuenciación Sanger y la necesidad de utilizar otras tecnologías en regiones 

con baja cobertura y en casos de deleciones y/o duplicaciones de exones, puesto que 

no pueden ser detectados (Hegde et al, 2013). 

 

Detección de grandes reordenamientos 
Para la identificación de deleciones o duplicaciones únicas o de múltiples de exones la  

técnica más sencilla y robusta es la amplificación dependiente de la ligación de sondas 

multiplexadas (MLPA, del inglés Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), en 

la cual la amplificación de las diferentes sondas hibridadas en el DNA permite su 

visualización en un electroferograma y su cuantificación relativa. Otras técnicas de 

cuantificación son la PCR cuantitativa en tiempo real de la región de interés y la PCR 

múltiple cuantitativa de fragmentos fluorescentes cortos, que también se ha 

demostrado que son útiles para la detección de variaciones en el número de copia.  

 

Cribado de epimutaciones constitucionales 
Para la identificación de pacientes portadores de epimutación es necesaria la 

identificación de metilación en tejido normal. Cuando se trata de pacientes con 

sospecha de epimutación en MLH1, el estudio de metilación se podrá realizar en DNA 

procedente de sangre periférica. En pacientes sospechosos de epimutación en MSH2, 

puesto que la metilación muestra mosaicismo tisular, la presencia de metilación solo es 

validable en tejido normal epitelial. Las técnicas de análisis de metilación más utilizadas 

son las anteriormente descritas para el cribado de metilación en tumores. El estudio de 

variaciones en el número de copia de la región 3’ de EPCAM mediante MLPA es útil para 

la identificación de portadores de epimutación en MSH2, debido a la asociación de este 

tipo de deleciones con la hipermetilación del promotor de MSH2 en tejidos que 

expresan EPCAM. 
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4.3. Evaluación de la patogenicidad de variantes en genes 

reparadores 
El diagnóstico de síndrome de Lynch depende de la detección en línea germinal de una 

mutación patogénica en uno de los genes reparadores (Vasen et al, 2013). Sin embargo, 

el hallazgo de variantes de significado desconocido, que representa el 30% de todas las 

variantes identificadas en individuos con sospecha de síndrome de Lynch (Figura 21), no 

permite dar un diagnóstico a estos pacientes (Peltomäki, 2016; Thompson et al, 2013).  

La inclusión de las tecnologías de nueva generación en la rutina diagnóstica ha 

provocado que el número de este tipo de variantes sea cada vez mayor (Howarth et al, 

2015; Rohlin et al, 2017; Susswein et al, 2015; Yurgelun et al, 2015) 

 

Figura 21: Distribución de los 

tipos de variantes reportadas 

en la INSIGHT database 

ordenador por genes MMR. 

El análisis incluye 932 

variantes genéticas de MLH1, 

842 para MSH2, 449 para 

MSH6 y 137 para PMS2. 

(Peltomäki 2016) 

 

 

Se han propuesto varios esquemas para la clasificación de variantes genéticas en el 

entorno clínico. Todos ellos están destinados a diferenciar las variantes de alta 

penetrancia de las de baja o neutra penetrancia, pero no consideran la existencia de 

variantes de riesgo intermedio. El sistema de clasificación de la International Agency for 

Research on Cancer (IARC), facilita la categorización estandarizada de las variantes en 5 

clases (classe 5-patogénicas, clase 4-probablemente patogénicas, clase 3-variantes de 

significado desconocido o VUS, clase 2-probablemente neutras y clase 1-neutras), que 

pueden vincularse a datos cuantitativos validados y / o la interpretación de datos 

cualitativo, y que están vinculadas a recomendaciones clínicas de manejo y vigilancia. 

En el año 2014, el InSiGHT Variant Interpretation Committee desarrolló un esquema de 

clasificación estandarizado a partir del sistema de clasificación IARC para la clasificación 

variantes de genes MMR basado en múltiples líneas de evidencia, que incluyen datos 

clínicos y funcionales (Figura 22) (Nykamp et al, 2017; Richards et al, 2015; Thompson 

et al, 2013)y que sirvió para reclasificar dos tercios de las variantes informadas hasta el 

momento.   
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Figura 22: Descripción general de las pautas de clasificación InSiGHT en 5 niveles y los tipos 

de evidencias requeridas para clasificar una variante en cada una de las clases.  

(Thompson et al, 2014). 

 

En 2015, el American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) junto con la 

Association for Molecular Pathology (AMP) estandarizaron la interpretación clínica de 

variantes genéticas asociadas a afecciones mendelianas, asumiendo también el sistema 

de caracterización en 5 niveles pero proponían 28 criterios basados en datos 

poblacionales, in-silico, funcionales y de cosegregación. Recientemente, las pautas de 

clasificación de variantes ACMG-AMP se han mejorado gracias al sistema Sherloc, que 

se basa en un sólido marco de 33 reglas e introduce 108 refinamientos, proporcionando 

un enfoque más consistente y transparente para la clasificación de variante (Figura 23).  
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Figura 23: Umbrales de puntuación de clasificación Sherloc y categorías de evidencia. (a) 

Umbrales de puntuación para la clasificación de variantes patogénicas (P), probablemente 

patogénicas, variantes de significado desconocido, probablemente benigna y benigna (B). Las 

evidencias de las variantes patogénicas y benignas se califican por separado. (b) Las cinco 

categorías de evidencia en el orden de evaluación y con el valor en puntos de los criterios de 

selección indicados. Los criterios clínicos incluyen datos de población y hallazgos clínicos. Los 

criterios funcionales incluyen observaciones de secuencia, estudios moleculares e información 

indirecta y computacional. 

(Nykamp et al. 2017) 

 

Todos las guias de clasificación anteriormente mencionadas se basan en la 

interpretación de líneas de evidencia como las reportadas en bases de datos específicas 

de locus, evidencias moleculares y evidencias funcionales. 

- Evidencias reportadas en bases de datos específicas de locus: 

Las bases de datos específicas de locus ofrecen datos agregados, distintos enfoques 

metodológicos y un conocimiento profundo de los fenotipos clínicos. Su experiencia en 



45 
 

la clasificación de variantes proporciona una opinión consensuada sobre su 

patogenicidad antes de hacer pública su clasificación (Greenblatt et al, 2008). La 

transparencia con respecto a los criterios utilizados y la necesidad de que se argumente 

la información que soporta la clasificación sugerida, hace que los usuarios puedan 

considerar la información para su propia aplicación en la investigación y el entorno 

clínico. 

- Evidencias moleculares y funcionales: 

a) Información molecular sobre tumores: Para definir que un tumor tiene deficiencia 

MMR se utiliza el estudio de la inestabilidad de microsatélites y la pérdida de expresión 

de proteínas MMR en tejidos tumorales. También se valora la presencia de la mutación 

somática BRAF V600E y los estudios de MLH1 para descartar la naturaleza esporádica 

del tumor (Alexandrov & Stratton, 2014; Thompson et al, 2013). Eventualmente puede 

utilizarse la firma mutacional de un tumor o un grupo de tumores para la clasificación 

de variantes, puesto que estas reflejan su proceso neoplásico subyacente. 

 b) Datos funcionales:  Los análisis funcionales de RNA y proteína son claves para la 

evaluación de la patogenicidad de una variante (Heinen & Rasmussen, 2012). Entre los 

estudios más extendidos se encuentran: 

• Los estudios de procesamiento del mRNA y/o su estabilidad: Las variantes de 

significado desconocido pueden tener efectos sobre el procesamiento del RNA 

y/o la estabilidad del transcrito. Por lo general, las predicciones in silico se 

utilizan para identificar variantes que pueden alterar su procesamiento. Los 

resultados obtenidos pueden validarse con ensayos que incluyen el uso de 

linfocitos de portadores o minigenes (Gaildrat et al, 2010; Morak et al, 2011; 

Soukarieh et al, 2016; Tournier et al, 2008). 

• Estabilidad de la proteína: Para el estudio de la estabilidad de una proteína se 

utiliza el Western blot. Para ello, la proteína portadora de la variante de 

significado desconocido se expresa ectópicamente. Sin embargo, la 

interpretación de los datos obtenidos mediante esta técnica no siempre es 

fácil. Así pues, la sobreexpresión de la proteína puede alterar la función normal 

o incluso enmascarar una pérdida parcial de actividad y su subexpresión puede 

dar como resultado resultados falsos negativos, puesto que la dosis de proteína 

también puede afectar la función (Cejka et al, 2003; Hinrichsen et al, 2013) 

• Ubicación subcelular de la proteína: una localización celular adecuada es un 

requisito para el correcto funcionamiento de una proteína. Los ensayos 

celulares a menudo se usan para evaluar si una variante de significado incierto 

afecta la localización de su proteína (Borràs et al, 2012; Borràs et al, 2013). 

• Funciones específicas de proteínas: para abordar el impacto de una variante de 

significado desconocido en la funcionalidad, se han desarrollado ensayos 
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específicos. Para las variantes de MMR, la mayoría de las herramientas analizan 

la actividad de MMR mediante el uso de ensayos de levadura in vivo, ensayos 

basados en células de mamíferos o ensayos MMR libres de células in vitro (los 

más utilizados) (Heinen & Rasmussen, 2012). Con respecto a las variantes de 

MUTYH, las herramientas incluyen ensayos para medir la actividad 

endonucleolítica (excisión de bases) de proteínas purificadas (D’Agostino et al, 

2010). Las mutaciones que afectan a la revisión de la polimerasa generalmente 

se evalúan en sistemas de levadura, donde se analiza la capacidad de corregir 

mutaciones específicas (Murphy et al, 2006). 

 

Tasa de detección de mutaciones  
La tasa general de detección de mutaciones en pacientes preseleccionados oscila entre 

30 y 78%, dependiendo de los criterios de inclusión aplicados (Lipton et al, 2004; Lynch 

et al, 2007; Mangold et al, 2005; Moreira et al, 2012; Syngal et al, 1999). Sin embargo, 

en series altamente seleccionadas de familias de Amsterdam con inestabilidad de 

microsatélites, el porcentaje de detección de mutaciones puede llegar al 95% (Mueller 

et al., 2009). Pese a que la tasa de detección del síndrome de Lynch se considera buena, 

en el 59% (95% CI 41-62%) de los casos con cáncer colorrectal a partir de cribado 

poblacional y en el 52% (95% CI 41-62%) de los casos de cáncer de endometrio con 

sospecha de síndrome de Lynch no se detecta mutación germinal en genes reparadores 

(Buchanan et al, 2014). Estos pacientes son los llamados individuos Lynch-like. 
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5. Individuos con sospecha de síndrome de Lynch 

sin mutación identificada o Lynch-like 
 

Los individuos con tumores del espectro de síndrome de Lynch (con deficiencia 

reparadora y ausencia de metilación de MLH1) en los que no se ha identificado ninguna 

mutación germinal patogénica se denominan individuos con síndrome de Lynch-like 

(LLS, del inglés Lynch-Like Syndrome) (Rodríguez–Soler et al, 2013). Como se ha 

mencionado en el apartado anterior los individuso Lynch-like representan más del 50% 

de los individuos con tumores de colon y endometrio deficientes en reparación 

procedentes de cribado poblacional (Buchanan et al, 2014).  

5.1. Potenciales causas del síndrome Lynch-like 
Las posibles causas de predisposición de los individuos Lynch-like se pueden dividir entre 

causas germinales y somáticas. 

Causas germinales 

En algunos casos, los pacientes Lynch-like son portadores de variantes patogénicas no 

identificadas en alguno de los genes MMR.  Generalmente, estas mutaciones suelen 

asociarse a la presencia de reordenamientos y variaciones en el número de copia que 

no siempre son fácilmente identificables mediante técnicas de análisis actuales. Algunos 

ejemplos son las inversiones de exones MSH2 (Liu et al, 2016a; Mork et al, 2016; Rhees 

et al, 2014; Wagner et al, 2002) y la fusión genética del gen MLH1 con otros genes 

circundantes como consecuencia de una inversión (Morak et al, 2011) o una deleción 

(Meyer et al, 2009) en el locus. En otros casos, las mutaciones pueden localizarse en 

regiones reguladoras de genes MMR, que raramente se criban en el análisis mutacional. 

En este sentido, se han reportados diferentes variantes de las regiones promotoras de 

genes MMR asociadas con el silenciamiento transcripcional del alelo o con la reducción 

de su actividad promotora (Liu et al, 2016b; Vargas-Parra et al, 2018).  

Otro motivo de infradiagnóstico es la presencia de variantes de significado desconocido, 

que están presentes en aproximadamente el 30% de estos casos. Entre ellas, existen 

variantes que podrían ser patogénicas pero que por falta de evidencias clínicas, 

moleculares o funcionales no pueden ser clasificadas como tales. Es por este motivo que 

las familias portadoras son consideradas Lynch-like hasta que dichas variantes son 

reclasificadas. 

El solapamiento de fenotipos con otros síndromes de cáncer colorrectal hereditario 

contribuye a las dificultades de diagnóstico de los pacientes Lynch-like. Se ha reportado 

que entre el 1 y el 3% de estos pacientes son realmente portadores bialélicos de 

mutaciones en MUTYH, gen asociado con poliposis adenomatosa familiar atenuada 
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(Castillejo et al, 2014; Morak et al, 2014). Del mismo modo, los tumores de pacientes 

con poliposis asociados a la corrección de la polimerasa también podrían conducir a la 

deficiencia de la MMR por la hipermutabilidad dada por las mutaciones en los genes 

POLE o POLD1 (Bellido et al, 2015; Elsayed et al, 2014; Palles et al, 2012; Rohlin, 2014; 

Spier et al, 2015; Valle et al, 2014). 

Por otro lado, el estudio de series de pacientes Lynch-like con estrategias de NGS ha 

permitido la identificación de variantes raras y potencialmente patogénicas en genes 

como MCM9, FAN1, BUB1 y SETD2, que actualmente están emergiendo como genes 

candidatos responsables de síndrome Lynch-like (de Voer et al, 2013; Goldberg et al, 

2015; Seguí et al, 2015; Smith et al, 2016; Vargas-Parra et al, 2017). 

Causas somáticas 
Finalmente, se han detectado dobles mutaciones somáticas de los genes de reparadores 

en una proporción variable de tumores de individuos Lynch-like (30-82%), lo que 

explicaría la deficiencia reparadora observada en estos (Geurts‐Giele et al, 2014; 

Haraldsdottir et al, 2014; Jansen et al, 2016; Mensenkamp et al, 2014; Sourrouille et al, 

2013; Vargas-Parra et al, 2017). Sin embargo, y debido a su naturaleza somática, su 

implicación en una predisposición genética al cáncer es poco probable. 

 

5.2. Riesgo de cáncer 
Se considera que los pacientes Lynch-like y sus familiares de primer grado tienen un 

riesgo intermedio de desarrollar cáncer colorrectal (Chika et al, 2017; Hampel  et al, 

2005; Mas-Moya et al, 2015; Overbeek et al, 2007; Rodríguez–Soler et al, 2013; Vargas-

Parra et al, 2017; Win et al, 2015). La edad media de diagnóstico es similar a la observada 

en individuos con síndrome de Lynch con mutación identificada o bien es intermedia 

entre individuos con síndrome de Lynch y pacientes con cáncer colorrectal esporádico 

(Overbeek et al, 2007; Rodríguez–Soler et al, 2013; Win et al, 2015). Al igual que ocurre 

con los individuos con síndrome de Lynch de mutación identificada, los tumores 

colorrectales de individuos Lynch-like se localizan predominantemente en el colon 

proximal, suelen tener histología mucinosa y pueden presentar tumores sincrónicos o 

metacrónicos del espectro del síndrome de Lynch. 

La incidencia del cáncer colorrectal es menor en familias Lynch-like que en las familias 

con síndrome de Lynch, sin embargo es mayor a la incidencia de familias con cáncer 

colorrectal esporádico (Rodríguez–Soler et al, 2013; Win et al, 2015). La incidencia de 

tumores extracolónicos es de aproximadamente 11% en pacientes con Lynch-like, 

aunque varía ampliamente entre series (Chika et al, 2017; Hampel  et al, 2005; Mas-

Moya et al, 2015; Rodríguez–Soler et al, 2013; Vargas-Parra et al, 2017; Win et al, 2015). 

Hasta la fecha, no hay datos publicados sobre el riesgo asociado a familiares de primer 
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grado para los tumores del espectro del síndrome de Lynch. Estos resultados confirman 

la necesidad de estrategias especiales de detección y vigilancia para estos pacientes y 

sus familiares. 

 

5.3. Recomendaciones de seguimiento 
 

El grupo Lynch-like podría ser considerado como un grupo heterogéneo de diferentes 

bases moleculares, por lo que no se puede generalizar un cribado óptimo hasta que se 

realice un diagnóstico específico. La incapacidad de definir pautas de detección y de 

manejo para casos Lynch-like impide establecer unas recomendaciones de seguimiento 

claras para este tipo de pacientes. Debido a que el riesgo de cáncer es muy variable 

dentro de estas familias, algunas familias Lynch-like podrían estar siendo sometidas a 

un exceso de pruebas analíticas (en ocasiones innecesarias) que, además, pueden ser 

motivo de ansiedad en estos individuos, mientras que otras carecerían de un 

seguimiento adecuado a su riesgo (Geurts-Giele et al 2014). Este problema, además de 

afectar a estas familias, es un problema que también afecta al sistema de atención 

médica. 

Actualmente y debido al riesgo intermedio de cáncer colorrectal observado en familias 

Lynch-like, se recomienda un seguimiento intermedio (Rodriguez-Soler et al 2013), 

aunque que aconseja tener siempre en consideración los antecedentes familiares de 

estos individuos para personalizar, en la medida de lo posible, su seguimiento. 
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6. Epimutaciones en síndrome de Lynch 
 

6.1. El concepto de epimutación 
 

La epigenética es el conjunto de elementos funcionales que regulan la expresión génica 

de una célula sin alterar la secuencia de DNA. Uno de los mecanismos epigenéticos más 

importantes es la metilación del DNA, que es la adición de un grupo metilo (-CH3) en las 

citosinas (C) que están situadas contiguas a una guanina (G). Esta combinación de 

dinucleótidos recibe el nombre de sitio CpG.  

Denominamos islas CpG a las secuencias de DNA con una alta densidad de sitios CpG 

(>50% de su secuencia). Cuando estas islas CpG se sitúan en el promotor de un gen, su 

metilación regula el silenciamiento génico permitiendo la plasticidad fenotípica del gen. 

Llamamos epimutación a la metilación aberrante de un gen en tejidos somáticos 

normales de un individuo. Las epimutaciones pueden provocar por un lado el 

silenciamiento transcripcional del gen afecto de forma constitucional por una 

hipermetilación de la región o, por otro lado, una activación de transcripción también 

de forma constitucional por hipometilación. El estado epigenético de los promotores de 

los genes MMR es no metilado, por lo que las epimutaciones en síndrome de Lynch están 

relacionadas con la hipermetilación constitucional de sus secuencias y su silenciamiento 

transcripcional. 

Las epimutaciones aparecen de forma hemialélica, es decir, solo afectan 

específicamente a una de las copias del gen. En el síndrome de Lynch afecta a uno de 

los alelos y es por esto por lo que representan un mecanismo etiológico alternativo a la 

mutación genética. 

 

6.2. Epidemiologia 
 

En 2002, Gazzoli y colaboradores reportaron el primer de epimutación en síndrome de 

Lynch, siendo el gen afecto MLH1 (Gazzoli et al, 2002).  En la actualidad, solo 87 casos 

de epimutación en MLH1 han sido reportados. Aunque no se ha determinado la 

incidencia de las epimutaciones y parece un defecto poco frecuente, la frecuencia de 

identificación de estos casos depende en gran medida del cribado utilizado en los grupos 

de estudio. La tasa de detección se sitúa entre el 0 y el 1.6% en grupos donde solo se ha 

cribado a los pacientes por no presentar mutaciones en los genes MMR. La tasa de 



51 
 

detección asciende al 3-9% en grupos donde la selección se ha basado en pacientes con 

pérdida de MLH1 en tumor e inestabilidad de microsatélites y alcanza el 14% de casos 

cuando además se incluye como factor de selección la hipermetilación de MLH1 en 

tumor (Hitchins, 2013) 

En 2009 se reportó el primer caso de epimutación de MSH2 (Ligtenberg et al, 2009). En 

este caso, la epimutación estaba causada por una deleción en el extremo 3’ de EPCAM, 

el gen previo a MSH2. Desde entonces se han reportado alrededor de 50 familias 

diferentes con deleciones en EPCAM (Dymerska et al, 2017). La frecuencia de 

epimutaciones en MSH2 en individuos con pérdida de MSH2 en tumor y sin mutaciones 

en línea germinal en este gen varía entre el 0 y el 9%, aunque esta frecuencia puede 

aumentar hasta el 40% en poblaciones con mutaciones fundadoras en EPCAM 

(Ligtenberg et al, 2013; Peltomäki, 2014). 

Hasta el momento no se han documentado epimutaciones en MSH6 y PMS2. 

 

 

6.3. Clasificación  
 

Dependiendo de la causa subyacente, las epimutaciones pueden presentar distintos 

patrones de herencia. En base a este hecho las epimutaciones se han clasificado en 2 

grupos: las epimutaciones secundarias (asociada a una variante genética en cis) y las 

primarias (independientes del contexto genético). Como puede observarse en la figura 

24, ambos tipos de epimutaciones han sido descritos para MLH1, mientras que en MSH2 

solo hay constancia de epimutaciones secundarias. 

 

Figura 24:  Esquema de los diferentes tipos de epimutaciones en síndrome de Lynch. A la 

izquierda, se representa la situación normal. En el centro, las epimutaciones primarias, que son 
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independientes de cualquier alteración genética. A la derecha, las epimutaciones secundarias, 

que están asociadas a mutaciones genéticas (c.-27C>A o Del AATAAA en el ejemplo). Los 

círculos en blanco representan sitios CpG del promotor que no están metilados, mientras que 

los negros representan sitios metilados. La presencia de actividad transcripcional se indica 

mediante una flecha.  

(Hitchins 2015) 

 

 

Epimutaciones secundarias 
 

Las epimutaciones secundarias o “genéticamente facilitadas” son aquellas que están 

causadas por cambios genéticos en cis que alteran el estado epigenético del gen. Puesto 

que están ligadas a una alteración genética y la metilación es secundaria a ésta, siguen 

un patrón de herencia Mendeliano autosómico dominante (Figura 25) (Hesson et al, 

2010). 

 

Epimutaciones secundarias en MLH1 
En MLH1 se han identificado diferentes alteraciones genéticas en cis asociadas a su 

epimutación. Concretamente se han identificado una duplicación completa de MLH1 

(Morak et al, 2011; Morak et al, 2008), diferentes deleciones del extremo 5’ del gen (Cini 

et al, 2015; Gylling et al, 2009; Renkonen et al, 2003) y la variante compleja c.-63_-

58delins18 en su región promotora (Morak et al, 2018)  

Además de estas alteraciones, se ha visto que la epimutación de MLH1 también 

cosegrega de forma autosómica dominante en ciertos haplotipos. En cinco familias 

diferentes de ascendencia europea, la metilación se asocia al haplotipo c.[-27C>A; 

c.85G>T] (Hitchins et al, 2011; Kwok et al, 2014). En una familia independiente, la 

epimutación cosegrega con un determinado haplotipo sin variantes genéticas 

identificadas en el locus, aunque en este caso, la epimutación podría considerarse 

“posiblemente secundaria” por la falta de una variante genética asociada (Crépin et al, 

2012). 
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Figura 25: Familia con epimutación secundaria en MLH1. El alelo asociado a metilación (rojo) 

cosegrega de forma autosómica dominante. Los haplotipos no informativos se esquematizan 

con una línea vertical gris. Cuadrado=hombre, círculo=mujer, flecha=probando; símbolo 

negro=individuo afecto de cáncer; símbolo blanco=individuo no afecto, símbolo con línea 

vertical=individuo portador no afecto.  

(Hitchins 2013) 

 

De momento se desconoce el mecanismo causal por el que las variantes reportadas 

provocan la epimutación del gen, aunque todas ellas afectan o están localizadas dentro 

de la isla CpG del promotor de MLH1. 

 

Epimutaciones secundarias en MSH2 
En el caso de MSH2, su epimutación está causada por la deleción en el extremo 3’ de 

EPCAM, el gen previo a MSH2. Se han reportado más de más de 20 grandes deleciones 

de diferentes tamaños (Dymerska et al, 2017). Los análisis de los puntos de corte de 

estas deleciones indican que su origen es debido mayoritariamente a eventos de 

recombinación entre secuencias Alu, las cuales tienen una gran densidad en este locus 

(Ligtenberg et al, 2013).  

La eliminación de los exones finales de EPCAM, que comprende la señal de terminación 

de transcripción, provoca la expresión de un transcrito de fusión EPCAM-MSH2 que 

probablemente induce la metilación del promotor de MSH2 del alelo situado en cis con 

la deleción. Este fenómeno solo se observa en tejidos que expresan EPCAM, 

principalmente epiteliales, por lo que los portadores de deleciones en EPCAM presentan 

mosaicismo en lo que respecta a la epimutación de MSH2. Es por este motivo que la 

epimutación no es detectable cuando se analiza la metilación del promotor de MSH2 en 

DNA sanguíneo (Ligtenberg et al, 2009; Peltomäki, 2014).  
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En el caso de los pacientes con epimutaciones secundarias de MSH2 se ha observado 

que la extensión de la deleción del extremo 3’ de EPCAM condiciona su riesgo (Figura 

26). Todas las deleciones confieren un elevado riesgo de cáncer colorrectal a sus 

portadores, mientras que solo las deleciones que se extienden hasta el promotor de 

MSH2 tienen incrementado el riesgo de cáncer de endometrio (Kempers et al, 2011). 

 

Figura 26: Clasificación de las deleciones en EPCAM según el riesgo de cáncer asociado en 

portadores. Representación esquemática del tamaño de cada deleción (barras) y su posición 

relativa con respecto a la isla CpG del promotor de MSH2 (cuadrado negro). Las barras negras 

muestran deleciones observadas pacientes con cáncer de endometrio.  

(Kempers et al 2011) 

 

Epimutaciones primarias en MLH1 
Las epimutaciones primarias en MLH1 no están asociadas a una causa genética 

conocida. Aparecen de novo el individuo y pueden ser reversibles entre generaciones. 

Los individuos portadores de epimutaciones constitucionales en MLH1 desarrollan una 

fuerte historia personal de cáncer con tumores del espectro del síndrome de Lynch, 

aunque es muy infrecuente que tengan historia familiar de cáncer.  

Un rasgo frecuente de las epimutaciones primarias es el borrado intergeneracional 

(Dámaso et al, 2018; Hitchins  et al, 2007; Morak et al, 2008; Pineda et al, 2012; Suter 

et al, 2004a). Determinamos que ha habido borrado intergeneracional cuando un 



55 
 

individuo portador de epimutación transmite a su descendencia el alelo asociado a 

metilación pero, pese a ser el mismo alelo genético, en este el promotor de MLH1 se 

encuentra en estado no metilado. Sin embargo, también se han documentado casos con 

patrones de herencia no mendelianos (Figura 27) (Hitchins  et al, 2007; Sloane et al, 

2015; Ward et al, 2013a). 

En la mayor parte de los casos, la epimutación es constante en todas las células 

somáticas normales, lo que supone una metilación de aproximadamente el 50% y un 

silenciamiento completo del alelo (Dámaso et al, 2018). Sin embargo, en otros casos se 

ha observado diversos grados de mosaicismo epigenético.  

