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RESUMEN

Introduccion: De un 5-10% de todos los canceres de mama se consideran de tipo
hereditario y, por tanto, atribuibles a mutaciones germinales deletéreas en genes de
predisposicion a esta enfermedad. Recientemente, dos grandes estudios caso/control han
evidenciado que son 8 genes los que muestran una asociacién significativa con el cancer
de mama: BRCA1, BRCAZ, PALBZ, CHEK2, ATM, BARD1, RAD51C y RAD51D. El rastreo de
estos genes empleando técnicas de secuenciacién masiva ha permitido la deteccién de
miles de variantes, muchas de ellas clasificadas como variantes de significado clinico
desconocido (VUS). Interesantemente, la desregulacién del splicing es un mecanismo
etiopatogénico prevalente en genes de susceptibilidad a esta enfermedad. En este
contexto, los ensayos funcionales de splicing de variantes potencialmente espliceogénicas
permitiran la reclasificacion de una amplia fracciéon de VUS. El objetivo de esta tesis
doctoral es la clasificacién funcional y clinica de variantes de sitios de splicing
identificadas en los genes de predisposiciéon a cancer de mama CHEKZ y RAD51C, asi como
la caracterizacién de los mecanismos reguladores implicados en la inclusién de exones
sujetos a splicing alternativo, como los exones 8 y 10 de CHEKZ, y de exones especiales,

como el ex6n 4 de BARD1 (macroexén) y el exon 1 de BRIP1 (donador GC).

Materiales y métodos: Inicialmente, para la selecciéon de variantes de sitios de
splicing potencialmente espliceogénicas de los genes CHEK2Z y RAD51C, las mutaciones
reportadas tanto en el proyecto europeo BRIDGES (Breast Cancer Risk after Diagnostic
Gene Sequencing; https://cordis.europa.eu/project/id/634935) como en la base de datos
publica ClinVar fueron analizadas in silico mediante los programas MaxEntScan
(http://hollywood.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html) y SpliceAl
(https://spliceailookup.broadinstitute.org/). A continuacion, para su estudio funcional,
se construyeron 4 minigenes reporteros de splicing: mgR51C_ex2-8, mgChk2_ex1-7,
mgChk2_ex6-10 y mgChk2_ex11-15. Finalmente, las variantes seleccionadas se
incorporaron en los minigenes wild type mediante mutagénesis dirigida y se ensayaron
funcionalmente en varias lineas celulares. Por otra parte, para los estudios de regulacién,
se us6 el minigén mgChk2_ex6-10 y se construyeron otros 2 minigenes hibridos
(mgBARD1_ex3-5 y mgBRIP1_ex1-2). Con el fin de identificar intervalos ricos en
enhancers, se sigui6 la estrategia de microdeleciones solapantes. Ademas, en los exones 8
y 10 de CHEKZ se incorporaron por mutagénesis dirigida 87 variantes localizadas en los
intervalos criticos.
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Resultados: Todos los minigenes empleados produjeron un transcrito estable con
el tamafio, secuencia y estructura esperados. Por un lado, un total de 92 variantes de sitios
de splicing de los genes CHEKZ y RAD51C fueron seleccionadas tras el filtrado
bioinformatico. Mediante ensayos en minigenes, observamos que la mayor parte de ellas
alteraban el splicing (85/92; 92,4%), de las cuales 69 (75%) provocaban alteraciones
graves (<5% de transcrito full-length). Segin las normas ACMG/AMP (American College
of Medical Genetics/Association for Molecular Pathology), 58 variantes fueron clasificadas
como patogénicas/probablemente patogénicas. Curiosamente, el andlisis funcional de la
variante c.684-2A>G de CHEKZ revel6 el uso de un sitio aceptor TG atipico altamente
conservado (17/23 posiciones), cuyo reconocimiento depende de secuencias criticas
ubicadas en el ex6n 6 (c.685_698, ¢.709_722 y ¢c.707_743). Por otro lado, el mapeo
funcional de elementos reguladores del splicing revelé varias regiones esenciales para el
correcto reconocimiento de los exones 8 y 10 de CHEKZ (c.863_877, c.1073_1083 y
c.1083_1092) y del exén 4 de BARD1 (c.1232_1261, ¢.1257_1286 y c.1282_1311).
Asimismo, treinta y ocho de las 87 variantes testadas (44%) en los intervalos diana de
CHEKZ2 alteraron el splicing, cuatro de las cuales (c.883G>A, c.883G>T, c.884A>T y
c.1080G>T) indujeron un impacto casi total (<5% de transcrito full-length) y seis
mostraron impactos fuertes (20-50% de transcrito full-length). De acuerdo con las
normas ACMG/AMP, 3 variantes fueron clasificadas como patogénicas/probablemente

patogénicas.

Conclusiones: La desregulacién del splicing de los genes RAD51C 'y CHEKZ es un
mecanismo etiopatogénico prevalente en la predisposicidon genética al cAncer de mama.
En dichos genes, se han clasificado 61 variantes como patogénicas/probablemente
patogénicas, de modo que pacientes y familias portadoras se pueden beneficiar de
medidas personalizadas preventivas e incluso terapéuticas. Asimismo, los exones 8 y 10
de CHEKZ, sujetos a eventos de splicing alternativo, y el macroex6n 4 de BARD1 presentan
regiones ricas en elementos reguladores del splicing que son nichos potenciales de
variantes espliceogénicas. Por ultimo, cabe destacar que los minigenes son una
herramienta idénea para los estudios de regulacién del splicing y la caracterizacion inicial

del impacto sobre el splicing de las variantes de interés.
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ABSTRACT

Introduction: 5-10% of all breast cancers are hereditary and, therefore,
attributable to deleterious germline mutations in predisposition genes. Recently, two
large case/control studies have revealed that 8 genes are significantly associated with
breast cancer: BRCA1, BRCAZ, PALB2, CHEKZ, ATM, BARD1, RAD51C and RAD51D.
Screening of these genes using high-throughput sequencing has allowed the detection of
thousands of variants, many of them classified as variants of unknown significance (VUS).
Interestingly, splicing dysregulation is a prevalent etiopathogenic mechanism in breast
cancer susceptibility genes. In this context, functional splicing assays of potentially
spliceogenic variants reported in breast cancer susceptibility genes will allow the
reclassification of a large fraction of VUS. The aim of this PhD thesis is to functionally and
clinically classify splice site variants identified in the breast cancer predisposition genes
CHEKZ and RAD51C, as well as to characterize the regulatory mechanisms involved in the
inclusion of exons subject to alternative splicing, such as exons 8 and 10 of CHEKZ, and

special exons, such as BARD1 exon 4 (macroexon) and BRIP1 exon 1 (GC donor).

Materials and methods: Initially, to select potentially spliceogenic splice site
variants of the CHEKZ and RAD51C genes, the mutations reported both in the European
BRIDGES project (Breast Cancer Risk after Diagnostic Gene Sequencing;
https://cordis.europa.eu/project/id/634935) and in the public database ClinVar were
analyzed in silico using the programs MaxEntScan
(http://hollywood.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html) and SpliceAl
(https://spliceailookup.broadinstitute.org/). Then, for functional testing, 4 splicing
reporter minigenes were constructed: mgR51C_ex2-8, mgChk2_ex1-7, mgChk2_ex6-10,
and mgChk2_ex11-15. Finally, the selected variants were incorporated into the wild type
minigenes by site-directed mutagenesis and functionally assayed in several cell lines. On
the other side, for regulatory studies, minigene mgChk2_ex6-10 was employed and 2
other hybrid minigenes (mgBARD1_ex3-5 and mgBRIP1_ex1-2) were constructed. In
order to identify enhancer-rich intervals, an overlapping microdeletion strategy was
envisioned. In addition, 87 variants located in critical intervals were incorporated into

CHEK?Z exons 8 and 10 by site-directed mutagenesis.
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Results: All minigenes used produced a stable transcript with the expected size,
sequence and structure. On the one hand, a total of 92 splice site variants of CHEKZ and
RAD51C genes were selected after bioinformatic filtering. Using minigene assays, we
observed that most of them altered splicing (85/92; 92.4%), 69 of which (75%) caused
severe alterations (<5% full-length transcript). According to ACMG/AMP (American
College of Medical Genetics/Association for Molecular Pathology)-based standards, 58
variants were classified as pathogenic/likely pathogenic. Interestingly, functional
analysis of the c.684-2A>G variant of CHEKZ revealed the use of a highly conserved
atypical TG acceptor site (17/23 positions), whose recognition depends on critical
sequences located in exon 6 (¢c.685_698, c.709_722 and c.707_743). On the other hand,
functional mapping of splicing regulatory elements revealed several regions essential for
recognition of exons 8 and 10 of CHEKZ (c.863 877, ¢.1073_1083 and ¢.1083_1092) and
exon 4 of BARD1 (c.1232_1261, c.1257_1286 and ¢.1282_1311). Also, thirty-eight out of
the 87 variants tested (44%) in CHEKZ critical intervals altered splicing, four of which
(c.883G>A, c.883G>T, c.884A>T and c.1080G>T) induced a near-total impact (<5% of full-
length transcript) and six showed strong impacts (20-50% of full-length transcript).
According to ACMG/AMP standards, 3 variants were classified as pathogenic/likely
pathogenic.

Conclusions: Splicing dysregulation of RAD51C and CHEKZ is a prevalent
ethiopathogenic mechanism in the genetic predisposition to breast cancer. In these genes,
61 variants have been classified as pathogenic/likely pathogenic, so that carrier patients
and families may benefit from personalized preventive and even therapeutic measures.
Likewise, CHEKZ exons 8 and 10, which undergo alternative splicing events, as well as
BARD1 macroexon 4, present splicing regulatory elements-enriched regions that are
potential clusters of spliceogenic variants. Lastly, minigenes are an ideal tool for splicing
regulatory studies and the initial characterization of the impact on splicing of candidate

variants.
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SPLICING

urante los afios 60 y 70, la biologia molecular se estaba enfrentando a un gran

enigma con respecto a la sintesis del ARNm en células animales. A lo largo de

esos afos, se habia demostrado que una gran fraccién del ARN nuclear se
degradaba muy rapidamente después de su sintesis, mientras que solo una pequefia
porcion del ARN inicialmente sintetizado se exportaba al citoplasma, donde funcionaba
como un ARN mucho mas estable. Varias lineas de investigacion habian evidenciado que
dichos ARN presentaban una relacién precursor-producto, algo que solamente podia
explicarse a través de la existencia de un proceso encargado de la escision del ARN nuclear
[1]. Sin embargo, surgian muchas dudas al respecto, entre ellas como se procesa este ARN
nuclear para que ambos ARN mantengan en sus extremos 5’ y 3’ las mismas estructuras,

en concreto, la caperuza y la cola de poliadenina (poli(A)), respectivamente.

En el afio 1977, Phillip Sharp y Richard Roberts dieron respuesta a esta y otras
preguntas descubriendo, de manera independiente, el proceso de splicing. Ambos
visualizaron por microscopia electrénica que una tinica molécula de ARNm hibridaba de
forma discontinua con el ADN que plagiaba (Figura 1) [2,3], poniendo de manifiesto que
la secuencia génica estd interrumpida por secuencias que no se traducen a proteinas. Se
postul6 que este ARNm maduro derivaba de un ARN nuclear precursor continuo que era
sometido a un mecanismo de corte y empalme (splicing). Muy pronto se intuy6 que este
mecanismo de maduracion del ARNm que desprende los «intrones» y anuda los «exones»
entre si, términos acufiados por el bioquimico estadounidense Walter Gilbert [4], era mas
intrincado de lo que se pensaba en un principio, pues podia tomar multiples caminos y,
de este modo, engendrar varios productos a partir del mismo precursor comun [5,6]; la

precuela de lo que ahora conocemos como splicing alternativo (AS).



Figura 1 Mlcrografla electromca de la hibridacion del ARNm procedente del gen
hexoén con un fragmento de ADN de adenovirus. En esta imagen vemos una adaptacion
de parte de la figura 4 del articulo de Berget y colaboradores publicado el afio 1977. En la
imagen de la derecha se representa el ADN viral en negro y el ARNm en color rojo. Las
regiones en las que el ARN rojo es paralelo a la cadena de ADN negra representan el
hibrido ARN-ADN. Las regiones donde las dos cadenas de ADN negras son paralelas
representan el diaplex ADN-ADN.

1. DEFINICION DE SPLICING

En eucariotas, la mayoria de los genes contienen sus secuencias codificantes
(exones) en segmentos discontinuos, interrumpidas por otras secuencias (intrones),
generalmente mas largas, que no formaran parte del ARNm maduro. Tras el proceso de
transcripcion de nuestros genes, reacciéon catalizada por la ARN polimerasa II (RNA pol
I1), se genera un ARN mensajero precursor (pre-ARNm) que debera de sufrir una serie de
modificaciones antes de convertirse en el ARNm maduro funcional que viajara al
citoplasma celular y se traducira en la proteina en cuestion. Ademas de la adicién de la
caperuza en el extremo 5’ y la poliadenilacién del extremo 3’, otra de las modificaciones

postranscripcionales a la que seran sometidos estos pre-ARNm es el proceso de splicing

[7].

El splicing es un proceso clave de la expresion génica que elimina los intrones del
pre-ARNm y enlaza ordenadamente los exones. Esta reacciéon es catalizada por un
complejo macromolecular altamente dinamico tanto en conformacién como en
composiciéon llamado espliceosoma. El correcto funcionamiento de esta maquinaria

depende, por un lado, de una serie de secuencias conservadas que definen las fronteras
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exon/intron: el sitio donador o sitio 5’ de splicing (5’ss), el punto de ramificacion (BP), el
tracto de polipirimidina (PPT) y el sitio aceptor o sitio 3’ de splicing (3’ss) (Figura 2). Por
otro lado, la actividad de esta maquinaria también estd sujeta a la presencia de un
conjunto de motivos reguladores en cis (Splicing Regulatory Elements, SRE) a los cuales se
unen en trans factores de splicing activadores o represores que van a participar en el

reconocimiento del exén [8].

Intron
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Figura 2. Secuencias consenso de splicing de un intron U2-dependiente. En esta
figura estan representadas todas las secuencias consenso clave para el reconocimiento de
un intron por parte del espliceosoma mayor: sitio donador o sitio 5’ de splicing (5’ss),
punto de ramificacién (BP), tracto de polipirimidina (PPT) y sitio aceptor o sitio 3’ de
splicing (3’ss) [8].

En eucariotas superiores, existen diversos factores que conceden al proceso de
splicing una enorme plasticidad en la seleccion de los puntos de corte, lo que se conoce
como splicing alternativo. Este permite que los exones de nuestros genes puedan
combinarse entre si de formas muy variopintas, originando distintos ARNm maduros que
en algunos casos seran capaces de codificar proteinas funcionalmente diferentes
(isoformas) [9]. Esta regulacion flexible del proceso de splicing se produce en la mayoria
de los genes de los organismos multicelulares y contribuye a la diversificaciéon del
transcriptoma y el proteoma, y a la regulaciéon de los niveles de expresion génica,
principalmente a través de la degradacién de los transcritos que contienen codones de
terminacion prematura (PTC). E1 AS permite que las células se adapten rapidamente a los
cambios en el entorno circundante, manteniendo la homeostasis tisular, promueve la
diferenciacion celular, el desarrollo de tejidos y la organogénesis durante el desarrollo

embrionario, y preserva la identidad y la funcién del tejido. Por ello, su desregulacion
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conlleva graves consecuencias que pueden suponer el origen de una gran variedad de

enfermedades humanas, como el cancer [10,11].

Por otra parte, existen varios tipos de splicing no canénico que también actian
sobre nuestros genes, como es el caso del back-splicing, capaz de generar transcritos
circulares, o el trans-splicing, que origina transcritos quiméricos al unir exones de dos
moléculas de pre-ARNm independientes, derivadas del mismo gen (intragénico) o de
genes diferentes (intergénico). El splicing no candnico es también responsable de la
incorporacion de microexones (<30 nt) en los ARNm maduros y la eliminacién de intrones
extremadamente largos de nuestros pre-ARNm. En el caso de los microexones, estos
requerirdn para su correcta inclusion de intrones flanqueantes mas cortos y
particularmente enriquecidos en motivos enhancer reconocidos por factores de splicing
activadores muy especificos (p. ej.,, SRRM4, PTBP1 y RBFOX1) y de sitios 3’ss y 5’ss mas
fuertes. Por otro lado, 1a escisién de los intrones largos va a depender en gran medida de
la presencia de los conocidos como sitios recursivos de splicing o «exones de longitud
cero», que combinan los motivos 3’ss y 5’ss para que dicho intrén sea eliminado en varios
pasos consecutivos [12,13]. Estos tipos de splicing no canénico contribuyen a la existencia
de una gran diversidad de mecanismos moleculares y celulares y funciones bioldgicas, y

desempefian un papel fundamental en la regulacion de la expresion génica.

El espliceosoma es un complejo de ribonucleoproteinas (snRNP) encargado de
catalizar la reaccion de splicing. Su naturaleza compleja y dindmica le confiere precision a
través de interacciones ARN-ARN, ARN-proteina y proteina-proteina que aseguran que
los sitios reactivos del pre-ARNm estdn correctamente posicionados para la catalisis.
Estas caracteristicas del espliccosoma también le confieren una extraordinaria

flexibilidad para responder rapidamente a cambios en el entorno celular [14].

En nuestras células, encontramos dos tipos de espliceosoma: el espliceosoma
mayor o U2-dependiente, responsable de eliminar los intrones de tipo U2 (como el
mostrado en la Figura 2), y el menos abundante, el esplicecosoma menor o U1l2-
dependiente, encargado de la escisién de una clase rara de intrones, los intrones de tipo
U12, que constituyen solo 881 intrones humanos segin U1Z2 intron database (U12DB;
https://genome.crg.eu//cgi-bin/ul2db/ul2db.cgi; dltimo acceso el 12 de septiembre de

2023) [15]. La funcién y el significado del espliceosoma U12-dependiente atin estan lejos


https://genome.crg.eu/cgi-bin/u12db/u12db.cgi

de comprenderse por completo, pero hay varias lineas de evidencia que indican que el
splicing de este tipo de intrones tiene funciones esenciales en nuestro organismo [16]. La
principal diferencia entre estos dos tipos de espliceosomas son las snRNP que los
componen. El espliceosoma mayor estd formado por las snRNP U1, U2, U4/U6 y U5,
mientras que el espliceosoma menor solo comparte la snRNP U5 y el resto son analogos
funcionales de las anteriores, denominados U11, U12 y U4atac/U6atac. En ambos casos,
cada snRNP consta de un ARN nuclear pequefio (o dos en el caso de U4/U6 o
U4atac/U6atac) y un conjunto comin de siete proteinas Sm (B/B’, D3, D2, D1, E, F y G).
Ademas de las snRNP, en la reacciéon de splicing participan un nimero variable de
proteinas asociadas, entre las que destacan una gran variedad de ARN helicasas
dependientes de ATP (DDX46, DDX39B, DDX23, SNRNP200, EFTUD2, DHX16, DHX38,
DHX8 y DHX15, entre otras) [17]. Otra diferencia entre estas dos maquinarias de splicing
es el tipo de secuencias consenso que reconocen y, por tanto, el tipo de intrones que
escinden, tipo U2- 0 U12-dependientes, como hemos explicado anteriormente. A pesar de
estas diferencias, el proceso de splicing requiere de los mismos pasos: ensamblaje inicial
del espliceosoma y formacién del complejo catalitico, seguido por la ejecucion de dos

reacciones de transesterificacién consecutivas y la disociacién del complejo [18].

Inicialmente, el 5’ss y el BP son reconocidos por la snRNP U1l y por SF1,
respectivamente (espliceosoma mayor), o bien por el complejo constituido por las snRNP
U11/U12 (espliceosoma menor). Practicamente al mismo tiempo, el 3’ss y el PPT son
detectados por el heterodimero proteico U2AF1/U2AF2 en los intrones U2-dependientes,
que servira de guia, junto con SF1, para la unién de la snRNP U2 al BP. Mientras que, en el
caso de los intrones U12-dependientes, el sitio 3’ de splicing es localizado por la proteina
ZRSR2. Hasta aqui se habria formado lo que se conoce como el complejo A (pre-
espliceosoma). Tras el reconocimiento de los sitios de splicing, entran en escena las tri-
snRNP U4/U6.U5 (espliceosoma mayor) o U4atac/U6atac.U5 (espliceosoma menor),
formando el complejo B (espliceosoma pre-catalitico). La activacién del complejo B
dependera de la liberacién de Ul y U4 (intrones U2-dependientes) o U1l y U4atac
(intrones U12-dependientes) y sera la responsable de desencadenar el primer paso
catalitico del proceso de splicing. En esta primera reaccion de transesterificacién, el grupo
2’0OH de la adenina principal del BP desencadena un ataque nucleofilico sobre el 5’ss, el
cual corta la cadena de ADN en este punto y enlaza el sitio 5’ss con esta adenina del BP,
formando una estructura llamada «lazo intrénico» o lariat. A continuacion, este complejo

B se transforma en el complejo C (espliceosoma catalitico), que es el responsable de la
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segunda reaccion de transesterificacion. En concreto, esta reaccion es catalizada por el
grupo 3’OH libre del 5’ss que ataca el sitio 3’ss, ligando los dos extremos exdnicos y
liberando el complejo P (post-espliceosoma), el cual incluye el intrén eliminado.
Finalmente, se disocia el complejo y se liberan las snRNP y las proteinas asociadas

(Figura 3) [19,20].

Intrén U2-dependiente Intrén U12-dependiente

- | Complejo A
tri-snRNP tri-snRNP
U2AF2
D Complejo B
o0 @
O \ .
V Complejo C

Ve L
U5 ) r -
A @ ZRSR2
\\—’ O/Complejo P i \d Complejo P

Figura 3. La reaccion de splicing. Representacion esquematica del ensamblaje del
espliceosoma mayor (izquierda) y menor (derecha), formacién de los distintos complejos
espliceosOmicos y reaccion de splicing en intrones U2- (izquierda) y Ul2-dependientes
(derecha).

Una cuestion que puede surgir después de entender como funciona el proceso de
splicing es si el espliceosoma primero identifica los exones o si, por el contrario, el
reconocimiento sucede a través del intrén. Hay evidencias que indican que esto va a
depender de la arquitectura del genoma, en concreto, del tamafio de los exones e intrones
implicados en la reaccion de splicing. En eucariotas superiores, que generalmente
muestran pre-ARNm con exones cortos separados por intrones mucho mas largos, parece
que predomina el modelo de «definicidon de exdn», propuesto en el aflo 1990 por Susan
Berget y, segun el cual, la maquinaria de splicing se conforma a través del exén [21]. Sin
embargo, en los eucariotas inferiores, los cuales presentan una arquitectura génica
caracterizada por intrones pequefios y exones grandes, probablemente predomine el
modelo de «definicién de intrén», donde los sitios de splicing se emparejan entre intrones

en lugar de entre exones [22].




Interesantemente, tanto el primer como el dltimo exén van a requerir mecanismos
especiales para su definicion. En el caso del primer exén, que carece de sefial de splicing
3'ss, la caperuza 5’ es esencial para el reconocimiento del sitio 5’ de splicing de este ex6n
y la eliminacién del primer intrén. Respecto al ultimo exén, este comienza con un sitio
aceptor y termina con una cola poli(A), la cual es crucial, junto con la maquinaria proteica

encargada del procesamiento del extremo 3’, en la escision del ultimo intrén [23].

El mantenimiento de la integridad del marco abierto de lectura (ORF) requiere una
definicién precisa de los limites entre las regiones intrénicas y exdénicas. Como se ha
indicado en apartados anteriores, estas sefiales basicas en el ADN para que se efectie la
reaccion de splicing engloban el sitio donador o sitio 5’ de splicing, que esta a caballo entre
el final del exdén y el principio del intrén, y tres secuencias consenso localizadas en el
extremo opuesto: el sitio aceptor o sitio 3’ de splicing, que incluye los dltimos nucleétidos
(nt) del intrén y los primeros del exon; el tracto de polipirimidina, ubicado entre las
posiciones intrénicas -5 y -15, y el punto de ramificacion, localizado unos 40 nt upstream
del sitio 3’ss (Figura 2). Las posiciones altamente conservadas de estas secuencias
clasicas de splicing son el dinucle6tido GT (GU en el ARN), localizado en las posiciones
intronicas +1 y +2 (5’ss), y las posiciones intronicas -1 y -2 que exhiben el dinucledtido
AG (3’ss). Estas posiciones fuertemente conservadas estan rodeadas por una serie de
nucleétidos conservados en mayor o menor medida y todos ellos conjuntamente
constituyen las secuencias consenso de splicing: 5’ss—MAG|GTRAGT, BP—YTNAY,
PPT+3’ss—Ym)NYCAG|G (Ex6n|Intrén; M=C/A; R=A/G; Y=C/T; Yn=PPT; N=A/C/G/T) [8].
Estas secuencias consenso son posibles dianas de variantes espliceogénicas, las cuales

pueden producir trascritos deletéreos vinculados a una enfermedad [24].

Mas del 99% de los intrones son eliminados a través del espliceosoma mayor,
guidndose por los motivos de splicing consenso que acabamos de indicar y reflejados en
la Figura 2. Sin embargo, como hemos visto en el apartado previo, existen otro tipo de
intrones, los U12-dependientes (0,4%), cuyos sitios de splicing son ligeramente distintos
y entre los cuales se incluyen los conocidos como intrones AT-AC (20,09%) (Figura 4).
Algunas caracteristicas diferenciales de los intrones U12 son: i) una conservaciéon mas
fuerte de las secuencias de splicing, incluido el punto de ramificacién, lo cual hace que
sean mas sensibles a las mutaciones puntuales, presenten una menor flexibilidad en la

eleccion del sitio de corte y exhiban menores niveles de AS, y ii) la ausencia de PPT [16].
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Figura 4. Secuencias consenso de splicing de un intron U12-dependiente. En esta
figura estan representadas todas las secuencias consenso clave para el reconocimiento de
un intrén por parte del espliceosoma menor (sitio donador o sitio 5’ de splicing [5’ss],
punto de ramificaciéon [BP], y sitio aceptor o sitio 3’ de splicing [3’ss]) obtenidas
empleando la herramienta online WebLogo (https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi) y
usando los datos publicados en la U12DB (ultimo acceso el 12 de septiembre de 2023).

Por otro lado, existen una amplia gama de sitios atipicos, entre los que se incluyen
los donadores no-canénicos mas comunes, los GC (x 0,9%) (Figura 5) [12]. En la mayoria
de estos sitios de splicing no-canonicos, solo un nucleé6tido de las posiciones +1,2 (GT-AG)
estd alterado. Generalmente, se trata de sitios de splicing con una fortaleza inferior a los
candnicos, y es por ello por lo que suelen estar enriquecidos con motivos SRE y mostrar
mayores niveles de splicing alternativo. Curiosamente, el andlisis de algunos de estos
sitios de splicing atipicos ha revelado su transformacidn en sitios can6nicos a través de un

proceso de edicion del ARN que facilita su selecciéon [25].

La existencia de esta gran variedad de sitios de splicing pone sobre la mesa lo
intrincada que puede ser la regulacién de este mecanismo. Ademas, la seleccién precisa
de los sitios de splicing se complica mas aun debido a la presencia de una gran cantidad
de pseudositios, también denominados sitios cripticos, con secuencia similar o incluso

idéntica a la consenso (Figura 2) que deben ser correctamente reprimidos [26].
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Figura 5. Sitios de splicing no-canénicos. Secuencias consenso de sitios de splicing 5’ss
y 3’ss atipicos, y el porcentaje de aparicién de cada uno de ellos en los intrones humanos
[12].

El reconocimiento de un ex6n es un proceso altamente complejo que depende de
un control combinatorio Unico de multiples parametros, principalmente: i) la fortaleza de
los sitios de splicing; ii) una amplia gama de motivos potenciadores o silenciadores que
actuan en cis, los cuales reclutan factores reguladores del splicing que ejercen su funcion
en trans; iii) la arquitectura gendémica, incluidos los tamafos de ex6n e intrén; iv) la
estructura secundaria del pre-ARNm, que puede exponer u ocultar tanto los sitios de
splicing como motivos de unién para proteinas reguladoras de este proceso; v) la cinética
de la transcripcion, ya que este proceso se produce mayoritariamente de forma
cotranscripcional, y vi) la presencia de nucle6tidos modificados postranscripcionalmente
(epitranscriptoma), que a su vez pueden modular la unién de ciertas proteinas o la
formacién de estructuras secundarias en el ARN [27]. De todos ellos, un factor clave en el
reconocimiento de exones y en el splicing alternativo es la presencia de SRE. Los motivos
SRE son secuencias degeneradas a las que pueden unirse diversas proteinas reguladoras
que van a modular la reaccién de splicing [10,26]. Basicamente, los SRE se pueden
clasificar en enhancers, que favorecen la inclusion de los exones en el ARNm maduro, y

silenciadores, cuyo efecto es bloquear el reconocimiento de los exones diana por parte de
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la maquinaria de splicing. Estos motivos pueden localizarse tanto en regiones intronicas
como exonicas, distinguiéndose 4 tipos de SRE: Exonic Splicing Enhancers (ESE), Exonic

Splicing Silencers (ESS), Intronic Splicing Enhancers (ISE) e Intronic Splicing Silencers (ISS).

Las dos familias clasicas de proteinas de unién al ARN (RBP) que actdan en trans
regulando el proceso de splicing son la familia de proteinas SR (proteinas ricas en
serina/arginina), que suelen actuar como factores potenciadores del proceso de splicing,
y la familia de ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNP), las cuales
generalmente ejercen un papel silenciador (Figura 6) [28]. Sin embargo, esta clasificacion
es muy simplista, puesto que a menudo el mismo SRE y sus factores en trans afines pueden
mostrar efectos contrapuestos de acuerdo con su posicion, ostentando un papel tanto
represor como activador en funcién del contexto genético y su ubicacién a lo largo del gen.
De hecho, se han detectado diferencias en el funcionamiento de algunos de estos factores
reguladores del splicing segiin se unan a motivos ubicados upstream o downstream del
exon regulado (p. ej., los factores NOVA) o a SRE intrénicos o ex6nicos (como muchas
hnRNP) [29]. Por otra parte, los conocidos como CERES (Composite Exon Regulator
Element of Splicing) son otro ejemplo clasico de SRE cuya actividad potenciadora o
silenciadora esta fuertemente asociada al contexto genémico [30]. Adicionalmente, cabe
destacar que el reconocimiento eficiente de un ex6n depende de efectos combinatorios o

cooperativos/competitivos entre distintos factores reguladores[31].

Proteinas SR Activacion del splicing

. Proteinas hnRNP —1 Inhibicién del splicing

Figura 6. Secuencias en cis y factores en trans que participan en la regulacion del
proceso de splicing. Representacion esquematica de los principales motivos SRE (ESE,
ESS, ISE e ISS) y factores de splicing (proteinas SR y hnRNP) implicados en la regulacién
de este mecanismo.
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Por un lado, la familia proteica SR comprende una serie de proteinas
filogenéticamente conservadas y estructuralmente relacionadas, caracterizadas por
poseer un dominio rico en arginina y serina en la regiéon C-terminal, denominado dominio
RS. El estado de fosforilacion de dicho dominio cambia rapidamente en respuesta al estrés
y a la sefializacion celular, y es el encargado de regular la actividad y el transporte
nucleocitoplasmatico de las proteinas SR. En particular, la familia de proteinas SR
«basicas» consta de 12 miembros relativamente bien caracterizados, presentados en la
Figura 7 [32,33]. En 1990, fue descubierto de forma paralela por dos grupos distintos el
primer miembro de esta familia proteica, SRSF1, al que denominaron SF2 y ASF, y desde
entonces las funciones en el splicing de estas proteinas SR han sido ampliamente
investigadas [34,35]. Las proteinas SR ejercen funciones esenciales en el splicing tanto
constitutivo como alternativo, pues se encargan de promover el ensamblaje del
espliceosoma a los ARN nacientes y favorecen la transicidn hacia los distintos complejos
espliceosdmicos. En concreto, estas proteinas son claves en el proceso de definicion de
exon, participando en el reclutamiento de las snRNP U1, U11, U2 y U12 a los sitios de
splicing, y estan implicadas tanto en la formacion del complejo B, colaborando en el
ensamblaje de las tri-snRNP (U4/U6.U5 y U4atac/U6atac.U5), como en la formacion del
complejo C [36]. Curiosamente, se ha demostrado que algunas de estas proteinas pueden
ejercer también un papel antagdnico en el splicing cuando se unen a regiones introénicas,
pues probablemente constituyan un impedimento estérico para la formacién del
espliceosoma [32]. Otras directamente funcionan habitualmente como factores de splicing
supresores como SRSF10 o SRSF12, que de hecho inicialmente fueron nombradas como
SRrp40 y SRrp35, respectivamente, siglas que derivan de SR-repressor proteins [37].
Ademas, esta familia de proteinas interviene también en otros aspectos cruciales del
metabolismo del ARNm, como la poliadenilacién, transcripciéon, empaquetamiento y
compactaciéon de las ribonucleoproteinas mensajeras, exportacién y transporte al
citoplasma de transcritos, regulacion de la estabilidad del ARNm a través de la via
Nonsense-Mediated mRNA decay (NMD) y traduccion. [33,38]. Esta flexibilidad funcional
de la familia de proteinas SR es crucial para la plasticidad, solidez y adaptabilidad de los

programas de expresion génica.
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Figura 7. Estructura de las proteinas SR y hnRNP humanas. A) Familia de proteinas
SR. Se muestra la organizacion estructural de las proteinas SR clasicas. Ademas de su
nomenclatura actual, se ha incluido entre paréntesis sus nombres alternativos. RS,
dominio rico en Arg/Ser; RRM, RNA recognition motif, RRMH, RNA Recognition Motiv
Homologous; Zn, Zinc Binding Domain. B) Familia de proteinas hnRNP. Se muestra la
organizacion estructural de las proteinas hnRNP clasicas, desde la A hastala U. RRM, RNA
recognition motif; qRRM, quasi-RNA recognition motif; KH, K-homology domain; la caja
RGG, que consta de repeticiones de Arg-Gly-Gly; Zn, dedos de zinc; bZLM, basic leucine
Zipper-like Motif; SRGY, motivo rico en serina, arginina, glicina y tirosina; SAF, scaffold
attachment factor domain; SPRY, spore lysis A and ryanodine receptor homology domain;
M9, sefial de exportacién nucleocitoplasmatica; NRS, sefal de retenciéon nuclear; KNS
dominio K de transporte nuclear, y NLS, sefial de localizaciéon nuclear; G, glicina; Y,
tirosina; R, arginina; Q glutamina.

Por otro lado, las hnRNPs son una amplia familia de RBP, estructural y
funcionalmente distintas, que comprende aproximadamente 20 proteinas principales,
cuyos pesos moleculares van desde 34 a 120 kilodaltons (kDa). Estructuralmente, las
hnRNP presentan una organizacién modular que consta de uno o mas dominios de uniéon
al ARN y otros motivos relacionados con la redistribucién subcelular o la interaccién con
el ADN o con otras proteinas (Figura 7) [39,40]. Ademas de la modularidad creada por la
combinacién de maultiples dominios, la complejidad de las hnRNP aumenta atin mas a
través de distintas variantes alternativas de splicing y modificaciones postraduccionales,
las cuales les confieren una gran versatilidad y una enorme diversidad funcional [41]. Las
hnRNP desempefian un papel importante en todas las facetas del metabolismo del ARN,
especialmente en el proceso de splicing constitutivo y en la regulacién del alternativo. La
unién de proteinas hnRNP a posiciones préximas a los sitios de splicing puede antagonizar

el efecto producido por las proteinas SR, dificultando el ensamblaje del espliceosoma por
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impedimento estérico. Ademas, se puede producir una agregacion cooperativa de hnRNP
desde un sitio de alta afinidad y en direccion 5 (como ocurre con la hnRNPA1) que
directamente obstaculiza la entrada de cualquier otro factor de splicing en la regién en
cuestion. Por otra parte, una hnRNP puede inhibir la definicién de exén cuando se une a
un exon o la definicion de intréon cuando se enlaza a un intron. Finalmente, las
interacciones entre proteinas hnRNP unidas a distintas porciones del pre-ARNm pueden
generar bucles, los cuales tienen dos efectos principales: promover el skipping de un exén
que queda dentro de este bucle o estimular la definicién de intrén al aproximar los sitios
de splicing 5’y 3’ [42]. Las hnRNP, ademas de regular el splicing, son cruciales en todas las
etapas de maduracion del ARNm, incluyendo la transcripcidn, adiciéon de la caperuza,
poliadenilacion, exportacidn, localizacion, traducciéon y estabilidad del ARNm [39].
Asimismo, las hnRNP también participan en la biogénesis del ADN, puesto que estan
involucradas en la replicacion de este acido nucleico, la reparacion de dafos, la

remodelacion de la cromatina y el funcionamiento de los telémeros [43].

Ambas familias proteicas, SR y hnRNP, son reguladores clasicos del splicing en
trans, sin embargo, existen otras RBP implicadas en este proceso, la mayoria de ellas
especificas de tejido o contexto. Por ejemplo, en tejido neuronal nos encontramos con
PTBP1, PTBP2, SRRM4, RBFOX, NOVA2, KHDRBS3 y TDP43, factores esenciales en la
neurogénesis, mientras que en el desarrollo del tejido cardiaco participan CELF1, MBNL1,
RBFOX1, RBFOX2, y RBM24, entre otros. No obstante, hoy en dia carecemos aun de una
lista exhaustiva de todos los factores implicados en la regulaciéon del splicing y sus sitios
de union, de ahi que predecir los patrones de splicing basandonos Unicamente en las

secuencias del pre-ARNm sea actualmente muy dificil [10].

La compleja regulacién del proceso de splicing y la composicién dindmica del
espliceosoma confieren una gran flexibilidad y versatilidad a este mecanismo,
permitiendo generar, a partir de un Unico transcrito primario, diferentes transcritos,
algunos de ellos funcionales, en lo que se conoce como splicing alternativo (AS) [9,44]. El
AS fue el que dio una explicacién a la gran sorpresa con la que se encontré la comunidad
cientifica una vez finalizado el Proyecto Genoma Humano en el afio 2003, en concreto, esa
discrepancia entre el nimero de genes codificantes de proteinas anotados y el niimero de
polipéptidos humanos observados [45]. El AS es un mecanismo postranscripcional

fundamental para reprogramar los perfiles de expresién génica y ampliar la diversidad

15



transcriptémica, protedmica y fenotipica de los organismos eucariotas [11,46]. Este
fenomeno contribuye al desarrollo y la diferenciacién celular, la determinacidon del linaje,
la adquisicion y el mantenimiento de la identidad del tejido y el desarrollo de érganos y
permite a las células responder a su entorno, confiriéndoles plasticidad fenotipica [10].
En humanos, el andlisis del transcriptoma a gran escala revelé que hasta el 95% de los

genes multi-exdénicos sufren splicing alternativo [47].

Los eventos de AS, tal y como hemos visto en el apartado anterior, van a depender
de multitud de factores, como la longitud de los exones e intrones, el orden en el que se
eliminan los intrones, la fortaleza de los sitios de splicing, la presencia y localizacion de
los sitios cripticos, la densidad de sitios SRE y los niveles de expresion de los factores en
trans implicados, los cuales van a regular cuidadosamente este fendémeno por tipo de
célula o tejido y en diferentes periodos del desarrollo. Otras caracteristicas moleculares,
como la estructura de la cromatina y del ARN, la tasa de elongacién del transcrito, los
promotores y los sitios de poliadenilacién alternativos o la presencia de nucleétidos
modificados, colaboran con los elementos anteriormente mencionados en la generacién

de esa diversidad proteémica debida al AS [27,48].

Como acabamos de mencionar, el término empleado para referirse a cada uno de
los resultados del AS es «evento» y cada evento da lugar a distintas variantes de ARN o
isoformas. Respecto a los eventos de splicing alternativo, estos pueden ser clasificados en
cinco subgrupos distintos: (i) eliminacién de exén/exones alternativo/s, fendmeno
también conocido como exon skipping o exon cassette, es el evento de AS mas comun en
células de eucariotas superiores y da como resultado la eliminacién completa de uno o
mas exones; (ii) eleccién entre exones mutuamente excluyentes, es decir, exones que
nunca aparecen juntos en el ARNm maduro final; (iii) uso de sitios 5'ss o (iv) 3'ss
alternativos, y (v) retencion intrénica, poco comun en vertebrados y muy frecuente en
plantas, hongos y protozoos (Figura 8) [46]. En cuanto a las isoformas de ARN generadas
por el AS, cabe destacar que algunas son codificantes de proteinas, no obstante, lo mas
habitual es que contengan un codén de parada 50-55 nt upstream de la tltima unién exdén-

exoén y sean degradadas por la via NMD [49].
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Figura 8. Eventos alternativos de splicing. A) Splicing constitutivo. B) Exon skipping o
exon cassette. C) Exones mutuamente excluyentes. D) Sitio 5’ss alternativo. E) Sitio 3’ss
alternativo. F) Retencidn intrénica.

El splicing es un proceso clave de la expresion génica altamente regulado, de ahi
que una pequeia alteracién en cualquiera de sus protagonistas clave, el espliceosoma, los
sitios de splicing, los SRE y los factores reguladores en trans, asi como en otros personajes
mas secundarios, la estructura de la cromatina o del ARN o la tasa de transcripcion, pueda
desestabilizar este mecanismo. Esta desregulacion del splicing, o bien ocasiona eventos
de splicing aberrantes, o bien modifica la proporcion de las diferentes isoformas de ARN,
pudiendo desencadenar un trastorno genético como, por ejemplo, un cancer [48]. Segun
The Human Gene Mutation Database (https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php; ultimo
acceso 12 de septiembre del 2023), en torno al 9% de las variantes genéticas reportadas
afectarian al splicing. No obstante, podria tratarse de una subestimacién, teniendo en
cuenta que, tradicionalmente, las mutaciones que afectan al proceso de splicing han sido
ignoradas. En efecto, hay estudios que corroboran que muchas variantes en el ADN han
sido erréneamente clasificadas como sindnimas, frameshift, missense o nonsense, cuando
realmente estan alterando los patrones de splicing del gen o, lo que es lo mismo, son
variantes espliceogénicas [50-53]. De hecho, segin algunas estimaciones, en torno al 60%
de todas las mutaciones causantes de enfermedad estan afectando al proceso de splicing

de algin modo [54].