 

 

 

Figura 27: Familias con epimutación primaria de MLH1. El alelo asociado a metilación se 

esquematiza con una línea vertical en color, mientras que los haplotipos no informativos están 

esquematizados con líneas verticales grises. El estado epigenético del alelo asociado a 

metilación se indica con una “U” para el estado no metilado y con una “M” para el metilado 

(epimutación). El asterisco señala los casos con borrado intergeneracional. 

Cuadrado=hombre, círculo=mujer, flecha=probando; símbolo negro=individuo afecto de 

cáncer; símbolo blanco=individuo no afecto, símbolo con línea vertical=individuo portador no 

afecto.  

(Hitchins 2013) 

 

 

En el presente trabajo, nos centramos en la identificación y caracterización de los 

pacientes con epimutación primaria de MLH1. 
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6.4. Asesoramiento genético 
El asesoramiento genético de estos pacientes y sus familias depende en gran medida del 

tipo de epimutación encontrado.  

Las familias con epimutaciones secundarias (tanto de MLH1 como de MSH2) se 

consideran familias con síndrome de Lynch. Una vez identificada la causa genética de la 

epimutación, se procede al cribado de los individuos portadores dentro de la familia. A 

los individuos portadores se les recomienda un seguimiento estricto y se considera que 

los individuos no portadores tienen un riesgo poblacional, por lo que no precisan de un 

seguimiento específico. 

Los individuos con epimutación primaria de MLH1 fenocopian a los individuos con 

síndrome de Lynch en cuanto a su espectro de tumores. Sin embargo, se ha advertido 

que la edad de diagnóstico de los pacientes con epimutación es 5 años más temprana 

que en los casos con mutaciones en la secuencia de MLH1, siendo 40 años la edad media 

de diagnóstico de los pacientes con epimutación y 45 la de pacientes con mutación en 

MLH1 (Hitchins, 2013). Los pacientes con epimutación primaria de MLH1, por tanto, 

también requieren de un seguimiento estricto.  

Sin embargo, la estimación del riesgo y el asesoramiento genético de los familiares de 

primer grado de un paciente con epimutación primaria supone un desafío en las 

Unidades de Consejo Genético. Cuando se diagnostica un caso de epimutación primaria, 

es importante ofrecer el estudio epigenético a sus descendientes si los hubiera. Si la 

epimutación no ha sido transmitida, los descendientes pueden ser asesorados como 

familiares de un caso síndrome de Lynch donde las pruebas genéticas directas no han 

sido informativas. En este contexto, se supone que la falta de metilación en el alelo 

heredado no descarta que exista un estado de mosaico en el paciente o que una 

alteración genética no detectada que predispone a una adquisición tardía de metilación 

esté presente en esta familia (Pineda et al, 2012). 
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Hipótesis 1 
 

La deficiencia reparadora es el marcador molecular de los tumores de pacientes con 

síndrome de Lynch con mutaciones o epimutaciones germinales en los genes MMR. En 

individuos sin mutación germinal identificada en genes reparadores, la presencia de 

metilación somática en MLH1 y mutaciones somáticas bialélicas en genes reparadores 

se han descrito como responsables de la deficiencia reparadora en un porcentaje de 

estos casos. Sin embargo, la falta de detección de mutaciones germinales patogénicas 

en genes reparadores no excluye que estos individuos tengan una predisposición 

hereditaria al cáncer.  

Hipotetizamos que en individuos Lynch-like la presencia de epimutaciones germinales 

podría ser responsable de la predisposición a desarrollar tumores con deficiencia 

reparadora.  

 

Hipótesis 2 
 

Los pacientes portadores de epimutaciones constitucionales en MLH1 presentan 

fenotipo clásico de síndrome de Lynch. Mientras que las epimutaciones secundarias se 

asocian a cambios genéticos en cis y patrón de herencia autosómico dominante, las 

epimutaciones primarias aparecen habitualmente de novo, sin cambios genéticos 

aparentemente asociados y presentan herencia nula o no mendeliana.  

Hipotetizamos que una mejor identificación y la caracterización exhaustiva de las 

epimutaciones constitucionales en MLH1 permitirá mejorar el manejo clínico de estos 

pacientes y sus familiares, así como contribuir a elucidar su mecanismo causal. 
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Objetivo principal 1 
 

Buscar la presencia de alteraciones epigenéticas constitucionales responsables de 

síndrome de Lynch en individuos con sospecha de este síndrome en los cuales no se 

han detectado mutaciones germinales en genes reparadores (o individuos Lynch-like).  

 

Subobjetivos: 

1. Refinamiento de pacientes candidatos a ser estudiados mediante una 

caracterización molecular exhaustiva en línea germinal  

2. Caracterización de las alteracions epigenéticas presentes en leucocitos de 

sangre periférica y mucosa colónica en individuos Lynch-like 

 

Para la realización de este objetivo hemos analizado una serie de 121 individuos Lynch-

like procedentes de diferentes hospitales de Cataluña. 

 

 

 

Objetivo principal 2 
 

Identificar y caracterizar molecularmente epimutaciones constitucionales en MLH1 

 

Subobjetivos: 

1. Búsqueda de alteraciones genéticas responsables de las epimutaciones 

constitucionales que expliquen el fenotipo de los pacientes afectos  

2. Caracterización de las alteraciones epigenéticas presentes en pacientes 

portadores de epimutaciones constitucionales en MLH1  

 3. Cribado de epimutaciones constitucionales mediante el uso de técnicas de alta 

sensibilidad  

 

Para la realización de este objetivo hemos analizado una serie de 22 individuos con 

tumores metilados en MLH1, así como 12 portadores de epimutaciones en MLH1 

previamente identificadas en nuestro centro o centros colaboradores. 

 



 
 

 

 

 

  



 
 

RESULTADOS 
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Los resultados del trabajo experimental de esta tesis están incluidos en cuatro artículos 

científicos: uno de ellos ya publicado, otro aceptado por la revista y dos preparados para 

enviar a publicar. Siguiendo los objetivos de este trabajo, los artículos se presentan en 

el siguiente orden: 

 

• Artículos derivados del objetivo 1: 

ARTÍCULO 1 

Elucidating the molecular basis of MSH2-deficient tumors in suspected Lynch 
Syndrome cases. International Journal of Cancer, 141: 1365-1380 

 
ARTÍCULO 2 

Comprehensive constitutional genetic and epigenetic characterization of 

Lynch-like individuals. Manuscrito en preparación. 

 

• Artículos derivados del objetivo 2: 

ARTÍCULO 3 

Primary constitutional MLH1 epimutations: a focal epigenetic event. British 

Journal of Cancer, in press. 

ARTÍCULO 4 

Highly sensitive MLH1 methylation analysis in blood allows the identification 

of low-level epigenetic mosaicism. Manuscrito en preparación. 

 

 

Antes de cada artículo, se incluye un breve resumen de los resultados obtenidos de cada 

uno de los trabajos y la contribución del doctorando.
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ARTÍCULO 1 

Elucidating the molecular basis of MSH2-deficient tumors in suspected 

Lynch Syndrome cases. 

 
Hipótesis: El análisis exhaustivo, tanto a nivel germinal como somático, de las 
alteraciones genéticas en los genes de reparación de desapareamientos del DNA (MMR) 
y otros genes de cáncer colorrectal (CRC) puede ser útil para dilucidar las bases 
moleculares de los casos con sospecha de síndrome de Lynch o pacientes Lynch-like 
(LLS)  
 
Objetivo: Estudiar la eficacia del algoritmo diagnóstico para el síndrome de Lynch 
mediante el análisis exhaustivo de genes MMR y la implementación de un panel de 
secuenciación de nueva generación (NGS) para el análisis de mutaciones germinales y 
somáticas en genes asociados a CRC. 
 
Resumen de los resultados obtenidos: Se incluyeron 58 casos con tumores con pérdida 
de MSH2/MSH6. Se identificaron 27 variantes patogénicas y 8 probablemente 
patogénicas en MSH2 y EPCAM. La secuenciación de las regiones promotoras identificó 
dos variantes en el promotor MSH6. El estudio del RNA identificó transcritos aberrantes 
en 4 de las 7 variantes evaluadas en MSH2. El estudio mediante un panel personalizado 
de NGS del DNA proveniente de sangre periférica de los pacientes LLS identificó una 
variante patogénica previamente no identificada que provoca un transcrito aberrante y 
variantes predichas patogénicas en los genes MUTYH, SETD2, BUB1 y FAN1. El estudio 
de DNA tumoral mediante el mismo panel de NGS detectó dobles mutaciones somáticas 
en genes reparadores en tumores de 2 de los 5 pacientes estudiados. En los casos 
restantes, se hallaron mutaciones heterocigotas complejas de genes MMR (MSH6, 
PMS2, MLH3) y / o polimerasas de con corrección de pruebas (POLD1 o POLE). Además, 
también se evidenciaron otras mutaciones somáticas en otros genes asociados a 
predisposición de cáncer (APC, AXIN2, BMPR1A, PTEN o BUB1B) coexistiendo con las 
alteraciones previamente mencionadas. 
En pacientes Lynch-like, la evaluación de patogenicidad de variantes de significado 

desconocido en genes MMR y su estudio mediante el panel NGS es útil para la 

identificación de dobles mutaciones somáticas y mutaciones germinales candidatas en 

genes predisponentes a CRC. Esta estrategia podría ayudar a dilucidar las bases 

moleculares de LLS. 

Contribución del doctorando: Cultivo de linfocitos, extracción de RNA y 

retrotranscripción. Gestión de los bloques de parafina, corte y tinción de laminillas, 

macrodisección y extracción del DNA del tejido parafinado. Diseño y validación de los 

resultados obtenidos mediante el panel de NGS. Revisión del manuscrito. 

*Un borrador previo de este artículo fue incluido en la tesis doctoral de la Dra. Gardenia 

María Vargas Parra (Programa de doctorado en Genética, Universidad de Barcelona, 

2015)*
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 

 

 

Figure S1. Methylation Specific-Melting Curve Analysis (MS-MCA) 

of MSH2 promoter. A. Analytical sensitivity of MS-MCA for the detection of MSH2 promoter 

methylation. Serial dilutions of a methylated control  (CpG Methylated Jurkat Genomic DNA, 

New England Biolabs) were made with an unmethylated reference DNA. The methylated and 

unmethylated peaks have melting temperature of 82.6°C 76.8°C, respectively. The MS-MCA 

assay can detect up to 5% of the methylated alleles. B. Results obtained in the analysis of 

MSH2-deficient tumors. The methylated control is shown in red. All the samples analyzed show 

the presence of the unmethylated peak. 
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Figure S4. Family pedigrees from carriers of MSH2 class 3 variants (A), class 4 variants (B) and 

further identified c.518T>G variant (C). Filled symbol, cancer; arrow, index case. Cosegregation 

results are indicated below individual’s symbols as “carrier” or “WT”. Current ages and ages at 

death, when available, are indicated on the top-left corner of each individual’s symbol. CRC, 

colorectal cancer; PC, pancreas cancer; BC, breast cancer; SC, skin cancer; SA, sebaceous 

adenoma; BL, Bladder cancer; GC, gastric cancer; Lym, Lymphoma; UC, Uterine cancer; Me, 

melanome; Ap M, appendix malignant; OC, Ovarian Cancer; LiC, Liver cancer; HFN, 

head/face/neck cancer; PrC, prostate cancer; MSI, microsatellite instable; MSS, microsatellite 
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stable; IHC+, conserved MMR protein expression; the pattern of expression of MSH2 and MSH6 

proteins is indicated (-, loss; NV, non-valuable). 
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Figure S4. Family pedigrees from carriers of MSH2 class 3 variants (A), class 4 variants (B) and 

further identified c.518T>G variant (C). (Cont.) 

 
 
 
 
 
 
 

 

Figure S4. Family pedigrees from carriers of MSH2 class 3 variants (A), class 4 variants (B) and 

further identified c.518T>G variant (C). (Cont.) 
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A.

Cancer 1 (age 

at diagnosis)

Cancer 2 (age 

at diagnosis)

Cancer 3 (age 

at diagnosis)

Cancer 4 (age 

at diagnosis)

Cancer 5 (age 

at diagnosis)

Cancer 6 (age 

at diagnosis)
IHC MSI status

242 F AC CRC (28) CRC (33) EC* (50) BlC (54)
MSH2/MSH6 

loss
MSI

233 M BC CRC* (40) PrC (51)
MSH2/MSH6 

loss
NP

249 F AC CRC (43) CRC* (44) SC (51)
MSH2/MSH6 

loss
MSI

253 M BC CRC* (31)
MSH2/MSH6 

loss
NC

250 F AC EC* (43) SA (36) SA (48) SA (50) SA (54)

MSH2 

loss/MSH6 

NV

MSI

230 M AC BlC* (41) SC (40) SC (46)

MSH2 

loss/MSH6 

NP

NP

252 F BC OC* (42)

MSH2 

loss/MSH6 

NP

MSI

236 F AC OC* (43) CRC (44)

MSH2 

loss/MSH6 

NV

MSI

231 F BC SA (50) BC (49) EC* (51) SA (56)

MSH2 

loss/MSH6 

NP

NP

245 M AC CRC (39) CRC* (45)
MSH2/MSH6 

loss
MSI

260 M BC CRC* (42) CRC (42)
MSH2/MSH6 

loss
NP

262 M BC CRC* (34) SA (44) CRC (50) CRC (51)

MSH2 

loss/MSH6 

NP

MSI

255 F BC CRC* (37)
MSH2/MSH6 

loss
NP

257 M BC CRC* (41)

MSH2 

loss/MSH6 

NV

MSI

229 M BC SC (49) SA (52) CRC* (50) UC (50) BlC (50) SC (52)

MSH2 

loss/MSH6 

NP

NP

256 M AC CRC* (59) CRC (59)
MSH2/MSH6 

loss
NP

263 F BC EC (56) CRC* (64)
MSH2/MSH6 

loss
NC

238 F AC CRC (33) UC* (38) UC* (38) BlC (39)
MSH2/MSH6 

loss
MSI

261 F AC EC (50) CRC* (54)

MSH2 

loss/MSH6 

NP

NP

247 F AC CRC (51) EC* (52) RPC (60) PC(60)
MSH2/MSH6 

loss
MSI

237 M AC CRC (32) CRC (34) CRC* (42) L (47) CNSC (57)
MSH2/MSH6 

loss
MSI

259 F AC CRC (37) CRC* (48) CRC(48) SA (?) SC (54)
MSH2/MSH6 

loss
NP

241 F AC CRC* (27)

MSH2 

loss/MSH6 

NV

MSI

254 F BC CRC* (36)
MSH2/MSH6 

loss
MSI

243 F AC OC (33) CRC* (35)
MSH2/MSH6 

loss
MSI

246 M AC CRC* (43) CRC (43) CRC (43)
MSH2/MSH6 

loss
MSI

251 F AC CRC* (28)
MSH2/MSH6 

loss
NP

234 M BC CRC* (45)
MSH2/MSH6 

loss
NP

228 F AC CRC* (55)
MSH2/MSH6 

loss
MSI

258 F BC OC* (42)
MSH2/MSH6 

loss
NP

Table S1.  Clinicopathological features of the included patients. A. Individual information. B. Clinical features according to 

the initial classification.

Patient ID Gender
Clinical 

criteria

Clinico-pathological characteristics*
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A. (cont.)

Cancer 1 (age 

at diagnosis)

Cancer 2 (age 

at diagnosis)

Cancer 3 (age 

at diagnosis)

Cancer 4 (age 

at diagnosis)

Cancer 5 (age 

at diagnosis)

Cancer 6 (age 

at diagnosis)
IHC MSI status

248 F BC CRC* (56) BC (60) EC (61)
MSH2/MSH6 

loss
MSI

239 M BC CRC* (36)
MSH2/MSH6 

loss
MSI

232 M BC CRC* (56)
MSH2/MSH6 

loss
NP

235 M AC CRC* (21) PrC (50)
MSH2/MSH6 

loss
MSI

240 M BC CRC (30) CRC* (53) CRC (53)
MSH2/MSH6 

loss
MSI

122 F BC CRC* (41)
MSH2/MSH6 

loss
NP

117 F BC CRC* (44)
MSH2/MSH6 

loss
NP

264 F BC CRC* (29) CRC* (51)

MSH2 

loss/MSH6 

NP & 

MSH2/MSH6 

loss 

(respectively)

NP

120 M AC CRC* (54) CRC (54) CRC(54)
MSH2/MSH6 

loss
NP

118 F BC CRC (31) CRC* (35) CRC* (52) CRC (58) SC (37)

MSH2 

loss/MSH6 

NV & 

MSH2/MSH6 

loss 

(respectively)

MSI

121 F PC CRC* (77)
MSH2/MSH6 

loss
NP

119 F BC EC* (45)
MSH2/MSH6 

loss
MSI

102 F BC CRC* (55)
MSH2/MSH6 

loss
NP

109 M BC CRC* (27)
MSH2/MSH6 

loss
MSI

101 F BC CRC* (57)
MSH2/MSH6 

loss
NP

103 F PC CRC* (73)

MSH2 

loss/MSH6 

NP

NP

104 F BC CRC* (51)
MSH2/MSH6 

loss
NP

105 F BC CRC* (49)
MSH2/MSH6 

loss
NP

123 M BC CRC* (59)
MSH2/MSH6 

loss
NP

107 F BC CRC* (39)

MSH2 

loss/MSH6 

NV

MSI

108 F BC CRC* (32) CRC (48)

MSH2 

loss/MSH6 

NV

MSI

110 M BC CRC* (43)
MSH2/MSH6 

loss
NC

111 F BC CRC (51) CRC (51) EC* (56)
MSH2/MSH6 

loss
NP

112 M BC CRC* (49)
MSH2/MSH6 

loss
NC

113 F BC CRC* (49) BC (55)

MSH2 

loss/MSH6 

NV

MSI

114 M BC CRC* (58) CRC (58)
MSH2/MSH6 

loss
MSI

115 F AC BC (62) BC (69) EC* (77)
MSH2/MSH6 

loss
NP

116 F BC CRC* (48)
MSH2/MSH6 

loss
MSI

Patient ID Gender
Clinical 

criteria

Clinico-pathological characteristics*

Abbreviations: F, female; M, male; AC, Amsterdam criteria; BC, Bethesda criteria; PC, pathological criteria; CRC, colorectal cancer; EC, endometrial cancer; 

OC, ovarian cancer; SA, sebaceous adenoma; BC, breast cancer; SC, skin cancer; BlC, bladder cancer; PrC, prostate cancer; PC, pancreas cancer; CNSC, 

central nervous system cancer; L, lymphoma; UC, Ureteral Cancer; NP, not performed;  MSI, microsatellite instability; NC, non-conclusive. Bold letter and (*) 

indicate tumors in which MSI/IHC was studied. 
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B.
Total LS

Features n   ( % ) n   ( % )
All 

n   ( % )

No variant 

identified

n   ( % )

VUS (class 3) 

carrier

n   ( % )

Total number of cases 58 (100) 35 (60.3) 23 (39.7) 18 (31.0) 5 (8.6)

Sex

Female 36 (62.0) 19 (54.3) 17 (73.9) 13 (72.2) 4 (80)

Male 22 (38.0) 16 (45.7) 6 (26.1) 5 (27.8) 1 (20)

Mean age at diagnosisº* (range) 44 (21-77)^ 45.8 (21-59)^ 49.2 (31-77)^ 51.7 (32-77)^ 42.5 (31-54)^

Clinical criteria

Amsterdam 20 (34.5) 18 (51.4) 2 (8.7) 1 (5.6) 1 (20)

Bethesda 36 (62.0) 17 (48.6) 19 (82.6) 15 (83.3) 4 (80)

Anatomo-pathological 2 (3.5) 0 (0) 2 (8.7) 2 (11.1) 0 (0)

Patients with multiple primary  tumors* 26 (44.1) 20 (57.1) 6 (25) 3 (15.8) 3 (60)

MSH2-deficient analyzed tumors

Colorectal cancer 47 (78.3) 25 (71.4) 22 (88.0) 15 (83.3) 7 (100)

Endometrial cancer 7 (11.7) 4 (11.4) 3 (12.0) 3 (16.7) 0 (0)

Ovarian cancer 4 (6.6) 4 (11.4) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Ureter cancer 1 (1.7) 1 (2.9) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Other 1 (1.7) 1 (2.9) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

(º) First tumor diagnosis; (^) age range; (*) LS associated tumors

LLS

Table S1.  Clinicopathological features of the included patients. A. Individual 

information. B. Clinical features according to the initial classification.
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Gene Analysis Primer name Forward primer (5'-3') Reverse  primer (5'-3')

Amplicon 

length 

(bp)

Number of 

CpGs 

interrogated

MS-MCA MS-MCA MSH2_PCR TTTTTTTAATTAGGAGGTGAGGAG CACCCCCTAAATCTTAAACACCT 221 24

MS-MCA MSH2_Heminested TTTTTTAGGGTATGTYGGAGAAG CACCCCCTAAATCTTAAACACCT 125 13

Sanger sequencing MSH2Pr-2_PCR&SEQ GCCAAGAAGAGTCTGGGACA ACGCGCATCCTTAGTAGAGC 404

MSH2  promoter MSH2Pr-2_SEQ TTCAAGTTTCCTTCTGATG GCCTTCCTCCTCCTCCCAG

(gDNA) MSH2Pr-1_PCR&SEQ TCAAGCCTTGCAGCTGAGTA CCATGTCGAAACCTCCTCAC 315

MSH2Ex1_PCR&SEQ TCGCGCATTTTCTTCAACCA GTCCCTCCCCAGCACG 285

gDNA_E1up_E1dw TCGCGCATTTTCTTCAACCA GTCCCTCCCCAGCACG 285

cDNA_MSH2_E1up/E4dw TCGCGCATTTTCTTCAACCA TCAAAGAGGAGGAATTCTGATCACAGA 712

cDNA_MSH2_E1up c.83/E4dw AGAAGCCGACCACCACAGT TCAAAGAGGAGGAATTCTGATCACAGA 590

ASE_c.211up AAGTACATGGGGCCGGCAC

gDNA_E3up_E3dw AATTTTAAAGTATGTTCAAGAG CCTAGGCCTGGAATCTCCTC 379

cDNA_MSH2_E1up c.83/E4dw TCGCGCATTTTCTTCAACCA TCAAAGAGGAGGAATTCTGATCACAGA 590

ASE_c.518up GTGGATTCCATACAGAGGAAAC

gDNA_E6up_E6dw CGGATTAAGAGGTTGAAAGTTGGTC CCCACGATTACACACAATATGAACA 590

cDNA_MSH2_E5up/E8dw TCCAACTTTGGACAGTTTGAACT TTCCTGAAACTTGGAGAAGTCA 507

ASE_c.989up CTCAGTCTCTGGCTGCCTTGC

c.1276G>A

(RNA splicing)
cDNA_MSH2_E6up/E8dw TCAGTCTCTGGCTGCCTTG TTCCTGAAACTTGGAGAAGTCA 388

gDNA_E13up_E13dw CGCGATTAATCATCAGTGT CACAGGACAGAGACATACATT 357

cDNA_MSH2_E12up/E14dw GCTATGTAGAACCAATGCAGACAC                CTCTTCAGTGGTGAGTGCTGT           705

ASE_c.2069dw ATGGCACAAAACACCCAATT

duplication E11 

(RNA splicing )
cDNA_MSH2_E6up/E13dw TCAGTCTCTGGCTGCCTTG AGCCCCTACTCGGGCTAAG 1174

duplication E11-

16 

(RNA splicing )

cDNA_MSH2_E15up/E12dw CAGCAGCAAAGAAGTGCTATC           AGTGTCTGCATTGGTTCTACATAG                                348

MSH6 MS-MCA MS-MCA MSH6_PCR GGTAGGGYGGGTTTTTTAT AAACTCCTAAAAACACCYCAT 238 29

MS-MCA MSH6_Heminested GGTAGGGYGGGTTTTTTAT ACCCCAATAACCAATCAACA 154 18

Sanger 

sequencing MSH6Pr-2_PCR&SEQ GATTACAGGCGTGAGCCACT CCTCTCTGGAGCGGAAGC 511

MSH6  promoter MSH6Pr-1_PCR&SEQ CTCTAACGGCAGGAGGTCAC CAGTGGCCAATCAACAGG 416

(gDNA) MSH6Pr-0.5_PCR&SEQ GAAGGGGAGCTCAGCAGTTC CTGTACAGGGTGCTCTGTCG 345

EPCAM

Sanger 

sequencing 

EPCAM  3'UTR 

(gDNA)

EPCAM_3'UTR_PCR&SEQ CCTGTTTCAGATAAAGGAGATGG TTGAAATGTCAAAGTTAAGAAATTCAG 481

Table S2. Primers used in this study.

c.211G>C 

(RNA splicing and 

stability)

c.518T>G

(RNA splicing and 

stability)

c.989T>C

(RNA splicing and 

stability)

c.2069A>G

(RNA splicing and 

stability)

MSH2
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Gene Transcript Exons Promoter 

APC NM_000038 All Yes

BUB3 NM_004725  All Yes

MUTYH NM_001128425  All Yes

STK11 NM_000455  All Yes

POLE NM_006231  All Yes

POLD1 NM_002691 All Yes

BMPR1A NM_004329 All Yes

SMAD4 NM_005359 All Yes

PTEN NM_000314 All Yes

ENG NM_000118  All Yes

FAN1 NM_014967  All Yes

TP53 NM_000546 All Yes

CDH1 NM_004360  All Yes

CHEK2 NM_001005735  All Yes

BUB1B NM_001211 All Yes

BUB1 NM_004336  All Yes

EXO1 NM_130398 All Yes

AXIN2 NM_004655  All Yes

EPCAM NM_002354  All Yes

MLH1 NM_000249 All Yes

MLH3 NM_001040108  All Yes

MSH2 NM_000251 All Yes

MSH3 NM_002439  All Yes

MSH6 NM_000179  All Yes

PMS1 NM_000534  All Yes

PMS2 NM_000535 All Yes

AKT1 NM_005163 3 No

BRAF NM_004333 11 and 15 No

CTNNB1 NM_001904 3 No

EGFR NM_005228
3, 7, 15 and 

18 to 21 No

FBXW7 NM_033632 8 to 12 No

GNAS NM_000516 6 and 8 No

KRAS NM_004985 2 to 4 No

MAP2K1 

(MEK1)
NM_002755 2

No

MET NM_000245
2, 5, 14, 16 to 

19, and 21 No

NRAS NM_002524 2, 3, 4 and 5 No

PIK3CA NM_006218
2, 3, 8, 10, 14 

and 21 No

SRC NM_005417 14 No

SETD2 NM_014159 3 No

SETD1B NM_015048 1 No

SETDB2 NM_031915 13 No
- Targeted regions of exons include -/+10 flanking bases. 

- Promoter regions comprise 650bp upstream the TSS.

Table S3. Genes and exons covered by NGS subexome panel
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ARTÍCULO 2 

Comprehensive constitutional genetic and epigenetic characterization of 

Lynch-like individuals 
 

Hipótesis: La predisposición a desarrollar cáncer colorrectal (CRC) con deficiencia 

reparadora observada en los pacientes Lynch-like (LLS) podría ser causada por 

epimutaciones constitucionales no identificadas. 

Objetivo: Dilucidar la causa subyacente a la deficiencia reparadora observada en 

individuos LLS mediante un análisis exhaustivo de los casos a nivel genético y 

epigenético.  