Las alteraciones en el splicing pueden causar la patologia directamente, modificar
la gravedad del fenotipo de la enfermedad o estar relacionadas con la susceptibilidad a
esta. En general, estas alteraciones en el splicing del pre-ARNm se clasifican en dos tipos
principales: las mutaciones de accion en cis y en trans. En cuanto a las mutaciones de

accion en cis, se trata de cambios en el ADN puntuales que inducen anomalias de splicing
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en un gen concreto. En cambio, las mutaciones en trans engloban variantes que afectan a
la funcionalidad de las proteinas implicadas en el proceso de splicing y, por tanto, deberian

de presentar efectos pleiotrépicos [55].

Sabemos que el splicing preciso del pre-ARNm depende de la presencia de una
serie de secuencias en cis encargadas de definir los limites exén-intréon (5’ss, 3’ss, PPT y
BP) y de regular este proceso (SRE). Las mutaciones puntuales localizadas en estos
motivos, o aquellas que afectan a la estructura del ARNm, crean un sitio de splicing de novo
o activan uno criptico, pueden producir transcritos deletéreos vinculados a una
enfermedad [56]. Este tipo de variantes se han reportado en todos los genes asociados
con enfermedades monogénicas, siendo las mas habituales las que afectan a las senales
de splicing y, mas en concreto, las que modifican las posiciones intrénicas altamente
conservadas, que mayoritariamente induciran anomalias de splicing [23,56,57]. Aunque
estas variantes (*1,2) clasicamente se han clasificado como patogénicas, se sabe que
pueden generar transcritos que mantienen el ORF original y la funcionalidad del gen [58].
Asi, por ejemplo, la mutaciéon c.68-2A>G en el gen BRCAZ2 deleciona 2 aminodcidos,
mientras que la variante c.108+2T>C del gen PALBZ genera un donador atipico GC activo
que produce proporciones elevadas del transcrito full-length [59,60]. También hay
mutaciones, no tan cominmente descritas, que afectan al PPT, como la variante c.7806-
9T>G de BRCAZ vinculada al cancer de mama, y al BP, como es el caso de la delecion
puntual c.2016-35del en el gen FGD1 asociada al sindrome de Aarskog-Scott [61,62].
Respecto a las mutaciones que afectan a enhancers/silenciadores, hay multiples ejemplos
reportados en la literatura asociados a una patologia. Este es el caso de la variante c.465-
51T>C del gen STK11, la cual sirve también para entender como una alteracion en el
splicing puede modular la gravedad fenotipica de una patologia. Dicha variante ubicada
en el intron 4 incrementa la union del factor de splicing SRSF1, contrarrestando el efecto
producido por la mutacién c.597G>A (skipping del ex6n 4) y reduciendo asi la severidad
del sindrome de Peutz-Jeghers [63]. Otro ejemplo muy interesante es el de la mutacién
intrénica c.639+919G>A en el gen GLA, responsable de la enfermedad de Fabry, que activa
un pseudoexdn al destruir una secuencia silenciadora a la que se unen los factores de

splicing hnRNPA1 y hnRNPA2B1 [64].

Respecto a las mutaciones en trans, este grupo incluye todas aquellas variantes que
afectan a la actividad de las proteinas implicadas en el proceso de splicing, ya sean

componentes del espliceosoma o factores reguladores de este mecanismo. Curiosamente,
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aunque estos factores de splicing se requieren en todo el organismo, las enfermedades
desencadenadas por mutaciones en los mismos suelen ser especificas de células o tejidos,
afectando a tejidos tan diversos como la retina (retinitis pigmentaria), el linaje
hematopoyético (sindromes mielodisplasicos o leucemias), el esqueleto (sindrome de
Verheij, sindrome de Nager o sindrome de Burn-McKeown) y la médula espinal (atrofia
muscular espinal o esclerosis lateral amiotréfica) [65]. También se han descubierto
mutaciones en estos factores, aunque en menor medida, en varios tumores sélidos,
incluido los canceres de mama, pancreas, pulmén, y melanomas. Las mutaciones mas
comunes ocurren en SF3B1, SRSF2, U2AF1 y ZRSRZ2, y suelen ser missense, somaticas,
heterocigoéticas y mutuamente excluyentes entre si [66,67]. Es mas, una expresion
desregulada tanto de las hnRNP como de las proteinas SR, asi como de otros factores de
splicing, podria facilitar el inicio y la progresion tumoral, haciendo que estas proteinas

actuen, por tanto, como oncoproteinas [68].

Las herramientas bioinformaticas encargadas de la deteccion de mutaciones
espliceogénicas muestran una capacidad limitada para estimar el efecto exacto que
ejercen los cambios en el ADN sobre el splicing. Es por ello por lo que los ensayos
funcionales de las variantes candidatas continuan siendo esenciales para desvelar su
impacto real [69]. El analisis funcional de variantes de ADN potencialmente
espliceogénicas de genes responsables de una enfermedad se puede llevar a cabo, o bien
empleando muestras de ARN de pacientes portadores (generalmente, ARN de linfocitos),
o bien mediante minigenes hibridos [70]. Cuando la muestra de ARN del paciente es
inaccesible, los minigenes hibridos representan una herramienta genética versatil,
simple, robusta, de gran capacidad y de alta sensibilidad para la caracterizacién
preliminar de posibles variantes espliceogénicas [71-73]. En concreto, los minigenes
hibridos son vectores reporteros de splicing que incluyen un promotor fuerte, el primer
(V1) y el ultimo (V2) ex6n de la reaccién de splicing y, entre ambos exones, un sitio de
clonaciéon multiple donde se incorporan los exones del gen diana flanqueados por unos
200-300 nt intrénicos. Una vez construido y validado el minigén wild type (WT), se
introducen por mutagénesis dirigida las mutaciones de interés, los constructos WT y
mutantes se transfectan transitoriamente en células eucariotas y, tras extraer y purificar
el ARN celular, su patrén de splicing se analiza mediante RT-PCR con primers especificos

de los exones del vector. Es asi como esta herramienta nos permite estudiar ex vivo como
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funciona el splicing de un gen y, por tanto, determinar que efecto ejercen sobre este

proceso las variantes de interés sin tener que recurrir a muestras de pacientes portadores

(Figura 9).
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Figura 9. Protocolo del estudio funcional de variantes candidatas de alterar el
splicing mediante minigenes hibridos. El ensayo basico incluye los siguientes pasos:
(1) construccion del minigén WT; (2) recopilacién de variantes por filtrado
bioinformatico; (3) mutagénesis dirigida; (4) transfeccién de los minigenes WT vy
mutantes; (5) inhibicién del NMD y purificacién del ARN; (6) secuenciacién del transcrito
y analisis de fragmentos mediante electroforesis capilar fluorescente, y (7) interpretacion
de los datos. MCS, sitio de clonacion multiple.
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CANCER DE MAMA

El cancer de mama (CM) es conocido por la humanidad desde la antigliedad,
menciondndose en casi todos los periodos de la historia registrada. Concretamente, el
primer registro documentado que tenemos al respecto es el papiro egipcio de Edwin
Smith, tratado médico que data del siglo XVII a.C. Entre las 48 historias clinicas relatadas
en este tratado, describe ocho casos de tumores o tlceras de mama que fueron extirpados
por ablacion quirtrgica o cauterizados. Segun el médico egipcio que redacto6 dicho papiro,

no habia ningln tratamiento para esta enfermedad [74,75].

Mas de 1000 afios después, Hipdécrates de Cos (460-375 a.C.), considerado «padre
de la medicina occidental», y sus discipulos fueron los primeros en separar la medicina
del tefsmo, la supersticion y la demonologia, y defendieron la idea de que las
enfermedades se iniciaban por causas naturales. Segin estos médicos griegos, el CM era
una enfermedad sistémica que afloraba como consecuencia de un exceso de fluido o
humor denominado «bilis negra». A Hipdcrates se le otorga el mérito de ser el primero en
acufiar el término karkinos, que en griego significa «cangrejo», para referirse a esas masas
malignas. Los médicos hipocraticos también fueron los primeros en emplear la palabra
karkinoma, asi como el término onkos, que se traduce del griego antiguo como «masa» o

«inflamacion» y es raiz del vocablo oncologia [76,77].

Posteriormente, en la época del Imperio romano, el médico griego Claudio Galeno
de Pérgamo (131-203 d. C.) hizo una categorizacion detallada de los crecimientos
anormales. Sobre todo, describié de forma minuciosa los tumores de seno, pues eran los
mas prevalentes. Al contrario que Hipdcrates, Galeno abogé por la extirpacion del tumor
de mama, proponiendo una forma de lumpectomia en la cual se realizaba una incision

alrededor del tumor y se retiraba solamente la masa maligna [77,78].

Durante la Edad Media, el progreso médico estuvo inextricablemente entrelazado
con las filosofias religiosas emergentes, las cuales respaldaban la idea de la curacion a

través de la fe y los milagros. Este periodo de letargo en el avance médico y cientifico
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finaliz6 con la llegada del siglo XVI, que supuso el resurgimiento de la cirugia, dando un
impulso a la investigaciéon oncoldgica, en especial del CM [77,79,80]. No obstante, no fue
hasta el siglo XVII cuando se empezaron a obtener los primeros resultados favorables, al
poder relacionar la enfermedad con los nédulos linfaticos axilares y ser capaces de extraer
el tumor junto con estos nddulos linfaticos y los musculos pectorales; aunque la
mortalidad se mantuvo debido a las muertes por sepsis, abrié el camino a la mastectomia
moderna. Por otra parte, el boom artistico de esta época renacentista, en la que los

pintores representaban pechos femeninos con mucha frecuencia, dejé plasmado

publicamente el CM en gran parte de sus obras artisticas (Figura 10) [81].

Figura 10. Recortes de pinturas renacentistas que proporcionan representaciones
de patologias mamarias malignas. De izquierda a derecha: Retrato de una joven (La
Fornarina), Raffaello Sanzio 1518/19, 6leo sobre tabla, Galeria Borghese, Roma; La Noche,
Michele di Rodolfo del Ghirlandaio 1555/65, 6leo sobre tabla, Galeria Colonna, Roma; La
alegoria de la fortaleza, Maso da San Friano 1560/62, dleo sobre tabla, Galeria de la
Academia, Florencia; Las tres gracias, Peter Paul Rubens 1636/39, 6leo sobre tabla, Museo
del Prado, Madrid; Betsabé con la carta de David, Rembrandt Harmenszoon van Rijn 1645,
Oleo sobre lienzo, Museo del Louvre, Paris.

En el siglo XIX la cirugia alcanzé su maximo apogeo, momento en que logro altos
niveles de seguridad y éxito gracias a la implementacién de novedosas técnicas de
anestesia y antisepsia. Durante este siglo y principios del siglo siguiente, la mastectomia
radical se convirti6 en la operacion estandar para el CM en todo el mundo y en la principal
forma de abordar esta enfermedad. A lo largo del siglo XX, se produjo un abandono
progresivo de esta cirugia de mama radical en favor de un mayor minimalismo quirtrgico
y se desarrollaron técnicas diagndsticas y tratamientos de gran valor en el mundo de la
oncologia, tales como la mamografia, la radioterapia, la quimioterapia y las terapias
dirigidas. Este periodo también supuso una revolucion a nivel genético y molecular, lo
cual posibilito la clasificacion del CM desde otros puntos de vista y la demostracién de la

existencia de un componente hereditario en esta enfermedad [77].
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2. GENERALIDADES DEL CANCER DE MAMA

El cancer es un conjunto heterogéneo de enfermedades, todas ellas caracterizadas
por tener un origen en comun: la aparicion de células anormales que crecen y se dividen
a gran velocidad y de forma descontrolada, y que adquieren la capacidad de migrar,
invadir y dafiar tejidos y 6rganos. Durante los ultimos afios, se han ido desvelando las
marcas de identidad de los tumores malignos, siendo las mas relevantes: la exhibicién de
un potencial replicativo ilimitado (inmortalidad celular), la evasién de la muerte celular,
la insensibilidad a las sefiales inhibidoras del crecimiento, la evasién de la vigilancia
inmunitaria, la autosuficiencia en senales de proliferacidn, la activacién de la capacidad

de invasién y metastasis, y la induccion de la angiogénesis [82].

En cuanto a su origen, al tratarse de una enfermedad compleja de penetrancia
variable, el riesgo de padecer cancer va a depender de un gran nimero de factores, tanto
genéticos como ambientales, que a su vez varian dependiendo del tipo de cancer. En
general, los canceres suelen ser esporadicos debidos a la acumulacién de mutaciones
somaticas. Sin embargo, de un 5 a un 10% se considera que tienen un origen hereditario,
es decir, que son causados por mutaciones de la linea germinal que aumentan el riesgo de
padecer esta enfermedad. Desde un punto de vista epidemioldgico, en el afio 2020 se
registraron cerca de 20 millones de nuevos diagndsticos y en torno a 10 millones de
fallecimientos a causa del cancer, segiin los datos publicados por The Global Cancer

Observatory (GLOBOCAN; https://gco.iarc.fr/) (Figura 11).
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Figura 11. Graficos de los datos de A) incidencia y B) mortalidad por tipo de cancer
a nivel mundial del afio 2020. Estos graficos han sido extraidos de GLOBOCAN.
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Especificamente, el caAncer de mama es una neoplasia maligna que se origina en
tejido mamario. Aunque generalmente nos referimos a él como carcinoma, pues el origen
epitelial es el mas habitual, también se detectan adenocarcinomas de origen glandular,
sarcomas que derivan de tejido conectivo o linfomas de los ganglios linfaticos, siendo los
dos ultimos los diagnosticados con menor frecuencia. Esta neoplasia maligna se produce
como consecuencia de la combinacién de factores de riesgo no modificables, como la edad,
pertenecer al sexo femenino y la presencia de ciertas mutaciones en el ADN, y
modificables, como haber recibido una terapia de reemplazo hormonal, la falta de
actividad fisica, la exhibicién de indices de masa corporal muy elevados y el consumo de
alcohol y tabaco [83]. El CM es el mas comun en mujeres en todo el mundo y, ademas,
continua siendo la primera causa de muerte por cancer dentro de la poblacién femenina
a nivel mundial. Como ejemplo, en el afio 2020 este tipo de cancer fue el responsable del
fallecimiento de mas de 600 000 pacientes en todo el planeta (Figura 12). En nuestro
pais, en el afio 2022 se diagnosticaron 34 740 nuevos casos de cancer de mama y
fallecieron 6696 pacientes a causa de esta enfermedad, de acuerdo con la informacion
publicada por la Asociacion Espafiola Contra el Cancer
(https://observatorio.contraelcancer.es/). Cabe destacar que Espafia es uno de los paises
de la Unién Europea que muestra una de las tasas de mortalidad mas bajas para este tipo

de cancer [84].
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Figura 12. Graficos de los datos de A) incidencia y B) mortalidad por tipo de cancer
en la poblaciéon femenina a nivel mundial del afio 2020. Estos graficos han sido
extraidos de GLOBOCAN.
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La forma mas directa y efectiva de plantarle cara a esta enfermedad es mediante el
diagndstico precoz, estableciendo programas de cribado destinados a mujeres que
cumplen una serie de criterios de inclusion establecidos, y una vez diagnosticado, un
punto clave es la correcta estratificacion del tumor de seno, la cual va a guiar la forma de
abordar esta patologia. El cAncer de mama se puede clasificar de diversas formas en
funcién de los rasgos del tumor que se tengan en cuenta. Asi, se puede catalogar a nivel
morfologico segin su procedencia histoldgica, grado de diferenciaciéon de sus células y
estadio, o a nivel molecular, basandonos en los marcadores moleculares prondsticos
(determinan el comportamiento del tumor) y predictivos (presagian la respuesta a la
terapia especifica) detectados. Describir de forma precisa un cancer de mama desde todos
estos aspectos es crucial a la hora de calcular correctamente el prondstico y establecer el

tratamiento dptimo para hacer frente a esta enfermedad [85].

Desde un punto de vista morfoldgico, los carcinomas invasivos se clasifican en
distintos subtipos de acuerdo una amplia gama de criterios, incluidos las caracteristicas
citoldgicas, el patron y la arquitectura de crecimiento del tumor, la actividad secretora y
las caracteristicas del estroma, entre otros. Los principales tipos de tumores invasivos son
los carcinomas infiltrantes ductales, lobulillares, mucinosos (coloides), tubulares,
cribiformes, medulares, escamosos y papilares. El carcinoma ductal infiltrante, que se
origina en las células que recubren el ducto galactéforo, es el subtipo histolégico mas
comun, el cual engloba el 70-80% de todas las lesiones invasivas [86]. Por otro lado, para
determinar el grado de diferenciacién de las células, se sigue el sistema de clasificacion de
Nottingham, el cual cataloga esta enfermedad en 3 niveles, del I al III, siendo este tltimo
el valor mas indiferenciado y de peor prondstico [87]. En cuanto al estadio del CM, este se
define siguiendo las normas del sistema de estadificacion TNM, un método estandarizado
para clasificar la malignidad de un neoplasma segun una lista de factores que involucran
el tamafio del tumor primario (T), si afecta o no a los ganglios o nédulos linfaticos (N), y

la aparicién o no de metastasis distal (M) [88].

Esta clasificacion que atiende solo a parametros histolégicos es insuficiente para
reflejar la heterogeneidad bioldgica del CM en su totalidad. Otra forma de establecer el
prondstico y la progresion de este tipo de cancer es jerarquizandolo a nivel molecular o,
en otras palabras, clasificarlo en base a genes especificos y sus productos (ARN y
proteinas). El abordaje molecular tradicional consiste en la identificacion, mediante

inmunohistoquimica o hibridacién in situ, de los receptores presentes en el tumor,

25



especificamente los receptores hormonales de estrogenos (ER) y de progesterona (PR) y
el receptor ERBB2 0 HER2. La combinacién de los patrones de expresion génica de estos
receptores, junto con los de otros biomarcadores como Ki-67 (indicativo del grado de
proliferaciéon de las células tumorales), permite estratificar molecularmente esta
patologia en los siguientes subtipos: luminal A (ER+, PR 220%, HER2-/+,Ki-67<14%),
luminal B (ER+, PR<20%,HER2-/+,Ki-67214%), HER2 positivo (ER-,PR- HER2+) y triple
negativo (ER-,PR-,HER2-) [89,90]. De entre todos ellos, el triple negativo es la forma mas
agresiva [91]. Ademas de las clases moleculares, se han identificado algunas firmas
multigénicas pronésticas y predictivas basadas en la expresion diferencial de un conjunto
seleccionado de genes, las cuales ofrecen informacién complementaria a los parametros
clinico-patolégicos tradicionales, muy util sobre todo en estadios tempranos de la
enfermedad. Finalmente, otra forma de clasificar el tumor de seno es utilizando la

susceptibilidad genética o multigénica al CM [85].

La estratificacion precisa del cancer de mama facilita el manejo clinico de las
pacientes y la adopcién de medidas terapéuticas personalizadas. De esta forma, por
ejemplo, a los pacientes con el subtipo luminar se les aplica una terapia hormonal,
mientras que a aquellos en los que esta sobreexpresado el receptor HER2 se les

administra una terapia biolégica frente a este biomarcador [83].

El cAncer de mama hereditario (CMH) representa del 5 al 10% de todos los casos
de CM. Esta patologia es atribuible a mutaciones deletéreas de la linea germinal en genes
de riesgo, presenta mayormente un patrén de herencia autosémico dominante y exhibe
una penetrancia incompleta. Interesantemente, el CMH muestra una marcada
heterogeneidad fenotipica y genotipica, existiendo multiples sindromes de cancer
hereditario y una amplia gama de genes que predisponen a esta enfermedad, aspecto muy
importante a tener en cuenta sobre todo en el manejo clinico de los pacientes [92]. En
general, lo mas habitual en estas familias es la sobrerrepresentacién de canceres de
ovario, canceres de mama bilaterales y canceres de mama masculinos, los cuales suelen

manifestarse a edades muy tempranas.

El concepto de CM como enfermedad hereditaria fue descrito por primera vez por
el médico francés Pierre Paul Broca en el afio 1866. Su esposa padecia cancer de mama

desde una edad temprana y, después de estudiar la historia familiar, identificé cuatro
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generaciones con varias mujeres afectadas [93,94] (Figura 13). Este informe «Broca» se
considera el primero de muchos en sugerir la heredabilidad del cancer de mama [95-98].
Mas de un siglo después de esta observacién, comenzaron a aparecer en la literatura
descripciones de genealogias que se correspondian con distintos sindromes vinculados
con el cancer de mama hereditario, los cuales se caracterizan por diferentes
combinaciones de tumores de apariciéon temprana; el mas comun de ellos es el sindrome

de cancer hereditario de mama y ovario, descrito por primera vez durante la década de

1970 [99,100].
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Figura 13. Arbol genealégico de Broca. Arbol genealégico de la familia de Mr. Z.

recogido en el libro de Pierre Paul Broca de titulo Traité des tumeurs, publicado el afio
1866 [93,94].

En 1988, tras el analisis de 1579 familias de alto riesgo con multiples individuos
afectados, se demostré que el agrupamiento de cancer en estas familias se explicaba a
través de un modelo de transmision autosomico dominante con un alelo de
predisposicion altamente penetrante [101]. Dos afios mas tarde, los estudios de
ligamiento revelaron que el locus de susceptibilidad a CM mapeaba en el cromosoma 17
[102]. Posteriormente, se descubrié que BRCAI era el gen causal y, poco después, se
identific6 BRCAZ, localizado en el cromosoma 13, como el segundo gen de predisposicion
a CM [103,104]. Hasta ese momento, las pacientes de alto riesgo recibian asesoramiento
genético basado Unicamente en la historia familiar de cancer. El descubrimiento de BRCA 1
y BRCAZ y la rapida aparicion de pruebas genéticas cambié por completo el panorama,
facilitando enormemente el diagnéstico del CMH [92,105]. Tanto BRCA1 como BRCAZson
genes supresores de tumores que desempeflan un papel central en la reparaciéon de
roturas de doble cadena (DSB) en el ADN por recombinacién homéloga (HR), proceso

clave en el mantenimiento de la estabilidad genémica. Ademas, se ha demostrado que los
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BRCAtambién estan implicados en otras actividades celulares esenciales, como el control
de la dindmica del centrosoma, la segregacion cromosémica, la citocinesis y la
estabilizacion del genoma temporal y espacialmente durante el ciclo celular [106]. No
obstante, estos genes BRCA explicarian solo en torno al 25% de todos los casos de CMH

[107].

Durante los ultimos afios, se han ido incorporando a la lista otros genes de
susceptibilidad o predisposicion a este tipo de cancer (genes CM). La mayoria de ellos son
supresores tumorales que también estan participando en esta ruta de reparaciéon del ADN
por HR. En particular, dos estudios caso-control publicados recientemente, BRIDGES y
CARRIERS, donde se evaluaron los datos de secuenciacién de unas 180 000 mujeres,
incluidas pacientes con CM no seleccionadas y controles (individuos no afectados),
identificaron un riesgo elevado de cAncer de mama en mujeres con variantes patogénicas
en otros 6 genes, ademas de los BRCA: PALBZ, ATM, CHEKZ, RAD51C, RAD51Dy BARD1
[108,109] (Figura 14). Estas investigaciones revelaron que las variantes truncantes en los
genes BRCA1, BRCAZy PALBZ se asocian a un riesgo elevado de CM (riesgos relativos
entre 5,0 y 10,6), mientras que ATM, CHEKZ, RAD51C, RAD51Dy BARDI confieren un
riesgo moderado (1,7-2,5) [110]. Ademas de incrementar el riesgo de CM, las variantes
deletéreas en estos 8 genes se vinculan a otros tipos de neoplasias malignas, como, por
ejemplo, cancer de ovario (BRCA1, BRCAZ, PALBZ, ATM, RAD51C, RAD51D), pancreas
(BRCA1, BRCAZ, PALBZ, ATM), préostata (BRCAZ, CHEKZ, ATM), estobmago (BRCAI,
BRCAZ, ATM), colorrectal (ATM) y tiroides (CHEKZ) [111-116]. Asimismo, existen otros
genes relacionados con el CMH, tales como los principales responsables de sindromes
hereditarios menos frecuentes que también predisponen a cancer de mama, como el
sindrome de Li-Fraumeni, atribuible a mutaciones en el gen 7P53; el sindrome de
Cowden, asociado a variantes del gen PTEN, el sindrome de Peutz-Jeghers, achacable a
cambios en el gen STK11; el cancer gastrico difuso hereditario, ligado a mutaciones
inactivantes en el gen CDH1, y la neurofibromatosis tipo 1, vinculada a cambios en el ADN
del gen NF1 [107]. El modelo que mejor explica como una Unica copia mutada de estos
genes supresores tumorales es suficiente como para desencadenar un CM es el de
Knudson, la denominada teoria two-hit. Segin este modelo, la predisposicion hereditaria
al cancer implica una mutacién en la linea germinal, mientras que la tumorigénesis

requiere de una segunda variante somatica [117].
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Figura 14. Representacion esquematica de los genes de susceptibilidad a cancer de
mama que participan en la via de reparacion de DSB por HR. Dentro de las figuras
geométricas de color naranja aparecen los principales genes de riesgo a cancer de mama,
de acuerdo con los resultados obtenidos en los proyectos BRIDGES y CARRIERS [91].

Con todos los datos recopilados hasta este momento, las variantes patogénicas en
los genes de susceptibilidad de penetrancia moderada y alta explican aproximadamente
el 25-30% del riesgo de CMH. Otro 18% es atribuible al riesgo poligénico, es decir, a la
combinacion de diferentes alelos de predisposicién comunes de penetrancia baja (riesgo
relativo <1,5) [107]. Esta informacién nos lleva a concluir que, hoy por hoy, alrededor de

un 50% de los casos de CMH quedan sin explicar a nivel genético.

En la actualidad, los avances en oncologia de precision han incrementado las
indicaciones para la realizaciéon de pruebas genéticas de la linea germinal con el fin de
guiar el tratamiento, tanto sistémico como quirdrgico, aumentando, légicamente, la
demanda de estas pruebas. Concretamente, el proceso de atencidn a pacientes con CMH
incluye un primer paso de identificacion de las familias de alto riesgo, seguido de la
prestacion de los servicios de asesoramiento y pruebas genéticas y, finalmente, el proceso
se cierra con la comunicacién de los resultados, el correcto seguimiento de las familias
y/olaaplicacion de las acciones preventivas recomendadas de acuerdo con los resultados

obtenidos [118].

29




El analisis genético del CMH requiere realizar una seleccion inicial precisa de
aquellas familias de alto riesgo en las que esta indicado el estudio genético, tal y como
acabamos de mencionar. En Espaia, la seleccion de estas familias se basa en los criterios
establecidos por la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM; https://seom.org/),
los cuales estdn recogidos en la Tabla 1. Estos criterios estan asociados con una
probabilidad de deteccién de variantes patogénicas = 10% y se basan en factores de riesgo
clinicos como la edad de aparicion, el estado de los receptores hormonales, la ascendencia

con mutaciones fundadoras y los antecedentes personales y familiares de cancer [119].

Tabla 1. Criterios de seleccion para el testado germinal de mutaciones asociadas al
cancer de mama establecidos por la SEOM. En esta tabla se detallan los criterios de
seleccién de familias para su inclusion en las pruebas genéticas de CMH, los cuales estan
recogidos en la guia clinica de la SEOM de cancer de mama y ovario hereditario del afio
2019 [119].

Independientemente del historial familiar:

e Mujeres con cancer de mama y ovario sincrénico o metacrénico

e Cancer de mama <40 afios

e (Cancer de mama bilateral (el primero diagnosticado < 50 afios)

e (Cancer de mama triple negativo < 60 afios

e (Cancer de ovario epitelial no mucinoso de alto grado (o cancer de trompa de Falopio
0 peritoneal primario)

e Ascendencia con mutaciones fundadoras

e Mutacion somatica BRCA detectada en cualquier tipo de tumor con una frecuencia
alélica >30% (si se conoce)

e Pacientes con cancer de mama metastasico HER2 negativo aptas para considerar el
tratamiento con inhibidores de PARP

2 0 mas familiares de primer grado con cualquiera de las siguientes caracteristicas de
alto riesgo:

e (Cancer de mama bilateral + otro cAncer de mama <60 afos

e Cancer de mama <50 afios y cancer de prostata o pancreas <60 afios
e (Cancer de mama masculino

e (Cancer de mama y ovario

e Dos casos de cancer de mama diagnosticados antes de los 50 afios

3 o mas familiares directos con cancer de mama y/o cancer de ovario y/o, cancer de
pancreas o de prostata

Una vez identificadas las familias de alto riesgo, el siguiente paso consiste en
derivarlas a una consulta de asesoramiento genético. El asesoramiento genético en cancer
hereditario es un proceso muy complejo, destinado a ayudar a los pacientes a comprender
y prepararse para las consecuencias médicas, psicologicas y familiares de las
contribuciones genéticas a la enfermedad. Posiblemente, la evaluacién del riesgo de

cancer sea la parte mas importante de este proceso a la hora de establecer un plan de
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manejo clinico adecuado para estas familias, que puede incluir un incremento de la
frecuencia de pruebas de detecciéon del CM, opciones de prevencion (quimioprevencion o
cirugia profilactica) y recomendaciones sobre el estilo de vida [120]. De entre todos los
elementos necesarios para el calculo de riesgo, el examen genético es el mas relevante.
Hasta hace poco, el testado de los genes BRCA se realizaba mediante métodos arduos,
laboriosos y muy costosos [121]. No obstante, la enorme reduccién de los costes y las
mejoras recientes aplicadas en las técnicas de secuenciaciéon de nueva generaciéon (NGS)
han permitido la introduccién de las pruebas de panel multigénico, simplificando en gran
medida el estudio de enfermedades hereditarias complejas, como el cancer. De hecho, la
secuenciacion de paneles de genes CM conocidos o candidatos se ha convertido en la
técnica predilecta para la identificacion de variantes clinicamente accionables en
individuos de alto riesgo [122]. La alta sensibilidad de la secuenciacion NGS permite la
detecciéon de miles de variantes nuevas, lo que a su vez conlleva una desventaja
consistente en el incremento en el nimero de variantes de significado clinico incierto

(VUS) identificadas [123].

En paralelo, se han desarrollado una serie de normas para la clasificacion clinica
de las variantes detectadas. En concreto, en el afio 2015 las asociaciones ACMG (American
College of Medical Genetics), AMP (Association for Molecular Pathology) y CAP (College of
American Pathologists) publicaron una guia para estandarizar los criterios de clasificacién
de las variantes genéticas [124]. En ella, se establecen 28 tipos diferentes de evidencias
asociadas a caracteristicas inherentes a cada variante, como la frecuencia alélica, los
andlisis funcionales, las predicciones in silico, etc. A estas evidencias se les asigna un
codigo que valora su contribucion al nivel de patogenicidad, a saber: independiente (BA1),
fuerte (BS1-4), o leve [BP1-6]) si la evidencia tiene un impacto benigno, y muy fuerte
(PVS1), fuerte (PS1-4), moderado (PM1-6), o leve (PP1-5) si la evidencia tiene un papel
patogénico. Estos cddigos funcionan como una especie de puntuaciéon, combinandose
entre si para clasificar las variantes en 5 niveles distintos: clase I, benigna (B; probabilidad
de patogenicidad <0,001), clase II, probablemente benigna (LB; probabilidad de
patogenicidad entre 0,001 y 0,049), clase IlII, variante de significado clinico incierto
(probabilidad de patogenicidad entre 0,05 y 0,949), clase IV, probablemente patogénica
(LP; probabilidad de patogenicidad entre 0,95 y 0,99) y clase V, patogénica (P;
probabilidad de patogenicidad <0,99). De acuerdo con estas normas, las variantes
nonsensey frameshift, la deleciéon de uno o mas exones y los cambios en el ADN que afectan

a las posiciones intrénicas +1,2 de los sitios de splicing y al codén de iniciacion de la
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traduccion, son mutaciones consideradas practicamente de forma automatica como P/LP.
De facto, son el Unico tipo de variantes a las que se les puede asignar un nivel muy fuerte
de patogenicidad basandose Unicamente en las predicciones computacionales, o bien se
pueden catalogar como LP simplemente al aplicarles al menos un criterio moderado,

como coincidir con el fenotipo de un paciente [125].

La deteccién de mutaciones patogénicas en genes CM facilita el manejo clinico de
las familias con esta enfermedad, de hecho, existen pautas de manejo establecidas por tipo
de tumor y gen implicado, como, por ejemplo, las de la National Comprehensive Cancer
Network (NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology). Especificamente, el manejo de
familias portadoras de variantes truncantes en genes CM puede incluir: (i)
recomendaciones sobre el estilo de vida; (ii) toma de decisiones quirturgicas como la
mastectomia y la salpingo-ooforectomia profilacticas; (iii) quimioprevencién primaria
con tamoxifeno u otros moduladores selectivos de los receptores de estrégenos; (iv) no
uso de radioterapia en pacientes con sindrome de Li-Fraumeni (TP53 alterado), ya que
induce significativamente la aparicién de tumores malignos en estos pacientes; (V)
incremento de la vigilancia en portadoras (examen clinico de mama, mamografias,
resonancia magnética y ecografias), y (vi) tratamiento con iPARP para portadoras de
mutaciones en BRCA1/2 con cancer de mama metastasico (NCCN Guidelines: Breast Cancer
Risk Reduction Version 1.2023, Breast Cancer Screening and Diagnosis Version 1.2023 &
Breast Cancer Version 4.2023) [126,127]. No obstante, la deteccién de VUS en familias
CMH equivale, en la practica, a un resultado negativo del test genético, puesto que son
variantes cuyo impacto sobre la funcién génica es desconocido y, por eso, no queda clara
cudl es su asociacidn con la enfermedad. Es por ello por lo que los calculos de riesgo en las
pacientes portadoras de VUS se basan exclusivamente en los antecedentes personales y
familiares de cancer [128]. Ante este desafio, es prioritario determinar el rol de estas

variantes en la enfermedad.

En esta tesis, nos hemos centrado basicamente en el andlisis funcional de splicing
de las variantes candidatas de los genes CM CHEKZ y RAD51C, y en el estudio de la
regulacion de exones sometidos a splicing alternativo (exones 8 y 10 de CHEKZ) y de

exones especiales de los genes BARD1 (ex6n 4-macroexon) y BRIP1 (ex6n 1-donador GC).
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Las variantes deletéreas en el gen RAD51C, también conocido como FANCO,
otorgan un riesgo moderado de CM (riesgo relativo: =1,6; riesgo absoluto: 17-30% a los
80 afos) y estan principalmente asociadas a los tumores ER negativos (riesgo relativo:
5,7). Las mutaciones en este gen también incrementan el riesgo de cancer de ovario
(riesgo relativo: 5,6) [108,109,129,130]. RAD51C se sitda en el cromosoma 17 (17q22) y
se expande a lo largo de x43 kilobases (kb; chr17: 58 692 573-58 735 611; GRCh38). El
transcrito mas expresado de RAD51C (NM_058216/ENST00000337432.9) contiene 9
exones y codifica una proteina de 376 aminoacidos y unos 42 kDa. Estructuralmente, la
proteina RAD51C presenta las siguientes regiones criticas para su funcion: (i) dominios
Walker-A (p.125-132) y Walker-B (p.238-242) esenciales para la hidrolisis de ATP, (ii)
cadena 31(p.120-124), cadena 32 (p.154-159), cadena 33 (p.207-212), cadena 34 (p.237-
242), cadena (5 (p.280-285), cadena 36 (p.312-318), cadena 7 (p.321-326), cadena 38
(p.336-342) y cadena (39 (p.345-347), y (iii) la sefial de localizacién nuclear (p.366-370)
[131].

RAD51C es un gen supresor de tumores perteneciente a la familia de paralogos de
RAD51, que esta compuesta por seis proteinas: RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2,
XRCC3 y SWSAP1 [132,133]. Estos paralogos de RAD51 comparten del 20-30% de
identidad a nivel de aminoacidos con RAD51 y entre si, excepto SWSAP1. Especificamente,
las secuencias conservadas se encuentran sobre todo en los dominios Walker A y B, que
les confieren una actividad ATPasa débil. Estos paralogos de RAD51 ejercen sus funciones
organizandose en distintos complejos proteicos estables; los clasicos son el denominado
BCDX2 (XRCC2 y RAD51 B, C y D), y CX3 (RAD51C y XRCC3). Ademas, RAD51C es
integrante de un complejo adicional con PALB2 y BRCA2 (complejo HR) que promueve la
reparacién a través del proceso de recombinacién homéloga. Finalmente, SWSAP1
interacciona con diversas proteinas formando el complejo Shu. Estos cuatro complejos

desempeiian funciones clave en el proceso de reparacion del ADN por HR [134,135].

En concreto, se ha propuesto que RAD51C ejerce las siguientes funciones [135-

139]:

(i) Contribuir a la translocacién de RAD51 desde el citoplasma hacia el nudcleo en
respuesta al dafio en el ADN.
(ii)  Asegurar el reclutamiento de RAD51 a las regiones dafiadas y la estabilizacién de

los filamentos de RAD51 sobre el ADN monocatenario.
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(iii)  Facilitar la fosforilacion/activacion de CHK2 dependiente de ATM.

(iv) Intervenir en la resolucién de las uniones de Holliday para finalizar el proceso de
reparacion del ADN por HR.

(v) Responder a enlaces entrecruzados en el ADN (ICL), ruta de reparacion que esta
alterada en la anemia de Fanconi, al asociarse a otros paralogos o formando parte
del complejo HR junto con PALB2/FANCN y BRCA2Z/FANCD1 (Figura 15).

(vi)  Participar en la respuesta al estrés replicativo interaccionando con otros

paralogos.

Sin embargo, a pesar de que RAD5IC es un gen central tanto en el proceso de
recombinacion homoéloga como en la evasidon del colapso replicativo, sus funciones

exactas siguen sin estar claras.

En un principio, RAD51C se reporté como un gen de susceptibilidad hereditaria a
cancer de mama y ovario [129]. Al mismo tiempo, se notific6 una mutacién bialélica en
RAD51C en una familia con anemia de Fanconi, enfermedad que presenta un patrén de
herencia autosémico recesivo y en la que el efecto clinico es una deplecién progresiva de
la funcién de la médula 6sea, malformaciones congénitas y un alto riesgo de desarrollar
tumores sélidos y hematoldgicos a una edad muy temprana [140]. Desde el afio 2010,
numerosos trabajos han corroborado la asociaciéon de mutaciones patogénicas de la linea
germinal en este gen con el cancer de ovario [141]. No obstante, la conexién entre RAD51C
y cancer de mama tardo una década en confirmarse, en concreto, gracias a dos grandes

estudios epidemiol6gicos, BRIDGES y CARRIERS [108,109].

Segin las recomendaciones de la NCCN, las mujeres que portan una variante
deletérea en RAD51C deben someterse a mamografias anuales a partir de los 40 afios,
pudiendo considerarse la realizacién de examenes de resonancia magnética de mama con
contraste. En este caso, no se recomienda la mastectomia profilactica, pero si la salpingo-
ooforectomia bilateral preventiva entre los 45 y 50 afios, o incluso antes, en funcion de la
historia familiar (NCCN Guideline: Genetic/Familial High-Risk Assessment: Breast, Ovarian,

and Pancreatic Version 1.2024) [142].
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Figura 15. Resumen de las principales rutas moleculares de reparacion de dafios en
el ADN. Esquema de las distintas lesiones que pueden generarse en el ADN y las vias
moleculares mas relevantes para repararlas. A) La via de reparacion por emparejamiento
erréneo (MMR; mismatch repair) corrige basicamente las bases mal incorporadas en el
ADN. B) La reparacion por escisién de base (BER; base excision repair) es una ruta
empleada normalmente para solventar roturas de simple cadena y bases dafiadas que no
generan una lesién voluminosa. Dicha ruta se divide en dos subvias: short-patch BER y
long-patch BER. Las roturas de simple cadena pueden repararse también a través de la via
SSBR (single-strand break repair) que, aunque no se muestra en esta imagen, es muy
similar ala BER. C) Para las lesiones voluminosas, se sigue mayormente la reparacién por
escision de nucleétidos (NER; nucleotide excision repair), que elimina la base dafiada y
varios nucleétidos adyacentes. Este mecanismo cuenta con dos vias para el
reconocimiento de la lesion: global genome NER (GG-NER) y transcription-coupled NER
(TC-NER). D) Lareparacién de ICL (interstrand cross-link), también conocida como via FA,
resuelve los enlaces covalentes intercatenarios. E) Los principales mecanismos para la
reparacion de DSB son la HR y la union de extremos no homologos (NHE]; non-homologous
end joining). Existen dos rutas adicionales, la SSA (single-strand annealing) y la Alt-E]
(alternative end joining) no reflejadas en esta figura.

En ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=rad51c%5Bgene%5D,
ultimo acceso el 18 de septiembre del 2023) hay un total de 1699 variantes puntuales
(<50 pares de bases [pb]) registradas del gen RAD51C, especificamente 869 missense, 105
frameshift, 60 nonsense y 63 localizadas en los sitios clasicos de splicing. En cuanto a su
clasificacion clinica, 34 (2,0%) estan clasificadas como B, 462 (27,2%) como LB, 88 (5,2%)
aparecen como LP, 165 (9,7%) son P y 923 (54,3%) son VUS.
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CHEK?Z2 es un gen supresor tumoral que confiere un riesgo moderado a CM (riesgo
relativo: =2,5; riesgo absoluto: *25% a los 80 afios) y acumula casi el 25% de todas las
variantes truncantes de proteina (solo superado por BRCAZ2) [108,109,143,144]. Este gen
fue localizado en el cromosoma 22 (22q12.1) distribuido a lo largo de 55 kb (chr22:
28 687 743-28 742 422; GRCh38) [145]. El transcrito mas expresado (NM_007194
/ENST00000404276.6) consta de 15 exones con el inicio de la traduccion localizado en el
exon 2. Este ARNm codifica para una proteina, la serina/treonina quinasa nuclear CHK2,
de 543 aminoacidos y aproximadamente unos 61 kDa, que contiene 3 dominios
funcionales clave: (i) un dominio N-terminal, que se caracteriza por siete pares de
residuos de serina-glutamina o treonina-glutamina (SQ/TQ), los cuales seran fosforilados
por ATM y otras quinasas (SQ/TQ cluster domain [SCD]; p.19-69); (ii) el dominio FHA
(forkhead-associated domain; p.92-205), que estd estructurado en 11 cadenas f3
organizadas en forma de sandwich y media las interacciones proteina-proteina
dependientes de la fosforilacién de CHK2, y (iii) el dominio quinasa (KD; p. 306-501), que
comprende casi la mitad de la secuencia proteica y consta de dos l6bulos que conforman
un sitio de uniéon a ATP. Finalmente, en la regién C-terminal se encuentra la senal de

localizacion nuclear (NLS; p.515-522) [113].

CHK2 es un mediador fundamental en la sefializacion de DSB. En ausencia de dafio
en el ADN, la quinasa CHK2 permanece en su forma monomeérica inactiva. En respuesta a
DSBy al colapso de las horquillas replicativas, CHK2 es activada por fosforilacién mediada
por la proteina ATM, lo que desencadena la dimerizacién transitoria y la autofosforilacion,
seguida de la disociacién de sus mondémeros activos. CHK2 activada va a fosforilar
diversas proteinas nucleares involucradas en la respuesta a dafio en el ADN, por lo que se
considera un guardidn clave de la integridad del genoma. En concreto, modifica
polipéptidos que participan en la ruta de reparacion de DSB por HR (BRCA1 y BRCA2) y
también fosforila proteinas implicadas en la via de reparacién BER (XRCC1 y FOX-M1)
(Figura 15). Asimismo, promueve la relajacion de la heterocromatina al actuar sobre
KAP-1, posibilitando de esta manera el acceso a la lesidn de las proteinas de respuesta a
dafio en el ADN, e induce la detencion del ciclo celular a través de distintas vias mientras
la rotura esta siendo reparada. CHK2 también impulsa la apoptosis cuando el dafio en el
ADN es irreparable y, de este modo, evita la propagacion de un genoma alterado y
potencialmente dafiino. Por ultimo, esta proteina estimula, aunque no se sabe atn bien

como, la entrada en un estado de senescencia celular, una barrera para la divisién de
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células expuestas créonicamente a agresiones dafiinas o con oncogenes activados que

estimulan la replicacion y generan lesiones en el ADN [146].

Inicialmente, las variantes deletéreas de la linea germinal del gen CHEKZ se
asociaron con el sindrome de Li-Fraumeni; no obstante, esta relacion se ha cuestionado
debido a las diferencias de fenotipo entre los pacientes con este sindrome y los portadores
de variantes P/LP en CHEKZ. Inmediatamente después, este gen se vincul6 con un mayor
riesgo de CM. En particular, variantes germinales de este gen estan ligadas sobre todo a
los tumores de mama ER positivos (riesgo relativo: 2,7), por lo que estas mujeres pueden
ser candidatas de terapias hormonales antiestrogénicas, como el tratamiento con
tamoxifeno, raloxifeno o inhibidores de la aromatasa. Por otro lado, la variante c.1100delC
de CHEKZ, la mas comunmente detectada, se asocia con un aumento de dos a tres veces
del riesgo de CM en mujeres y de diez veces en hombres. Asimismo, variantes truncantes
en CHEKZ se han relacionado también con otros tipos de cancer, incluidos el de préstata

y tiroides [113,147].

De acuerdo con las guias de la NCCN, los individuos que portan una mutacién P/LP
en este gen deben someterse a mamografias anuales a partir de los 40 afios y barajar la
posibilidad de realizarles resonancias magnéticas de mama con contraste a partir de los
30-35 anos. También se recomienda una colonoscopia a partir de los 40 afios o, si hay
antecedentes familiares, 10 afios antes de la edad del familiar de primer grado en el
momento del diagndstico del cancer colorrectal, y considerar el cribado del cancer de
prostata en varones también a partir de los 40 afios. Finalmente, es importante destacar
que no hay pruebas suficientes sobre los beneficios de la aplicacién de la mastectomia
profilactica en estas pacientes, no obstante, se puede valorar la realizaciéon de este
procedimiento basandonos en la historia familiar (NCCN Guideline: Genetic/Familial High-

Risk Assessment: Breast; Ovarian, and Pancreatic Version 1.2024) [110,147,148].

Finalmente, en cuanto a las mutaciones descritas en el gen CHEKZ, la base de datos
ClinVar recoge un total de 3371 variantes moleculares (<50 pb) de este gen
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=chek2%5Bgene%5D; ultimo acceso 18
de septiembre del 2023), de las cuales 1607 (47,7%) son missense, 370 (11%) estan
clasificadas como frameshift, 153 (4,5%) se catalogan como nonsense y 145 (4,3%)
estarian alterando los sitios de splicing. De acuerdo con su significado clinico, 71 aparecen

clasificadas como B, 776 como LB, 223 como LP, 497 como Py 1751 como VUS (52%).
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El gen BARD1 es un supresor tumoral relacionado con un riesgo moderado de CM
(riesgo relativo: =1,7; riesgo absoluto: 17-30% a los 80 afios), sobre todo asociado a
tumores ER negativos [108,109,149]. Este gen humano se descubri6 en el afio 1996 y esta
ubicado en el cromosoma 2 (2g35) extendiéndose a lo largo de unas 84 kb (chr2:
214 725 646-214 809 683; GRCh38). Su transcrito mas abundante (NM_000465;
ENST00000260947.9) consta de 11 exones, los cuales codifican una proteina de 777
aminodacidos y 87 kDa. Interesantemente, su exén nimero 4 es un exén largo o macroexon
con 950 pb. Teniendo en cuenta que la longitud 6ptima de un ex6n para un splicing
eficiente esta entre 50 y 250 nt, el papel de los elementos reguladores va a ser crucial en
el correcto reconocimiento de dicho ex6n [150]. A nivel estructural, la proteina BARD1
contiene en su regién N-terminal un dominio RING (p. 49-100), al igual que BRCA1, a
través del cual se unen formando un heterodimero estable con actividad ubiquitina ligasa
E3, y su regiéon C-terminal se compone de un dominio de repeticiones de anquirina en
tdndem (p. 425-555) y dos dominios BRCA1 C-terminales (p. 568-777), los cuales
interactdan con diversas proteinas implicadas en la respuesta a dafo en el ADN. Ademas,
muestra sefiales de exportacién nuclear que, junto con las NLS, son necesarias para su

ubicacion intracelular [151].

Funcionalmente, BARD1 actia como un supresor de tumores en vias dependientes
e independientes de BRCA1. Por un lado, la formacién del heterodimero BRCA1-BARD1
es clave en las rutas de respuesta al dafio en el ADN, la regulacién del ciclo celular, la
modulacion de la estructura de la cromatina y la sefializacién hormonal, al controlar los
niveles de receptores de estrogenos y de progesterona. La multifuncionalidad de este
heterodimero BRCA1-BARD1 se debe mayormente a su actividad ubiquitina ligasa, la cual
modifica multiples proteinas implicadas en estas vias, estabilizando o alterando la
funcionalidad de las de interés y marcando para degradar las innecesarias o las dafiinas.
Cabe destacar las ubiquitinaciones incorporadas en la RNA pol II, para inducir su
degradacién a través del proteosoma, y en la topoisomerasa IIf3, regulando asi la
transcripcion en respuesta a dafio en el ADN. También ejerce funciones clave en la
reparacion del ADN al interaccionar directamente con proteinas que intervienen tanto en
HR (BRCA2 y RAD51) como en la reparacion por MMR (MSH2 y MSH6) (Figura 15). Por
otro lado, BARD1 induce la apoptosis; inhibe de forma transitoria la poliadenilacién en

respuesta a dafio en el ADN, evitando el procesamiento potencialmente nocivo del ARN;
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actia como supresor tumoral, al regular el factor de transcripcion oncogénico NF-kB a

través de su inhibidor BCL3, y recluta a BRCA1 a los sitios de dano. [116,152,153].

Tras la confirmacion de la patogenicidad de variantes en BRCA1 ubicadas en su
dominio RING por estar impidiendo la interaccién BRCA1-BARD1, se planteé la hip6tesis
de que mutaciones en BARDI podrian actuar del mismo modo y ser causantes de
enfermedad. De hecho, dos afios después de su descubrimiento, en el afio 1998, se
vincularon variantes germinales de BARDI1 con el cdncer de mama y ovario [154]. Su
asociacion con el cancer de mama, al contrario de lo que ocurre con el de ovario, ha sido
corroborada en estudios posteriores [108,109,155]. Asimismo, se ha demostrado que las
isoformas aberrantes de BARDI muestran un papel oncogénico, habiéndose detectado en
distintos tipos de cancer, como el de pulmén, mama, colon y ovario, y su expresion se

asocia significativamente con una disminucién en la tasa de supervivencia [116,151].

Las pautas de manejo de la NCCN para pacientes portadoras de variantes
patogénicas en BARD1 recomiendan mamografias anuales a partir de los 40 afios,
pudiendo considerarse la obtencidn de imagenes por resonancia magnética de mama con
contraste. La mastectomia preventiva no esta justificada en estas pacientes, no obstante,
el uso de este procedimiento puede valorarse en funcién de los antecedentes familiares
(NCCN Guideline: Genetic/Familial High-Risk Assessment: Breast, Ovarian, and Pancreatic

Version 1.2024) [110].

ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=bard1%5Bgene%5D;
ultimo acceso 18 de septiembre del 2023) acumula un conjunto de 3384 variantes
puntuales (<50 pb) de este gen, siendo las mas abundantes las missense (1815; 53,6%),
seguidas de lejos por las frameshift (188; 5,6%), las nonsense (126; 3,7%) y, por ultimo,
las localizadas en los sitios clasicos de splicing (76; 2,2%). Respecto a su significado clinico

1014 son B/LB, 401 P/LP y 1858 (54,9%) permanecen clasificadas como VUS.

Variantes truncantes en BRIP1, denominado alternativamente FANCJ o BACH1, no
incrementan significativamente el riesgo de cancer de mama (riesgo relativo: 1,1), aunque
si el de ovario (riesgo relativo: 4,9; riesgo absoluto: 5,8% a los 80 afos)
[108,109,130,156]. Este gen se localiza en el cromosoma 17 (17q23.2) ocupando unas 184
kb (chr17: 61 679 139-61 863 559; GRCh38). Su isoforma predominante (NM_032043;
ENST00000259008.7) consta de 20 exones, 19 de los cuales (exones 2 a 20) son
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codificantes. Curiosamente, su exén 1 no codificante usa un donador atipico GC, cuya
deteccidon probablemente dependa de la actuacion de factores reguladores del splicing
[157]. BRIP1 se traduce en una proteina de 1249 aminoacidos y unos 141 kDa con funcién
ATPasa ADN dependiente y helicasa 5'-3', perteneciente a la familia RecQ DEAH. Dicha
proteina presenta un dominio helicasa altamente conservado, que abarca la mayor parte
de su estructura, y estd compuesto principalmente por 8 motivos ATPasa/helicasa (Q:
p.17-25; I: p.39-57; la: p.245-258; 1I: p.385-398; III: p.610-624; IV: p.689-710; V: p.748-
775; VI: p.819-836) y un centro de hierro-azufre (p.276-362), caracterizado por cuatro
residuos de cisteina fuertemente conservados. Dentro de este dominio, encontramos
también un sitio de union a la proteina MLH1, que participa en la ruta de reparacion MMR
(Figura 15). Ademas, en su region C-terminal acumula una serie de sitios de unidén a otras

proteinas, incluyendo BRCA1 [158,159].

BRIP1 actiia como un supresor tumoral y desempefia un papel esencial en el
mantenimiento de la integridad del genoma. Mediante su actividad helicasa ATP
dependiente, BRIP1 desenrolla una amplia gama de sustratos de ADN duplex, asi como
estructuras secundarias de este acido nucleico, como los G-cuadruplex. Gracias a esta
actividad helicasa y a su interaccién con una gran variedad de proteinas (como MLH1,
BRCA1, CtIP, RPA, BLM y TOPBP1), BRIP1 favorece una replicaciéon eficiente y la
progresion de las células a través de la fase S e interviene en la regulacion de la respuesta

al estrés replicativo y en la reparacion del ADN [160,161].

Esta helicasa se identifico por primera vez en el afio 2001 como una proteina que
interactda fisicamente con BRCA1 y contribuye a su funcion en el proceso de reparacion
del ADN, lo cual convirti6 radpidamente a BRIP1 en un nuevo gen candidato de
predisposicion a CM [162]. En primer lugar, se demostr6 que BRIP1 estad inactivado
bialélicamente en pacientes con anemia de Fanconi [163-165]. Poco después, se
establecié BRIP1 como un gen de predisposicion a CM de baja penetrancia [166], aunque
otros estudios posteriores mas amplios y completos indican que no existe tal asociacion
[108,109]. En cambio, si se ha verificado un vinculo entre variantes deletéreas de BRIP1 y
un incremento significativo del riesgo de cancer de ovario [130,167]. Asimismo, se
encontr6 una mutaciéon en este gen involucrada en el sindrome de Li-Fraumeni, un
trastorno autosémico dominante que confiere un alto riesgo a una amplia variedad de
tumores malignos, como sarcoma de tejidos blandos, osteosarcoma, cancer de mama,

cancer de cerebro, cancer de glandula suprarrenal y leucemia, entre otros [168]. Cabe

40



destacar también la implicacion de BRIP1 en otro tipo de canceres, como el de endometrio

o el colorrectal [169,170].

Las guias de manejo de la NCCN no aportan ninguna recomendacién respecto al
cribado y la prevencion del cancer de mama en familias portadoras de una variante P/LP
en este gen. En cambio, respecto al cancer de ovario, aconsejan valorar la aplicacion de la
salpingo-ooforectomia bilateral profilactica entre los 45 y 50 afios (NCCN Guidelines:
Genetic/Familial High-Risk Assessment: Breast, Ovarian, and Pancreatic Version 1.2024)

[142].

En ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=brip1%5Bgene%5D;
ultimo acceso el 18 de septiembre del 2023) hay 4769 variantes registradas de BRIP1, de
las cuales 2441 (51,2%) son missense, 340 (7,1%) son frameshift, 199 (4,2%) son nonsense
y 112 (2,3%) quedan ubicadas en los sitios de splicing. De acuerdo con su clasificacién

clinica, 1383 son B/LB y 668 son P/LP, mientras que 2603 estan catalogadas como VUS.

El splicing aberrante es la causa de muchas enfermedades humanas, incluido el
cancer. Andlisis transcriptomicos han detectado >15 000 variantes de splicing especificas
de esta patologia en 27 tipos de canceres diferentes, incluido el CM [171]. También se ha
demostrado que los tumores exhiben hasta un 30% mas de eventos de splicing
alternativos que los tejidos normales [172]. En particular, las evidencias sugieren que esta
desregulacidon del splicing esta involucrada en la biogénesis y progresion de los tumores,
incluida la proliferaciéon celular, la apoptosis, la invasién, la metastasis tumoral, la
angiogénesis y la resistencia a la quimioterapia/radioterapia [48,173]. De hecho, el AS

aberrante se considera actualmente una marca distintiva del cancer [174,175].

Especificamente, en cancer de mama se ha demostrado que esta desregulacion
generalizada del AS tiene implicaciones fundamentales en la biologia y la clinica de esta
enfermedad. Es mas, las firmas de AS pueden actuar como biomarcadores prondsticos del
CM [176]. Adicionalmente, estos eventos de AS alterados también pueden estar
vinculados al desarrollo, la progresiéon y la respuesta al tratamiento del CM [177]. En
concreto, se ha comprobado que el splicing aberrante de varios genes, incluidos HERZ,
DMTF1, BRCA1, FGFR1, FGFR2, KLF6, BIRC5 oTP53, contribuye a la carcinogénesis

mamaria [178].
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Ademas de alteraciones globales en el AS que pueden actuar como biomarcadores
pronosticos y predictivos del CM, la presencia de variantes germinales de splicing en cis
en cualquiera de los 8 genes CM principales puede inducir transcritos anémalos
implicados en la enfermedad [59,61,72,179-188]. Varias investigaciones revelan que en
los genes CM gran parte de las variantes nocivas estan afectando al splicing del pre-ARNm
0, lo que es lo mismo, la desregulacién del splicing es un mecanismo etiopatogénico
frecuente en CMH [189,190]. Por ende, los ensayos funcionales de splicing de variantes
potencialmente espliceogénicas reportadas en los genes de susceptibilidad a cancer de
mama/ovario investigados en esta tesis (RAD51C, CHEK2, BARD1 y BRIP1) permitiran la
reclasificacion de una gran fracciéon de VUS y, de este modo, se contribuira a la elucidacion
del espectro de predisposiciéon genética a esta enfermedad. El objetivo final es
incrementar el ndmero de pacientes y familias CMH que se pueden beneficiar de las
medidas de prevencion correspondientes y de la aplicacion de tratamientos

personalizados [191].

42



HIPOTESIS Y
OBJETIVOS






HIPOTESIS

Recientemente, se ha determinado que variantes patogénicas en al menos 8 genes
muestran una asociacion significativa con el cancer de mama: BRCA1, BRCAZ2, PALB2,
CHEK2, ATM, BARD1, RAD51C y RAD51D. Asimismo, cerca de un 50% de las variantes
reportadas en estos genes de predisposicion son de significado clinico incierto, las cuales

plantean un serio problema en el diagnoéstico, la prevencién y la terapia de la enfermedad.

Los genes de predisposicién a cancer de mama acumulan una alta proporcion de
variantes patogénicas que afectan al splicing, el cual constituye, por tanto, un mecanismo
prevalente de patogenicidad en esta afeccién. Las variantes espliceogénicas pueden
ubicarse, o bien en las secuencias consenso de splicing, o bien en los elementos
reguladores de este proceso, que son esenciales en el reconocimiento de los exones
sujetos a splicing alternativo, aquellos que emplean sitios de splicing atipicos (p. €j., 5’ss-
GC) y los exones de gran/pequefio tamafio. Cualquier tipo de variante en estas regiones
puede inducir anomalias de splicing y transcritos aberrantes que inactiven el gen CM en

cuestidn y estén asociados a un incremento del riesgo de esta enfermedad.

Por tanto, los ensayos funcionales de splicing mediante minigenes hibridos de
variantes de genes CM candidatas de alterar este mecanismo permitiran la identificacion
de mutaciones espliceogénicas y la interpretacion clinica de las mismas, posibilitando la
reclasificacion de una gran cantidad de VUS. El fin Gltimo es mejorar el manejo clinico de
las pacientes y aumentar el nimero de familias que se pueden beneficiar de medidas

preventivas y/o terapéuticas personalizadas.
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OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis es el estudio de la desregulacion del splicing en
genes de susceptibilidad a cancer de mama/ovario y determinar su papel en la

enfermedad.
Objetivos especificos:

1. Construccién y validacién de minigenes reporteros de splicing de los genes de
predisposicion a cancer de mama/ovario CHEKZ, RAD51C, BARD1 y BRIP1.

2. Identificacion de las variantes de sitios de splicing potencialmente
espliceogénicas de los genes CHEKZ y RAD5IC mediante filtrado
bioinformatico.

3. Caracterizacion de variantes con impacto en el splicing: ensayos funcionales en
minigenes hibridos.

4. Mapeo funcional de elementos reguladores del splicing de los exones
alternativos 8 y 10 de CHEKZ, el macroexén 4 de BARD1 y el ex6n 1 de BRIP1
(donador GC). Identificacién de mutaciones espliceogénicas en los intervalos
criticos mapeados.

5. Interpretacion clinica de las variantes testadas siguiendo las normas
ACMG/AMP. Evaluacion general del papel del splicing aberrante como

mecanismo etiopatogénico en cancer de mama hereditario.
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Introduccion: El cancer de mama/ovario hereditario es una enfermedad muy
heterogénea con mas de 10 genes de predisposicién conocidos, entre los cuales se
encuentra el gen RAD51C. En el marco del proyecto europeo BRIDGES, se secuenci6 un
panel de 34 genes, incluido RAD51C, en 60 466 pacientes con cancer de mamay 53 461
controles. Nuestro objetivo era caracterizar, desde un punto de vista funcional y clinico,

las variantes candidatas de alterar el proceso de splicing identificadas en este gen.

Material y métodos: Se analizaron bioinformaticamente 40 variantes BRIDGES
ubicadas en los limites intron-exén del gen RAD51C, 20 de las cuales fueron seleccionadas
para ser ensayadas funcionalmente. Para ello, se disefié y construy6 un minigén reportero
de splicing que incluia los exones 2 a 8 de RAD51C (mgR51C_ex2-8). Este minigén produjo
exclusivamente un transcrito full-length del tamafo (1062 nt), secuenciay estructura (V1-

exones 2 a 8 de RAD51C- V2) esperados. Las 20 variantes candidatas se incorporaron en
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el minigén WT por mutagénesis dirigida y se estudiaron funcionalmente en células MCF-

7.