Resumen de los resultados obtenidos: Se incluyeron 115 pacientes que cumplen 

criterios de LLS, 23 de los cuales habían sido previamente reportados por nuestro grupo 

(Vargas-Parra et al 2017 – Artículo 1). El reanálisis mediante un panel personalizado NGS 

de los casos con una fuerte historia familiar o personal de cáncer reveló la presencia de 

dos mutaciones truncantes en los genes MMR. En total se encontraron quince variantes 

de significado desconocido en genes MMR, de las cuales 5 pudieron ser reclasificadas 

como patogénicas. También se encontraron 13 variantes presuntamente patogénicas 

por su estudio in-silico en otros genes de predisposición a CRC. El análisis del metiloma 

identificó un nuevo caso de epimutación constitucional de MLH1. Sin embargo, no se 

identificaron regiones diferencialmente metiladas en pacientes LLS cuando son 

comparados con individuos Lynch o controles sanos. 

El estudio de subexomas combinado con la evaluación de patogenicidad de variantes de 

significado desconocido permite la identificación de mutaciones deletéreas en genes 

MMR, así como nuevos genes candidatos LLS. Las epimutaciones constitucionales fuera 

de los genes MMR no son responsables del fenotipo de deficiencia de MMR observado 

en pacientes con LLS. 

Contribución del doctorando: Coordinación y recogida de muestras de centros 

externos. Gestión de los bloques de parafina, corte y tinción de laminillas, 

macrodisección y extracción del DNA del tejido parafinado. Enriquecimiento y 

preparación de librerías del panel NGS. Identificación de variantes, filtrado y anotación 

de resultados NGS. Predicción in-silico de las variantes encontradas por el panel NGS. 

Diseño y validación de los resultados obtenidos mediante el panel de NGS. Estudio de 

MLPA e interpretación de resultados .Elaboración de las matrices de comparación del 

estudio del metiloma. Análisis, interpretación y discusión de resultados. Preparación de 
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Short title: Constitutional (epi)genetic characterization of Lynch-like syndrome 

ABSTRACT  

In ~50% of Lynch syndrome (LS)-suspected patients (also called Lynch-like syndrome, 

LLS), the causal mechanism for cancer predisposition remains unknown. Our aim was 

to elucidate the constitutional basis of MMR-deficiency in LLS patients throughout a 

comprehensive (epi)genetic analysis.  

One hundred and fifteen LLS patients harboring MMR deficient tumors and no 

pathogenic germline mutations identified in MMR genes were included in this study. 

Pathogenicity of MMR VUS was assessed by mRNA analysis and multifactorial 

likelihood calculations. Mutational analysis of 26 CRC-associated genes was 

performed by a customized NGS panel. Methylome analysis was perfomed by Infinium 

450K array.  

NGS analysis revealed the presence of two MMR truncating mutations not previously 

found. Five out of 15 MMR VUS were reclassified as pathogenic in 6 individuals. 

Methylome analysis identified one case harboring a constitutional MLH1 epimutation. 

In addition, 13 predicted deleterious variants in other CRC-predisposing genes were 

found in 12 patients. Differentially methylated regions were not identified in samples 

from LLS patients compared to LS or healthy individuals. 



 
 

In conclusion, the use of subexome gene panels combined with pathogenicity 

assessment of VUS allows the identification of deleterious MMR mutations as well as 

new LLS-candidate genes. Moreover, constitutional epimutations outside MMR genes 

are not responsible for the MMR-deficient phenotype observed in LLS patients.  
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INTRODUCTION 

Lynch syndrome (LS) is a hereditary cancer predisposition syndrome that increases the 

risk for colorectal and endometrial cancer as well other tumors (Lynch et al, 2015). It is 

mainly caused by pathogenic germline (epi)genetic alterations in mismatch repair 

(MMR) genes: MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2 (Hitchins, 2015; Lynch et al, 2015). For 

tumor development, inactivation of the MMR wildtype allele is needed, leading to a 

MMR-deficient phenotype typically characterized by loss of expression of MMR proteins 

and microsatellite instability. In sporadic tumors, MLH1 loss of expression is mainly due 

to somatic MLH1 methylation (Leung et al, 2007; Yamamoto & Imai, 2015; Young et al, 

2005). 

Nevertheless, even in the absence of somatic MLH1 promoter methylation, no MMR 

germline mutations are identified as a causal mechanism in approximately 55% of 

patients showing MMR-deficiency in tumors, the so called Lynch-like syndrome (LLS) 

(Buchanan et al, 2014). LLS is considered a heterogeneous group showing intermediate 

risk of colorectal cancer (CRC) between LS and sporadic cancer (Rodríguez–Soler et al, 

2013; Win et al, 2015). Thus the identification of causal mechanisms is crucial for guiding 

individualized surveillance strategies of LLS patients and their relatives.  

Constitutional (germline) MMR cryptic mutations (usually associated to rearrangements 

or regulatory regions), somatic mosaicism and variants of unknown significance account 

for a proportion of LLS cases (Liu et al, 2016; Meyer et al, 2009; Morak et al, 2011; Mork 

et al, 2016; Rhees et al, 2014; Sourrouille et al, 2013; Vargas-Parra et al, 2017; Wagner 

et al, 2002). Furthermore, double somatic hits in MMR genes have been detected in a 

variable proportion (30–82%) of LLS (Geurts‐Giele et al, 2014; Haraldsdottir et al, 2014; 

Jansen et al, 2016; Mensenkamp et al, 2014; Sourrouille et al, 2013; Vargas-Parra et al, 

2017). However, even in the presence of double somatic MMR hits, an inherited 

predisposition to cancer -unrelated to MMR genes- cannot be totally excluded (Morak 

et al, 2017; Sourrouille et al, 2013). Biallelic MUTYH mutations, commonly associated 

with attenuated familial adenomatous polyposis, have been detected in 1 to 3% of LLS 

patients (Castillejo et al, 2014; Morak et al, 2014). Likewise, germline mutations in 

proofreading polymerases can lead to MMR-deficiency (Bellido et al, 2015; Elsayed et 

al, 2014; Palles et al, 2012; Rohlin, 2014; Spier et al, 2015; Valle et al, 2014). Recently 

other genes are emerging as LLS candidate genes, such as MCM9, FAN1, BUB1 and 

SETD2 (de Voer et al, 2013; Goldberg et al, 2015; Seguí et al, 2015a; Vargas-Parra et al, 

2017).  

Constitutional epigenetic alterations in MLH1 and MSH2 genes are occasionally 

responsible for the MMR deficient phenotype in LS patients (Hitchins, 2015; Peltomäki, 

2016). Similarly, constitutional epigenetic alterations have been rarely described in 

other cancer genes such as BRCA1 and RAD51C in ovarian and breast cancer (Hansmann 

et al, 2012), KILLIN in Cowden syndrome (Bennett et al, 2010; Ngeow et al, 2011), DAPK 



 
 

in chronic lymphocytic leukemia (Raval et al, 2007) and RB1 in retinoblastoma 

(Quiñonez-Silva et al, 2016). In contrast, the role of constitutional methylation in LLS has 

not been explored.  

The aim of the current study is to elucidate the constitutional basis of MMR deficiency 

in a cohort of 115 LLS cases throughout a comprehensive genetic and epigenetic 

characterization. The obtained results contribute to the understanding of LLS by ruling 

out the presence of constitutional methylation events as a common cause for LLS as well 

as highlighting the relevance of performing comprehensive genetic analyses in these 

patients. 

METHODS 

Patients 

A total of 115 Caucasian Lynch-like syndrome patients harboring MMR deficient tumors 

-either MMR loss of expression and/or microsatellite instability (MSI)- were included 

(Table S1), being 23 of them previously reported (Vargas-Parra et al., 2017). The IHC 

pattern of MMR protein was as follows: MLH1/PMS2 loss (n=56), MSH2/MSH6 loss 

(n=27), MSH6 loss (n=12), PMS2 loss (n=5) and MMR conserved expression/MSI (n=15). 

In patients with tumors showing loss of MLH1/PMS2 protein expression by IHC, somatic 

MLH1-hypermethylation and/or BRAF V600E mutation were previously discarded. Of 

note, 3 patients with non-informative tumor methylation analysis and wildtype BRAF 

were included (cases 7, 9 and 78). MMR candidate genes to be mutated according the 

IHC pattern were sequenced. Cases in whom no pathogenic variants in MMR genes had 

been identified were included in this study (Table S1). Of note, nine patients initially 

classified as LLS were excluded from this cohort due to the previous identification of 

germline biallelic MUTYH and MSH2 pathogenic mutations (Castillejo et al, 2014; Seguí 

et al, 2015b; Vargas-Parra et al, 2017).  Concerning clinical criteria fulfillment, 83 

patients met revised Bethesda criteria (72,2%) and 11 Amsterdam criteria (9,6%) (Table 

S1). The remaining 21 (5.4%) were referred to the Genetic Counseling Unit because of 

histological features suggestive of MMR-deficiency and loss of MMR protein expression. 

In addition to LLS patients, 61 LS cases harboring MMR genetic mutations, 12 

constitutional MLH1 epimutation carriers and 41 healthy controls were included as 

controls for global methylome analysis (Dámaso et al, 2018) (Table S2).  

All patients were assessed at Cancer Genetic Counseling Units at the Catalan Institute of 

Oncology, Santa Creu i Sant Pau, Arnau de Vilanova and Vall d’Hebron hospitals from 

1998 to 2012. Informed consent was obtained from all individuals enrolled and internal 

Ethics Committees of participant hospitals approved this study. 

 

 



 
 

Samples 

Blood DNA was collected from included individuals. FFPE blocks of normal colorectal 

mucosa and CRC tissue were also collected when available. Isolation of genomic DNA 

from blood was performed using FlexiGene DNA kit (Qiagen, Hilden, Germany) or 

Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega) according to the manufacturer’s 

instructions. For each FFPE specimen, 10-20 x 10-μm sections were cut from a single 

representative block per case, using macrodissection with a scalpel if needed to enrich 

for tumor cells. After deparaffinization using Deparaffinization Solution (Qiagen, Hilden, 

Germany), DNA was isolated using the QIAmp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen) according 

to manufacturer’s instructions. 

DNA quality was tested using NanoDrop ND 1000 Spectrophotometer (Thermo Fischer 

Scientific), electrophoresis in agarose gel and Qubit Fluorometer using dsDNA BR Assay 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

 

Genome-wide methylation profiling 

Blood DNA samples from LLS patients and controls, as well as available FFPE colorectal 

normal/tumor DNA, were included in the genome wide methylation profiling analysis 

using Infinium Human Methylation 450K beadchip (Table S2), including the LLS cases 

previously reported (Vargas-Parra et al, 2017). 

Array processing and data analysis were performed as previously described (Dámaso et 

al, 2018).  In brief, PBL DNA integrity was evaluated by agarose gel electrophoresis. 

Purity of non-degraded samples was determined by spectrophotometry. Samples with 

an A260/A280 ratio between 1.7-2.0 were considered suitable for hybridization. DNAs 

from FFPE samples were analyzed by qPCR using Infinium FFPE QC (Illumina) in order to 

determine their suitability for FFPE restoration. All samples showing delta-Ct values 

lower than 5 were restored using Infinium HD FFPE Restore kit (Illumina), following the 

manufacturer’s instructions 1000 ng PBL and 500 ng FFPE DNAs were bisulfite converted 

using the EZ DNA Methylation™ Kit (Zymo Research), according to the manufacturer’s 

instructions. To determine the efficiency of the bisulfite conversion, a predetermined 

genomic region was evaluated by Sanger sequencing in the methylated and 

unmethylated controls and one sample from each batch. Genome wide methylation 

profiling was performed using the Infinium Human Methylation 450K Beadchip 

(Illumina), which interrogates the methylation status of 485.764 CpG sites across the 

genome. For internal quality control, in vitro methylated and unmethylated DNAs were 

included in each batch. After hybridization, sample scanning was performed using the 

HiScan platform (Illumina), which has a laser scanner with two colours (532nm/660nm). 

The relative intensity of each dye was analyzed using GenomeStudio software 

(Methylation Module). For each analyzed CpG site, a β-value was obtained depending 



 
 

on the florescence intensity. Β measures took values between 0 (unmethylated) and 1 

(fully methylated). The analysis of batch effects was performed using RnBeads software 

(Max-Planck-Institut Informatik). Group comparisons and statistical analysis -based on 

differentially methylated CpG sites, CpG islands, promoters, genes and tiling- were 

performed using RnBeads software (Max-Planck-Institut Informatik). CpG methylation 

was visualized by Integrative Genome Viewer (Broad Institute). GRCh37/hg19 was used 

as the reference genome (date of release: February 2009). Only positions that reach FDR 

p-value<0.05 when comparisons are done between groups bigger than 10 samplesare 

considered. 

Mismatch repair genes mutational analysis  

Mutational analysis of coding regions of MMR genes 

According to the IHC pattern in tumors, point mutation analysis of candidate MMR 

genes (MLH1 NM_000249.3, NG_007109.2; MSH2, NM_000251.2, NG_007110.1; 

MSH6, NM_000179.2, NG_007111.1; PMS2 NM_000535.6, NG_008466.1) was initially 

performed on blood DNA by PCR amplification of exonic regions and exon–intron 

boundaries, followed by Sanger sequencing. Primers and conditions are available upon 

request. Genomic rearrangements in MMR genes were analyzed by multiplex ligation 

dependent probe amplification (MLPA) using SALSA-MLH1/MSH2 P003-B1, SALSA-

MLH1/MSH2 P248-B1, MSH6 P072 and/or PMS2 P008-C1 kits (MRC-Holland), according 

to manufacturer’s indications. Screening of gross rearrangements in MSH2-deficient 

cases was complemented by using the 2 available MLPA kits for MSH2 gene analysis and 

by screening the recurrent MSH2 inversion in exons 1-7 (Wagner et al, 2002). 

Annotation of variants was done following the HGVS recommendations. 

Direct sequencing of MMR promoter regions and 3’UTR of EPCAM gene 

The regions encompassing 662 bases upstream of the transcriptional start site (TSS) of 

MSH2, 915bp of MSH6 TSS, 1469bp of MLH1 TSS and 429bp of the EPCAM 3’UTR were 

amplified by PCR using Megamix-Double (Microzone Ltd., UK) and sequenced using the 

BigDye Terminator v.3.1 Sequencing Kit (Applied Biosystems, CA, USA) (Table S3; 

conditions available upon request).  Sequences were analyzed on an ABI Prism 3100 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems).  

Targeted next generation sequencing  

Sixty-two LLS patients with strong individual and/or familial cancer history (Amsterdam 

or Bethesda 1, 2, 4 or 5 criteria) were analyzed using a NGS custom panel of 26 CRC 

associated genes, previously used for the characterization of  MSH2/MSH6–deficient 

cases (Vargas-Parra et al, 2017). Agilent SureDesign web-based application (Agilent 

Technologies, USA) was used to design DNA capture probes of 509 target regions, 

including the coding exons plus 10 flanking bases of 26 genes associated to CRC, as well 



 
 

as their promoter regions (comprising 650 bases upstream their TSS), as previously 

reported (Vargas-Parra et al, 2017). Agilent SureCall application was used to trim, align 

and call variants. Variant filtering was performed based on Phred quality ≥30, alternative 

allele ratio ≥0.05, read depth ≥38x in PBL samples. Identified variants were then filtered 

against common single-nucleotide polymorphisms (MAF>1 according to ExAC and ESP 

databases) as well as class 1 and class 2 MMR variants according to InSight database. 

Predicted pathogenic germline rare variants were further confirmed by Sanger 

sequencing using independent DNA samples. Primers and conditions are detailed in 

Table S3. 

Pathogenicity assessment of genetic variants 

Variant frequency and cosegregation analysis. Global population frequency of the 

identified variants was retrieved from the Exome Aggregation Consortium (ExAC; 

http://exac.broadinstitute.org/) and NHLBI Exome Sequencing Project (ESP; 

http://evs.gs.washington.edu/EVS) databases. Identified variants were also screened in 

DNA samples from family relatives by Sanger sequencing when available.  

In silico prediction of the functional impact. Alamut Visual v2.9.0 software (Interactive 

Biosoftware, Rouen, France) was used for in silico predictions. The potential effects of 

variants on splicing were evaluated by using SSF, MaxEnt, NN SPLICE and Gene Splicer. 

At the protein level the impact of variants was analyzed using the in silico algorithms 

PolyPhen-2, SIFT, Align GVGD and Mutation taster. Also, PROVEAN was used for in-

frame indel variants. PROMO 3.0 software (Farré et al, 2003; Messeguer et al, 2002) was 

used to predict any changes in transcription factor binding between wildtype alleles and 

promoter variants. Only human transcription factors were considered and 5% was 

selected as maximum matrix dissimilarity rate. 

Multifactorial likelihood analysis. For MMR variants, posterior probability of 

pathogenicity was calculated by multifactorial likelihood analysis as previously 

described (Thompson, 2014) based on estimated prior probabilities of pathogenicity and 

likelihood ratios (LR) for segregation and tumor characteristics. Variants were classified 

according to the 5 class IARC scheme (Plon et al, 2011) based on the calculated posterior 

probability. 

mRNA splicing analysis and allele specific expression analysis. Available lymphocytes 

from variant carriers were cultured with and without puromycin after one week of 

culture with PB-MAX medium. Total RNA was extracted using Trizol Reagent. One 

microgram of RNA was retrotranscribed using iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad, USA). 

cDNA amplification of exon containing the variants and at least two exons up and 

downstream the main one was performed using specific primers provided in Table S3. 

Sequencing was performed using the BigDye Terminator v.3.1 Sequencing Kit (Applied 

Biosystems). Mutation Surveyor (SoftGenetics) was used for sequence visualization. 



 
 

For allelic expression analyses, regions containing heterozygous variants were selected. 

The relative levels of both alleles were determined in genomic DNA and cDNA by single-

nucleotide primer extension (SNuPE) as previously described (Pineda et al, 2012) 

(primers provided in Table S3). Allele-specific expression (ASE) was calculated by 

dividing the ratio of variant/wildtype allele in cDNA by the ratio of variant/wildtype 

allele in gDNA. Experiments were performed in quadruplicate. ASE values of 1.0 indicate 

equal levels of expression from both alleles. ASE values lower than 1.0 indicate reduced 

expression from one allele. 

 

Tumor analysis 

The tumor of case 53, harboring a POLE variant within the exonuclease domain, was 

further characterized. Whole exome sequencing (WES) was carried out in tumor DNA 

using Agilent Sure Select Human All Exon v5 kit in a Hi-Seq2000 (coverage >100). 

Variants identified in blood DNA by WES were eliminated to obtain the number of 

accumulated somatic mutations in tumors and the relative presence of the described 

mutational signatures (Alexandrov & Stratton, 2014; Nik-Zainal et al, 2016).  

MSH3 expression and elevated microsatellite instability at selected tetranucleotide 

repeats (EMAST) were evaluated in the normal and tumor samples from case 74, 

harboring two MSH3 variants. Immunohistochemistry of MSH3 protein was performed 

using anti-MSH3 antibody at dilution 1:150 (Novus Biologicals, USA). The reaction was 

visualized with the EnVisionTM FLEX Detection Kit (Agilent Technologies-DAKO, Santa 

Clara, United States) following standard protocols. For EMAST analysis, six previously 

reported tetranucleotide repeat markers were analyzed (Adam et al, 2016; Arai et al, 

2013; Burger et al, 2006; Carethers et al, 2015; Stoehr et al, 2012). Primers and 

conditions are listed in Table S3. The amplification products were run on an ABI Prism 

3130 DNA sequencer and analyzed using GeneMapper v4.0 (Applied Biosystems). 

EMAST was defined when >30% of the markers showed instability. 
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RESULTS 

Reassessment of germline genetic variants in MMR genes 

The presence of missed MMR genetic alterations were reassessed in PBL samples from 

42 LLS patients with strong individual and/or familial cancer history by means of a NGS 

custom panel of CRC-associated genes, previously used in the analysis of 23 MSH2-

deficient LLS cases from the same series (Vargas-Parra et al, 2017) (Table 1). By using 

this approach two bona fide previously not identified germline pathogenic MMR 

variants were found in cases fulfilling Amsterdam criteria. Case 33 was a male who 

suffered from two CRC at age of 40 and 46. Immunohistochemical staining displayed 

loss of MLH1 protein expression in his first tumor, being non-informative the second 

one. Previous Single Strand Conformation Polymorphism analysis was negative whereas 

NGS analysis identified a pathogenic MLH1 mutation, c.676C>T (p.Arg226*) (Figure 1A). 

Case 92 was a woman who developed endometrial cancer at age 48. Her tumor 

displayed MSI with conserved MMR proteins expression. No mutation was identified by 

Sanger sequencing in MLH1 and MSH2 genes. The panel allowed the identification of a 

truncating mutation in MSH6, c.2219T>A (p.Leu740*) (Figure 1B).  Finally additional 

MMR VUS (MSH6 c.2092C>G, MSH6 c.3150_3161dup, PMS2 c.1320A>G and MSH2 

c.2802G>A) were also detected (Table 1). 

This reanalysis was complemented with sequencing of the MMR promoter regions that 

identified a MLH1 promoter variant (c.-574T>C, rs558088820, MAF <0.0001) in case 13 

(Table 1). This variant was predicted to interfere with YY1 transcription factor binding, 

which may direct histone deacetylases and histone acetyltransferases to a promoter in 

order to activate or repress its activity (Gordon et al, 2005).  

Regarding rearrangements, the presence of the germline recurrent inversion of exons 

1–7 in MSH2-deficient cases (Mork et al, 2016; Rhees et al, 2014; Wagner et al, 2002) 

was evaluated with negative results (Table 1). In contrast, MLPA reanalysis using P248 

kit revealed the presence of a MSH2 exon 8 duplication in case 57.  

Pathogenicity assessment of MMR variants 

In all, 15 MMR VUS were identified in 16 probands (Table 2A): 7 in MSH6, 5 in MSH2, 2 

in MLH1 and 1 in PMS2. Splicing evaluation and stability analyses were possible for 

MSH6 variants c.1153_1155del (p.Arg385del), c.1618_1620del (p.Leu540del) and 

c.3150_3161dup (p.Val1051_Ile1054dup). An aberrant transcript was identified in 

c.1618_1620del variant carriers (cases 70 and 75, Figure 1D and 1E) corresponding to a 

partial out-of-frame deletion of exon 4 (r.1607_3172del, p.Ser536_Asp1058delinsAsn), 

that coexisted with the full-length transcript (r.1618_1620del) (Figure S1). This is in 

agreement with the allelic imbalance detected at the c.1618 position (Table 2A). The 

remaining 2 variants analyzed had no apparent effect on mRNA splicing and stability  



 
 

 

Figure 1: Pedigrees from patients reclassified as Lynch syndrome during the current study. 
Abbreviations: CRC=colorectal càncer, EC=endometrial càncer, PC=prostate càncer, GC=gàstric 
càncer, OC=ovarian càncer, BM(UTP)=brain metàstasis from unknown primary tumor, 
KC=kidney càncer, TC=testis càncer, My=mieloma, MSI+=microsatellite instability, NV=No 
valuable, +=validated mutation carrier, -=no-carrier. 
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(Table 2A). Clinico-pathological data from the same families were used in multifactorial 

likelihood analyses. Since MSH6 c.1153_1155del and c.3150_3161dup  variants (Figure 

1F and 1G, respectively) had been identified in additional families from other centers 

(AF1-3; Figure S2), they were also included in the multifactorial calculations. For the 

three MSH6 variants, posterior probability of pathogenicity resulted >0.999, classifying 

them as pathogenic (Table 2B). In addition, MSH6 c.3226C>T (p.Arg1076Cys) variant 

(Figure 1H), initially classified as VUS, was reclassified as probably pathogenic (class 4) 

because of its co-occurrence in trans with MSH6 pathogenic mutations in patients with 

constitutional MMR deficiency and loss of MSH6 expression in normal cells (Gardès et 

al, 2012; Jasperson et al, 2011; Okkels et al, 2006; Plaschke et al, 2006; Rahner et al, 

2008) 

No effect on splicing and transcript stability was detected in lymphocytes from the 

carrier of MSH2 c.1787A>G (p.Asn596Ser) variant, as previously reported (Betz et al, 

2009) (Table 2A). In case 57, splicing analysis confirmed the presence of an aberrant 

transcript containing the exon 8 duplication (r.1277_1387dup), predicted to generate a 

frameshift protein (p.Val463Glufs*11), allowing to classify the variant as pathogenic 

(Figure 2C and S3). 

The functional impact of MLH1 promoter c.-574T>C variant on MLH1 transcription could 

not be assessed due to the absence of coding heterozygous MLH1 variants being also 

classified as VUS. The latter MMR variant and the 8 additional ones remained as VUS 

due to insufficient evidence, although in silico predictions suggested neutrality for 4 of 

them (MSH2 c.1787A>G, c.2045G>C and c.2802G>A and PMS2 c.1320A>G) (Table 2 and 

S4).  

Identification of variants in other CRC-predisposing genes 

Additionally, subexome analysis identified rare germline variants in other CRC-

predisposing genes in 32 LLS cases (Table S5). Thirteen of them were variants predicted 

as pathogenic by in silico tools in genes such as APC, MUTYH, MSH3 and FAN1 (Table 3 

and S6). Interestingly, four variants were located in the MSH3 (Table 3), and two of them 

coexisted in cis in the same patient (case 74; Figure S4): the variant c.2732T>G 

(p.Leu911Trp) affects a highly conserved residue along MutS proteins, and the variant 

c.685T>C (p.Tyr229His) is located next to the DNA recognition domain and affects a 

highly conserved in MSH3 (Adzhubei et al, 2010; Obmolova et al, 2000). 

Immunohistochemical staining showed conserved MSH3 nuclear expression in normal 

and tumor tissue from case 74, while tetranucleotide repeats analysis displayed 

instability in 2 out of 6 microsatellites, indicating EMAST (Figure S4). It is noteworthy 

that the EXO1 c.2212-1G>A variant identified in case 58 cause an in-frame deletion of 6 

amino acids in the MSH2 interaction domain (Table 3). 
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The FAN1 c.149T>G (p.Met50Lys) variant was found in heterozygosity in case 39, 

diagnosed with CRC at 49 years of age. This variant, localized at the ubiquitin-binding 

domain, was previously associated to pancreatic cancer predisposition (Smith et al, 

2016). Functional assays demonstrated that c.149T>G variant affects FAN1 nuclease 

activity, impeding the repair of chromosome abnormalities when forks stall after 

hydroxyurea and mitomycin treatment (Lachaud et al, 2016). Conversely, homozygous 

carries of this FAN1 variant have been recently reported in controls in The Genome 

Aggregation Database (GnomAD).  

Furthermore, the POLE c.898A>G (p.Ile300Val) variant was found in patient 53 predicted 

as benign by in silico tools. However, since it was located within the exonuclease 

domain, whole exome sequencing in tumor was performed in order to elucidate its 

causality. Unfortunately tumor analysis displayed neither POLE signature nor 

hypermutability (data not shown).  

 

Constitutional epigenetic alterations in MMR genes  

Methylome analysis was firstly used to evaluate the existence of constitutional 

epigenetic alterations in MMR genes. Interestingly, blood DNA from case 7 displayed 

MLH1 promoter hypermethylation that was further validated in blood using MS-MLPA 

(mean methylation in C/D regions 48%; data not shown). She was a woman who 

developed a BRAF wildtype CRC at age 42 (Figure 2A). Blood methylation pattern 

matched in extension with the 1.6 Kb differentially methylated region (DMR) previously 

described in constitutional epimutation carriers (Dámaso et al, 2018) (Figure 2B). The 

constitutional epimutation was also detected in normal colorectal mucosa (Figure 2C).  