Resultados: Diecinueve variantes del gen RAD51C (95%) alteraron el mecanismo
de splicing y 18 de ellas produjeron serias anomalias en este proceso, sin dejar trazas o
generando cantidades residuales (2-5,4%) del transcrito full-length. Por andlisis de
fragmentos se identificaron 35 transcritos distintos en las variantes testadas: 16
truncantes de proteina, 6 que mantenian el ORF y 13 que se correspondian con isoformas
menores no caracterizadas. Segun criterios basados en las normas ACMG/AMP, 15

variantes fueron catalogadas como P/LP.

Discusion y conclusiones: La gran cantidad de variantes espliceogénicas
detectadas (19/20) refleja una alta precision del método bioinformatico de seleccion
empleado. Estos resultados evidenciaron que el splicing aberrante del gen RAD51C
representa un mecanismo etiopatogénico relevante en la susceptibilidad al cancer de
mama. Por otro lado, los minigenes derivados del vector pSAD han demostrado ser una
estrategia robusta y de alta capacidad para la caracterizacion inicial de las variantes
potencialmente espliceogénicas, puesto que replican los resultados de splicing
previamente detectados en ARN de paciente. Las principales ventajas de este enfoque
minigénico son: no se necesitan muestras de individuos portadores de las variantes de
interés para llevar a cabo el estudio funcional de splicing; vemos inicamente el efecto del
alelo mutado sin la interferencia del alelo WT, a diferencia de lo que ocurre al analizar
ARN de pacientes, y los ensayos funcionales se pueden realizar en lineas celulares
relevantes para la enfermedad. Ademas, el andlisis de fragmentos fluorescentes presenta
una alta sensibilidad, distinguiendo hasta 35 transcritos diferentes y permitiendo la
resolucion de isoformas de ARN que difieren en tan solo 3-nt (V(E8p3) y full-length).
Finalmente, siguiendo las normas ACMG/AMP, 15 variantes BRIDGES del gen de
susceptibilidad a cancer de mama RADS51C se clasificaron como P/LP: c.404G>A, c.405-
6T>A, ¢.571+4A>G, c.571+5G>A, ¢.572-1G>T, c.705G>T, ¢.706-2A>C, c.706-2A>G,
c.837+2T>C, c.905-3C>G, c.905-2A>C, c.905-2_905-1del, c.965+5G>A,
c.1026+5_1026+7del y c.1026+5G>T. Estas variantes son clinicamente accionables y, por

ende, claves para el correcto manejo clinico de las pacientes portadoras de las mismas.
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Introduccion: Las variantes de pérdida de funcién del gen RAD51C se asocian a un
mayor riesgo de cancer de mama y ovario. Asimismo, las alteraciones en el splicing en este
gen son un mecanismo frecuente de inactivaciéon génica, como habiamos demostrado
previamente. En este estudio, empleando de nuevo el minigén que abarca los exones 2-8
de RAD51C (mgR51C_ex2-8), procedimos a comprobar el impacto sobre el splicing de las

variantes potencialmente espliceogénicas reportadas en la base de datos ClinVar.

Material y métodos: Se analizaron in silico, con la herramienta MaxEntScan
(MES), un total de 141 variantes ClinVar ubicadas en los limites intrén/exén de RAD51C.
De todas ellas, tras un filtrado bioinformatico estricto, se seleccionaron 20, las cuales se
introdujeron en el minigén WT mediante mutagénesis dirigida. Los minigenes WT y
mutantes se transfectaron en distintas lineas celulares para efectuar el estudio funcional

de las variantes candidatas.

Resultados: Las 20 variantes seleccionadas perturbaron el mecanismo de splicing
(100% de sensibilidad de los criterios bioinformaticos de selecciéon) y 18 mostraron
anomalias importantes en este proceso, sin dejar ningun rastro o cantidades minimas
(<2,4%) del transcrito full-length del minigén (mgFL). Por electroforesis capilar de
fragmentos fluorescentes, se identificaron 27 transcritos (incluidos el transcrito mgFL
tanto WT como el que incluye la variante c.904G>A); de ellos, 14 truncaban la proteina
RAD51C, 3 mantenian el ORF y 8 isoformas menores (1,1-4,7% de la expresion global) no

pudieron caracterizarse. Estos datos funcionales de splicing generados por los minigenes

53


https://doi.org/10.3390/cancers14122960

mutantes fueron cruciales para la interpretacidn clinica de las veinte variantes ensayadas
basada en las recomendaciones ACMG/AMP, de modo que 16 de ellas fueron clasificadas

como LP.

Discusion y conclusiones: Combinando los resultados de los dos estudios
presentados de RAD51C, se puede concluir que buena parte de las variantes seleccionadas
de este gen afecta al splicing (39/40), confirmando la precision del método bioinformatico
de filtrado. Por otra parte, los ensayos funcionales empleando minigenes hibridos han
demostrado ser herramientas valiosas para la caracterizacion inicial de posibles variantes
espliceogénicas, mostrando numerosas ventajas, algunas de ellas indicadas en el resumen
del articulo previo. Concretamente, el minigén mgR51C_ex2-8 proporcion6 datos muy
utiles de los efectos sobre el splicing de las 40 variantes de RAD51C analizadas,
demostrando que cualquier cambio dentro de las secuencias consenso de splicing (PPT,
3’ss y 5’ss) es capaz de alterar este proceso clave de la expresion génica. En este estudio
ClinVar, de las 20 variantes testadas, 16 se clasificaron como LP: c.146-3C>G, c.404+2T>C,
c.405-1G>C, c.571+1del, c.572-3C>G, c.572-1G>C, c.705+1G>A, c.706-1G>T, c.837+1G>T,
c.837+4_837+7del, c.838-2A>G, c.904G>A, c.904+1G>T, c.905-3_906del, c.905-2del y
c.965+1G>A. En comparacién con la clasificaciéon recogida en la base de datos ClinVar,
cuatro variantes previamente clasificadas como VUS (c.146-3C>G, c¢.572-3C>G,
c.837+4_837+7del, y ¢.904G>A) fueron reclasificadas como LP, mientras que 2
mutaciones (c.146-4_146-2del y c.966-1G>C) se degradaron de LP a VUS. La clasificacion
clinica de las variantes de genes CM, como RAD51C, tiene implicaciones muy importantes

en el asesoramiento de los pacientes con cancer de mama hereditario.
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Introduccion: Las alteraciones en el splicing del pre-ARNm son un mecanismo
deletéreo frecuente en el cancer hereditario. Nuestro objetivo en este articulo era analizar
funcionalmente, mediante el uso de plasmidos reporteros de splicing, las variantes
potencialmente espliceogénicas reportadas en el proyecto europeo BRIDGES en el gen de

predisposicion al cancer de mama CHEKZ.

Material y métodos: En el proyecto BRIDGES se identificaron 128 variantes en los
sitios de splicing (+10 nt intrénicos y * 2 nt exonicos) del gen CHEKZ, las cuales fueron
analizadas con la herramienta bioinformatica MES. Para el ensayo funcional de las 52
variantes candidatas, se construyeron y se validaron tres minigenes de CHEKZ
(mgChk2_ex1-7, mgChk2_ex6-10 y mgChk2_ex11-15), que abarcan sus 15 exones. Las
variantes seleccionadas fueron incorporadas en los minigenes WT mediante mutagénesis

dirigida y se ensayaron en varias lineas celulares.
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Resultados: Por unlado, se observo que 46 variantes (88,5%) alteraban el splicing.
Algunas de ellas mostraban perfiles de splicing muy complejos, generando hasta 11
transcritos diferentes. Destacablemente, treinta y cuatro variantes produjeron graves
anomalias en el proceso de splicing, sin dejar ninguna traza o cantidades insignificantes
del mgFL. Por otro lado, se identificaron un total de 89 transcritos diferentes, 82 de los
cuales pudieron caracterizarse. En concreto, ademas de los tres transcritos mgFL,
cincuenta y nueve isoformas introducian PTC, siete mantenian el ORF, cinco eliminaban
el coddn de inicio de la traduccion, seis afectaban a la regién no traducida 5’ (5'UTR) y dos
incluian variantes missense. Estos datos funcionales fueron esenciales en el proceso de
interpretacién clinica de las variantes de CHEKZ ensayadas siguiendo los criterios
ACMG/AMP, que permitieron la clasificacién de 27 variantes como P/LP. Curiosamente,
el testado funcional de la variante c.684-2A>G revel6 el uso de un sitio aceptor TG atipico
(usado por =0,02% de los aceptores humanos), cuya secuencia consenso esta altamente
conservada (17/23 posiciones). Seguidamente, se procedi6é a la busqueda de regiones
funcionales implicadas en el reconocimiento de este sitio no canoénico TG, la cual desvel6

secuencias criticas en el ex6n 6 para su seleccion (c.685_698, ¢.709_722 y c.707_743).

Discusion y conclusiones: Se identificé una alta proporcién de variantes CHEK2
que afectan al splicing, lo cual nos lleva a concluir, de nuevo, que el método computacional
de seleccion es muy sensible y que el splicing anémalo de genes de susceptibilidad es un
mecanismo deletéreo frecuente en cancer de mama hereditario. Por otro lado, el sistema
de minigenes hibridos, cuyas ventajas principales estan recogidas en el resumen del
primer articulo, proporciona un método sencillo, versatil y adecuado para comprobar el
efecto que ejercen sobre el splicing las variantes candidatas. Adicionalmente, la técnica de
analisis de fragmentos fluorescentes presenta una alta sensibilidad y resolucion,
separando fragmentos que se diferencian en un solo nucleétido (A(E7p1) y full-length).
En cuanto a la interpretacion clinica de las variantes analizadas en este articulo, la
incorporacion de los datos de los ensayos funcionales de los minigenes de CHEKZ a un
esquema de clasificacion basado en las directrices ACMG/AMP nos permiti6 catalogar 27
variantes de este gen de predisposiciéon a cdncer de mama como P/LP: c.319+2T>A,
c.319+4deld, ¢.320-3C>G, ¢.320-2A>G, ¢.444+1G>T, c.444+1G>A, c.445-2A>G,
c.592+2T>G, c.684-2A>G, ¢.784_792+5del, ¢.792+1G>A, c.793-2A>G, c.846+1G>T,
c.846+5G>A, c.846+6T>C, .846+4_846+7del, c.847-14_847-2delinsGG, c.908+1G>T,
c.908+3A>T, c.1096-6T>G, c.1260-8A>G, c.1375G>A, c.1375+1_1375+2del, c.1376-1G>C,
c.1459C>T, ¢.1461+5G>T y ¢.1543-9_1546del. Sin embargo, 20 variantes (38%) seguian
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siendo de significado clinico incierto debido, en parte, a los complejos patrones de splicing
detectados en las variantes de CHEKZ testadas. Este estudio muestra, de nuevo, la alta

espliceogenicidad de cualquier cambio en la secuencia consenso de los sitios de splicing.
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Cristiana Stuani, Alberto Valenzuela-Palomo, Alicia Garcia-Alvarez, Pedro Pérez-Segura,
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Comprehensive splicing analysis of the alternatively spliced CHEK2 exons 8 and 10

reveals three enhancer/silencer-rich regions and 38 spliceogenic variants
The Journal of Pathology (articulo en revision)

Factor de impacto 2022: 7,3

El splicing esta controlado por un conjunto amplio de elementos reguladores de
este mecanismo (SRE), entre los que se incluyen enhancers y silenciadores. Ambos
participan en la modulacién del splicing alternativo, de modo que se espera una mayor
concentracion de estos SRE en exones sujetos a este fendémeno. Asimismo, las variantes
exonicas que afecten a dichos motivos tendran el potencial de alterar los patrones de
splicing de un determinado ex6n. En este apartado, nos centramos en los exones 8 y 10 de
CHEKZ2, que estadn sujetos a eventos prevalentes de splicing alternativo fisiologico,
generando los transcritos A(E8) (ex6n 8 skipping) y A(E10) (exén 10 skipping). Nuestro
objetivo era mapear las zonas ricas en SRE e identificar mutaciones espliceogénicas en

dichos exones que puedan estar asociadas a un incremento del riesgo de cancer de mama.

Para llevar a cabo el estudio de regulacion de los exones alternativos 8 y 10 de
CHEKZ2, se emple6 el minigén hibrido que incluia los exones 6 a 10 de este gen
(mgChk2_ex6-10), previamente usado para el testado de variantes BRIDGES
(Figuras Suplementarias 1-2) [192], y se sigui6 la estrategia de microdeleciones (udel)
solapantes, método validado para la buisqueda de regiones criticas involucradas en el
control de los exones diana. Inicialmente, incorporamos por mutagénesis dirigida 5 pdel
exoOnicas de 30 nt en los exones 8 (c.849_878del y c¢.876_905del) y 10 (c.1011_1040del,
c.1037_1066del y c.1063_1092del) de CHEKZ empleando los primers detallados en la
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Tabla Suplementaria 1, las cuales fueron mas tarde ensayadas funcionalmente en

células MCF-7.

Las dos pdel de 30 nt ubicadas en el exén 8 alteraron débilmente el proceso de
splicing. Segun el perfil HEXplorer (https://rna.hhu.de/HEXplorer/), cada segmento de
30 nt contenia una regiéon potenciadora (pico) y otra silenciadora (valle) que se
compensarian entre si, lo que explicaria el impacto débil de dichas pdel en el
reconocimiento del ex6n 8. Para confirmar el perfil HEXplorer, decidimos analizar cuatro
udel internas de 15 nt (c.849_863del, c.863_877del, c.877_891del y c.891_905del).
Mientras que dos pdel, c.863_877del y c.891_905del, no afectaron al splicing (presuntos
intervalos ricos en ESS), las otras dos, c.849_863del y c.877_891del, alteraron
significativamente el reconocimiento del ex6n 8 (regiones ricas en ESE), especialmente la

udel ¢.877_891del (mgFL-= 13,6%) (Figura 16; Tabla 2).

Por otro lado, las pdel ¢.1011_1040del y c.1063_1092del del ex6n 10 tuvieron un impacto
significativo sobre el proceso de splicing, especialmente la ¢.1063_1092del, la mas cercana
al 5’ss, que no dejé ningdn remanente del transcrito mgFL. Para refinar el mapa SRE del
intervalo ¢c.1063_1092, se testaron funcionalmente otras tres pdel internas de 10-11 nt
(c.1063_1073del, c.1073_1083del y c.1083_1092del). Una de ellas, c.1073_1083del, tuvo
un impacto total sobre el proceso de splicing (mgFL=0%), mientras que otra lo alter6

fuertemente (c.1083_1092del; mgFL= 38,4%) (Figura 16; Tabla 2).
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Figura 16. Mapeo de los intervalos ricos en SRE de los exones 8 y 10 de CHEKZ2. A)
Mapa de pdel introducidas en el minigén WT mgChk2_ex6-10 (linea roja, impacto fuerte
en el splicing; linea naranja, impacto débil o moderado; linea verde, impacto débil o nulo).
B) Perfil extraido de HEXplorer de los exones 8 y 10 de CHEKZ, donde los picos indican
presuntas regiones ricas en ESE y los valles hipotéticas regiones ricas en ESS. C)
Resultados de splicing de las doce pdel investigadas. Electroforesis capilar de fragmentos
fluorescentes: los transcritos se indican mediante picos azules (productos marcados con
FAM) y los picos naranjas representan el estandar de tamafio LIZ600. El eje x indica el
tamafio en pb (electroferograma superior) y el eje y representa las unidades relativas de
fluorescencia (RFU). D) El grafico de barras ilustra las proporciones relativas de los

diferentes tipos de transcritos generados por las pdel ensayadas.
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‘ Tabla 2. Resultados de splicing de las pdel incorporadas en los exones 8 y 10 de CHEKZ.

T itos?
Variante (HGVS)? e ranscritos -
Canonico PTC In-frame No caracterizados
WT (6 muestras) 91,5%=* 1,5% A(E8): 1,7%=* 0,7% A(E10): 6,8%=* 0,9%
A(E8): 20,1%% 0,1%
0, 0, . 0, V)
c.849 _878del 70,8%= 0,1% A(ES)A(E10): 3,1%: 0,0% A(E10): 6,0%% 0,1%
A(E8): 33,5%=% 0,0%
0, 0, . 0 0
c.849_863del 56,1%+ 0,2% A(E8)A(E10): 5,5%: 0,1% A(E10): 4,9%+ 0,1%
c.863_877del 89,0%= 0,9% A(E10): 11,0%+ 0,9%
A(E8): 20,9%+* 0,1%
0, 0, . 0 0
¢.876_905del 68,3%+ 0,1% A(ES)A(E10): 3,9%: 0,1% A(E10): 6,9%+ 0,1%
A(E8): 74,8%+* 2,6%
0, 0, . 0 1)
c.877_891del 13,6%=* 2,3% A(ES)A(E10): 10,6% 0,4% A(E10): 1,0%=* 0,1%
¢.891_905del 83,9%+ 1,5% A(E10): 15,1%+ 1,4% 556-nt: 1,0%=+ 0,1%
¢c.1011_1040del 58,1% +1,7% A(E8)A(E10): 2,2%+ 0,2% A(E10):39,7% + 1,5%
c.1037_1066del 80,5%=* 0,1% A(E8): 2,0%=+ 0,1% A(E10): 17,5%% 0,2%
c.1063_1092del - A(E8)A(E10): 4,5%+ 0,2% A(E10):95,5% + 0,2%
¢c.1063_1073del 80,6% + 0,1% A(E10):19,4% + 0,1%
¢c.1073_1083del - A(E8)A(E10): 3,3%+ 0,1% A(E10):96,7% + 0,1%
c.1083 1092del 38,4% + 1,7% A(E10): 61,6% £ 1,7%

1Las pdel en las que realizamos estudios sistematicos de variantes se indican en negrita y la pdel en la que testamos las variantes reportadas en la base de datos ClinVar
estd subrayada. 2En cada pdel, el transcrito canénico y los otros transcritos que no incluyen la delecién del exén 8 (para microdeleciones en este ex6n) y del exén 10 (para
microdeleciones en este ex6n) incluyen una pérdida de 10, 11, 15 o 30 nt dependiendo de su tamafio.




A continuacién, en los tres intervalos espliceogénicos detectados, testamos
funcionalmente 87 variantes exdnicas, con el propésito de encontrar mutaciones SRE con
impacto en el splicing y clinicamente accionables (69 missense, 12 sin6nimas, 5 nonsense
y 1 frameshift). Nueve de ellas se localizan entre los nucleétidos 1083 y 1092 y proceden
de la base de datos ClinVar. Las setenta y ocho variantes restantes se ubican en las
regiones altamente espliceogénicas de los exones 8 y 10 (¢c.877_891 y ¢.1073_1083),
donde se ensayaron todas las variantes posibles para cada posicion. Los 87 cambios en el
ADN se introdujeron en el minigén mgChk2_ex6-10 WT mediante mutagénesis dirigida,
empleando los primers detallados en la Tabla Suplementaria 2, y se analizaron en
células MCF-7. Los resultados revelaron que 38 variantes (43,7%) alteraban el splicing (al
menos un 10% de reduccion del transcrito mgFL, punto de corte <81,5%), cuatro de las
cuales (c.883G>A, ¢.883G>T, c.884A>T y c.1080G>T) daban lugar a graves anomalias de
splicing, que no dejaban rastro o en las que solo se detectaban cantidades insignificantes
(<5%) del transcrito mgFL (Figuras 17-18; Tabla 3; Figuras Suplementarias 3-4;
Tabla Suplementaria 3). Ademas, otras 6 variantes mostraron impactos fuertes (mgFL:
20-50%; ¢.886G>A, ¢.886G>T, c.1075G>4A, c.1075G>T, ¢.1076A>T y ¢.1078G>T), 27
exhibieron impactos moderados (mgFL: 50-80%; ¢.883G>C, c.884A>C, c.884A>G,
¢.885A>T, ¢.886G>C, c.887A>G, c.887A>T, c.890A>T, c.1073A>T, c.1075G>C, c.1076A>C,
c.1076A>G, c.1077A>C, c.1077A>T, c.1078G>4A, ¢.1078G>C, c.1079A>G, c.1079A>T,
c.1081G>A, ¢.1081G>C, c.1081G>T, c.1082A>G, ¢.1082A>T, c.1083C>A, ¢.1083C>G,
c.1083C>T y ¢.1086T>G) y una indujo un impacto débil (mgFL>80%; c.885A>G). Para
comprobar la reproducibilidad de nuestro minigén, se ensayaron cuatro variantes
también en células HeLa: c.883G>T, c.884A>G, c.1075G>T y c.1080G>T. Todas estas
variantes producian perfiles de splicing similares en ambos tipos celulares

(Figura Suplementaria 5).
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Figura 17. Ensayos de splicing de las variantes espliceogénicas del exon 8 de CHEKZ2.
A) Analisis de fragmentos fluorescentes: los transcritos se indican mediante picos azules
(productos marcados con FAM) y los picos naranjas representan el estandar de tamafio
LIZ600. El eje x indica el tamafio en pb (electroferograma superior) y el eje y representa
las RFU. B) El grafico de barras ilustra las proporciones relativas de los diferentes tipos
de transcritos inducidos por las variantes exdnicas espliceogénicas del exdn 8 de CHEKZ.
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Figura 18. Ensayos de splicing de las variantes espliceogénicas del ex6n 10 de
CHEK2. A) Anilisis de fragmentos fluorescentes: los transcritos se indican mediante picos
azules (productos marcados con FAM) y los picos naranjas representan el estandar de
tamafio LIZ600. El eje x indica el tamano en pb (electroferograma superior) y el eje y
representa las RFU. B) El grafico de barras ilustra las proporciones relativas de los
diferentes tipos de transcritos inducidos por las variantes exdnicas espliceogénicas del
exon 10 de CHEKZ.
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Tabla 3. Resultados de splicing de las variantes exonicas espliceogénicas de los exones 8 y 10 de CHEKZ.

Transcritos?

Variante (HGVS)! @ Proteina (HGVS)

mgChk2_ex11-15 WT (6 ensayos)

Ex8
c.883G>A

c.883G>C
c.883G>T
c.884A>C
c.884A>G
c.884A>T
c.885A>G
c.885A>T
c.886G>A
c.886G>C
c.886G>T

c.887A>G

p-(Glu295Lys)
p.(Glu295GIn)
p.(Glu295%)
p.(Glu295Ala)
p.(Glu295Gly)
p.(Glu295Val)
p.(Glu295=)
p.(Glu295Asp)
p.(Asp296Asn)
p.(Asp296His)
p-(Asp296Tyr)

p.(Asp296Gly)

Canonico
91,5%+ 1,5%

2,6%= 0,2%

57,8%% 0,7%
2,2%=* 0,1%

75,7%% 0,3%
52,7%* 1,1%
4,0%=+ 0,6%

81,5%= 0,3%
60,9%= 0,2%
49,0%= 0,2%
74,6%=* 3,2%
20,6%= 0,5%

52,7%* 0,3%

PTC
A(E8): 1,7%:= 0,7%

A(E8): 90,5%:+ 0,1%
A(E8)A(E10):6,9%:+ 0,1%
A(E8): 36,8%:+ 0,8%
A(E8)A(E10):2,7%:+ 0,0%
A(E8): 84,1%:+ 0,4%
A(E8)A(E10):13,7%+ 0,3%
A(E8): 10,9%:+ 0,3%
A(E8)A(E10):3,5%:+ 0,1%
A(E8): 37,5%:+ 1,0%
A(E8)A(E10):6,4%:+ 0,2%
A(E8): 82,3% 0,3%
A(E8)A(E10):12,2%+ 0,8%
A(E8): 12,5%:+ 0,1%
A(E8)A(E10):1,6%:+ 0,1%
A(E8): 30,0%:+ 0,3%
A(E8)A(E10):4,6%:+ 0,1%
A(E8): 38,6%+ 0,4%
A(E8)A(E10):6,4%:+ 0,1%
A(E8): 16,6%* 2,2%
A(E8)A(E10):3,2%+ 1,3%
A(E8): 66,5%:+ 0,7%
A(E8)A(E10):10,9%+ 0,4%
A(E8): 38,2%:+ 0,2%
A(E8)A(E10):6,1%:+ 0,2%

In-frame
A(E10): 6,8%* 0,9%

A(E10): 2,7%2 0,0%

A(E10): 6,3%:+ 0,4%

A(E10): 3,4%% 0,1%

A(E10): 4,4%:+ 0,2%
A(E10): 2,9%:+ 0,1%
A(E10): 2,2%:+ 0,0%
A(E10): 1,6%+ 1,6%
A(E10): 2,0%:+ 0,6%

A(E10): 3,0%% 0,0%

No caracterizados

360-nt: 1,9%+ 0,3%
321-nt: 1,7%=+ 0,0%

596-nt: 1,5%=+ 0,4%

321-nt: 1,6%=+ 0,1%

306-nt: 2,4%=+ 0,2%
321-nt: 1,4%+ 0,1%

321-nt: 4,0%= 0,3%



L9

Variante (HGVS)?

c.887A>T

c.890A>T
Ex10
c.1073A>T
c.1075G>A
c.1075G>C

c.1075G>T
c.1076A>C
c.1076A>G
c.1076A>T

c.1077A>C
c.1077A>T
c.1078G>A

c.1078G>C
c.1078G>T
c.1079A>G

c.1079A>T
c.1080G>T
c.1081G>A
c.1081G>C

Proteina (HGVS)

p.(Asp296Val)

p.(Tyr297Phe)

p.(GIn358Leu)
p.(Glu359Lys)
p.(Glu359GIn)

p.(Glu359%)

p.(Glu359Ala)
p.(Glu359Gly)
p.(Glu359Val)

p-(Glu359Asp)
p.(Glu359Asp)
p.(Glu360Lys)

p.(Glu360GIn)
p.(Glu360*)
p.(Glu360Gly)

p.(Glu360Val)

p.(Glu360Asp)
p.(Asp361Asn)
p.(Asp361His)

Canonico

56,7%* 2,4%

78,3%+ 1,5%

76,6% 1,1%
38,4%= 0,3%
75,7%+ 0,2%

27,2%+ 1,0%
73,6%=* 1,0%
71,1%%* 3,0%
38,7%=* 4,0%

73,2% 0,3%
74,6% 0,6%
64,6%= 0,5%

58,0%= 0,6%
26,1%+ 1,9%
65,1%=* 1,0%

77,4%=* 0,4%
4,8%+ 1,6%

75,2%% 4,7%
76,0%= 0,4%

Transcritos?2

PTC
A(E8): 29,7%+ 0,6%
A(E8)A(E10):5,7%:+ 0,8%
A(E8): 8,9%2 0,8%
A(E8)A(E10):1,8%:+ 0,1%

A(E8): 2,8%:= 0,2%
A(E8)A(E10): 1,0%:+ 0,1%
A(E8)A(E10): 2,1%:+ 0,1%
A(E8): 2,4%:= 0,1%
A(E8)A(E10): 1,0%: 0,0%
A(E8)A(E10): 3,2%:+ 0,1%
A(E8): 1,5%:= 0,1%

A(E8): 2,2%:= 0,3%
A(E8)A(E10): 2,2%:+ 0,2%
A(E8): 2,1%= 0,0%
A(E8)A(E10): 1,0%: 0,0%
A(E8): 2,1%= 0,0%

A(E8): 1,1%= 0,0%
A(E8)A(E10):c1,0%:+ 0,1%
A(E8): 1,2%:= 0,1%
A(E8)A(E10):1,2%:+ 0,0%
A(E8)A(E10): 2,1%:+ 0,0%
A(E8): 1,8%:= 0,1%
A(E8)A(E10): 1,2%:+ 0,1%
A(E8): 1,5%= 0,1%
A(E8)A(E10): 1,6%:+ 0,4%
A(E8): 1,7%= 0,3%
A(E8): 1,3%:= 0,3%

In-frame

A(E10):

A(E10):

A(E10):
A(E10):
A(E10):

A(E10):
A(E10):
A(E10):
A(E10):

A(E10):
A(E10):
A(E10):

A(E10):
A(E10):
A(E10):

A(E10):
A(E10):
A(E10):
A(E10):

6,3%=* 0,5%

11,0%= 0,7%

19,6%z= 0,8%
59,5%+ 0,3%
20,9%z= 0,2%

69,6%+ 1,2%
24,9%+ 1,0%
26,7%* 1,0%
59,1%%* 3,8%

23,7% 0,3%
23,3%+ 0,5%
33,3%z 0,4%

39,6%= 0,5%
71,8%+ 1,8%
29,6%=+ 0,7%

19,8%= 0,3%
93,6%+ 1,9%
23,1%+ 4,4%
21,0%=* 0,3%

No caracterizados

580-nt: 1,6%= 0,8%

596-nt: 2,3%=+ 0,7%
572-nt: 1,3%=+ 0,2%

572-nt: 1,7%= 0,4%
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Variante (HGVS)?

c.1081G>T

c.1082A>G

c.1082A>T
c.1083C>A
c.1083C>G

c.1083C>T

c.1086T>G

Proteina (HGVS)

p.(Asp361Tyr)

p.(Asp361Gly)

p.(Asp361Val)
p.(Asp361Glu)
p.(Asp361Glu)

p.(Asp361=)

p.(Cys362Trp)

Canonico

50,5%%* 3,5%

68,2%* 4,8%

76,7%+ 1,4%
72,6%=* 2,3%
76,3%* 0,2%

77,0%* 0,7%

79,7%=* 0,3%

Transcritos?

PTC
A(E8): 1,1%:= 0,3%
A(E8)A(E10): 1,8%:+ 0,1%
A(E8): 1,6%:= 0,0%
A(E8)A(E10): 1,3%:+ 0,3%
A(E8): 1,7%= 0,1%
A(E8): 1,6%:= 0,6%
A(E8): 1,3%:+ 0,0%
A(E8): 3,1%:= 0,1%
A(E8)A(E10): 1,2%:+ 0,1%
A(E8): 3,4%:= 0,1%
A(E8)A(E10): 1,2%: 0,0%

In-frame

A(E10): 46,6%2 3,7%

A(E10): 28,9%:2 4,5%

A(E10): 21,6%%* 1,3%
A(E10): 25,8%3 1,8%
A(E10): 20,8%% 0,2%

A(E10): 18,7% 0,5%

A(E10): 15,7%:2 0,4%

No caracterizados

572-nt: 1,6%=* 0,1%

1Se muestran en negrita las 10 variantes con impactos severos (<5% del transcrito mgFL) y fuertes (mgFL: 20-50%). 2L6gicamente, en cada variante, los transcritos
en los que no se suprime el ex6n mutado incorporaran la mutacién puntual investigada.




El analisis de fragmentos fluorescentes detectdé hasta 16 transcritos diferentes
(incluido el transcrito mgFL), 12 de los cuales eran isoformas menores no caracterizadas
(4% de la expresién global). Los transcritos A(E8) (r.847_908del; p.Pro283Aspfs*8) y
A(E8)A(E10) (r.[847_908del; 1009_1095del]; p.Pro283Aspfs*8), introducen PTC, por lo
que probablemente estén asociados a un mayor riesgo de cancer de mama. En cambio, la
isoforma A(E10) (skipping del ex6n 10), mantiene el ORF (r.1009_1095del;
p.Tyr337_Lys365del). Este transcrito in-frame introduce en la proteina una delecién de
29 aminoacidos, 21 de los cuales estidn altamente conservados en vertebrados
(Figura Suplementaria 6), lo que sugiere un papel relevante de esta region en la funcién
de la proteina. Es mas, esta isoforma elimina parte del dominio quinasa de la proteina

CHK2 [113,146,193]. Por tanto, la pérdida del ex6n 10 podria inactivar CHK2.

Ademas, los resultados de estas variantes se utilizaron para evaluar la precisién de
tres herramientas de prediccion ESE/ESS (HEXplorer, HOT-SKIP [https://hot-
skip.img.cas.cz/], HExoSplice [http://bioinfo.univ-rouen.fr/HExoSplice/inputs.php]) y
SpliceAl (Tabla 4; Figura 19; Tabla Suplementaria 4-5) [194]. Sorprendentemente, las
variantes espliceogénicas c.1080G>T, que altera drasticamente el reconocimiento del
exon 10 (A(E10): 93,6%), y ¢.1081G>A (A(E10): 23,6%) no habrian sido seleccionadas
por ninguno de los programas bioinformaticos testados. De los cuatro algoritmos
analizados, HEXplorer present6 la sensibilidad mas alta (92,1%), mientras que HOT-SKIP
mostrd la mas baja (23,7%), con 29 falsos negativos. Por otro lado, SpliceAl mostro6 la
mayor especificidad (85,7%), seguido de HOT-SKIP (70,8%), HExoSplice (60,4%) y
HEXplorer (44,9%). Por dltimo, HExoSplice ofrecié la precisiéon mas elevada (72,1%)
definida como la capacidad de deteccién de variantes verdaderamente positivas y
verdaderamente negativas. Curiosamente, el analisis empleando la herramienta SpliceAl
sugirio un mejor rendimiento para las variantes en el exén 8 (80% de precision) que para

las variantes ubicadas en el ex6n 10 (45,2% de precision) (Tabla Suplementaria 6).
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Tabla 4. Sensibilidad, especificidad y precisiéon de las herramientas de prediccién de
ESE/ESS.

Espliceogénicas No espliceogénicas
Herramientas (Sensibilidad)! (Especificidad)? L
. . Y Precision3
bioinformaticas Verdadero Falso Verdadero Falso
positivo negativo negativo positivo
35/38 22/49 57/87
HEXplorer (92,1%) 3 (44.9%) 27 (65.5%)
) 9/38 34/48 43/86
HOT-SKIP (23,7%) 29 (70,8%) 14 (50%)
) 33/38 29/48 62/86
HExoSplice (86,8%) > (60,4%) 19 (72,1%)
) 13/38 42/49 55/87
SpliceAl (34.2%) 25 (85,7%) 7 (63.2%)

1Las variantes con efectos muy débiles (<10% de reduccién del transcrito canénico) no se consideraron
espliceogénicas. Sensibilidad (entre paréntesis) = Verdadero positivo/Numero total de variantes
espliceogénicas. 2Especificidad (entre paréntesis) = Verdadero negativo/Numero total de variantes no
espliceogénicas. 3La precision (entre paréntesis) se calculé como [Verdadero positivo + Verdadero
negativo] /Variantes totales.
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Figura 19. Correlacion entre las predicciones SRE de HEXplorer y HExoSplice y los
resultados funcionales. Los valores de HEXplorer y HExoSplice se han representado
graficamente frente a la proporcion de transcritos anémalos inducidos por cada variante.
Los puntos de corte (lineas rojas verticales) para la seleccién de variantes fueron <-5
(HEXplorer) y <-0,75 (HExoSplice). Segun esto, las variantes situadas a la izquierda de las
lineas rojas serian seleccionables para ser ensayadas funcionalmente. El punto de corte
para los transcritos andmalos fue el 18% de la expresion global (lineas discontinuas), que
representa una reduccion de aproximadamente el 10% del mgFL del minigén WT (91,5%
de la expresion global). Por lo tanto, las variantes (puntos) por encima de la linea
discontinua son espliceogénicas. La variante c¢.1080G>T (>95% de transcritos
aberrantes), falso negativo, se indica con una flecha roja.
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Tras el estudio de splicing empleando el minigén mgChk2_ex6-10, clasificamos las
87 variantes exdnicas del gen CHEKZ testadas siguiendo un sistema de puntuacion basado
en las normas ACMG/AMP, que incluye las especificaciones del gen CHEKZ desarrolladas
internamente [192,195]. El sistema de clasificacion incorpora las lecturas de los
minigenes como cédigos PVS1(ARN)/BP7(ARN) de fortaleza variable dependiendo del
resultado experimental real, tal y como recomend6 recientemente el Subgrupo de Splicing
ClinGen SVI (Clinical Genome Resource Sequence Variant Interpretation Working Group)
[196]. Para las variantes que producen lecturas complejas (dos o mas transcritos),
primero asignamos codigos PVS1(ARN)/BP7(ARN) a cada transcrito individual y,
posteriormente, estos se combinan para asignar un cédigo PVS1(ARN) (o BP7(ARN))
global, basado en las fortalezas de los cédigos individuales de cada transcrito y su
contribucién relativa a la expresion global (véase la Figura Suplementaria 7 para mas

detalles).

En concreto, de las 38 variantes espliceogénicas identificadas, una variante fue
clasificada como P, dos como LP, y 35 de ellas como VUS (Tabla5;
Tabla Suplementaria Excel 1). La elevada tasa de VUS refleja el hecho de que la mayoria
de estas variantes espliceogénicas muestran efectos parciales, expresando cantidades
variables de transcritos aberrantes y transcrito full-length (estos ultimos portadores de la
correspondiente variante investigada). Notablemente, nuestro enfoque acaba
clasificando dos variantes missense del exén 8 (c.883G>A p.(Glu295Lys) y c.884A>T
p.(Glu295Val)) como LP, ya que ambas inducen fundamentalmente transcritos truncantes
(mayoritariamente skipping del ex6n 8). Es mas, nuestro estudio muestra que los datos
funcionales recientes de CHEKZ basados en ADNc que apoyan la benignidad para algunas
variantes missense (en particular, para c¢.883G>C p.(Glu295GIn), c.887A>G p.(Asp296Gly),
y ¢.1076A>G p.(Glu359Gly)) deben interpretarse con cautela, ya que estas variantes
tienen un impacto significativo en el splicing [197]. Por ualtimo, nuestro sistema de
clasificacion cataloga dos variantes nonsense localizadas en el exén 10 (c.1075G>T
p.(Glu359*) y ¢.1078G>T p.(Glu360*)) como variantes de significado clinico incierto,
puesto que en ambas el skipping del exén 10, que introduce una delecion in-frame, es el

transcrito mayoritario (69,6% y 71,8%, respectivamente).
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c.HGVS!

c.883G>A
c.883G>C
c.883G>T
c.884A>C
c.884A>G
c.884A>T
c.885A>G
c.885A>T
c.886G>A
c.886G>C
c.886G>T
c.887A>G
c.887A>T
c.890A>T
c.1073A>T
c.1075G>A
c.1075G>C
c.1075G>T
c.1076A>C
c.1076A>G
c.1076A>T
c.1077A>C
c.1077A>T
c.1078G>A
c.1078G>C
c.1078G>T
c.1079A>G
c.1079A>T

p-HGVS!
p.(Glu295Lys)
p.(Glu295GIn)
p.(Glu295*)
p.(Glu295Ala)
p.(Glu295Gly)
p.(Glu295Val)
p.(Glu295=)
p.(Glu295Asp)
p.(Asp296Asn)
p.(Asp296His)
p.(Asp296Tyr)
p.(Asp296Gly)
p.(Asp296Val)
p-(Tyr297Phe)
p.(GIn358Leu)
p.(Glu359Lys)
p-(Glu359GlIn)
p.(Glu359%)
p.(Glu359Ala)
p.(Glu359Gly)
p.(Glu359Val)
p.(Glu359Asp)
p.(Glu359Asp)
p.(Glu360Lys)
p.(Glu360GIn)
p.(Glu360*)
p.(Glu360Gly)
p.(Glu360Val)

LP
VUS
P
VUS
VUS
LP
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS

ACMG/AMP

+9
+1
+10
+1
+1
+9
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+5
+1
0
+1
+1
+1
+1
+1
+5
+1
+1

+8
0

+8
0
0

+
e}

O O OO OO oo o oo

PM23

+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
0
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1
+1

N ‘ Tabla 5. Clasificacion ACMG/AMP de las 38 variantes espliceogénicas testadas en los exones 8 y 10 de CHEKZ.

PVS1(ARN)/BP7(ARN)2 PM5+

0
0

+
[y

O O OO OO OO OO OO OO OO OO0 o0oooo

ClinVars

VUS (2)

VUS (1)
P (1)

VUS (1); LB (2)
VUS (2)
VUS (1)
VUS (2)
VUS (5)
VUS (3)
VUS (3)

(-)
(-)
LB (1)

(-)
(-)
(-)
VUS (6)
(_
(_
(_
VUS (8)
(-)
(-)

VUS (1)
VUS (1)

N N N/
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c.HGVS!? p.HGVS!? ACMG/AMP PVS1(ARN)/BP7(ARN)2 PM23 PM5+ ClinVar 5

c.1080G>T p.(Glu360Asp) VUS +5 +4 +1 0 VUS (1)
c.1081G>A p.(Asp361Asn) VUS +1 0 +1 0 ()
c.1081G>C p.(Asp361His) VUS +1 0 +1 0 VUS (5)
c.1081G>T p-(Asp361Tyr) VUS +1 0 +1 0 VUS (1)
c.1082A>G p.(Asp361Gly) VUS +1 0 +1 0 )
c.1082A>T p.(Asp361Val) VUS +1 0 +1 0 ()
c.1083C>A p.(Asp361Glu) VUS +1 0 +1 0 (-)
c.1083C>G p-(Asp361Glu) VUS +1 0 +1 0 VUS (1)
c.1083C>T p.(Asp361=) VUS +1 0 +1 0 LB (4)
c.1086T>G p.(Cys362Trp) VUS +1 0 +1 0 VUS (1)

La tabla muestra solo las evidencias ACMG/AMP que han contribuido a la clasificacién final. Un andlisis mas detallado se muestra en la Tabla Suplementaria Excel 1.
INomenclatura HGVS usando como referencia la secuencia NM_007194. Las variantes clasificadas como P/LP se muestran en negrita. 2Fortaleza del cédigo
PVS1(ARN)/BP7(ARN) derivada de las lecturas de los minigenes mgChk2_ex6-10 mutantes. Ver Tabla Suplementaria Excel 1 para mas detalles. 3Hemos aplicado la
evidencia patogénica de rareza como una fuerza de apoyo, tal y como recomendé recientemente el ClinGen SVI. ‘Hemos aplicado el PM5 como una fuerza de apoyo a los
PTC. No se ha aplicado a las variantes c.1075G>T p.(Glu359*) y c¢.1078G>T p.(Glu360%*), ya que el analisis empleando el minigén mgChk2_ex6-10 ha revelado que estas
dos mutaciones no son PTC bonafide. 5A efectos comparativos, resumimos el estado de ClinVar de las 38 variantes investigadas (dltimo acceso 14/08/2023). La
informacién detallada de ClinVar se proporciona en la Tabla Suplementaria Excel 1.