No other cases with hypermethylation in MMR genes were found. 

 

Global epigenetic characterization of Lynch-like cases  

We also performed a global epigenetic characterization of LLS cases in order to evaluate 

the relative contribution of this type of aberration. No differentially methylated (DM) 

CpG islands were evidenced when LLS blood samples were compared to LS or healthy 

individuals (Table S7A). As expected the EPM2AIP1-MLH1 CpG island was the sole DM 

region identified in blood when LLS group was compared to MLH1 constitutional 

epimutations (Table S7A). The subsequent analysis of individual CpG sites identified a 

number of DM sites in the genome (Table S7B). Among them, only a single CpG located 

within KHDC1 gene showed methylation differences higher than 20% in MLH1-deficient 

LLS cases in comparison to constitutional MLH1 epimutations. However, this CpG site, 

located in a boundary between a non-methylated and a fully methylated region, 

evidenced high dispersion within groups (Figure S5).  No constitutional epigenetic 



 
 

aberrations were evidenced in the LLS group when methylome data was reanalyzed 

after excluding LS variant carriers and carriers of predicted pathogenic variants in CCR 

predisposing genes. 

Next, we investigated the presence of tissue-specific epigenetic alterations in normal 

colorectal mucosa. Similar to the results obtained in blood samples, no DM CpG islands 

or CpG sites were identified in LLS when compared to LS or healthy control samples 

(Table S8). No further differences were observed when analyzing the colorectal tumors 

from LLS and LS patients (Table S9). Methylome analysis of DM CpG islands in paired 

normal-tumor colonic samples from LLS individuals resulted in the identification of a 

high number of DM CpG islands (n=4380), most of them (n=3076) also identified as DM 

in normal-tumor samples from LS individuals (Figure 3), pointing to similar tumor 

methylation patterns in both groups. As expected (Pfeifer, 2018), strong 

hypermethylation of CpG islands and moderate hypomethylation of CpG sites within 

body genes was observed in tumors from both groups.  

  



 
 

 
Figure 2: Identification of a new case of constitutional MLH1 epimutation. (A) Pedigree of case 

7. Representation of mean -values in blood DNA (B) and FFPE normal colorectal mucosa (C) 

from case 7 against MLH1 epimutation carriers, mutation-positive Lynch syndrome patients 

and healthy controls at differentially methylated region described for constitutional MLH1 

epimutation carriers. Chromosome coordinates of CpG sites are graphed at axis of abscissa. 

The locations of the CpG sites are not drawn to scale. CpG islands (CI) are represented as black 

rectangles and their shores are represented in grey. Location of Deng’s promoter regions (DR) 

are indicated as white rectangles. Genes (G) including displayed CpG sites are represented as 

grey rectangles. Cytoband divisions (CB) are displayed as grey rectangles. Ensembl GRCh37 was 

taken as reference for gene coordinates. 

 



 
 

 

Figure 3: Scatterplot of the normalized mean B-values obtained using the Infinium 450k Human 

Methylation array to identify differentially methylated CpG islands (A) and genes (B) during 

tumorogenesis of LLS cases (left) and LS controls (right). The transparency corresponds to point 

density. One % of the points in the sparsest populated plot regions are drawn explicitly. The 

colored points represent differentially methylated CpG islands and genes with an FDR adjusted 

p-values lower than 0,05. (C) Venn diagrams of the differentially methylated CpG islands (left) 

and CpG sites (right), which shown the overlapping of epigenetic changes during 

tumorogenesis in LLS cases (yellow) and LS controls (red). 

 



 
 

DISCUSSION 

Individuals with MMR deficient tumors and no identified germline MMR mutations, 

account for more than a half of the cases being attended at genetic counseling units 

because of LS suspicion. They encompass a heterogeneous group of patients that may 

benefit from further stratification after comprehensive (epi)genetic characterization. By 

combining the use of variant pathogenicity assessment with subexome analysis and a 

global epigenetic characterization we have reclassified 9 of 115 cases as LS, one 

secondary to a constitutional epimutation. These results, together with the 5 cases from 

the same series reclassified in a previous work (Vargas-Parra et al, 2017) yielded a 13% 

(15/115) reclassification rate. Also, predicted deleterious variants in other CRC 

predisposing genes were found. Finally, other clinically relevant DMRs were not 

identified.  

In the present work a customized NGS panel for the analysis of CRC predisposition genes 

allowed us to identify 2 previously missed bona fide MMR pathogenic variants in 

Amsterdam families. Fifteen additional MMR variants (depicted by NGS or Sanger 

sequencing) were also found in 16 individuals. RNA analyses in combination with 

multifactorial likelihood calculations resulted in the classification of 5 of them as 

pathogenic mutations. These results highlight the benefit of applying quantitative and 

qualitative analyses for variant interpretation and classification. Of note, four out of the 

17 MMR variants identified were not found in the candidate MMR gene according to 

the IHC pattern (cases 5, 82, 92 and 98), two of them finally classified as disease causing 

in the family (cases 82 and 92). These observations highlight the benefit of multiplex 

MMR genes panel testing  in the presence of discordant IHC results.   

Copy number variant (CNV) reanalysis using an updated MLPA test identified a MSH2 

exon 8 duplication in an additional case fulfilling Amsterdam criteria. These results 

further reinforce the notion that reanalysis of MMR genes using updated testing 

strategies should be considered in former LLS cases with strong individual and/or 

familial cancer history. While our NGS panel was not designed for CNV identification, 

recent advances in bioinformatic analysis have allowed the robust identification of 

rearrangements in other cancer gene panels, making it closer the routine use of NGS for 

CNV identification (Schmidt et al, 2017). 

The use of subexome gene panels allowed the identification of additional candidate 

genes for LLS (de Voer et al, 2013; Goldberg et al, 2015; Vargas-Parra et al, 2017). In our 

cohort, variants were found in well-known CRC predisposition genes such as APC and 

MUTYH, as well as in newly emerging cancer predisposition genes, such as MSH3, EXO1 

and FAN1. Since patients with biallelic mutations in MUTYH were previously discarded 

in our LLS series (Castillejo et al, 2014; Seguí et al, 2015b), only 3 heterozygous MUTYH 

carriers were found (current study and Vargas-Parra et al, 2017). The clinical 



 
 

actionability of germline MUTYH monoallelic mutations is limited and a matter of 

ongoing controversy. A modest increased susceptibility to cancer has been observed in 

several studies (Croitoru et al, 2004; Jones et al, 2009; Khalaf et al, 2013; Win et al, 

2014), whereas others have failed to replicate these findings (Balaguer et al 2007; Lubbe 

et al 2009; Ma, Zhang and Zheng 2014; Theodoratou et al 2010).  

There are a few reports of germline variants in EXO1 and MSH3 in LS suspected families, 

although the clinical significance of these variants was not determined (Jagmohan-

Changur et al, 2003; Peltomäki, 2003). Moreover, MSH3 variants have been found in 

combination with variants in LS-associated genes (Duraturo et al, 2011; Morak et al, 

2017). Recently, biallelic MSH3 mutations have been described to drive to adenomatous 

polyposis and CRC (Adam et al, 2016). In our cohort, 4 patients were carriers of 

monoallelic predicted pathogenic variants in EXO1 or MSH3 genes, and one MSH3 

carrier case harbored a tumor showing EMAST. These findings suggested the possibility 

of an oligogenic effect of MSH3 and EXO1 variants . Further studies are needed in order 

to elucidate the role of MSH3 and EXO1 in LLS. 

Recent reports implicate FAN1 as a colorectal cancer (CRC) and high-risk pancreatic 

cancer (PC) susceptibility gene (Seguí et al, 2015a; Smith et al, 2016). We found a patient 

carrying the FAN1 c.149T>G (p. Met50Lys) variant which was previously associated to 

functional defects and pancreatic cancer predisposition (Lachaud et al, 2016; Smith et 

al, 2016). However, the role of FAN1 in cancer predisposition is currently a matter of 

controversy since no significant increase in the burden of FAN1 mutations are detected 

in CRC cases versus controls (Broderick et al, 2017).  

At the epigenetic level genome-wide methylation profiling was performed in DNA from 

blood and available colorectal tissue of all probands of our series. Individual methylation 

analysis of MMR genes allowed the identification of a new case of constitutional MLH1 

epimutation (the 73rd primary epimutation carrier reported word-wide; (Barrington et 

al, 2018; Dámaso et al, 2018; Hitchins, 2015; Morak et al, 2018; Pinto et al, 2018). This 

finding reinforces the need to rule out suggestive MLH1 epimutation cases by analyzing 

DNA blood methylation in all early-onset cancer patients, irrespective of of family 

history, where somatic methylation has not been assessed. 

Genome-wide methylome analysis has ruled out other common constitutional 

epigenetic alterations associated with LLS individuals. This analysis also discarded the 

presence of colorectal tissue specific epimutations, as described for MSH2 epimutations 

(Ligtenberg et al, 2009; Ligtenberg et al, 2013). However, we cannot completely rule out 

the existence of methylation aberrations in specific groups taking into account the 

diversity of IHC MMR patterns. Moreover, methylome analysis was not able to 

discriminate between tumors from LLS and LS individuals in line with the strong 



homogeneity of the epigenetic and genetic profile of MSI tumors previously reported 

(Hinoue et al, 2012; The Cancer Genome Atlas, 2012). 

In all, germline reassessment of LS suspected cases is useful for the elucidation of the 

molecular basis of a relevant proportion of LLS cases.  Subexome panels of cancer 

predisposing genes in combination with pathogenicity assessment of variants offered a 

good yield in reclassification, unmasking the limitations of IHC testing and the difficulty 

of detecting cryptic MMR mutations. The availability of advanced sequencing 

technologies will shed light on the molecular classification of LLS at the germline level. 

When combined with somatic testing these technologies will likely fulfill their 

anticipated potential.  
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

Figure S1. Splicing analysis of MSH6 c.1618_1620del variant. A) Schematic overview of MSH6 

exons. B) Left: agarose gel showing RT-PCR products. Right: direct sequencing of RT-PCR 

products showing the wt transcript and the aberrant transcript corresponding to a partial in-

frame deletion of exon 4 (r.1607_3172del; p.Ser536_Asp1058delinsAsn) coexisting with the 

full-length variant transcript (r.1618_1620del). Abbreviations: nt, nucleotide sequence; aa, 

amino acid sequence; P, puromycin; NP, no puromycin. 
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Figure S2: Pedigrees from families included for pathogenicity assessment of MMR VUS by 

multifactorial analysis. Abbreviations: CRC=colorectal cancer, BC=breast cancer, LvC=liver cancer, 

LC=lung cancer, EC=endometrial cancer, GC=gastric cancer. 
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Figure S3: Splicing analysis of MSH2 exon 8 duplication. A) Schematic overview of MSH2 exons. 

B) Left: agarose gel showing RT-PCR products. Right: direct sequencing of RT-PCR products 

showing the wt transcript and the aberrant transcript corresponding to a duplication of exon 8. 

Abbreviations: nt, nucleotide sequence; aa, amino acid sequence; P, puromycin; NP, no 

puromycin. 
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Figure S4: Pathogenicity assessment of MSH3 variants found in case 57. (A) Pedigree of case 

7. (B) Structure-based sequence alignment of Mut S homologues (upper panel) and multiple 

sequence alignment (lower panel). (B.1) MutS homologues from human (hMSH), S. cerevisiae 

(yMSH) and T. aquaticus are shown. The secondary structures observed in TAQ MutS are 

indicated above the aligned sequence. Conserved residues for structural integrity are 

highlighted in yellow, for DNA recognition in blue, for protein dimerization in green, for ATPase 

activity in red and for interdomain interactions in purple. Residues that, when mutated, cause 

defective mismatch repair in yeast, or HNPCC in humans are coloured red, or, if they are 
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highlighted in purple and red, white. The five nucleotide-binding motifs are indicated beneath 

the sequence alignment. Variants are marked with a black box on human MSH3 protein. Image 

modified from Obmolova et al 2000. (B.2) Polyphen-2/UniProtKB/UniRef100 aligment against 

different animal species. 75 amino acids surrounding the variant position (marked with a black 

box) are shown. (C) MSH3 IHC staining of patient 57 and a CRC control without family history 

of cancer. (D) EMAST analysis in blood and FFPE tumor DNA from case 57.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure S5: Differentially methylated CpG site was found inside KHDC1 gene. (A) Methylation 

pattern of the locus in MLH1-deficient Lynch-like syndrome patients (black) and constitutional 

MLH1 epimutation carriers (grey). The location of reference genes and CpG islands is 

represented above according to UCSC genome browser. Significative differentially methylated 

CpG site is marked up with an asterisk and its probe ID is given. (B) Mean of Beta-values of each 

group of study for cg01836455 probe. Significative differences are marked up with an asterisk.  
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Group
Included 

Males

Included 

Females

Blood 

samples

Mean age 

at blood 

extraction 

(years)

FFPE 

Normal 

Colon 

mucosa

Mean age 

Normal 

Colon 

(years)

FFPE CRC

Mean age 

CRC 

(years)

Paired 

Normal/ 

Tumor

Lynch-like syndrome patients (n=115) 53 62 114 57±14 15 52±11 25 48±12 8

with somatic MLH1/PMS2 loss 28 29 56 56±16 5 46±7 11 42±11 3

with somatic MSH2/MSH6 loss 10 17 27 56±15 7 57±13 6 50±17 3

with somatic MSH6 loss 4 8 12 60±11 1 45±0 4 51±6 1

with somatic PMS2 loss 2 3 5 57±6 1 47±0 1 57±0 0

no loss 9 5 14 63±13 1 58±0 3 60±5 1

Mutation-positive Lynch syndrome patients (n=61) 30 31 61 53±8 17 50±10 21 50±9 14

MLH1 mutation carriers 9 12 21 49±8 6 47±8 8 46±7 6

MSH2  mutation carriers 10 18 28 47±9 5 40±9 7 43±10 4

MSH6  mutation carriers 8 1 9 55±14 3 50±12 3 48±6 1

PMS2  mutation carriers 3 0 3 64±10 3 63±13 3 63±13 3

Constitutional MLH1 Epimutation carriers (n=12) 6 6 11 59±12 4 35±7 6 42±8 3

Healthy controls (n=41) 12 29 41 51±11 0 NA 0 NA 0

Table S2-Summary of the samples included in the genome-wide methylation analysis.

Table S3- Primers and conditions used at current study

Gene Change Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3')
Amplicon 

size

Annealing 

temperature

MLH1 NM_000249.3:c.676C>T GTTTCAGTCTCAGCCATGAG       ACACATGATTCACGCCACAG 376 55

MSH6 NM_000179.2:c.2219T>A GAGGCACGATGTAGAAAGATGGCA TCCTGGTGTCAACCCAATGGAA 582 60

MSH6 NM_000179.2:c.3150_3161dup TGGGATACAGCCTTTGACCATGA CTTAAATTGCTGTGGGCAGCCT 633 60

Gene Change Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3')
Amplicon 

size

Annealing 

temperature

MSH2 NM_000251.2:c.2702A>T ATGTGTGATATGTTTAGATGGAA GCACTGACAGTTAACACTATGGA 285 50

MSH6 NM_000179.2:c.2092C>G CCATTGGGTTGACACCAGGAGA TTGAATCCTTCCAGAGCAGAAAGA 595 60

MSH3 NM_002439.4:c.685T>C GTTAGCTTTTTGCCAGATTTGC TAAAATAGTGCCTGAAAAGAC 333 56

MSH3 NM_002439.4:c.1862T>C GAAGGAGGAGTTTCCTTTGT AGAACACTGTCAGCTTTAATAG 295 56

MSH3 NM_002439.4:c.2732T>C TCACACAGTTCAGGTTGAAG CTCCTAAATGTTGAGTGCTTT 499 58

MSH3 NM_002439.4:c.3072G>C GTTGTACTTTTCTTGTGACT CCAACAAACTTTGAGTTATCA 317 55

APC NM_000038.5:c.1959G>A GTTACTGCATACACATTGTGAC ACTTCTATCTTTTTCAGAACGAG 649 57

APC NM_000038.4:c.1966C>G GTTACTGCATACACATTGTGAC ACTTCTATCTTTTTCAGAACGAG 649 57

APC NM_000038.4:c.3173A>G AGTCTTAAATATTCAGATGAGCAG AATTCCATGATTAGAACCCAC  282 60

APC NM_000038.4:c.7514G>A TCCACACATTCGTCTGTTCA CTCACCCAAACATCCTCTGTT 500 55

APC NM_000038.4:c.7936C>G TCCACACATTCGTCTGTTCA CTCACCCAAACATCCTCTGTT 500 55

POLD1 NM_002691.3:c.2275G>A GCTTCACTCCGCATGATTCT ATGAGGGCACCTAAATGCAG 527 55

BUB1 NM_004336.4:c.2473C>T CCACATTGCAGCAACAGTTC TGTAGAATTCCCAGGGGTTG 167 56

PMS1 NM_000534.4:c.497A>C GACGTTCCTTCCAAATCTAAATG GTCATAGCCCATATCTAACTGATTT 300 61

EPCAM NM_002354.2:c.811G>T TTCCTTTTCTCCTTTTCAATACA CGCCCAGCCACTATTACTTT 295 55

RNA analysis 

Gene Change Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3')
Amplicon 

size

Annealing 

temperature

MSH2 c.1787A>G_splicing TCAGTCTCTGGCTGCCTTG AGCCCCTACTCGGGCTAAG 1140 64

MSH2 exon 8 duplication_splicing TCAGTCTCTGGCTGCCTTG AGCCCCTACTCGGGCTAAG 1140 64

MSH6 c.1153_1155delAGG_splicing ACTGAGAGCAATGCAACGTG CAGGAAAATGGCAAAGCCTA 2868 64

MSH6 c.1618_1620delCTT_splicing ACTGAGAGCAATGCAACGTG CAGGAAAATGGCAAAGCCTA 2868 64

MSH6 c.3150_3161dup_splicing ACTGAGAGCAATGCAACGTG CAGGAAAATGGCAAAGCCTA 2868 64

MSH6 c.1153_1155delAGG_ASE GAAGAGATGAGCACAGGAGG _ _ _

MSH6 c.1618_1620delCTT_ASE CCTCTTTTTCTTTGAGGCTAAGA _ _ _

MSH6 c.3150_3161dup_ASE at c.2633T>C AAAATTATAGGGATCATGGAAGAAG _ _ _

Gene Location Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3')
Amplicon 

size

Annealing 

temperature

D20S82 20p12.3 FAM-GCCTTGATCACACCACTACA GTGGTCACTAAAGTTTCTGCT 246–270bp 61

D21S1436 21q21.1 PET-AGGAAAGAGAAAGAAAGGAAGG TATATGATGAAAGTATATTGGGGG appr.178bp 58

UT5037 Chr.8 NED-TTCCTGTGAACCATTAGGTCA GGGAGACAGAGCAAGACTC appr.145bp 60

D2S443 2p13.2–2p13.1 NED-GAGAGGGCAAGACTTGGAAG ATGGAAGAGCGTTCTAAAACA appr.251bp 58

D9S747 9q32 FAM-GCCATTATTGACTCTGGAAAAGAC CAGGCTCTCAAAATATGAACAAAAT 182-202bp 56

MYCL1 1p34.1 FAM-TGGCGAGACTCCATCAAAG CTTTTTAAGCTGCAACAATTT appr.150bp 53

Validation of bona fide pathogenic MMR variants found by Haloplex custom panel

Validation of in-silico  predicted damaging variants found by Haloplex custom panel

EMAST analysis
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Chromosome Coordinates

Comparison 

Group Mean difference p.value FDR p.value Total sites UCSC

chr3 37034229-37035356 LLS-MLH1vsMC -0.383121502 1.39E-73 3.55E-69 30 EPM2AIP1-MLH1

chr3 37034229-37035356

LLS-

NOLOSSvsMC -0.383140078 3.98E-31 1.02E-26 30 EPM2AIP1-MLH1

chr3 37034229-37035356 LLSvsMC -0.383164698 1.02E-119 2.60E-115 30 EPM2AIP1-MLH1

chr3 37034229-37035356 LS-MLH1vsMC -0.383133504 2.51E-39 6.41E-35 30 EPM2AIP1-MLH1

chr3 37034229-37035356 LSvsMC -0.383109405 1.35E-79 3.45E-75 30 EPM2AIP1-MLH1

chr3 37034229-37035356 MCvsHealthy 0.383091852 9.59E-61 2.45E-56 30 EPM2AIP1-MLH1

CG ID Chromosome Start Comparison Group Mean difference p.value FDR p.value Gene

cg06806862 chr3 184934396 LLS-MLH1vsMC 0.1021287 5.58E-06 0.04913797 EHHADH

cg06806862 chr3 184934396 LLSvsMC 0.09807676 5.26E-07 0.00516911 EHHADH

cg04565255 chr13 77565759 LLSvsMC 0.09494056 1.33E-06 0.01249859 CLN5

cg04565255 chr13 77565759 LLS-MLH1vsMC 0.09914193 4.64E-06 0.04270578 CLN5

cg03901784 chr13 103451536 LLSvsMC -0.0147134 1.21E-08 0.00012169 BIVM

cg03901784 chr13 103451536 LLS-MLH1vsMC -0.01502137 3.24E-07 0.00318417 BIVM

cg23961842 chr6 85483800 LLSvsMC -0.01816033 2.59E-06 0.02378466 TBX18

cg23961842 chr6 85483800 LLS-MLH1vsMC -0.02055483 1.22E-08 0.00012301 TBX18

cg08948338 chr6 32936102 LLSvsMC -0.0368752 3.63E-06 0.03197485 BRD2

cg10436026 chr13 37453429

LLS-MSH2vsLS-

MSH2 0.07689572 1.91E-07 0.04265141 SMAD9

cg24760577 chr19 45201793 LLSvsMC 0.05556465 3.03E-06 0.02723409

ENSG0000026690

3/CTB-171A8.1

cg04521543 chr2 669505

LLS-MSH2vsLS-

MSH2 0.04809198 2.02E-07 0.04265141 TMEM18

cg01836455 chr6 73973719 LLS-MLH1vsMC 0.28227418 5.13E-06 0.04614998 KHDC1
               

cg14755019 chr4 41749810 LS-MLH1vsMC 0.07434478 1.90E-06 0.01916646 PHOX2B

cg23944298 chr3 127248864 LS-MSH2vsSANO -0.07036139 9.76E-09 0.00412677 BX537548

cg23944298 chr3 127248864 LS-MSH6vsSANO -0.10034633 9.88E-08 0.04180574 BX537548

A) Differentially methylated CpG islands 

B) Differentially methylated CpG sites found in LLS cases (upper rows) and LS controls (lower rows). Significative CpG sites located at the 

differentially methylated region previously described for MLH1 epimutation carriers have been removed to facilitate its interpretation.

Table S7: Differentially methylated CpG islands (A) and CpG sites (B) found by methylome analysis of blood DNA from LLS cases against controls 

(FDR p-value<0.05).



133 
 

 

Chromosome Coordinates Comparison Group Mean difference p.value FDR p.value Num sites Gene

chr3 37034229-37035356 LLS-MLH1vsMC -0.413333422 2.81E-10 7.12E-06 22 EPM2AIP1-MLH1

chr3 37034229-37035356 LLSvsMC -0.413333422 2.81E-10 7.12E-06 22 EPM2AIP1-MLH1

chr3 37034229-37035356 LS-MLH1vsMC -0.423811959 5.75E-12 1.46E-07 22 EPM2AIP1-MLH1

chr3 37034229-37035356 LSvsMC -0.423811959 5.75E-12 1.46E-07 22 EPM2AIP1-MLH1

CG ID Chromosome Start Comparison Group Mean difference p.value FDR p.value Gene

cg02279071 chr3 37034154 LLS-MLH1vsMC -0,360782456 1,0476E-07 0,00217751 EPM2AIP1-MLH1

cg14751544 chr3 37034166 LLS-MLH1vsMC -0,400209867 1,343E-07 0,00264453 EPM2AIP1-MLH1

cg16764580 chr3 37034346 LLS-MLH1vsMC -0,425835333 2,5295E-09 0,0001352 EPM2AIP1-MLH1

cg01302270 chr3 37034441 LLS-MLH1vsMC -0,597660269 1,9095E-10 2,3814E-05 EPM2AIP1-MLH1

cg17641046 chr3 37034473 LLS-MLH1vsMC -0,593696318 1,4669E-09 0,00010409 EPM2AIP1-MLH1

cg07101782 chr3 37034495 LLS-MLH1vsMC -0,557054297 4,3468E-11 8,1315E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg10769891 chr3 37034730 LLS-MLH1vsMC -0,458920768 5,3222E-09 0,00023309 EPM2AIP1-MLH1

cg23658326 chr3 37034787 LLS-MLH1vsMC -0,403278702 1,6692E-09 0,00010409 EPM2AIP1-MLH1

cg11600697 chr3 37034814 LLS-MLH1vsMC -0,428970019 2,9372E-08 0,00091577 EPM2AIP1-MLH1

cg21490561 chr3 37034825 LLS-MLH1vsMC -0,494376267 2,2595E-07 0,0042268 EPM2AIP1-MLH1

cg00893636 chr3 37034840 LLS-MLH1vsMC -0,446345427 5,3118E-07 0,00864066 EPM2AIP1-MLH1

cg06791151 chr3 37034956 LLS-MLH1vsMC -0,303127322 5,1985E-08 0,00149613 EPM2AIP1-MLH1

cg24985459 chr3 37035090 LLS-MLH1vsMC -0,397349923 5,6069E-09 0,00023309 EPM2AIP1-MLH1

cg12790037 chr3 37035117 LLS-MLH1vsMC -0,425614612 3,7725E-07 0,00641571 EPM2AIP1-MLH1

cg17621259 chr3 37035168 LLS-MLH1vsMC -0,366040011 8,862E-08 0,00207227 EPM2AIP1-MLH1

cg05906740 chr3 37035205 LLS-MLH1vsMC -0,266285456 1,6468E-08 0,00056013 EPM2AIP1-MLH1

cg27331401 chr3 37035207 LLS-MLH1vsMC -0,411753569 2,4069E-07 0,00428822 EPM2AIP1-MLH1

cg25837710 chr3 37035220 LLS-MLH1vsMC -0,295424543 9,534E-09 0,00035671 EPM2AIP1-MLH1

cg12851504 chr3 37035222 LLS-MLH1vsMC -0,283628981 9,5791E-08 0,00210819 EPM2AIP1-MLH1

cg06590608 chr3 37035228 LLS-MLH1vsMC -0,396755002 8,5926E-07 0,01339522 EPM2AIP1-MLH1

cg11224603 chr3 37035282 LLS-MLH1vsMC -0,459588369 1,5039E-09 0,00010409 EPM2AIP1-MLH1

cg19208331 chr3 37035345 LLS-MLH1vsMC -0,496556114 1,3073E-11 4,891E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg14598950 chr3 37035355 LLS-MLH1vsMC -0,331707848 7,8005E-08 0,00194565 EPM2AIP1-MLH1

cg13846866 chr3 37035399 LLS-MLH1vsMC -0,298094031 6,8328E-08 0,00182602 EPM2AIP1-MLH1

cg02279071 chr3 37034154 LLSvsMC -0,360782456 1,0476E-07 0,00217751 EPM2AIP1-MLH1

cg14751544 chr3 37034166 LLSvsMC -0,400209867 1,343E-07 0,00264453 EPM2AIP1-MLH1

cg16764580 chr3 37034346 LLSvsMC -0,425835333 2,5295E-09 0,0001352 EPM2AIP1-MLH1

cg01302270 chr3 37034441 LLSvsMC -0,597660269 1,9095E-10 2,3814E-05 EPM2AIP1-MLH1

cg17641046 chr3 37034473 LLSvsMC -0,593696318 1,4669E-09 0,00010409 EPM2AIP1-MLH1

cg07101782 chr3 37034495 LLSvsMC -0,557054297 4,3468E-11 8,1315E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg10769891 chr3 37034730 LLSvsMC -0,458920768 5,3222E-09 0,00023309 EPM2AIP1-MLH1

cg23658326 chr3 37034787 LLSvsMC -0,403278702 1,6692E-09 0,00010409 EPM2AIP1-MLH1

cg11600697 chr3 37034814 LLSvsMC -0,428970019 2,9372E-08 0,00091577 EPM2AIP1-MLH1

cg21490561 chr3 37034825 LLSvsMC -0,494376267 2,2595E-07 0,0042268 EPM2AIP1-MLH1

cg00893636 chr3 37034840 LLSvsMC -0,446345427 5,3118E-07 0,00864066 EPM2AIP1-MLH1

cg06791151 chr3 37034956 LLSvsMC -0,303127322 5,1985E-08 0,00149613 EPM2AIP1-MLH1

cg24985459 chr3 37035090 LLSvsMC -0,397349923 5,6069E-09 0,00023309 EPM2AIP1-MLH1

cg12790037 chr3 37035117 LLSvsMC -0,425614612 3,7725E-07 0,00641571 EPM2AIP1-MLH1

cg17621259 chr3 37035168 LLSvsMC -0,366040011 8,862E-08 0,00207227 EPM2AIP1-MLH1

cg05906740 chr3 37035205 LLSvsMC -0,266285456 1,6468E-08 0,00056013 EPM2AIP1-MLH1

cg27331401 chr3 37035207 LLSvsMC -0,411753569 2,4069E-07 0,00428822 EPM2AIP1-MLH1

cg25837710 chr3 37035220 LLSvsMC -0,295424543 9,534E-09 0,00035671 EPM2AIP1-MLH1

cg12851504 chr3 37035222 LLSvsMC -0,283628981 9,5791E-08 0,00210819 EPM2AIP1-MLH1

cg06590608 chr3 37035228 LLSvsMC -0,396755002 8,5926E-07 0,01339522 EPM2AIP1-MLH1

cg11224603 chr3 37035282 LLSvsMC -0,459588369 1,5039E-09 0,00010409 EPM2AIP1-MLH1

cg19208331 chr3 37035345 LLSvsMC -0,496556114 1,3073E-11 4,891E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg14598950 chr3 37035355 LLSvsMC -0,331707848 7,8005E-08 0,00194565 EPM2AIP1-MLH1

cg13846866 chr3 37035399 LLSvsMC -0,298094031 6,8328E-08 0,00182602 EPM2AIP1-MLH1

cg11291081 chr3 37033894 LS-MLH1vsMC -0,371115245 2,492E-06 0,03453129 EPM2AIP1-MLH1

cg05845319 chr3 37034066 LS-MLH1vsMC -0,351275962 1,037E-06 0,01492238 EPM2AIP1-MLH1

cg03901257 chr3 37034142 LS-MLH1vsMC -0,353001987 1,1978E-07 0,0019484 EPM2AIP1-MLH1

cg02279071 chr3 37034154 LS-MLH1vsMC -0,371376384 2,0226E-08 0,00037837 EPM2AIP1-MLH1

cg14751544 chr3 37034166 LS-MLH1vsMC -0,420766362 1,6435E-11 2,0497E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg16764580 chr3 37034346 LS-MLH1vsMC -0,434410819 4,5234E-10 1,3018E-05 EPM2AIP1-MLH1

cg01302270 chr3 37034441 LS-MLH1vsMC -0,610600717 1,2046E-10 5,9011E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg17641046 chr3 37034473 LS-MLH1vsMC -0,58834543 1,9475E-08 0,00037837 EPM2AIP1-MLH1

cg07101782 chr3 37034495 LS-MLH1vsMC -0,552071465 3,7198E-10 1,2652E-05 EPM2AIP1-MLH1

cg10769891 chr3 37034730 LS-MLH1vsMC -0,465400466 1,21E-09 3,0181E-05 EPM2AIP1-MLH1

cg23658326 chr3 37034787 LS-MLH1vsMC -0,411265051 3,6414E-11 3,406E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg11600697 chr3 37034814 LS-MLH1vsMC -0,445471307 7,6436E-10 2,0427E-05 EPM2AIP1-MLH1

cg21490561 chr3 37034825 LS-MLH1vsMC -0,516735633 2,052E-10 8,5305E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg00893636 chr3 37034840 LS-MLH1vsMC -0,46385969 2,3849E-08 0,00042489 EPM2AIP1-MLH1

cg06791151 chr3 37034956 LS-MLH1vsMC -0,317113868 9,7243E-11 5,9011E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg24985459 chr3 37035090 LS-MLH1vsMC -0,394538719 5,5892E-08 0,00095052 EPM2AIP1-MLH1

cg12790037 chr3 37035117 LS-MLH1vsMC -0,456526498 9,5236E-09 0,0002096 EPM2AIP1-MLH1

Table S8: Differentially methylated CpG islands (A) and CpG sites (B) found by methylome analysis of normal colon mucosa DNA from 

LLS cases against controls (FDR p-value<0.05).

B) Differentially methylated CpG sites 

A) Differentially methylated CpG islands 



134 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CG ID Chromosome Start Comparison Group Mean difference p.value FDR p.value Gene

cg17621259 chr3 37035168 LS-MLH1vsMC -0,382172302 4,4043E-10 1,3018E-05 EPM2AIP1-MLH1

cg05906740 chr3 37035205 LS-MLH1vsMC -0,271068372 1,7629E-09 4,1224E-05 EPM2AIP1-MLH1

cg27331401 chr3 37035207 LS-MLH1vsMC -0,437689445 5,4097E-11 4,048E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg25837710 chr3 37035220 LS-MLH1vsMC -0,307499026 2,8123E-13 5,261E-08 EPM2AIP1-MLH1

cg12851504 chr3 37035222 LS-MLH1vsMC -0,300720203 1,2618E-10 5,9011E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg06590608 chr3 37035228 LS-MLH1vsMC -0,414447475 1,8062E-08 0,00037543 EPM2AIP1-MLH1

cg11224603 chr3 37035282 LS-MLH1vsMC -0,463126031 2,6519E-10 9,9217E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg19208331 chr3 37035345 LS-MLH1vsMC -0,502994144 4,4572E-14 1,6676E-08 EPM2AIP1-MLH1

cg14598950 chr3 37035355 LS-MLH1vsMC -0,331178728 2,2839E-07 0,00341796 EPM2AIP1-MLH1

cg13846866 chr3 37035399 LS-MLH1vsMC -0,302244693 1,6035E-07 0,00249977 EPM2AIP1-MLH1

cg11291081 chr3 37033894 LSvsMC -0,371115245 2,492E-06 0,03453129 EPM2AIP1-MLH1

cg05845319 chr3 37034066 LSvsMC -0,351275962 1,037E-06 0,01492238 EPM2AIP1-MLH1

cg03901257 chr3 37034142 LSvsMC -0,353001987 1,1978E-07 0,0019484 EPM2AIP1-MLH1

cg02279071 chr3 37034154 LSvsMC -0,371376384 2,0226E-08 0,00037837 EPM2AIP1-MLH1

cg14751544 chr3 37034166 LSvsMC -0,420766362 1,6435E-11 2,0497E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg16764580 chr3 37034346 LSvsMC -0,434410819 4,5234E-10 1,3018E-05 EPM2AIP1-MLH1

cg01302270 chr3 37034441 LSvsMC -0,610600717 1,2046E-10 5,9011E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg17641046 chr3 37034473 LSvsMC -0,58834543 1,9475E-08 0,00037837 EPM2AIP1-MLH1

cg07101782 chr3 37034495 LSvsMC -0,552071465 3,7198E-10 1,2652E-05 EPM2AIP1-MLH1

cg10769891 chr3 37034730 LSvsMC -0,465400466 1,21E-09 3,0181E-05 EPM2AIP1-MLH1

cg23658326 chr3 37034787 LSvsMC -0,411265051 3,6414E-11 3,406E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg11600697 chr3 37034814 LSvsMC -0,445471307 7,6436E-10 2,0427E-05 EPM2AIP1-MLH1

cg21490561 chr3 37034825 LSvsMC -0,516735633 2,052E-10 8,5305E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg00893636 chr3 37034840 LSvsMC -0,46385969 2,3849E-08 0,00042489 EPM2AIP1-MLH1

cg06791151 chr3 37034956 LSvsMC -0,317113868 9,7243E-11 5,9011E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg24985459 chr3 37035090 LSvsMC -0,394538719 5,5892E-08 0,00095052 EPM2AIP1-MLH1

cg12790037 chr3 37035117 LSvsMC -0,456526498 9,5236E-09 0,0002096 EPM2AIP1-MLH1

cg17621259 chr3 37035168 LSvsMC -0,382172302 4,4043E-10 1,3018E-05 EPM2AIP1-MLH1

cg05906740 chr3 37035205 LSvsMC -0,271068372 1,7629E-09 4,1224E-05 EPM2AIP1-MLH1

cg27331401 chr3 37035207 LSvsMC -0,437689445 5,4097E-11 4,048E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg25837710 chr3 37035220 LSvsMC -0,307499026 2,8123E-13 5,261E-08 EPM2AIP1-MLH1

cg12851504 chr3 37035222 LSvsMC -0,300720203 1,2618E-10 5,9011E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg06590608 chr3 37035228 LSvsMC -0,414447475 1,8062E-08 0,00037543 EPM2AIP1-MLH1

cg11224603 chr3 37035282 LSvsMC -0,463126031 2,6519E-10 9,9217E-06 EPM2AIP1-MLH1

cg19208331 chr3 37035345 LSvsMC -0,502994144 4,4572E-14 1,6676E-08 EPM2AIP1-MLH1

cg14598950 chr3 37035355 LSvsMC -0,331178728 2,2839E-07 0,00341796 EPM2AIP1-MLH1

cg13846866 chr3 37035399 LSvsMC -0,302244693 1,6035E-07 0,00249977 EPM2AIP1-MLH1

Table S8. B) Differentially methylated CpG sites (Cont.)
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Chromosome Coordinates Comparison Group Mean difference p.value FDR p.value Num sites Gene

chr3 37034229-37035356 LLS-MLH1vsMC -0.544866628 4.49E-09 0.00011382 22 EPM2AIP1-MLH1

chr3 37034229-37035356 LLSvsMC -0.573192401 1.49E-15 3.79E-11 22 EPM2AIP1-MLH1

chr3 37034229-37035356 LS-MLH1vsMC -0.596405263 7.44E-13 1.89E-08 22 EPM2AIP1-MLH1

chr3 37034229-37035356 LSvcMC -0.595567704 2.04E-18 5.17E-14 22 EPM2AIP1-MLH1

CG ID Chromosome Start Comparison Group Mean difference p.value FDR p.value Gene

cg13846866 chr3 37035399 LLS-MLH1vsMC -0.560369058077121 2,22E+06 0.00103389861948839EPM2AIP1-MLH1

cg14598950 chr3 37035355 LLS-MLH1vsMC -0.564340371311893 2,66E+07 0.00621994556945486EPM2AIP1-MLH1

cg19208331 chr3 37035345 LLS-MLH1vsMC -0.606330771508072 3,11E+06 0.00683785340544724EPM2AIP1-MLH1

cg11224603 chr3 37035282 LLS-MLH1vsMC -0.558257413245998 1,02E+07 0.00293920031642683EPM2AIP1-MLH1

cg06590608 chr3 37035228 LLS-MLH1vsMC -0.528856212362214 1,10E+07 0.00294872234332513EPM2AIP1-MLH1

cg12851504 chr3 37035222 LLS-MLH1vsMC -0.419409027990204 3,51E+06 0.00131276815608557EPM2AIP1-MLH1

cg25837710 chr3 37035220 LLS-MLH1vsMC -0.422137759286675 6,41E+06 0.00202262510613112EPM2AIP1-MLH1

cg27331401 chr3 37035207 LLS-MLH1vsMC -0.497106317529009 2,49E+06 0.00103389861948839EPM2AIP1-MLH1

cg05906740 chr3 37035205 LLS-MLH1vsMC -0.493955040294057 5,72E+04 7,58E+09 EPM2AIP1-MLH1

cg17621259 chr3 37035168 LLS-MLH1vsMC -0.527712116265859 2,07E+06 0.00103389861948839EPM2AIP1-MLH1

cg12790037 chr3 37035117 LLS-MLH1vsMC -0.580606347593302 1,85E+08 0.0383864993460748EPM2AIP1-MLH1

cg24985459 chr3 37035090 LLS-MLH1vsMC -0.589653426756216 2,09E+06 0.00103389861948839EPM2AIP1-MLH1

cg06791151 chr3 37034956 LLS-MLH1vsMC -0.554043211526875 6,08E+04 7,58E+09 EPM2AIP1-MLH1

cg00893636 chr3 37034840 LLS-MLH1vsMC -0.638683908033558 1,06E+06 0.000989279398304907EPM2AIP1-MLH1

cg21490561 chr3 37034825 LLS-MLH1vsMC -0.669960512587464 1,95E+06 0.00103389861948839EPM2AIP1-MLH1

cg11600697 chr3 37034814 LLS-MLH1vsMC -0.607376586492236 5,61E+04 7,58E+09 EPM2AIP1-MLH1

cg23658326 chr3 37034787 LLS-MLH1vsMC -0.514520267848202 6,49E+06 0.00202262510613112EPM2AIP1-MLH1

cg10769891 chr3 37034730 LLS-MLH1vsMC -0.630020594448291 2,59E+07 0.00621994556945486EPM2AIP1-MLH1

cg13846866 chr3 37035399 LLSvsMC -0.56799652756749 1,05E+02 2,48E+04 EPM2AIP1-MLH1

cg14598950 chr3 37035355 LLSvsMC -0.580565979631976 2,22E+03 4,62E+07 EPM2AIP1-MLH1

cg19208331 chr3 37035345 LLSvsMC -0.648836268830944 3,18E+01 9,91E+05 EPM2AIP1-MLH1

cg11224603 chr3 37035282 LLSvsMC -0.595460603026555 4,02E+01 1,16E+06 EPM2AIP1-MLH1

cg06590608 chr3 37035228 LLSvsMC -0.560408812860508 7,81E+01 2,09E+06 EPM2AIP1-MLH1

cg12851504 chr3 37035222 LLSvsMC -0.440262100716413 1,79E+00 9,58E+04 EPM2AIP1-MLH1

cg25837710 chr3 37035220 LLSvsMC -0.439852630498734 2,39E+00 1,12E+05 EPM2AIP1-MLH1

cg27331401 chr3 37035207 LLSvsMC -0.522045413741767 1,78E+00 9,58E+04 EPM2AIP1-MLH1

cg05906740 chr3 37035205 LLSvsMC -0.502402269759583 4,15E-03 7,77E+02 EPM2AIP1-MLH1

cg17621259 chr3 37035168 LLSvsMC -0.552976687584044 1,30E-01 9,58E+04 EPM2AIP1-MLH1

cg12790037 chr3 37035117 LLSvsMC -0.621004284718476 4,86E+02 1,07E+06 EPM2AIP1-MLH1

cg24985459 chr3 37035090 LLSvsMC -0.609486591884614 2,13E+01 7,23E+05 EPM2AIP1-MLH1

cg06791151 chr3 37034956 LLSvsMC -0.560097465399567 1,43E-03 5,35E+02 EPM2AIP1-MLH1

cg00893636 chr3 37034840 LLSvsMC -0.657546707392896 6,50E-01 6,08E+04 EPM2AIP1-MLH1

cg21490561 chr3 37034825 LLSvsMC -0.695056332967469 4,81E+00 1,80E+05 EPM2AIP1-MLH1

cg11600697 chr3 37034814 LLSvsMC -0.623095867722556 1,50E-02 1,87E+03 EPM2AIP1-MLH1

cg23658326 chr3 37034787 LLSvsMC -0.539981833026621 4,12E+00 1,71E+05 EPM2AIP1-MLH1

cg10769891 chr3 37034730 LLSvsMC -0.66092747374574 1,06E+02 2,48E+04 EPM2AIP1-MLH1

cg16433211 chr3 37034693 LLSvsMC -0.39311455628655 6,07E+04 1,20E+09 EPM2AIP1-MLH1

cg07101782 chr3 37034495 LLSvsMC -0.624437345191036 3,24E+06 0.000606720984771112EPM2AIP1-MLH1

cg17641046 chr3 37034473 LLSvsMC -0.623306363242786 1,35E+06 0.00240936326637175EPM2AIP1-MLH1

cg16764580 chr3 37034346 LLSvsMC -0.525667427858871 3,05E+08 0.0496714456459812EPM2AIP1-MLH1

cg14751544 chr3 37034166 LLSvsMC -0.556701431537297 7,99E+07 0.0135911220983936EPM2AIP1-MLH1

cg13846866 chr3 37035399 LS-MLH1vsMC -0.57700115009987 4,04E+05 8,40E+09 EPM2AIP1-MLH1

cg14598950 chr3 37035355 LS-MLH1vsMC -0.610030287792751 2,45E+05 5,39E+09 EPM2AIP1-MLH1

cg19208331 chr3 37035345 LS-MLH1vsMC -0.679605894765244 2,79E+02 2,09E+07 EPM2AIP1-MLH1

cg11224603 chr3 37035282 LS-MLH1vsMC -0.620899163295095 1,38E+03 4,70E+07 EPM2AIP1-MLH1

cg06590608 chr3 37035228 LS-MLH1vsMC -0.588259744790241 1,26E+03 4,70E+07 EPM2AIP1-MLH1

cg12851504 chr3 37035222 LS-MLH1vsMC -0.454198334198829 5,70E+02 2,38E+07 EPM2AIP1-MLH1

cg25837710 chr3 37035220 LS-MLH1vsMC -0.452212170201116 3,55E+00 1,33E+06 EPM2AIP1-MLH1

cg27331401 chr3 37035207 LS-MLH1vsMC -0.53478931539881 4,61E+02 2,38E+07 EPM2AIP1-MLH1

cg05906740 chr3 37035205 LS-MLH1vsMC -0.509867144660677 5,72E+02 2,38E+07 EPM2AIP1-MLH1

cg17621259 chr3 37035168 LS-MLH1vsMC -0.571829565643623 3,37E-01 6,30E+06 EPM2AIP1-MLH1

cg12790037 chr3 37035117 LS-MLH1vsMC -0.649000735890124 2,37E+05 5,39E+09 EPM2AIP1-MLH1

cg24985459 chr3 37035090 LS-MLH1vsMC -0.627275448770501 2,51E+04 6,25E+08 EPM2AIP1-MLH1

cg06791151 chr3 37034956 LS-MLH1vsMC -0.56659900215975 1,09E+04 2,91E+08 EPM2AIP1-MLH1

cg00893636 chr3 37034840 LS-MLH1vsMC -0.674086588511407 3,37E+02 9,69E+07 EPM2AIP1-MLH1

cg21490561 chr3 37034825 LS-MLH1vsMC -0.7173998676445 3,30E+03 9,69E+07 EPM2AIP1-MLH1

cg11600697 chr3 37034814 LS-MLH1vsMC -0.639212263869394 2,06E+02 1,93E+07 EPM2AIP1-MLH1

cg23658326 chr3 37034787 LS-MLH1vsMC -0.557393747961947 1,47E+01 1,83E+07 EPM2AIP1-MLH1

cg10769891 chr3 37034730 LS-MLH1vsMC -0.685449241828011 4,00E+02 2,38E+07 EPM2AIP1-MLH1

cg07101782 chr3 37034495 LS-MLH1vsMC -0.676513006544947 1,10E+06 0.000216129438438042EPM2AIP1-MLH1

cg17641046 chr3 37034473 LS-MLH1vsMC -0.663465854100994 3,98E+07 0.00745008180791215EPM2AIP1-MLH1

cg16764580 chr3 37034346 LS-MLH1vsMC -0.568902782182317 2,48E+08 0.0441428625310717EPM2AIP1-MLH1

Table S9: Differentially methylated CpG islands (A) and CpG sites (B) found by methylome analysis of CRC DNA from LLS cases against controls (FDR p-

value<0.05).

A) Differentially methylated CpG islands 

B) Differentially methylated CpG sites
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CG ID Chromosome Start Comparison Group Mean difference p.value FDR p.value Gene

cg13846866 chr3 37035399 LSvcMC -0.578659650321899 3,19E+00 7,46E+04 EPM2AIP1-MLH1

cg14598950 chr3 37035355 LSvcMC -0.60621350776258 4,34E+00 9,55E+04 EPM2AIP1-MLH1

cg19208331 chr3 37035345 LSvcMC -0.678819589167903 1,85E-06 4,70E-01 EPM2AIP1-MLH1

cg11224603 chr3 37035282 LSvcMC -0.618998964933234 2,32E-01 7,89E+03 EPM2AIP1-MLH1

cg06590608 chr3 37035228 LSvcMC -0.581425850053565 2,57E+00 6,41E+04 EPM2AIP1-MLH1

cg12851504 chr3 37035222 LSvcMC -0.451581050072567 2,46E-02 1,15E+03 EPM2AIP1-MLH1

cg25837710 chr3 37035220 LSvcMC -0.449442299829363 1,12E-04 1,05E+01 EPM2AIP1-MLH1

cg27331401 chr3 37035207 LSvcMC -0.524975010098983 1,44E+00 3,85E+04 EPM2AIP1-MLH1

cg05906740 chr3 37035205 LSvcMC -0.508139226666741 8,70E-04 5,43E+01 EPM2AIP1-MLH1

cg17621259 chr3 37035168 LSvcMC -0.565562641639122 2,95E-02 1,23E+03 EPM2AIP1-MLH1

cg12790037 chr3 37035117 LSvcMC -0.640641745898836 7,19E+00 1,49E+05 EPM2AIP1-MLH1

cg24985459 chr3 37035090 LSvcMC -0.61958860871428 1,25E+00 3,60E+04 EPM2AIP1-MLH1

cg06791151 chr3 37034956 LSvcMC -0.563140405257076 1,08E-02 5,76E+02 EPM2AIP1-MLH1

cg00893636 chr3 37034840 LSvcMC -0.66680772362344 5,95E-02 2,23E+03 EPM2AIP1-MLH1

cg21490561 chr3 37034825 LSvcMC -0.710655710971327 7,37E-02 2,30E+04 EPM2AIP1-MLH1

cg11600697 chr3 37034814 LSvcMC -0.636617580654646 8,80E-05 1,05E+01 EPM2AIP1-MLH1

cg23658326 chr3 37034787 LSvcMC -0.557027527468804 2,51E-06 4,70E-01 EPM2AIP1-MLH1

cg10769891 chr3 37034730 LSvcMC -0.68440776443326 1,43E-04 1,07E+00 EPM2AIP1-MLH1

cg16433211 chr3 37034693 LSvcMC -0.391740647701012 1,59E+05 2,83E+09 EPM2AIP1-MLH1

cg07101782 chr3 37034495 LSvcMC -0.679799128024245 9,08E+02 1,79E+07 EPM2AIP1-MLH1

cg17641046 chr3 37034473 LSvcMC -0.680696070721779 1,34E+05 2,50E+08 EPM2AIP1-MLH1

cg01302270 chr3 37034441 LSvcMC -0.714300329684094 1,99E+06 0.000338603909278005EPM2AIP1-MLH1

cg16764580 chr3 37034346 LSvcMC -0.571908112799867 1,54E+07 0.00243809408080516EPM2AIP1-MLH1

cg14751544 chr3 37034166 LSvcMC -0.59316781865047 1,56E+07 0.00243809408080516EPM2AIP1-MLH1

Table S9. B) Differentially methylated CpG sites (Cont.)
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ARTÍCULO 3 

Primary constitutional MLH1 epimutations: a focal epigenetic event 
 

Hipótesis: La completa caracterización de las epimutaciones primarias en MLH1 podría 

facilitar el descubrimiento de su mecanismo causal. 

Objetivo: Caracterizar las epimutaciones en MLH1 mediante el estudio genético y 

epigenético de la región aberrantemente hipermetilada y otros loci genómicos.   

Resumen de resultados obtenidos: En este trabajo se incluyeron 12 portadores de 

epimutación en MLH1 ya demostradas Además, también se incluyeron 61 pacientes con 

síndrome de Lynch y 41 controles sanos como controles en el estudio del metiloma. No 

se identificaron variantes puntuales ni estructurales en cis en el alelo epimutado en diez 

portadores. En dos de estosse demostró el borrado de la metilación intergeneracional, 

lo que sugiere que la epimutación es primaria. En otros 2 casos, se encontraron 

variaciones en el número de copia en regiones situadas fuera del locus MLH1, aunque 

no se pudo determinar si estaban relacionadas con la epimutación. La isla CpG que 

engloba los promotores de EPM2AIP1-MLH1 fue la única región diferencialmente 

metilada del genoma en portadores de epimutación en MLH1 cuando fueron 

comparados frente a controles. Esta región diferencialmente metilada es distinta a la 

identificada en tumores esporádicos con hipermetilación somática de MLH1, lo que 

sugiere que el mecanismo causal es diferente en ambos casos. 

Las epimutaciones constitucionales primarias de MLH1 son una alteración  epigenética 

focal que tiene lugar alrededor de la isla CpG de EPM2AIP1-MLH1 y no se asocian a 

variantes genéticas en cis. Es necesaria una caracterización molecular más profunda de 

estos casos para determinar el mecanismo causal de las epimutaciones primarias de 

MLH1 y su heredabilidad/reversibilidad. 

 

Contribución del doctorando: Coordinación y recogida de muestras de centros 

externos. Gestión de los bloques de parafina, corte y tinción de laminillas, 

macrodisección y extracción del DNA del tejido parafinado. Diseño y puesta a punto de 

ensayos. Secuenciación y estudios de metilación (secuenciación con bisulfito, MS-

MLPA). Secuenciación clonal con bisulfito. Inmortalización de linfocitos. Realización de 

ensayos de impacto funcional. Estudio de cosegregación en una familia. Análisis e 

interpretación de resultados de array CGH. Elaboración de las matrices de comparación 

del estudio del metiloma. Análisis, interpretación y discusión de resultados. Preparación 

de tablas y figuras. Escritura del manuscrito.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

Supplementary figures 

Figure S1 - Characterization of a novel promoter variant found at HGUE_5 case. A) Result of 

the sequencing analysis of the promoter variant c.-236_-234delCTT in HGUE_5 case. CTT 

deletion is indicated by a rectangle. B) Clonal bisulfite sequencing of MLH1 promoter (C Deng’s 

Region) in blood DNA from HGUE_5 patient. Each horizontal line represents a single allele. CpG 

dinucleotides are depicted by circles. Black and white circles indicate methylated and 

unmethylated CpG, respectively. The allele at rs1800734 (c.-93G>A) is indicated as A or G. 

Novel variant c.-234_-236delCTT is indicated as “CTT” for wildtype haplotype and “[ ]” for the 

deletioned one. Each CpG analyzed is numbered according to its position at amplified region. 
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Figure S2 - Structural alterations found in constitutional epimutation carriers by CGH array. 

Analyzed region is pointed on chromosome 3 representation. Probes are represented as 

crosses. Black crosses = equal amount of patient sample and reference sample has been 

hibridizated for a single probe. Red crosses = More patient sample has been hibridizated for a 

single probe (gain). Green crosses = More reference sample has been hibridizated for a single 

probe (loss). Shadow squares behind deleted probes indicate deletion sizes for patient HGUE_2 

(A) and HGUE_1 (B). 
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Figure S3 – Representation of mean -values in FFPE samples from MLH1 epimutation 

carriers (red), hypermethylated-MLH1 sporadic cancer patients (blue) and mutation-positive 

Lynch syndrome patients (green). Chromosome coordinates of CpG sites are graphed at axis 

of abscissa. The locations of the CpG sites are not drawn to scale. Mean -values of all the 

analyzed CpG sites in A) normal colorectal mucosa samples and B) colorectal cancer samples. 

C) Mean -values of 3p22 cytoband in colorectal cancer samples. CpG islands (CI) are 

represented as black rectangles and their shores are represented in grey. Location of Deng’s 

promoter regions (DR) are indicated as white rectangles (A, B, C and D). Genes (G) including 

displayed CpG sites are represented as grey rectangles. Cytoband divisions (CB) are displayed 

as grey rectangles. Ensembl GRCh37 was taken as reference for gene coordinates. Differentially 

methylated regions with an FDR adjusted p-value lower than 0.005 are signalized by ***. 
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Figure S4– Representation of methylation state of Alu elements present at MLH1 intron 1. A) 

Relative position of Alu elements in MLH1 intron 1. Exon boundaries are represented as grey 

squares. Alu elements are drawn as white squares. CpG site’s number is given according to its 

position at intron 1, using NM_000249 as reference. Analyzed CpG sites are indicated by arrows 

and its CpG site number is indicated below them. Bisulfite sequencing amplicons (P10, P24 and 

P25 (Wang et al, 2011)) are graphed at the top part. B) Methylation results of analyzed CpG 

sites. Each horizontal line represents one individual/cell line. CpG dinucleotides are depicted 

by circles. Black circles indicate fully methylated CpG sites, white circles unmethylated ones 

and white circles with an internal black point indicate partially methylation. CpG sites not 

tested for an individual/cell line are represented by a cross. 
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Figure S5 –Mean β-values in colorectal cancer samples from TCGA MLH1-methylated CRC 

samples (purple) graphed in combination with data from Figure S3B.  
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Supplementary tables 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CaseID at current 

study
Publications

CaseID given at 

previous 

reports

Gender Clinical Criteria
Age at diagnosis/ 

location
IHC loss

BRAF 

genotype

MLH1 

promoter 
methylation 

status

ICO_1 Pineda, Mur et al.,  2012 1 Male Bethesda 32 / Left colon MLH1/PMS2 WT M
34 / Right colon NA NA M

ICO_34 Pineda, Mur et al. , 2012 34 Female Bethesda 29 / Left colon NA NA NA
47 / Right colon MLH1/PMS2 WT M
49 / Endometrium MLH1/PMS2 WT M

M60 Crucianelli et al., 2014 M60 Female Bethesda 55 / Endometrium MLH1/PMS2 NA NA
66 / Uterus MLH1/PMS2 NA NA
66 / Colon MLH1/PMS2 NA M
76 / Breast MLH1/PMS2 NA M

HGUE_1 Castillejo et al.,  2015 1 Female Bethesda 60 / Bladder MLH1/PMS2 WT M
62 / Right colon NA NA NA
63 / Endometrium NA NA NA
66 / Pancreas NA NA NA

HGUE_2 Castillejo et al.,  2015 2 Male Bethesda 40 / Left colon NA NA NA
48 / Right colon MLH1/PMS2 WT M

HGUE_3 Castillejo et al., 2015 3 Male Bethesda 44 / Right colon MLH1/PMS2 WT M

HGUE_4 Castillejo et al.,  2015 4 Male Bethesda 30 / Right colon MLH1/PMS2 WT M

HGUE_5 Castillejo et al. , 2015 5 Male Bethesda 39 / Right colon MLH1/PMS2 WT M

CHN_1 Unpublished Female Bethesda 37 / Colon MLH1/PMS2 WT NA
43 / Endometrium MLH1/PMS2 WT NA
55 / Kidney MLH1/PMS2 WT NA
59 / Colon MLH1/PMS2 WT M

CHN_2 Unpublished Female Bethesda 38/Colon MLH1/PMS2 WT NA

H12O_A Unpublished Male Bethesda 39 / Colon MLH1/PMS2 WT M

H12O_B Unpublished Female Bethesda 49 / Colon MLH1/PMS2 WT NA

NA=Not available, WT=wild-type, M=methylated

Table S1 -  Summary of the most relevant clinical features of the constitutional MLH1  epimutation carriers included in the current study.
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Supplementary methods 

 

Lymphoblastoid cell line establishment 

Nine milliliters of MLH1 epimutation carriers’ blood were collected in EDTA tubes and 

were processed in the following 24h. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were 

isolated using 4ml of lymphocytes isolation solution (Rafer S.L.). PBMC were collected 

with a Pasteur pipet and a wash was done using phosphate-buffered saline buffer. PBMC 

pellets were incubated for 3 hours at 37º C with 200 µL of 0.45 μm-filtered supernatant 

from a culture of the EBV producer cell line B95.8. RPMI medium 1640+GlutaMAX™-I 

(Glibco) supplemented with 10% fetal bovine serum and 10 μg/ml of 

Phytohemaglutinin-L (Sigma-Aldrich Quimica S.L.) was then added. The cells were 

cultured with frequent media changes for 2 or 3 months, until immortalization. 

 

Detailed methylation analysis methods 

Clonal bisulphite sequencing of MLH1 promoter fragments was used to determine the 

methylation profile of individual alleles in patients who were heterozygous for a genetic 

variant within the MLH1 CpG island. PCR amplification was performed on 100-200 ng of 

bisulfite modified DNA using Platinum Taq polymerase (Invitrogen) using primers and 

conditions listed in Figure S3. PCR products were purified using the QIAquick PCR 

purification kit (QIAGEN) and eluted in 15 μl of water, and 4 μl of eluate was ligated with 

1 μl of pCR4-TOPO vector. One vial of competent E. coli cells vial was transformed using 

2 μl of the ligation reaction, as indicated for the TOPO TA Cloning kit for sequencing 

(Invitrogen). Transformed competent cells (in 25, 50 and 100 μl volumes) were spread 

onto selective LB-agar plates containing ampicillin and incubated overnight at 37ºC. At 

least 24 individual colonies were picked at random for sequencing the plasmid inserts. 

In order to determine the methylation associated allele, the colony-PCR was performed 

using T3/T7 primers in 24 colonies. Colony-PCR products were purified by Exosap-it 

(Affymetrix) and sequenced using BigDye Terminator v.3.1 Sequencing Kit (Applied 

Biosystems, Carlsbad, CA).  
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MLH1 allelic expression analyses  

Lymphocytes from index cases were cultured in PB-MAX™ Karyotyping Medium (Gibco) 

for up to 8 days, and lymphoblastoid cell lines were cultured in RPMI Medium 

1640+GlutaMAX™-I supplemented with 10% fetal bovine serum, at 37 degrees Celcius 

and 5% carbon dioxide. Total RNA was extracted using Trizol reagent (Invitrogen) 

according to the manufacturer’s instructions. cDNAs were synthesized using the iScript™ 

cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad).  

For allelic expression analyses at the MLH1 single nucleotide polymorphism (SNP) 

rs1799977 (c.655A>G), the relative levels of the two alleles were determined in genomic 

DNA and cDNA by single-nucleotide primer extension (SNuPE). PCR flanking the 

analyzed heterozygous variants of genomic DNA and cDNA was performed as described 

(Pineda et al, 2012). For SNuPE analysis, the amplified band was analyzed using the ABI 

PRISM SNaPshot kit (Applied Biosystems) and a specific primer (Table S3). The purified 

products were run on an ABI Prism 3130 DNA sequencer and analyzed by GeneMapper 

v4.0 (Applied Biosystems). To obtain ASE (allele-specific expression) values, we used the 

previously described method  (Pineda et al, 2012): cDNA (peak height major allele/ peak 

height minor allele) / gDNA (peak height major allele/ peak height minor allele). The final 

ASE value was calculated as the mean of the ASE values obtained for the triplicates or 

quadruplicates studied in each sample. ASE values of 1.0 indicate equal levels of 

expression from both alleles. ASE values lower than 1.0 indicate reduced expression 

from one allele. 
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ARTÍCULO 4: 

Highly sensitive MLH1 methylation analysis in blood allows the 

identification of low-level epigenetic mosaicism 
 

Hipótesis: Algunos pacientes con epimutación en MLH1 podrían estar siendo 

infradiagnosticados debido a la presencia de mosaicismo epigenético. 

Objetivo: Identificar pacientes con bajos niveles de mosaicismo epigenético en MLH1, 

los cuales no han sido diagnosticados como portadores de epimutación. 

Resumen de resultados obtenidos: Se puso a punto un ensayo de alta sensibilidad para 

la detección de metilación en la región C de Deng del promotor de MLH1 mediante MS-

MCA. Mediante esta técnica se analizaron 22 pacientes con hipermetilación de MLH1 

en sus tumores, pero con metilación indetectable en sangre en su análisis mediante MS-

MLPA.  

El estudio de metilación con alta sensibilidad identificó un caso (4.5%) con bajos niveles 

de metilación (1-2%) en DNA de sangre. Esta paciente contaba con una historia personal 

de cáncer muy fuerte, habiendo desarrollado 3 tumores gastrointestinales a las edades 

de 22, 24 y 25 años. Todos los tumores compartían la hipermetilación del promotor de 

MLH1 y la pérdida de heterocigosidad asociada con el alelo c.655A. La presencia de 

niveles bajos de metilación de MLH1 se confirmó por secuenciación clonal con bisulfito, 

lo que demostró la asociación con el alelo c.-93G a la metilación. El estudio del metiloma 

de la paciente demostró que la extensión de la región hipermetilada era igual a la 

anteriormente descrita para portadores de epimutación primaria en MLH1. No se 

identificaron variantes genéticas raras en línea germinal ni alteraciones en números de 

copia, clasificando a esta paciente como portadora de epimutación primaria en MLH1. 

El uso de técnicas altamente sensibles como MS-MCA ha demostrado ser útil para la 

detección de niveles bajos de metilación en sangre. 

 

Contribución del doctorando: Propuesta de la hipótesis. Diseño de experimentos. 

Obtención, gestión y tratamiento de las muestras. Cultivo primario de linfocitos y 

fibroblastos. Extracción de RNA. Parte de la secuenciación clonal con bisulfito. Análisis e 

interpretación de resultados de array CGH y SNP array. Estudio de tejidos mediante 

Infinium 450K. Análisis, interpretación y discusión de resultados. Preparación de figuras. 

Escritura de la primera versión del manuscrito.  
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ABSTRACT  

Constitutional MLH1 epimutations are a rare cause of Lynch syndrome. Low 

methylation levels (≤10%) have been occasionally described. The aim of this study was 

the identification of patients with low levels of epigenetic mosaicism in MLH1 gene. 

Eighteen patients with MLH1 hypermethylated tumors and undetectable methylation in 

blood as assessed by Methylation-Specific (MS) Multiplex Ligation-Dependent Probe 

Amplification were included. Highly sensitive MS-Melting Curve Analysis (MS-MCA) at 

MLH1 promoter was used to screen for epigenetic mosaicism. Constitutional 

methylation was confirmed by other methods. Mutational analysis of hereditary cancer 

genes including MLH1 was performed. 

MS-MCA analysis identified one case (5.6%) with low levels of methylation (1-2%) in 

blood DNA. The patient had developed 3 gastrointestinal tumors at ages 22, 24 and 25, 

sharing MLH1 promoter hypermethylation and loss of heterozygosity associated with 

c.655A allele. The presence of low MLH1 methylation levels was confirmed by clonal 

bisulfite sequencing, evidencing the association with c.-93G allele. The extension of the 
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hypermethylated region overlaps with the reported in constitutional MLH1 epimutation 

carriers. No rare germline variants were identified. 

The use of highly sensitive techniques such as MS-MCA has demonstrated to be useful 

for the detection of low levels of MLH1 methylation in blood. 
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INTRODUCTION  

 

Lynch syndrome (LS) is characterized by an increased risk for colorectal cancer (CRC) as 

well as other cancers (stomach, small intestine and endometrium among others) [1]. It 

is mainly caused by germline genetic mutations in a mismatch repair (MMR) gene 

(MLH1, MSH2, MSH6 or PSM2). In a small proportion of patients LS is caused by a MLH1 

constitutional epimutation, in which monoallelic hypermethylation of the promoter CpG 

island throughout normal tissues results in allele-specific silencing [2]. 

 

Ninety-seven index cases with a constitutional MLH1 epimutation have been reported 

so far [3, 4, 5, 6, 7]. Most are considered primary, arising apparently de novo and 

reversible between generations, whereas secondary ones are associated with an in-cis 

genetic variant. Recently we demonstrated that EPM2AIP1-MLH1 CpG island is the sole 

differentially methylated region in primary MLH1 epimutation carriers [4]. Available 

evidence suggests that constitutional epimutations cause a severe LS phenotype, 

including early-onset and multiple primary tumors [8].  

 

The level of constitutional methylation varies among individuals. Although most cases 

show hemiallelic methylation in blood, variable levels of germline methylation are 

frequently reported (reviewed in [4]). Low methylation levels (≤10%) have been 

described in 7 patients [9, 10, 11, 12] but also in a high proportion of healthy controls as 

well, hampering its interpretation [13]. The use of robust and sensitive techniques is 

critical to know the real prevalence of constitutional epimutations and to ascertain the 

role of MLH1 epigenetic mosaicism in cancer predisposition.   

 

The main aim of this study was the identification of patients with low levels of epigenetic 

mosaicism in MLH1 gene combining a variety of highly sensitive methylation analysis 

techniques. 
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PATIENTS AND METHODS (550 words) 

Patients and samples 

Patients were assessed through Cancer Genetic Counseling Units of the Institut Català 

d’Oncologia (ICO) from 1998 to 2016. A total of 18 individuals presenting MLH1-

methylated colorectal tumors before 50 years of age or multiple tumors before 60 years 

were included in this study (Figure S1 and Table S1; Supplementary Methods). Their 

levels of MLH1 methylation in blood were previously assessed by MS-MLPA resulting 

below the limit of detection (between 0% and 4% at Deng C and D regions) and were 

considered as negative (Table S1). Twenty healthy individuals (selected to appropriately 

match the patients by age, race and geographic location) were included as controls. In 

addition, 61 LS cases harboring MMR genetic mutations, 12 constitutional MLH1 

epimutation carriers and 41 healthy controls were included as controls for global 

methylome analysis [4].  

Written informed consent was obtained from all individuals, and the ethics committee 

of the respective hospitals approved the study. Sample processing is detailed in 

Supplementary Methods. 

Methods  

In all cases screening of mutations in hereditary cancer genes (including MLH1) was 

performed as described (see Supplementary Methods). The levels of methylation at the 

MLH1 promoter in biological samples were assessed by several methods (see 

Supplementary Methods): (i) Methylation-specific multiplex ligation-dependent probe 

amplification (MS-MLPA) using the SALSA MLPA ME011 Mismatch Repair genes 

probemix (MRC-Holland). (ii) Methylation-specific melting curve analysis (MS-MCA): 

Bisulfite treated DNA was used to amplify Deng C and D regions in a nested PCR carried 

out in a LightCycler 480 II; the analytical sensitivity of the technique is 1% for Deng C 

region (Figure S2A-B). (iii) Pyrosequencing: Bisulfite treated DNA was used to amplify 

Deng C and intron 1 regions with biotin-labeled primers; the estimated analytical 

sensitivity of this technique is 4% and 5% at C-region and intron 1, respectively (Figure 

S3A-B). (iv) Clonal bisulfite sequencing of fragments of the MLH1. 
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The impact of MLH1 promoter methylation on allelic expression was assessed by single-

nucleotide primer extension (SNuPE) at MLH1 rs1799977 (c.655A>G) in PBL. The relative 

levels of the two alleles were determined in cDNA/gDNA as previously described [14]. 

Loss of heterozygosity (LOH) was determined as the ratio of tumor-DNA / normal-DNA 

at rs1799977 as assessed by SNUPE. Finally, Genome wide methylation profiling was 

analysed using Infinium Human Methylation 450K Beadchip as previously described [4]. 

 

 

 

RESULTS  

Highly sensitive MLH1 methylation screening 

MS-MCA analysis at region C in PBL DNA from healthy controls showed the same curve 

pattern than the unmethylated WGA (Whole Genome Amplification), indicating absence 

of detectable methylation (Figure S2C). Seventeen of 18 patients with MLH1-

hypermethylated tumors and undetectable methylation in blood by MS-MLPA displayed 

the same curve pattern than controls. In contrast, case 29 showed levels of methylation 

around 1% (Figure 1A and S2D) that were confirmed in an independently extracted 

sample (Figure 1A). 

Case presentation 

Patient 29 is a woman who developed three gastrointestinal adenocarcinomas: a 

colorectal cancer at the age of 22, a small bowel cancer at 24 and a gastric cancer at 25. 

No family history of cancer was reported in her first-degree relatives (Figure1B). 

Although the presence of methylation in all tumours suggested the presence of 

constitutional epimutation, MS-MLPA reported background methylation levels in C-D 

regions in blood DNA and normal gastrointestinal tissues (Table S2). Of note, loss of 

heterozygosity analysis at MLH1 exonic SNP c.655A>G (rs1799977) evidenced that the 

three tumors showed loss of expression of the A allele, pointing to a common origin 

(Figure S4).  
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Confirmation of the low level constitutional MLH1 epimutation 

The presence of the low levels of MLH1 methylation in blood was confirmed by clonal 

bisulfite sequencing. Nineteen of the 372 clones sequenced (5%; CI 0,01–0,05) were fully 

methylated. All methylated clones displayed dense monoallelic methylation associated 

with G allele at rs1800734 (c.-93 G>A) (Figure 1C). Of note, no genetic variants 

associated to methylated G alleles were detected in the analysed region including c.-

27A. 

In depth characterization and MLH1 epimutation classification 

Global methylome analysis also revealed slightly higher levels of MLH1 promoter 

methylation than controls in blood (Figure 2A) and normal colonic mucosa (Figure 2B),  
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Figure 1. Identification and characterization of epigenetic mosaicism in case 29. A) 

Methylation analysis by MS-MCA of promoter C-region in blood DNA from case 29. The patient 

shows levels of methylation around 1%. B) Family pedigree from case 29. The epimutation 

carrier is indicated by an arrow.  Circles, females; squares, males; filled, cancer affected; 

vertical line at center, not otherwise specified. Cancer localization and age at diagnosis are 

indicated. Generations are indicated on the left margin in Roman numerals. C) Clonal bisulfite 

sequencing of the MLH1 promoter in PBL DNA from case 29. Each horizontal line represents a 

specific allele. CpG dinucleotides are depicted by circles. Black and white circles indicate 

methylated and unmethylated CpG, respectively. The allele at rs1800734 (c.-93G>A) is 

indicated as A or G. Methylation is confined to the G allele. Each CpG analyzed is numbered 

according to its position relative to the translation initiation codon. D) MLH1 methylation 

analysis in the promoter C-region by pyrosequencing from case 29 and one healthy control. 

Each CpG is numbered according its position relative to the translation initiation codon. 

 

 

affecting the same region involved in constitutional epimutations [4]. Similar levels of 

MLH1 methylation was found by MS-MCA in gastric, small bowel and colon mucosa 

(endoderm), oral mucosa and skin fibroblasts (ectoderm), confirming the presence of 

methylation in all embryonic layers (Figure S2). Finally, the levels of germline 

methylation detected by pyrosequencing were slightly higher than in controls but below 

the threshold of the analytical sensitivity of the technique (Figure S3).  

No germline variants were found in MLH1 promoter and coding regions in patient 29 

when analyzed by Sanger sequencing or Next Generation Sequencing. In addition, no 

MLH1 germline copy number alterations were identified (Figure S5), further suggesting 

a primary type of the epimutation. Further mutational analysis of hereditary cancer 

genes only identified two variants of unknown significance in XRCC1 and NBN (Table S4). 

In accordance with the low percentage of methylation detected in blood, a slight 

reduction in the expression of MLH1 c.655G (rs1799977) allele transcript was observed 

in lymphocytes from patient 29 compared with two controls (Figure S4B). 
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Figure 2. Representation of the differentially methylated region across the MLH1 locus in 

blood and colorectal mucosa from case 29, MLH1 epimutation carriers (n=12), Lynch 

syndrome mutation carriers (n=61) and healthy controls (n=41). A) Representation of the 

differentially methylated region across the MLH1 locus in blood DNA. B) Representation of the 

differentially methylated region across the MLH1 locus in normal colorectal mucosa. β-values 

obtained from Infinium 450k Human Methylation array analysis are displayed as a log(mean β-

value*100) against the genomic coordinate for each CpG site interrogated. The relative 

locations of the CpG sites are not drawn to scale. CpG sites are located between 

Chr3:36,985,516-37,219,077 coordinates. Above, CpG islands (CI:) are represented as black 

rectangles and their shores are represented in grey. The location of the Deng regions (DR:) A, 

B, C and D of the MLH1 promoter are indicated by white rectangles. Genes (G:) containing the 

displayed CpG sites are represented as grey rectangles, using the Ensembl GRCh37 database 

as the reference for gene coordinates. 
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DISCUSSION  

Here we report the presence of low-level MLH1 epigenetic mosaicism in a woman who 

suffered from 3 LS-spectrum MLH1-methylated tumors in her early twenties. A 

comprehensive approach that combined highly sensitive MS-MCA with clonal bisulfite 

sequencing and array analysis confirmed the presence of dense allele-specific 

methylation covering the whole EPM2AIP1-MLH1 CpG island in a low proportion 

(around 1%) of the MLH1 alleles. 

The MS-MCA approach for MLH1 methylation analysis has allowed the robust detection 

of low-level methylation in blood. Although MS-MLPA and pyrosequencing are widely 

used for MLH1 methylation analysis in the clinical diagnostic routine [7, 10, 15, 16], its 

analytical sensitivity is lower (5-10%) than MS-MCA (1%) ([17] and current study), 

preventing the detection of low-level epigenetic mosaicism. The low analytical 

sensitivity of pyrosequencing could account for the high proportion (78%) of low-level 

methylation (<10%) previously reported in healthy controls [13]. In contrast, no 

evidence of methylation was detected in 20 controls analyzed by MS-MCA in the current 

study. The presence of constitutional methylation was only confirmed in one of the 5 

patients (case 29) showing methylation levels between 1-4% by MS-MLPA. Since the MS-

MLPA is based on the use of methylation-sensitive enzymes, incomplete digestion could 

account for the low confirmation rate.  

Epigenetic mosaicism in MLH1 is observed among constitutional epimutations 

(reviewed in [4]), in contrast to MMR genetic mosaicism that is very rare [18, 19]. To 

date, although several cases with low levels of epigenetic mosaicism in MLH1 (≤10% 

methylation) have been reported [5, 9, 10, 11, 12], only 7 of them have been validated 

by other techniques showing highly variable clinical manifestation profiles (Table S4). 

The case identified here shows an aggressive phenotype associated with multiple 

tumors and an early age of onset.  

The high expressivity of the disease contrasts with the subtle functional impact on MLH1 

expression, in accordance with the low methylation levels. The possibility of a CMMRD 

in case 29 was formally discarded (absence of germlineMLH1 mutations, biallelic MLH1 

transcription and conserved MLH1 protein expression in normal tissues). Furthermore, 
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no pathogenic alterations in other hereditary cancer genes were detected, although 

other genetic and/or environmental factors could be playing a role in the observed 

phenotype. In contrast, the loss of heterozygosity of the same MLH1 allele in tumors 

from case 29 together with the subtle transcriptional silencing associated with the other 

MLH1 allele (Figure S6) underlined the role of the identified epigenetic mosaicism in 

cancer predisposition. 

In spite of an extensive search, we have not been able to identify any genetic alteration 

underlying the epimutated allele in case 29: copy number variations were not detected, 

the presence of promoter variants at C-D regions were ruled out by clonal sequencing, 

and no deleterious variants were found in MLH1 by Sanger or next generation 

sequencing (in spite of mosaicism pipelines used). To date 9 families carrying secondary 

epimutation have been described (reviewed in [3, 4, 5]. In one case the epimutation was 

present in a low proportion of the alleles (<10%), associated with the silent variant 

c.27G>A (p.Arg9=) [5]. Although we cannot completely rule out that genetic alterations 

have been missed in case 29, the lack of family history is compatible with a de novo 

primary epimutation. Furthermore, the detection of homogeneous levels of MLH1 

methylation in tissues derived from the three embryonic layers suggested that the 

epimutation occurred during the epigenetic reprogramming of pre-implantation 

embryos, at any time between zygote and blastocyst stages[2]. 

It is clear that intensive surveillance for the early detection of metachronous 

gastrointestinal and gynecological tumors should be recommended to patient 29 [20]. 

In contrast, predictive epigenetic testing should be proposed to family members with 

extreme precaution. Unless stable inheritance of hypermethylation can be determined 

in descendants as previously shown in one mosaic epimutant [10], in the absence of a 

known causal mechanism and an established inheritance pattern for a MLH1 

epimutation, the interpretation for cancer risk in relatives became awkward. 

In all, we have identified three bona fide MLH1 epimutations (2 previously reported in 

Pineda, Mur et al and one in the present study) in out of 71 patients with MLH1-

methylated CRC (4.2%) and in 3 out of 20 patients with early onset or multiple tumors 
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(15%) (Figure S1). In all, MLH1 epimutations represent so far 1% of all LS cases in our 

series including the case identified by the use of highly sensitive techniques. 

In summary, we have identified a bona fide low-level MLH1 epigenetic mosaicism by 

using highly sensitive MLH1 methylation analysis. In light of the obtained results, we 

strongly recommend the use of highly sensitive techniques for the screening of 

constitutional methylation. Special attention should be paid to patients diagnosed by 

early onset and/or multiple MLH1-methylated tumors. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

Supplementary methods 

 

Patients and sample processing: 

A total of 18 individuals presenting MLH1-methylated colorectal tumors before 50 years 

of age or multiple tumors before 60 years from a series of 132 CRC harboring loss of 

expression of MLH1/PMS2, being 71 of them MLH1-methylated, were included in the 

study (Figure S1; Table S1). Fourteen of the 18 included patients were previously 

reported [1] and the 4 remaining cases were subsequently identified (Figure S1; Table 

S1). Clinico-pathological data was collected, including age at cancer diagnosis, tumor 

location, and MLH1 methylation status in tumor and blood DNA (Table S1). All of them 

fulfilled Bethesda criteria, being four of them diagnosed before 35 years of age and 6 of 

them presenting multiple tumors. Cases 7 and 21 displayed synchronic tumors. Cases 7 

and 29 were positive for MLH1 methylation in more than one of their tumors (Table S1). 

Samples of peripheral blood leukocytes (PBL) DNA were collected from the biobank at 

the Catalan Institute of Oncology (ICO). For each FFPE specimen, 10-20 x 10-μm sections 

were cut from a single block using macrodissection with a scalpel if needed to enrich for 

tumor cells. After deparaffinization using Deparaffinization Solution (Qiagen, Hilden, 

Germany), DNA was isolated using the QIAmp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen) according 

to the manufacturer's instructions. Skin fibroblasts were cultured as reported [1] and 

DNA extraction was carried out using Wizard Genomic DNA purification Kit. Buccal 

mucosa was obtained using Isohelix DNA buccal swabs and DNA extraction was done by 

phenol/chloroform extraction. 

 

Methylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification (MS-MLPA) 

The presence of methylation at the MLH1 promoter was assessed using the SALSA MLPA 

ME011 Mismatch Repair genes probemix (MRC-Holland), according to the 

manufacturer’s instructions. The kit SALSA MLPA ME011 Mismatch Repair genes 
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probemix (MRC-Holland) includes five probe pairs in MLH1 promoter (with the 

respective HhaI sites located at -659, -383, -246, -13 and +208 relative to the start codon; 

GenBank accession number U26559) that cover five independent regions: regions A to 

D of the promoter and intron 1 (Table S5). DNA from the RKO CRC cell line was used as 

the MLH1 methylation-positive control. The amplification products were run on an ABI 

Prism 3130 DNA sequencer and analyzed using GeneMapper v4.0 (Applied Biosystems). 

 

Methylation-specific melting curve analysis (MS-MCA): 

One µg of DNA was treated with sodium bisulfite using the EZ DNA Methylation-Gold Kit 

(Zymo Research, Orange, CA, USA) under manufacturer’s conditions. One μl of bisulfite 

treated DNA was used to amplify Deng’s C and D regions in a nested PCR reaction using 

MegaMix double solution (Microzone Ltd., UK). Each promoter region was preamplified 

using external primers (Table S5). The nested PCR was carried out in a LightCycler 480 II 

(Roche) using 1µL of amplified MLH1 promoter fragment, Light Cycler 480 SYBR Green I 

Master Kit (Roche) and internal primers (Table S5). Results were analyzed with the Light 

Cycler ®480 software version 1.5.1 [1].  

Since MS-MLPA had showed an analytical sensitivity of 5-10% for MLH1 methylation 

detection [2] in C/D promoter regions (previously associated with MLH1 transcriptional 

silencing [3], MS-MCA was optimized for the highly sensitive analysis of methylation. Its 

analytical sensitivity for the detection of MLH1 promoter methylation was assessed 

using serial dilutions of the RKO cell line (biallelicMLH1 methylation) with unmethylated 

WGA (Whole Genome Amplification) DNA. WGA DNA and RKO DNA showed melting 

peaks at 73 ºC and 77ºC, respectively. Methylation levels in DNA samples from patients 

and controls were evaluated in combination with the reconstitutions within the same 

experiment. The technique demonstrated a sensitivity of 1% at C region and 10% at D 

region (Figure S1A-B). 
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Pyrosequencing:  

One μl of bisulfite-converted DNA was used in a PCR reaction for the amplification of 

regions C and intron 1 of MLH1 using ImmolaseTM DNA polymerase kit (Bioline, UK)- and 

MegaMix double solution (Microzone Ltd., UK), respectively, and biotin-labeled primers 

(designed with MethPrimer; Table S5). Purification and subsequent processing of the 

biotinylated single-stranded DNA was performed according to the manufacter's 

recommendations at the PyroMark Q24 Vacuum PrepWorkstation (Qiagen). 

Pyrosequencing reaction was performed using each specific sequencing primer (Table 

S5) on a PyroMark Q24 pyrosequencer system using the Pyromark Gold Q26 Reagents 

kit. The sequences analyzed were GAGYGGATAGYGATTTTTAAYGYGTAAGYGTA for the 

promoter C region and YGATTTAAYGGGTYGYGTTATTTAATGGYGYGGATAYGT for intron 

1. The methylation in targeted CpG sites was analyzed using the software PyroMark Q24 

2.0.6. Each sample was run in triplicates. Methylation at each specific CpG was 

calculated as the mean of all triplicates and statistical analysis was performed using 

Graphpad Prism.  

The limit of detection of MLH1 methylation was calculated as the sum of the mean 

concentration of the blank (unmethylated DNA) and three times the standard deviation 

of the blank (Sb+3*SDb), and assessed using the serial dilutions of the RKO cell line and 

unmethylated WGA DNA mentioned above. The technique demonstrated a sensitivity 

of 4% at C region and 5% at intron 1 (Figure S3A-B). 

 

Clonal bisulfite sequencing: 

Clonal bisulfite sequencing of MLH1 promoter was used to determine the allelic 

methylation profile in bisulfite modified PBL DNA from the MLH1 epimutation carrier. 

Primers were used to amplify the promoter region encompassing variant c.-93G>A 

(Table S5) and PCR products were cloned in E. colicells using the pGEM-T easy vector 

system (Promega) to separate the amplicons into individual alleles [4]. The inserts from 

individual colonies were sequenced using vector primers. The methylation status at 

each individual CpG site was determined using SeqMan (DNASTAR). The number of 
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clones needed to acquire statistical power was calculated using the formula n= [z2 x p x 

(1-p)]/e2, where z is the mean value deviation, p is the expected proportion of 

methylated clones and e is the error range. Considering p as 0.03 (based on previous 

results), e as 0.02 and z as 1.96, the analysis of at least 280 clones was performed in 

order to achieve a confidence interval between 0,01–0,05. 

 

Methylation array analysis: 

Genome wide methylation profiling was analysed using Infinium Human Methylation 

450K Beadchip as previously described [4]. One microgram of bisulfite treated DNA from 

blood and normal colorectal mucosa was hibridized in addition to in vitro methylated 

and unmethylated DNAs as internal quality control. Sample scanning was performed 

using the HiScan platform (Illumina), which has a laser scanner with two colours 

(532nm/660nm). The relative intensity of each dye was analyzed using GenomeStudio 

software (Methylation Module). For each analyzed CpG site, a β-value was obtained 

depending on the florescence intensity. β measures took values between 0 

(unmethylated) and 1 (fully methylated). Results were compared with the previously 

obtained from 41 healthy controls, 51 mutation-positive Lynch syndrome patients and 

12 constitutional MLH1 epimutation carriers [4]. 

 

Mutational analysis of hereditary cancer genes including MLH1: 

Mutational analysis of hereditary cancer genes was performed by using two customized 

NGS panels: a panel of 26 CRC-associated genes [5] and a panel of 126 hereditary cancer 

genes (I2HCP v2.1) [6]. Identified variants were filtered against common single-

nucleotide polymorphisms (MAF>1 according to ExAC and ESP databases). The presence 

of MLH1 genetic variants at low proportion were further explored by applying 

mosaicism detection pipelines (alternative allele ratio ≥0.01). 

Structural alterations in MLH1 were tested by SALSA MLPA P003-B1 MLH1/MSH2 

probemix (MRC-Holland) Mismatch Repair genes probemix (MRC-Holland), by a custom-

designed high definition CGH array [4] and by a custom SNP array [7].  
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Statistical analysis 

The obtained results were analyzed using the non-parametric Mann–Whitney U test for 

quantitative data. All reported P values are 2 sided, and P<0.05 was considered 

significant. 
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Supplementary figures 

 

 

Figure S1. Schematic representation of the origin of the 18 cases included in this study. CRC: 

colorectal cancer. 
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Figure S2. MLH1 promoter methylation analysis by Methylation-Specific Melting Curve 

Analysis (MS-MCA). A) Analytical sensitivity of the promoter C region. The assay displays 1% 

of sensitivity. B) Analytical sensitivity of the promoter D region. The assay shows sensitivity 

around 10%. C) Methylation analysis from 10 healthy controls in the promoter C region. All of 

them show the same curve pattern than the reconstitution 0%, indicating lack of methylation. 

D) Methylation analysis in the series of patients in the promoter C region. Only the case 29 

displays a peak with low levels of methylation (around 1%). E) Methylation analysis in tumor 

and normal gastrointestinal tissues of case 29. F) Methylation analysis in buccal mucosa of case 

29. G) Methylation analysis in skin fibroblasts of case 29.  
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Figure S3. MLH1 methylation analysis of the promoter C-region and intron 1 by 

pyrosequencing.A) Analytical sensitivity analysis for the detection of methylation in MLH1 C-

region and intron 1. The detection limits for both regions are 4% and 5% respectively, enabling 

the detection of positive samples as from these two values. However, the graphs become lineal 

from 10% of methylation, allowing the quantification of the samples from this value. B) 

Analytical sensitivity analysis for the detection of methylation in intron 1 of MLH1. C) 

Methylation analysis in blood from case 29 and healthy controls (n=10) for MLH1 C-region. D) 

Methylation analysis in blood from case 29 and healthy controls (n=20) for the intron 1 of 

MLH1. E) Methylation analysis in normal colorectal mucosa from case 29 and Lynch patients 

(n=4) for MLH1 C-region. F) Methylation analysis in normal colorectal mucosa from case 29 and 
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Lynch patients (n=4) for intron 1 MLH1. G) Methylation analysis in normal small bowel mucosa 

and gastric mucosa from case 29 for MLH1 C-region. H) Methylation analysis in normal small 

bowel mucosa and gastric mucosa from case 29 for the intron 1 of MLH1. I) Methylation 

analysis in normal and tumoral gastrointestinal tissues in case 29 for MLH1 C-region. J) 

Methylation analysis in normal and tumoral gastrointestinal tissues in case 29 for the intron 1 

of MLH1.   

 

 

 

 

Figure S4. Analysis of the expression of MLH1 alleles at rs1799977 (c.655A>G). A) Loss of 

heterozygosis (LOH) analysis in tumors from case 29. Allele specific expression (ASE) values 

show loss of c.655A allele in the 3 tumors analyzed. B) SNuPE analysis at MLH1 rs1799977 in 

cDNA derived from case 29 and two heterozygous controls. A slightly diminished expression of 

the c.655G allele was observed.  
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Figure S5. Analysis of structural aberrations in case 29. A) Genome-wide SNP array profiling 

from case 29 is shown as Circos plots. Circos plot was divided in 3 concentric circles. 

Chromosomes are represented at the external circle. Their centromeres are painted in red. 

Middle circle tracks the LOH. External allelic peaks mark homozygous SNPs and internal allelic 

peaks heterozygous ones. Two middle lines are indicative of LOH, but patient 29 did not show 

signs of LOH. Internal circle tracks log2 copy number lane. Middle points indicate diploid 

genomic material; upper points, gains of genomic material and lower points, losses. Patient 29 

displayed diploid pattern throughout her genome. B) CNV analysis in MLH1 region of patient 

29 by custom CGH array. Genes located at the analyzed region are represented at the bottom 

of the figure. Probes are displayed as green dots in a log2 graph. Gains and losses of genetic 

material are considered when more of 5 consecutive probes reach 2 or -2 values respectively. 

No CNV abnormalities were identified. 
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Figure S6. Deduced MLH1 haplotype in case 29. Promoter methylation is associated with  

c.-93G allele, probably located in cis with exonic c.655G allele, which showed subtle 

transcriptional silencing in blood. In concordance, the MLH1 c.655A allele showed LOH in the 

3 proband tumors, indicating inactivation of the wild type (non-methylated) allele.   
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Supplementary tables 
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El conocimiento de las causas moleculares de la predisposición cáncer colorrectal es 

importante para la identificación de individuos con predisposición a este tipo de 

neoplasia, antes de que desarrollen un tumor o, alternativamente, en etapas 

tempranas, y permite aplicar las estrategias de vigilancia apropiadas con el objetivo de 

disminuir la morbilidad y mortalidad de estos individuos y sus familiares. Dentro del 

grupo de pacientes con tumores colorrectales con deficiencia reparadora, el riesgo de 

cáncer colorrectal en probandos y familiares, así como las estrategias de seguimiento, 

están bien establecidas para los pacientes con síndrome de Lynch y cáncer colorrectal 

esporádico por metilación somática de MLH1 (Figura 28). En cambio, no es así para el 

grupo de pacientes Lynch-like y epimutaciones constitucionales en MLH1, 

principalmente debido a que se desconoce su base molecular. 

 

 

 

Figura 28: Clasificación de pacientes con deficiencia reparadora y estimación de su riesgo 

asociado. Con una línea discontinua se señalan los grupos de estudio del presente Trabajo. 

Modificado de Buchanan et al 2014. 

 

Esta tesis se ha centrado en la identificación y caracterización de epimutaciones 

constitucionales en individuos con síndrome de Lynch y síndrome de Lynch-like. Dicha 

caracterización epigenética ha sido realizada en paralelo a la caracterización genética de 

los mismos casos, útil para el refinamiento de casos Lynch-like y relevante para la 

identificación de causas genéticas y patrones de herencia asociados a las epimutaciones 

constitucionales en MLH1. 
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1. El papel de las alteraciones epigenéticas constitucionales en 

el síndrome Lynch-like 
 

1.1. Refinamiento genético de candidatos 
 

Nuestro trabajo se ha centrado en la caracterización de una serie de 121 individuos 

Lynch-like, proveniente de una serie previa de 123 casos donde se habían identificado 2 

individuos portadores de mutaciones bialélicas en MUTYH (Castillejo et al, 2014). Previo 

a la caracterización del metiloma, que tenía el objetivo de buscar causas epigenéticas 

subyacentes en estos pacientes, se desarrolló una caracterización genética exhaustiva 

en aquellos que presentaban una fuerte historia individual o familiar de cáncer, que 

incluía el reanálisis de genes MMR (incluyendo el estudio de promotores), el reanálisis 

de reordenamientos y la caracterización funcional de variantes en genes reparadores. 

Esto se completó con el análisis mutacional de un panel de genes de predisposición a 

cáncer colorrectal. 

 

El papel de los genes reparadores en el síndrome Lynch-like 
 

Identificación de mutaciones genéticas previamente no identificadas en genes MMR  

El reanálisis de los genes MMR en una serie de 62 individuos (Vargas-Parra et al, 2017-

Artículo 1, Dámaso et al, manuscrito en preparación-Artículo 2) mediante NGS ha 

identificado 3 mutaciones en genes MMR previamente no identificadas (3/62; 4.8%): 

MSH2 c.211G>C (mutación que afecta al procesamiento del RNA), MLH1 c.676C>T 

(p.Arg226*) y MSH6 c.2219T>A (p.Leu740*). Estos 3 casos representan el 2.5% de la 

serie (3/121). Asimismo, este análisis ha permitido la identificación de variantes de 

significado desconocido en genes MMR previamente no identificadas. Finalmente, el 

reanálisis de número de copias mediante MLPA en un subgrupo de casos deficientes en 

MSH2 ha permitido la identificación de una duplicación en el exón 8 de MSH2 

previamente no identificada. En cambio, no se ha detectado ningún portador de la 

inversión recurrente en MSH2 (Wagner et al, 2002). 

En los 121 casos Lynch-like incluidos en nuestra serie, los genes MMR candidatos habían 

sido analizados previamente según el patrón de IHQ de los tumores. Los resultados 

obtenidos en el reanálisis de genes reparadores mediante NGS han evidenciado que, en 
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dos casos, las mutaciones no fueron detectadas por limitaciones metodológicas de las 

técnicas previamente utilizadas: secuenciación Sanger, debido a la localización de los 

cebadores o electroforesis en gel con gradiente de desnaturalización, debido a una 

menor sensibilidad analítica.  

Además, los resultados obtenidos evidencian en algunos casos la falta de correlación 

entre la interpretación de la inmunohistoquímica de las proteínas reparadoras y el gen 

MMR mutado. A pesar de la elevada sensibilidad (>80%) y especificidad (≈80-92%) que 

ofrece esta técnica para la identificación de individuos con síndrome de Lynch, su 

interpretación no está exenta de problemas (Snowsill et al, 2017). Así pues, problemas 

técnicos durante la tinción de las laminillas pueden dar lugar a pérdidas artefactuales de 

proteínas reparadoras y un exceso de anticuerpo, a una elevada señal de fondo que 

puede suponer una identificación también artefactual de la proteína reparadora 

(Markow et al, 2017). Además, se han descrito patrones de IHQ poco comunes en 

tumores de pacientes con síndrome de Lynch, como tinciones conservadas en pacientes 

con mutaciones patogénicas que provocan una pérdida de función de la proteína  sin 

degradación o patrones de pérdidas de expresión de proteínas diferentes de las 

habituales debido a la combinación de mutaciones germinales con mutaciones o 

hipermetilaciones somáticas en el tumor (Graham et al, 2015; Hagen et al, 2011; 

Markow et al, 2017; Morak et al, 2017; Niu et al; Pineda et al, 2015; Shia et al, 2012). Es 

importante destacar que el estudio de IHQ se recomienda en tumores (Kalady et al, 

2015; Walsh et al, 2012; Yurgelun et al, 2012), puesto que el 44% de los adenomas de 

pacientes con síndrome de Lynch no presentan pérdida de expresión de la proteína 

afecta, debido a la falta de adquisición de la segunda mutación somática en el gen 

(Halvarsson et al, 2005).  

Los resultados obtenidos justifican el reanálisis de genes MMR si se han realizado hace 

tiempo con técnicas ahora consideradas obsoletas, e independiente del patrón de IHQ 

en casos Lynch-like altamente sugestivos, especialmente en aquellos con elevada 

agregación familiar o presencia de varios tumores que muestren deficiencia reparadora. 

 

La evaluación de la patogenicidad de variantes de significado desconocido en genes 

MMR permite su clasificación  

El estudio mutacional de genes reparadores ha identificado un total de 19 variantes de 

significado desconocido en los genes MMR presentes en 22 de los 121 pacientes 

(procedentes del estudio previo de genes MMR candidatos o del reanálisis genético 

posterior). La evaluación de la patogenicidad y revisión de las evidencias ha permitido 

la reclasificación de 8 de estas variantes a mutaciones patogénicas responsables de 

síndrome de Lynch en 10 pacientes. 
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El estudio de RNA ha permitido la clasificación de dos duplicaciones en el gen MSH2, 

debido a la identificación de tránscritos aberrantes que generarían proteínas truncadas. 

En cambio, la identificación de tránscritos aberrantes no ha sido concluyente en otros 

casos en los que el impacto en la proteína no es claro. Además, el estudio de RNA 

también ha permitido la reclasificación a mutación patogénica de la variante 

probablemente patogénica en MHS2 c.211G>C, identificada mediante nuestro panel 

NGS.  

El análisis de probabilidad multifactorial, basado en la recopilación de datos clínico-

patológicos (inestabilidad de microsatélites en cáncer colorrectal y cosegregación) ha 

permitido la reclasificación de 5 variantes. Estos modelos podrían mejorarse con la 

inclusión de la información de los patrones de IHQ de tumores colorrectales o la 

inclusión de los datos de tumores extracolónicos del espectro del síndrome de Lynch. 

Globalmente, la evaluación de la patogenicidad de las variantes, combinando el estudio 

del RNA y el análisis de probabilidad multifactorial ha permitido la reclasificación a 

mutación patogénica del 42% (8/19) de las variantes de significado desconocido 

identificadas en nuestra serie. Cabe destacar que estos resultados han permitido el 

diagnóstico de síndrome de Lynch en 15 familias, 10 incluidas en nuestra serie LLS y 5 

familias adicionales a las cuales se les identificó alguna de las variantes estudiadas. En 

conjunto el estudio de la evaluación de la patogenicidad de las variantes de significado 

desconocido ha supuesto el análisis con mayor rendimiento en el refinamiento de 

pacientes Lynch-like (10/121; 8%) (Figura 29). Este rendimiento podría incluso 

mejorarse si todas las variantes identificadas fueran evaluadas de manera exhaustiva. 

El análisis mutacional de regiones promotoras de genes MMR ha demostrado 

previamente ser útil en la identificación de pacientes con síndrome de Lynch (Liu et al, 

2016b). En nuestra serie el análisis de promotores identificó 2 variantes c.-574T>A de 

MLH1 y c.[-25C>T(;)-204C>G] de MSH6. Desafortunadamente su impacto funcional no 

ha podido ser evaluado debido a la ausencia de polimorfismos exónicos en heterocigosis 

o debido a la falta de muestras biológicas necesarias para su análisis. 

Los resultados obtenidos resaltan el beneficio de aplicar análisis cuantitativos y 

cualitativos para la interpretación y clasificación de variantes, así como la utilidad de 

recolectar muestras de RNA e incluir su análisis en la rutina diagnóstica. 
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El papel de las mutaciones genéticas en otros genes de predisposición a 

cáncer colorrectal 
 

En la célula coexisten números mecanismos de reparación del DNA que son en muchas 

ocasiones redundantes, puesto que esta requiere de la acción coordinada de muchos 

componentes. Así, los componentes de la vía MMR pueden cooperar con proteínas 

implicadas en otros mecanismos de reparación del DNA, de modo que alteraciones en 

estos genes también podrían ser la causa subyacente de la deficiencia reparadora del 

DNA. Asimismo, la diversidad de manifestaciones clínicas de los diferentes síndromes 

de predisposición a cáncer colorrectal crea a menudo fenotipos solapantes que 

dificultan el diagnóstico de algunos pacientes. Por estos motivos, el refinamiento de 

candidatos LLS incluyó el análisis mutacional de 26 genes de predisposición a cáncer 

colorrectal, diseñado en nuestro grupo previo al inicio de esta tesis. 

La presencia de mutaciones bialélicas en MUTYH en la serie de pacientes Lynch-like 

había sido previamente analizada, permitiendo la identificación de 2 individuos 

portadores (2/123; 1.6%), además de la identificación de 5 casos adicionales de la serie 

procedente de la Comunidad Valenciana, suponiendo el 3.1% de los individuos Lynch-

like (7/225) (Castillejo et al, 2014) están en la misma línea que otros estudios publicados 

(Colebatch et al, 2006; Lefevre et al, 2011; Morak et al, 2014). El motivo es que la 

deficiencia en la reparación mediada por MUTYH puede causar mutaciones somáticas 

en los genes de MMR, simulando fenotípicamente tumores procedentes de pacientes 

con síndrome de Lynch (Castillejo et al, 2014; Colebatch et al, 2006; Lefevre et al, 2011; 

Morak et al, 2014).  

Del mismo modo, se han identificado mutaciones germinales en POLE/POLD1 en 

algunos casos con deficiencia MMR en tumores debido secundaria a la hipermutabilidad 

(Elsayed et al, 2014; Jansen et al, 2016; Yoshida et al, 2010). En nuestra serie no hemos 

identificado variantes patogénicas germinales en POLE/POLD1. Además los resultados 

de rango mutacional y firmas tumorales no indicaron que la única variante localizada 

dentro del dominio exonucleasa, POLE c.898A>G (p.Ile300Val), identificada en uno de 

los casos fuera patogénica. 

Además de MUTYH y POLE, el gen MCM9 había sido sugerido como gen candidato a para 

el síndrome Lynch-like (Goldberg et al, 2015). En nuestro trabajo el análisis de un panel 

de genes ha permitido la identificación de variantes potencialmente patogénicas en 

otros genes: BUB1, SETD2 y FAN1 en el primer estudio (Vargas-Parra et al, 2017-Artículo 

1) y EXO1, MSH3, APC, POLD1 en el posterior (Dámaso et al, manuscrito en preparación-

Artículo 2). 
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Algunas variantes de los genes EXO1 y MSH3, que codifican para proteínas directamente 

implicadas en la reparación de desapareamientos, habían sido identificadas en familias 

con sospecha clínica, aunque su relevancia clínica no fue determinada (Jagmohan-

Changur et al, 2003; Peltomäki, 2001). Además, variantes en MSH3 se han identificado 

en combinación con variantes de genes asociados a síndrome de Lynch (Duraturo et al, 

2011; Morak et al, 2017). Recientemente se han identificado mutaciones bialélicas en 

MSH3 en individuos con poliposis y cáncer colorrectal (Adam et al, 2016). En nuestra 

cohorte, 4 individuos han presentado variantes probablemente patogénicas en EXO1 y 

MSH3, uno de los cuales presenta EMAST en su tumor. Estos hallazgos sugieren la 

posibilidad de un efecto oligogénico de las variantes en estos genes y su potencial 

contribución al desarrollo de los tumores. Sin embargo, son necesarios más estudios 

para confirmar esta posibilidad. 

El gen BUB1 codifica para un componente del punto control del huso responsable de la 

segregación cromosómica, y había sido descrito mutado en pacientes con diagnóstico 

temprano de cáncer colorrectal o con antecedentes familiares de esta patología (de 

Voer et al, 2013; Hanks et al, 2004).  

SETD2 es una H3K36 trimetiltransferasa necesaria para reclutar el heterodímero MSH2-

MSH6 durante la reparación del DNA. Su pérdida de función provoca inestabilidad de 

microsatélites y una elevada tasa de mutación (Li et al, 2013). Este gen está mutado en 

tumores gástricos inestables (Boussioutas et al, 2003) y, frecuentemente, en tumores 

colorrectales con inestabilidad de microsatélites (Choi et al, 2014). El hallazgo de 3 

portadores de variantes predichas patogénicas a nivel germinal, sugiere que SETD2 

podría tener un papel importante en la patología Lynch-like. 

FAN1 codifica para una nucleasa involucrada en la reparación de las roturas de DNA de 

doble cadena. Mutaciones monoalélicas en este gen se han asociado a cáncer 

colorrectal con estabilidad de microsatélites y cáncer de páncreas hereditario (Seguí et 

al, 2015; Smith et al, 2016). La identificación en nuestra serie de 2 individuos con 

variantes en FAN1 sugería que la deficiencia de FAN1 podría afectar a la actividad MMR. 

Sin embargo, la frecuencia de variantes en casos y controles, la presencia de individuos 

homocigotos en población control de algunas variantes reportadas como patogénicas y 

la falta de cosegregación en algunos casos, ponen en duda el papel de FAN1 como gen 

de predisposición hereditaria al cáncer (Broderick et al, 2017). 

En conclusión, el análisis de paneles de genes permite la identificación nuevos genes 

candidatos responsables de la deficiencia reparadora observada en los tumores de los 

pacientes Lynch-like.  Sin embargo, se necesitan análisis funcionales y estudios de 

cosegregación que validen el papel causal de estas variantes en la predisposición a 

cáncer. 
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Figura 29: Resultados de la caracterización de la serie de individuos Lynch-like (n=123). Con 

una horquilla se señalan los grupos de pacientes Lynch-like que fueron reclasificados a 

síndrome de Lynch. 

 

 

1.2-Identificación de epimutaciones constitucionales en MLH1  
 

Las epimutaciones constitucionales en MLH1 presentan una prevalencia de alrededor 

del 1% en series de pacientes sin mutación germinal en genes MMR (Crépin et al, 2012; 

Hitchins et al, 2005; Hitchins, 2013; Hitchins et al, 2011; Miyakura et al, 2004). 

Sorprendentemente, hemos identificado un nuevo caso de epimutación en MLH1 en el 

que el estudio previo de metilación de MLH1 en tumor había resultado no-informativo. 

Así, a pesar de que todos los pacientes incluidos en la serie Lynch-like se habían cribado 

mediante el estudio de BRAF y/o metilación somática en MLH1, algunos tumores dieron 

resultados no informativos en su estudio de metilación, posiblemente debido a la mala 

calidad del DNA extraído de la pieza parafinada. Posteriormente el estudio mutacional 

germinal no detectó ninguna alteración en estos pacientes que quedaron clasificados 

como individuos Lynch-like. Este hallazgo apunta a la necesidad de descartar la 

presencia de metilación constitucional en MLH1 en casos sugestivos de epimutación 

germinal (edad temprana al diagnóstico de independientemente de la historia familiar 
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de cáncer). La caracterización del nuevo caso identificado se discutirá en el apartado 2 

de la presente discusión. 

El estudio mutacional de BRAF y/o de hipermetilación somática en MLH1 está indicado 

para el seleccionar aquellos candidatos para el estudio mutacional germinal de MLH1 

en aquellos pacientes que presentan pérdida de expresión de MLH1 en su tumor. Es 

importante destacar que, aunque estas pruebas permiten diferenciar entre pacientes 

con síndrome de Lynch y pacientes con cáncer colorrectal esporádico con elevada 

sensibilidad y especificidad (Gausachs et al, 2012; Pérez-Carbonell et al, 2010), existe la 

posibilidad de que los pacientes con epimutaciones constitucionales en MLH1 sean 

erróneamente clasificados como pacientes con cáncer colorrectal esporádico. De hecho 

se ha estimado que hasta el 14% de los individuos con tumores metilados en MLH1 con 

una edad de diagnóstico menor de 50 años podrían ser secundarios a epimutaciones 

constitucionales (Hitchins, 2013). 

  

1.3- Las alteraciones constitucionales epigenéticas fuera de los genes 

reparadores no parecen jugar un papel en el síndrome Lynch-like 
 

A día de hoy sólo se han descrito epimutaciones constitucionales en los genes MLH1, 

MSH2 y PTPRJ, relacionadas con la predisposición a cáncer colorrectal. Mientras que las 

epimutaciones en MLH1 pueden ser debido tanto a metilación de novo como 

secundarias a diferentes variantes genéticas, las epimutaciones en MSH2 y PTPRJ de 

deben a la variación en el número de copias de sus regiones reguladoras (deleción en el 

caso de MSH2 y duplicación en el caso de PTPRJ) (Dymerska et al, 2017; Kempers et al, 

2011; Ligtenberg et al, 2013; Venkatachalam et al, 2010). Sin embargo, las 

epimutaciones no son exclusivas del ámbito de la predisposición a tumores 

gastrointestinales. Así, se han descrito epimutaciones en los genes BRCA1 y RAD51C en 

pacientes con cáncer de ovario familiar y en casos precoces de cáncer de mama 

esporádico (Hansmann et al, 2012). Se considera que una proporción significativa de las 

familias con síndrome de Cowden se deben a la epimutación de una región previa a 

PTEN que provoca el silenciamiento transcripcional de KILLIN (Bennett et al, 2010; 

Ngeow et al, 2011). Además, se han identificado metilaciones constitucionales de 

manera ocasional en otros contextos: la epimutación de DAPK1 en una familia con 

leucemia linfocítica crónica (Raval et al, 2007), la epimutación de RB1 se ha identificado 

en una familia con alta incidencia de retinoblastoma (Quiñonez-Silva et al, 2016) y, 

recientemente, se han descrito tres casos independientes de deficiencia de cobalamina 

por la epimutación del gen MMACHC (Guéant et al, 2018). Todos estos ejemplos hacen 

referencia a epimutaciones en genes ellas fuera de regiones susceptibles de imprinting. 
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Aunque estas observaciones avalan el papel de la epigenética en la predisposición al 

cáncer, no hemos identificado anomalías epigenéticas (epimutaciones) comunes en los 

individuos Lynch-like cuando su patrón de metilación en sangre o tejido colónico es 

comparado con individuos con síndrome de Lynch (con mutación genética identificada) 

o controles sanos. Sin embargo, es necesario puntualizar que este estudio se hizo de 

forma grupal y no podemos descartar completamente que haya alguna alteración 

puntual en locus no previstos. La carencia de regiones candidatas ha imposibilitado el 

estudio individual de regiones susceptibles de epimutación más allá de las regiones 

reguladoras de genes actualmente descritos de predisposición a cáncer colorrectal. 

 

1.4-Alteraciones somáticas en tumores de individuos Lynch-like 
 

El aumento del uso de la secuenciación en tumores puso de manifiesto la existencia de 

tumores con deficiencia reparadora debido a dobles mutaciones somáticas en los genes 

MMR. Las dobles mutaciones somáticas se consideran eventos esporádicos que 

mimetizan a los tumores de síndrome de Lynch debido a la deficiencia reparadora que 

adquieren. Estos tumores representan entre el 10% y el 52% de los casos clasificados 

como Lynch-like (Geurts‐Giele et al, 2014; Haraldsdottir et al, 2014; Markow et al, 2017; 

Mensenkamp et al, 2014; Sourrouille et al, 2013; Vargas-Parra et al, 2017-Artículo 1).   

El estudio mutacional somático se ha realizado en una subserie de pacientes Lynch-like 

con pérdida de expresión de MSH2/MSH6, con el fin de estimar la incidencia de las 

dobles mutaciones somáticas en nuestra serie (Vargas-Parra et al, 2017-Artículo 1). De 

los 5 tumores analizados, 2 tumores presentaron dobles mutaciones somáticas y los 

otros 3, pérdidas de heterocigosidad, mutaciones somáticas heterocigotas en diferentes 

genes MMR y/o mutaciones en los genes POLE/POLD1. En estos casos, las mutaciones 

somáticas en POLE/POLD1 podrían ser el evento iniciador, puesto que una corrección 

defectuosa por parte de las polimerasas, podría provocar mutaciones en los genes MMR 

y, por tanto, inestabilidad de microsatélites (Jansen et al, 2016).  

Sin embargo, y a pesar de la identificación de dobles eventos en genes MMR, no se 

puede descartar la existencia de una predisposición hereditaria al cáncer en estos 

pacientes. Así, se ha documentado la existencia de mosaicismo germinal en dos casos 

Lynch-like cuya mutación en línea germinal no era fácilmente detectable en sangre pero 

que estaba presente en sus tumores (Pastrello et al, 2009; Sourrouille et al, 2013) y un 

portador bialélico de MUTYH cuyo tumor presentaba también dobles mutaciones 

somáticas en MSH2 (Morak et al, 2014). Por ello, las estrategias basadas en el análisis 

tumoral y germinal de pacientes con sospecha de síndrome de Lynch, con elevada 

sensibilidad para la detección de variantes, permitirán conocer mejor la naturaleza 

molecular de estos casos (Gray et al, 2018; Vargas-Parra et al, 2017-Artículo 1). 
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En referencia a la hipermetilación de los promotores si bien la inactivación del gen MLH1 

causada ha sido reportada a nivel somático (Herman et al, 1998; Yamamoto & Imai, 

2015), la contribución relativa de la metilación somática en otros promotores en LLS no 

parece jugar un papel significativo (Nagasaka et al, 2010; Rumilla et al, 2011; Vargas-

Parra et al, 2017-Artículo 1). 

Los estudios más recientes muestran que no existe ninguna característica clínico-

patológica que permita diferenciar los tumores de pacientes con síndrome de Lynch de 

los tumores con dobles mutaciones somáticas (Hemminger et al, 2018; Mas-Moya et al, 

2015; Mills et al, 2016). De manera análoga, el análisis del metiloma global no permite 

discriminar entre tumores de pacientes con síndrome de Lynch y Lynch-like. La ausencia 

de otros grupos control, como individuos con tumores esporádicos con metilación 

somática de MLH1 o individuos con tumores estables sin deficiencia reparadora, ha 

impedido el análisis mediante agrupación no supervisada lo que podría haber sido más 

informativo. La similitud observada puede ser debida a que los cambios epigenéticos 

asociados al desarrollo de la neoplasia son compartidos y relacionados con la deficiencia 

reparadora observada. De hecho, los estudios previos de metiloma de tumores 

colorrectales han coincidido en la definición de un grupo homogéneo de tumores con 

deficiencia MMR, principalmente formado por tumores con metilación somática en 

MLH1 o mutaciones somáticas en genes MMR (Guinney et al, 2015; Hinoue et al, 2012; 

The Cancer Genome Atlas, 2012).  
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2-La importancia de la identificación y caracterización de las 

alteraciones epigenéticas constitucionales en síndrome de 

Lynch  
 

2.1- Las técnicas altamente sensibles permiten la identificación de 

mosaicismo epigenético 
 

El mosaicismo genético es muy poco frecuente en pacientes con síndrome de Lynch 

portadores de mutaciones genéticas. En cambio, la presencia de mosaicismo 

epigenético afecta a la mayor parte de los portadores de epimutación los casos. El rango 

de metilación es variable entre ellos (Figura 30), aunque un 6% de ellos presentan 

niveles de metilación por debajo del 10%, que se considera el límite de detección de las 

técnicas más comúnmente utilizadas en los laboratorios de diagnóstico molecular 

(Gausachs et al, 2012).  

 

Figura 30: distribución de los casos de epimutación conocidos según el porcentaje de 

metilación reportado. 

 

La puesta a punto del MS-MCA de la región C de Deng como una metodología de alta 

sensibilidad analítica para la detección de casos con epimutación en baja proporción ha 

permitido la identificación de un paciente con epimutación de aproximadamente el 1% 

(1/18) (Dámaso, Canet-Hermida et al, manuscrito en preparación-Artículo 4). Este 

resultado fue validado por otras técnicas. La secuenciación clonal por bisulfito ha 
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permitido validar de manera concluyente el grado de mosaicismo de la epimutación y 

que la metilación era monoalélica. Asimismo, el estudio del metiloma ha permitido 

verificar que la región hipermetilada correspondía a la previamente descrita en 

portadores de epimutación (Chr3: 37,033,791-37,035,400) (Dámaso et al, 2018-Artículo 

3) y que estaba presente en tejido colónico normal.  

A pesar de que la agresividad del fenotipo de la paciente contrasta con los bajos niveles 

de metilación constitucional, la identificación del mismo patrón (epi)genético en todos 

sus tumores (metilación, pérdida de heterocigosidad del mismo alelo), es coherente con 

el papel etiológico del mosaicismo epigenético en MLH1 en la predisposición al cáncer. 

Aunque hemos descartado formalmente la presencia de mutaciones en MLH1 y otros 

genes de predisposición, no podemos descartar la existencia de otros factores genéticos 

o ambientales que contribuyan al fenotipo observado. 

En la actualidad, la tasa de detección de epimutaciones en series de pacientes con 

tumores MLH1 metilados en pacientes diagnosticados antes de los 50 años es del 14% 

(Hitchins, 2013; Pineda et al, 2012; van Roon et al, 2010). Sin embargo, esta proporción 

podría ser mayor con la inclusión de estrategias de alta sensibilidad como técnica de 

detección de metilación, como es el MS-MCA.  

De acuerdo con los resultados obtenidos, proponemos una modificación en el algoritmo 

diagnóstico de las epimutaciones en síndrome de Lynch, en el cual, tras la verificación 

de la presencia de metilación en MLH1 en el tumor, la metilación en línea germinal sea 

analizada utilizando MS-MCA (Figura 31). De este modo, todos los pacientes con 

epimutación en MLH1 puedan ser identificados independientemente de la presencia de 

mosaicismo epigenético. 
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Figura 31: Algoritmo diagnóstico propuesto para la detección de epimutaciones en MLH1 

independientemente de la presencia de mosaicismo epigenético. 

 

 

2.2- Las epimutaciones constitucionales en MLH1 son un evento focal 
 

El análisis del metiloma en 14 individuos con epimutación constitucional en MLH1 ha 

puesto de manifiesto que la única isla CpG diferencialmente metilada son comparados 

con individuos con síndrome de Lynch o controles sanos, es la que engloba los 

promotores de MLH1 y EMP2AIP1 (Dámaso et al, 2018-Artículo 3). La extensión de la 

epimutación es constante en todos los casos analizados, 1,6 Kb (Chr3: 37,033,791-

37,035,400) y se mantiene en todos los tejidos estudiados: sangre, mucosa colorrectal 

normal y tumor.  

Esta región es específica de portadores de epimutación, puesto que la extensión de la 

región hipermetilada de tumores colorrectales esporádicos con metilación somática 

abarca aproximadamente 50 Kb más allá del extremo 5’ del gen de forma continuada 

(Dámaso et al, 2018 – Artículo 3; The Cancer Genome Atlas, 2012). Esta observación 

concuerda con  estudios previos en tumores esporádicos donde la hipermetilación 

afecta, entre otros, genes situados en la citobanda 3p22 (Frigola et al, 2006; Hitchins et 

al, 2007; Smith & Costello, 2006). En este sentido, uno de los mecanismos propuestos 
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para la hipermetilación somática de MLH1 ha sido la desmetilación de las secuencias Alu 

del intrón 1 de MLH1, las cuales provocarían una difusión de la metilación desde esta 

región, habitualmente metilada, hacia el promotor de MLH1, metilándolo (Wang et al, 

2011; Zhang et al, 2012). Sin embargo, el estudio del estado de metilación de las 

secuencias Alu del intrón 1 de MLH1 descarta este mecanismo causal en pacientes 

portadores de epimutación primaria.  Será interesante conocer que patrón siguen las 

mutaciones secundarias.  Si dicho patrón fuese capaz de unificar las epimutaciones y 

distinguirlas de los tumores colorrectales esporádicos, podría ayudar a la identificación 

y diagnóstico de pacientes portadores de epimutación. 

Así pues, las epimutaciones primarias en MLH1 son un evento epigenético focal, 

específico de este tipo de pacientes y mantenido tanto en los tejidos normales del 

individuo como sus tumores colorrectales.   

 

2.3- La caracterización exhaustiva de las epimutaciones constitucionales 

permite su clasificación 

 

Las epimutaciones primarias se definen por aparecer de novo en un individuo, no 

presentar alteraciones genéticas en cis y ser reversibles entre generaciones. En nuestra 

serie de 14 pacientes con epimutaciones constitucionales en MLH1 hemos demostrado 

la aparición de novo de la epimutación en 3 probandos y borrado intergeneracional en 

dos, una de ellos caracterizado en profundidad en la presente tesis (Dámaso et al, 2018-

Artículo 3; Pineda et al, 2012). En estas familias los probandos portadores de 

epimutación transmitían a su descendencia el alelo asociado a metilación en estado no 

metilado. Además, no se han identificado variantes genéticas en cis en la región 

promotora de MLH1 en estos casos. Estos resultados apuntan a que la epimutación de 

estos pacientes es primaria. 

Cabe destacar que en un caso de nuestra serie, se identificó una variante previamente 

no descrita en el promotor de MLH1 (c.-234_-236delCTT) que, tras un análisis exahustivo 

resultó no ser causal, debido a que estaba situada en trans con el alelo epimutado 

(Dámaso et al, 2018-Artículo 3). El significado de las variantes identificadas en estos 

casos no siempre es claro. Por un lado, el hallazgo de variantes raras en regiones 

promotoras de MLH1 en pacientes portadores de epimutación no debe considerarse 

como una evidencia sólida de epimutación secundaria. Por otro lado, la presencia de 

variantes genéticas asociadas al alelo epimutado (situadas principalmente en el 

promotor del gen) sí que lo puede ser. Sin embargo, su ausencia no debe ser 

interpretada como un indicio de epimutación primaria, puesto que se han descrito casos 

donde la epimutación cosegrega con un determinado haplotipo carente de variantes 
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(Crépin et al, 2012) o casos donde se identificaron deleciones del extremo 5’ del gen 

(Cini et al, 2015; Gylling et al, 2009; Renkonen et al, 2003).  

En nuestra serie, hemos identificado 2 pacientes portadores de deleciones fuera del 

locus de MLH1 mediante array CGH. Por el momento desconocemos si existe una 

relación causal entre los grandes reordenamientos identificados (pendientes de 

confirmar por oros métodos) y la epimutación. La ausencia de historia familiar de cáncer 

en estos casos y la extensión de la metilación en la región epimutada que fue idéntica a 

la definida para el resto de pacientes de la serie, sugiere que podrían tratarse de 

epimutaciones primarias. 

En conclusión, una vez identificada una epimutación constitucional en MLH1 es muy 

importante su confirmación mediante otras técnicas. Su análisis deberá 

complementarse con estudios de cosegregación en familiares, análisis de variantes 

(puntuales y reordenamientos) del promotor del gen y determinación de la fase de las 

variantes encontradas (si las hubiese). La clasificación de la epimutación como primaria 

o secundaria será muy útil para el consejo genético de estas familias.  

 

2.4- En búsqueda del mecanismo causal 
 

La definición de las epimutaciones primarias como evento epigenético focal, que abarca 

la misma región en todos los pacientes independientemente de la presencia de 

mosaicismo epigenético, sugiere la existencia de un mecanismo subyacente común en 

este tipo de pacientes. Este mecanismo subyacente además, debe ser distinto al 

responsable de las hipermetilaciones somáticas en MLH1. 

La presencia de la epimutación en los tejidos normales de los portadores sugiere que se 

trata de un evento temprano en la vida del individuo (Figura 32). Concretamente, se 

cree que la epimutación debe aparecer en un estadio anterior a la aparición de las 3 

capas embrionarias, debido a que la metilación está presente en todos los tejidos 

derivados de ellas en todos los pacientes analizados (Castillejo et al, 2015; Dámaso et 

al, 2018-Artículo 3; Goel et al, 2011; Gylling et al, 2009; Hitchins et al, 2005; Hitchins et 

al, 2007; Kidambi et al, 2016; Morak et al, 2008; Niessen et al, 2009; Pineda et al, 2012; 

Pinto et al, 2018; Suter et al, 2004b; Takeda et al, 2016; Valle et al, 2007; van Roon et 

al, 2010) Dámaso, Canet-Hermida et al, manuscrito en preparación -Artículo 4).  
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Figura 32: Esquema de los eventos de reprogramación epigenética en el ciclo de vida humano. 

Durante el desarrollo del feto (generación F1), las marcas epigenéticas parentales (de la 

generación F0) se borran mediante la desmetilación activa en las células germinales 

primordiales (PGC), que son los precursores de los gametos (y que se convertirán en la 

generación F2). Durante la maduración de los gametos, las regiones germinales 

diferencialmente metiladas se establecen de novo, incluso en las regiones de control de 

imprinting (ICR). Con un rayo anaranjado, se señalan las etapas en las que es más probables 

que se establezca una epimutatación constitucional primaria. Con la flecha negra curva del 

margen inferior izquierdo, se muestra la fase en la que es más probable que se produzca el 

borrado de una epimutatación parental existente, lo que reduce la probabilidad de herencia 

epigenética transgeneracional. 

(Hitchins 2015) 

 

Durante la maduración de los gametos y la creación del blastocisto tienen lugar dos 

eventos de reprogramación epigenética en los que las células desmetilan 

completamente su DNA para volver a remetilarlo (Hitchins, 2015). Es en este momento 

donde se podrían generar las epimutaciones, ya sea por  la ausencia de desmetilación o 

por la retención de una hipermetilación del locus (Figura 32). El momento preciso y el 

origen celular de este defecto aún no se han determinado, pero se contempla la 

posibilidad de que puedan diferir entre casos, de modo que justificaría la presencia de 

casos con mosaicismo epigenético. En cualquier caso, es requisito obligatorio es la 
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pluripotencia de la célula. Así Takahashi y colaboradores indujeron la metilación de novo 

de MLH1 en células madre embrionarias humanas (Takahashi et al, 2017). Sin embargo, 

el mismo trabajo no tuvo éxito cuando se realizó en otros tipos celulares (fibroblastos, 

células madre mesenquimales y la línea celular HeLa).  

Nuestros datos no apoyan la existencia de una causa genética dentro de la región 

diferencialmente metilada como causa de la epimutaciones caracterizadas. Sin 

embargo, no podemos descartar la presencia de variantes genéticas fuera de sus límites. 

Los estudios de conformación e interacción del locus de MLH1 con otras regiones o con 

efectores epigenéticos podrían ayudar a esclarecer el mecanismo causal de la 

epimutación. Esta búsqueda debería concentrarse en aquellas interacciones que 

puedan producirse durante el desarrollo embrionario.
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Sumario 
 

1. La evaluación de la patogenicidad de variantes de genes reparadores de 

desapareamientos del DNA mediante el estudio del RNA y su análisis multifactorial 

ofrece un buen rendimiento para diagnosticar individuos con síndrome de Lynch.  

 

2. El análisis mediante técnicas de NGS permite identificar la presencia de dobles 

mutaciones somáticas de genes reparadores, presentes en un porcentaje 

significativo de pacientes Lynch-like, así como variantes en línea germinal en genes 

asociados a predisposición a cáncer.  

 

3. Un pequeño porcentaje de pacientes Lynch-like podrían ser debidos a 

epimutaciones en MLH1, especialmente en los casos donde el estudio de 

metilación de MLH1 en tumor es no informativo.  

 

4. El uso de técnicas altamente sensibles – como el MS-MCA - permite la 

identificación de una pequeña proporción de epimutaciones constitucionales con 

mosaicismo epigenético en MLH1.  

 

5. Aparentemente, no existen epimutaciones comunes fuera de los genes 

reparadores del DNA que jueguen un papel importante en la patología de los 

pacientes Lynch-like. 

 

6. En las epimutaciones primarias de MLH1 la hipermetilación se extiende focalmente 

en 1,6 Kb del locus de MLH1 (Chr3: 37,033,791-37,035,400). Este evento 

epigenético no está ligado a variaciones genéticas en cis dentro de la región 

diferencialmente metilada. 
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Conclusiones 

 

• El análisis exhaustivo mediante técnicas de NGS de línia germinal y tejido tumoral, 

combinado con la evaluación de la patogenicidad de variantes en genes 

reparadores de desapareamientos del DNA, son una estrategia efectiva para 

reclasificar individuos con síndrome de Lynch entre pacientes Lynch-like.  

 

• La identificación y caracterización exhaustiva de los casos con epimutación en 

MLH1 es fundamental para la correcta clasificación de estas familias. La 

determinación del tipo de epimutación tiene un gran impacto en la identificación 

de familiares con predisposición y en su asesoramiento genético. 

 

 

• Las epimutaciones primarias en MLH1 son un evento epigenético focal. Su 

mecanismo causal sigue siendo desconocido. Estudios conformacionales y de 

interacción del DNA con el locus de MLH1 podrían arrojar luz sobre el 

establecimiento de la epimutación en el individuo. 
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INFORME DE LOS DIRECTORES SOBRE EL FACTOR DE IMPACTO 

DE LOS ARTÍCULOS PUBLICADOS 

Gabriel Capellá y Marta Pineda, en calidad de directores de la tesis doctoral de Estela 

Dámaso Riquelme, titulada: “Identificación y caracterización de alteraciones 

epigenéticas responsables de síndrome de Lynch y Lynch-like”,hacen constar que la 

doctoranda ha participado activamente en el diseño y realización experimental de los 

trabajos que se incluyen en esta tesis, el análisis de resultados, su discusión y en la 

preparación de los manuscritos finales. La contribución concreta de cada trabajo s, así 

como el factor de impacto de los artículos científicos publicados se especifican a 

continuación. 

ARTÍCULO 1 

Elucidating the molecular basis of MSH2-deficient tumors in suspected Lynch 
Syndrome cases. 

Gardenia M. Vargas‐Parra, Maribel González‐Acosta, Bryony A. Thompson, Carolina 
Gómez, Anna Fernández, Estela Dámaso, Tirso Pons, Monika Morak, Jesús del Valle, 
Silvia Iglesias, Àngela Velasco, Ares Solanes, Xavier Sanjuan, Natàlia Padilla, Xavier de 
la Cruz, Alfonso Valencia, Elke Holinski‐Feder, Joan Brunet, Lídia Feliubadaló, Conxi 
Lázaro, Matilde Navarro, Marta Pineda, Gabriel Capellá. 

• International Journal of Cancer, 141: 1365-1380

• Factor de impacto (2017): 6,513

Contribución del doctorando: Cultivo de linfocitos, extracción de RNA y 

retrotranscripción. Gestión de los bloques de parafina, corte y tinción de laminillas, 

macrodisección y extracción del DNA del tejido parafinado. Diseño y validación de los 

resultados obtenidos mediante el panel de NGS. Revisión del manuscrito. 

*Un borrador previo de este artículo fue incluido en la tesis doctoral de la Dra. Gardenia

Maria Vargas Parra (Programa de doctorado en Genética, Universidad de Barcelona, 

2015). La contribución de la Dra. Vargas y la doctorando en el estudio fue diferente* 
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ARTÍCULO 2 

Comprehensive constitutional genetic and epigenetic characterization of Lynch-like 

individuals 

Estela Dámaso, Maribel González-Acosta, Gardenia Vargas-Parra, Matilde Navarro, 

Judith Balmaña, Teresa Ramon y Cajal, Noemí Tuset, Fátima Marín, Anna Fernández, 

Carolina Gómez, Àngela Velasco, Ares Solanes, Sílvia Iglesias, Gisela Urgell, Consol López, 

Jesús del Valle, Olga Campos, Maria Santacana, Xavier Matias-Guiu, Conxi Lázaro, Laura 

Valle, Joan Brunet, Marta Pineda, Gabriel Capellá. 

• Manuscrito en preparación 

Contribución del doctorando: Coordinación y recogida de muestras de centros 

externos. Gestión de los bloques de parafina, corte y tinción de laminillas, 

macrodisección y extracción del DNA del tejido parafinado. Enriquecimiento y 

preparación de librerías del panel NGS. Llamada de variantes, filtrado y anotación de 

resultados NGS. Predicción in-silico de las variantes encontradas por el panel NGS. 

Diseño y validación de los resultados obtenidos mediante el panel de NGS. Estudio de 

MLPA e interpretación de resultados. Elaboración de las matrices de comparación del 

estudio del metiloma. Análisis, interpretación y discusión de resultados. Preparación de 

tablas y figuras. Escritura de la primera versión delmanuscrito. 

 

ARTÍCULO 3 

Primary constitutional MLH1 epimutations: a focal epigenetic event 

Estela Dámaso, Adela Castillejo, María del Mar Arias, Julia Canet-Hermida, Matilde 
Navarro, Jesús del Valle, Olga Campos, Anna Fernández, Fatima Marín, Daniela 
Turchetti, Juan de Dios García-Díaz,Conxi Lázaro, Maurizio Genuardi, Daniel Rueda, 
Ángel Alonso, Jose Luis Soto, Megan Hitchins, Marta Pineda*, Gabriel Capellá*.  
(*) Estos autores contribuyeron por igual en este trabajo y comparten la autoría. 

• British Journal of Cancer, in press 

• Factor de impacto (2017): 6,176 
 

Contribución del doctorando: Coordinación y recogida de muestras de centros 

externos. Gestión de los bloques de parafina, corte y tinción de laminillas, 

macrodisección y extracción del DNA del tejido parafinado. Diseño y puesta a punto de 

ensayos. Secuenciación y estudios de metilación (secuenciación con bisulfito, MS-

MLPA). Secuenciación clonal con bisulfito. Inmortalización de linfocitos. Realización de 

ensayos de impacto funcional. Estudio de cosegregación en una familia. Análisis e 

interpretación de resultados de array CGH. Elaboración de las matrices de comparación 
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del estudio del metiloma. Análisis, interpretación y discusión de resultados. Preparación 

de tablas y figuras. Escritura de la primera versión del manuscrito.  

 

ARTÍCULO 4 

Highly sensitive MLH1 methylation analysis in blood allows the identification of low-

level epigenetic mosaicism 

Estela Dámaso*, Julia Canet-Hermida*, Gardenia Vargas-Parra, Àngela Velasco, Esther 
Darder, Anna Fernández, Fátima Marin, Ángel Izquierdo, Bernat Queralt, V. Piñol, H. 
Uchima, José Luis Soto, Megan Hitchins, Conxi Lázaro, Joan Brunet, Marta Pineda*, 
Gabriel Capellá* 
(*) Estos autores contribuyeron por igual en este trabajo y comparten la autoría. 

• Manuscrito en preparación 

Contribución del doctorando: Propuesta de la hipótesis. Diseño de experimentos. 

Obtención, gestión y tratamiento de las muestras. Cultivo primario de linfocitos y 

fibroblastos. Extracción de RNA. Parte de la secuenciación clonal con bisulfito. Análisis e 

interpretación de resultados de array CGH y SNP array. Estudio de tejidos mediante 

Infinium 450K. Análisis, interpretación y discusión de resultados. Preparación de figuras. 

Escritura de la primera versión del manuscrito.  
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