La clasificacion de las 49 variantes no espliceogénicas se muestra en la
Tabla Suplementaria Excel 2. La mayoria de las variantes (N=31) terminaron
catalogdndose como variantes de significado clinico incierto. Sin embargo, pudimos
clasificar todas las variantes sinénimas (N=10) como B/LB y todas las variantes que
introducen un PTC (N=3) como P, destacando la relevancia de un resultado de splicing

negativo a la hora de clasificar variantes exdnicas de cualquier tipo.

En conclusion, el mapeo funcional mediante microdeleciones exonicas es una
estrategia valiosa para la localizacién de regiones ricas en SRE, el cual ha permitido la
deteccidn de 3 regiones de este tipo en los exones 8 y 10 de CHEKZ. El estudio sistematico
de 87 variantes ubicadas en dichos intervalos identific6 38 variantes exodnicas

espliceogénicas, de las cuales 3 fueron clasificadas como P/LP.
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BARD1

1. CONSTRUCCION Y VALIDACION DEL MINIGEN WILD TYPE

Para el estudio de los elementos funcionales implicados en la regulacién del ex6n
largo de BARD1 (exdn 4; 950 pb), se construy6 por clonaje tradicional un vector reportero
de splicing que incluia los exones 3 a 5 de este gen, basandonos en la secuencia de BARD1
NM_000465.4. Asi pues, el exdn 4 de interés fue clonado en el vector de splicing pSAD
(Patente P201231427, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas) junto con sus
exones vecinos naturales 5' y 3', para que las reacciones de splicing tengan lugar en su

contexto gendmico natural.

Inicialmente, se incorpord en el vector de splicing el exén 4. En este sentido, el
inserto de interés, que incluia el exén 4 y 253 pb del final del intréon 3 y 300 pb del
principio del intrén 4, se amplificé a partir de ADN genémico con la polimerasa Phusion
de alta fidelidad (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos) y los primers
indicados en la Tabla Suplementaria 7. A continuacién, tanto el vector como el inserto
se cortaron empleando las enzimas de restriccion BamHI y Kpnl y, tras la ligacién,
obtuvimos el minigén mgBARD1_ex4 (Figura Suplementaria8A). La validacion
funcional de este minigén dio como resultado un transcrito full-length del tamafio
(1131 nt), secuencia y estructura (V1- BARD1 exén 4-V2) esperados

(Figura Suplementaria 9A).

Seguidamente, se agreg6 el ex6n 5 a este constructo. Para ello, el inserto con el
exon 5, 147 pb del intrén 4 y 200 pb del intrén 5 se amplific6 con la polimerasa Phusion y
los primers detallados en la Tabla Suplementaria 7. Posteriormente, este inserto fue
incorporado en mgBARD1_ex4 por overlap extension PCR (Figura Suplementaria 8A). El
minigén mgBARD1_ex4-5 produjo un transcrito full-length del tamafo (1212 nt),
secuencia y estructura (V1- exones 4 a 5 de BARD1- V2) esperados, junto con varios

eventos alternativos que implican el uso de donadores cripticos localizados 137, 261 y
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408 nt upstream del sitio 5’ss candnico del exdn 4, asi como el skipping de este macroexon

(Figura Suplementaria 9B).

Finalmente, se afiadi6 el exén 3 al minigén mgBARD1_ex4-5. A tal efecto, el inserto
que abarca 218 pb del intrén 2, el exén 3y 270 pb del intrén 3 se amplificé igual que los
anteriores y se incluy6 en el minigén mgBARD1_ex4-5 mediante corte con las enzimas de
restriccidn Sacll y BamHI (Figura Suplementaria 7; Figura Suplementaria 8A). En este
caso, la validacion del minigén mgBARD1_ex3-5 revel6 que una pequefia proporcion de
los transcritos producidos se correspondian con el mgFL, sin embargo, la mayoria
derivaban del uso de un aceptor alternativo por parte del exén 4 ubicado 151 nt
downstream del exon 3 (Figura Suplementaria 9C). Con el fin de estabilizar el minigén,
se introdujo una delecion de 250 pb que afectaba a ambas partes del intréon 3, dejando
122 ntdelaregion 5’ de este intron y 157 nt de su regién 3’ (Figura Suplementaria 8B).
De esta forma, logramos obtener un minigén estable, el cual produjo un transcrito full-
length del tamafio (1361 nt), secuencia y estructura (V1- exones 3 a 5 de BARD1- V2)
previstos, acompafiado por las mismas isoformas alternativas descritas en la validacion

del mgBARD1_ex4-5 (Figura 20).

mgBARD1_ex3-5
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Figura 20. Estructura y validacion funcional del minigén final de BARD1. En la parte
superior de la figura aparece la representacion grafica del minigén mgBARD1_ex3-5 final.
Los exones estan dentro de recuadros de color rojizo; las flechas negras sobre los exones
V1 y V2 indican los primers de RT-PCR especificos del vector. En la parte inferior de la
figura se muestra la validacién funcional del minigén: los productos RT-PCR se analizaron
mediante electroforesis de agarosa (izquierda) y electroforesis capilar de fragmentos
fluorescentes (derecha). En el electroferograma del analisis de fragmentos fluorescentes,
los picos azules son los transcritos producidos por el minigén, mientras que los naranjas
representan el patron de tamafio LIZ1200. Por otro lado, el eje x refleja el tamafio en pb y
el eje y representa las RFU.
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2. MAPEO FUNCIONAL DE LOS MOTIVOS REGULADORES

El mapeo de los motivos reguladores de BARD1 implicados en el reconocimiento y
la inclusion de su exoén largo se llevdo a cabo mediante microdeleciones exonicas
solapantes, inicialmente, de 30 nt. En concreto, se incorporaron tanto en la regiéon 5’ como
en laregién 3’ del exén 4 cinco pdel de 30 nt con 5 nt solapantes, dejando intactos los dos
primeros y los tres ultimos nucle6tidos del exén (primers en Tabla Suplementaria 8).
Ademas, se gener6 una microdelecién mas grande de 104 nt (c.581_684del), disefiada
para eliminar una region rica en enhancers Tra2f3, de acuerdo con las predicciones de la
herramienta Human Splicing Finder (HSF, http://www.umd.be/HSF3/, herramienta
actualmente no disponible; Tabla Suplementaria 9) [198]. De las 11 microdeleciones
ensayadas, tres (c.1232_1261del, ¢.1257_1286del y ¢.1282_1311del) alteraban
considerablemente el proceso de splicing basandonos en los resultados de electroforesis
en gel de agarosa (Figura Suplementaria 10A). En estas 3 areas que tuvieron un mayor
impacto sobre el proceso de splicing, se introdujeron tres pdel de 12 nt con 2 nt solapantes
para afinar ain mas la regién de interés. Sin embargo, estas microdeleciones mas
pequefias afectaban débilmente al reconocimiento del exon 4

(Figura Suplementaria 10B).

Los transcritos generados por las pdel espliceogénicas se analizaron también por
electroforesis capilar de fragmentos fluorescentes, cuyos resultados se muestran en la
Figura 21 y en la Tabla 6. Asi pues, por andlisis de fragmentos identificamos 16
isoformas de splicing, de las cuales una engloba los distintos transcritos full-length (WT y
con las diferentes pdel), tres mantienen el ORF, otras tres incorporan PTC y nueve se
corresponden con transcritos menores no caracterizados. Concretamente, las 6 isoformas
caracterizadas, aparte de los distintos transcritos full-length, son las siguientes:
A(E4q137) (p.(Thr394Argfs*6)), A(E4q261) (p.(Val352_Lys438del)), A(E4q408)
(p-(Val303_Lys438del)), A(E4q843) (p-(Val158_Lys438del)), A(E4q863)
(p-(Ser151Argfs*7)) y A(E4) (p-(Asp122Glyfs*7)).
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Figura 21. Ensayos funcionales de splicing de las pdel de BARD1 espliceogénicas. A)
Mapa de las pdel ensayadas. En gris aparecen las que no alteran el proceso de splicing, de
acuerdo con los resultados de electroforesis en gel de agarosa, y en color amarillo, naranja
y rojo las que tienen un impacto débil, moderado y alto, respectivamente. B) Analisis de
fragmentos fluorescentes de los transcritos generados por los minigenes WT y con las
distintas pdel. En los electroferogramas de analisis de fragmentos fluorescentes, los picos
azules se corresponden con los transcritos producidos por el minigén, mientras que los
naranjas representan el patron de tamafio LIZ1200. Por otro lado, el eje x refleja el tamafio

en pby el eje y representa las RFU.
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| Tabla 6. Resultados de splicing de las microdeleciones espliceogénicas ensayadas en mgBARD1_ex3-5.

Microdelecion?

mgBARD1_ex3-5 (6
muestras)

c.1232_1261del

c.1255_1266del

c.1257_1286del

c.1265_1276del

c.1275_1286del

c.1280_1291del

c.1282_1311del

Full-length
81,4%=1,5%

42,6%+1,2%

60,1%+3,1%

48,4%+4,0%

72,4%%0,8%

79,8%+0,3%

66,5%+2,5%

25,6%+3,1%

PTC
A(E4): 7,2%+0,9%
A(E4q137): 1,1%0,2%
A(E4): 14,5%+1,0%
A(E4q137): 4,5%0,2%
A(E4q863): 2,1%0,1%
A(E4): 11,4%+0,4%
A(E4q137): 1,9%0,1%
A(E4q863): 1,2%0,1%
A(E4): 8,9%%0,7%
A(E4q137): 6,3%0,8%
A(E4q863): 1,3%0,1%
A(E4): 7,9%%0,6%
A(E4q137): 1,5%1,3%

A(E4): 4,2%0,1%
A(E4q137): 1,2%0,1%

A(E4): 5,5%+0,7%
A(E4q137): 4,1%%0,5%

A(E4): 23,4%23,9%
A(E4q863): 2,8%:+0,4%
A(E4q137): 1,1%+0,2%

Transcritos?

In-frame
A(E4q408): 5,0%+0,9%
A(E4q261): 1,0%+0,2%

A(E4q408): 31,0%20,2%
A(E4q843): 2,3%0,1%

A(E4q408): 16.9%22,1%
A(E4q843): 1,1%0,1%

A(E4q408): 31,4%23,1%
A(E4q843): 1,1%0,2%

A(E4q408): 14,1%0,2%

A(E4q408): 7,3%+0,2%

A(E4q408): 20,9%+1,4%

A(E4q408): 38,6%22,3%
A(E4q843): 2,1%0,4%

No caracterizados

1574-nt: 4,3%+1,0%

764-nt: 1,7%+0,1%
787-nt: 1,3%+0,3%

1584-nt: 3,6%%0,4%
787-nt: 1,4%+0,2%
764-nt: 2,4%+0,2%

1073-nt: 1,5%+0,2%
764-nt: 1,1%+0,1%

764-nt: 2,9%+0,9%
438-nt: 1,2%+1,1%
1548-nt: 4,6%+0,2%
1525-nt: 1,5%=+0,2%
764-nt: 1,4%+0,1%
764-nt: 1,9%+0,1%
438-nt: 1,1%+1,2%
764-nt: 2,3%+0,1%
787-nt: 1,4%+0,0%
1561-nt: 1,4%+0,2%
1038-nt: 1,3%+0,2%

1En negrita aparecen las pdel que exhiben impactos fuertes en el splicing. 2Los transcritos estan anotados de la siguiente manera: A (skipping de secuencias exdnicas), E
(ex6n) y, cuando es necesario, q (desplazamiento del donador) + nt insertados o eliminados.




3. MOTIVOS SILENCIADORES PUTATIVOS PROXIMOS A LOS
DONADORES CRIPTICOS

El exén 4 de BARDI1 tiene varios donadores cripticos que, generalmente, no son
usados por la maquinaria de splicing. Asimismo, HSF detect6 una alta concentracién de
silenciadores hnRNPA1 putativos alrededor de los sitios cripticos que podrian ser
responsables de su represién, por lo que decidimos investigar esta hipotesis. Para ello,
destruimos, mediante la incorporacion de una serie de mutaciones puntuales, dichos
motivos silenciadores préximos a los sitios 5’ss cripticos localizados 137 (¢.1175_1183),
408 (c.904.912) y 843 (c.469_477) nt upstream del canénico, los cuales se han
denominado sitio criptico 6, 4 y 2, respectivamente (Figura Suplementaria 11).
Seleccionamos estos donadores cripticos en base tanto a su fortaleza (puntuacién MES)
como a su frecuencia de uso en nuestro minigén y en condiciones fisioldgicas. Luego,
incorporamos por mutagénesis dirigida las variantes puntuales necesarias para lograr
nuestro propédsito, empleando los primers detallados en la Tabla Suplementaria 10
[199]. En un principio, solo la interrupcion de los silenciadores préximos al sitio criptico
6 producia una alteraciéon en el proceso de splicing (Figura 22). En este caso, por
secuenciacion Sanger, comprobamos que lo que ocurria era que se estaba empleando
como donador el sitio criptico 4, ubicado 408 nt upstream del candnico, y se estaba
reconociendo otro exén dentro del propio exén 4 de 137 pb, el cual usa un aceptor
adyacente al sitio criptico 6 (c.1158_1180) y el donador clasico del ex6n 4 de BARD1
(Figura Suplementaria 11). La puntuacion MES revela que una de las mutaciones
puntuales que incluimos para destruir uno de los silenciadores préximos al sitio criptico 6
incrementa la fortaleza de este aceptor criptico
(secuencia WT: ATTCATTAGTCTTTCACCAG|GTA—MES=3,70; secuencia mutada:
ATTCATTGGTCTTTCACCAG|GTA—MES=7,73).
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa de los transcritos generados tras la
destruccion de los motivos hnRNPA1 predichos préximos a los donadores cripticos
del exén 4 de BARD1. En esta figura se muestra el gel de agarosa (1%) de los productos
de RT-PCR generados tanto por el minigén mgBARD1_ex3-5 WT como por los distintos
minigenes mutantes en los que se han interrumpido los ESS putativos para el factor de
splicing hnRNPA1 préximos a los sitios cripticos 2 (SC2), 4 (SC4) y 6 (SC6).

En conclusidn, en el exon 4 de BARD1 se identificaron tres regiones ricas en SRE
(c.1232_1261, ¢.1257_1286 y ¢.1282_1311) donde podrian ubicarse mutaciones
potencialmente espliceogénicas. Por otra parte, el fortalecimiento de sitios cripticos o la
generacion de sitios de novo por ciertas variantes podria provocar su uso y el consiguiente
acortamiento de los macroexones, de modo que su estudio funcional podria ser una
estrategia dptima para la identificacién de mutaciones potencialmente deletéreas del gen
BARD1. Por tultimo, se dispone de un constructo valioso, validado funcionalmente y apto

para el estudio de cualquier variante reportada de los exones 3 a 5 de BARD1.
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BRiri1

1. CONSTRUCCION Y VALIDACION DEL MINIGEN WILD TYPE

El ex6n 1 del gen BRIP1 posee un donador atipico GC, cuya regulacién procedimos
ainvestigar. A tal efecto, disefiamos un minigén reportero de splicing que incluia el primer

y el segundo exdén de dicho gen, basdndonos en la secuencia de BRIP1 NM_032043.3.

Empezamos incorporando el ex6n 2 en el vector de splicing pSAD. En este sentido,
amplificamos el inserto con el ex6n 2 y 156 y 252 nt upstream y downstream de este ex6n
a partir de ADN gen6mico, empleando la polimerasa Phusion y los primers listados en la
Tabla Suplementaria 11. A continuacion, el inserto fue clonado en el vector mediante
corte con enzimas de restriccion (Xbal y BamHI) y ligacion, obteniéndose el minigén
mgBRIP1_ex2 (Figura Suplementaria 12A). La validacion funcional de este minigén dio
como resultado un transcrito full-length que mostraba un tamafio (304 nt), secuencia y
estructura (V1- exén 2 de BRIP1-V2) esperados, el cual aparecia acompafiado por un
transcrito que incluia el skipping de este ex6n y una insercién intrénica no caracterizada

(Figura Suplementaria 13A).

A este vector que portaba el ex6n 2 de BRIP1, se le incorpord el exdn 1, generando
un ex6n quimérico V1- ex1 BRIP1. El inserto de 490 nt, el cual engloba 240 pb del ex6n 1
y 250 pb del intrén 1, se amplificé de la misma forma que el anterior, pero, en este caso,
se clond en el minigén por overlap extension PCR, sustituyendo 62 pb del exon V1y 363 nt
del intréon del vector (Figura Suplementaria 12B). Asi, se obtuvo el minigén
mgBRIP1_ex1-2, un minigén cuyo transcrito principal empleaba inesperadamente un
donador criptico (MES score = 10,19) en el exén 1, localizado 190 nt upstream del
candnico (Figura Suplementaria 13B). Este se estabiliz6 introduciendo una delecién de
52 ntenlaregion 5’ del exén 1 de BRIP1, que eliminaba dicho donador criptico. El minigén

resultante gener6 un transcrito full-length del tamano (408 pb), secuencia y estructura
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(V1- ex6n 1 de BRIP1- ex6n 2 de BRIP1-V2) esperados, acompafado de la isoforma
fisiologica A(E2p4) (Figura 23; Figura Suplementaria 12C).

mgBRIP1_ex1-2

2

mgBRIP1_ex1-2
5038pb

Inserto 969 pb
ARNm 430nt

~N Amp®
& Regién genémica 2277 pb

Tamafo
(pb) 300 340 380 420 460 500
o s = . ===
; - mgFl
—
— o

A(E2p4)

400 pb =18 (430 pb)

Figura 23. Estructura y validacion funcional del minigén final de BRIP1. En la parte
superior de la figura aparece la representacion grafica del minigén mgBRIP1_ex1-2 final.
Los exones estan dentro de recuadros de color rojizo; las flechas negras sobre los exones
V1 y V2 indican los primers de RT-PCR especificos del vector. En la parte inferior de la
figura se muestra la validacion funcional del minigén: los productos RT-PCR se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa (izquierda) y electroforesis capilar de
fragmentos fluorescentes (derecha). En el electroferograma del analisis de fragmentos
fluorescentes, los picos azules se corresponden con los transcritos producidos por el
minigén, mientras que los naranjas representan el patron de tamafio LIZ600. El eje x
refleja el tamafio en pb y el eje y las RFU.

2. MAPEO FUNCIONAL DE LOS MOTIVOS REGULADORES

La busqueda de los motivos reguladores de BRIPI1 involucrados en el
reconocimiento del donador atipico GC de su ex6n 1 se realizé mediante pdel exonicas
solapantes. Todas las pdel fueron incorporadas en mgBRIP1_ex1-2 mediante mutagénesis
dirigida, utilizando los primers detallados en la Tabla Suplementaria 12.
Especificamente, se introdujeron al final del ex6n 1 y al principio del 2 dos pdel de 30 nt
con 5 nt solapantes, sin delecionar los dos primeros y los tres ultimos nucleétidos de
dichos exones. Ninguna de estas microdeleciones tuvo un impacto relevante sobre el
splicing del gen, conforme a las imagenes de electroforesis en gel de agarosa
(Figura 24A). A pesar de ello, decidimos agregar 2 pdel adicionales de 16 nt en la regién
del ex6n 1 mas cercana al donador GC, las cuales tampoco alteraron el splicing de BRIP1
(Figura 24B). Por tanto, podemos concluir que el reconocimiento del donador GC del

exon 1 de BRIP1 no esta regulado por secuencias exdnicas de la region 3’ de este ex6n y
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de la region 5’ del exdn 2, lo cual puede ser debido a la alta conservacion de la secuencia

consenso del sitio 5’ de splicing (8/9 posiciones; CAG|GCAAGT vs. CAG|GTAAGT).

A) B)
500 pb 500 pb
400 pb 400 pb

Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa de los resultados del ensayo funcional
de las pdel incorporadas en el minigén mgBRIP1_ex1-2. A) Electroforesis en gel de
agarosa (1%) de las cuatro pdel de 30 nt incorporadas en la region 3’ del ex6n 1 (c.-88_-
59del y c.-63_-34del) y en la region 5 del ex6n 2 (c.-28_1del y c.-3_26del). B)
Electroforesis en gel de agarosa (1%) de las dos pdel de 16 nt préoximas al donador GC (c.-
63_-48del y c.-49_-34del).
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DISCUSION

El cancer de mama es la neoplasia maligna mas comun en todo el mundo. La
aparicion de esta patologia se asocia con muchos factores de riesgo, incluida la
predisposicion genética y hereditaria. Especificamente, las formas hereditarias explican
entre el 5% y el 10% de todos los CM. BRCA1 y BRCAZ fueron los primeros genes de
predisposicion descubiertos y tradicionalmente se han considerado como los principales
en esta enfermedad. Sin embargo, los avances en el campo de la secuenciacién masiva,
unidos a una disminucién progresiva de su coste, han permitido la identificaciéon de
nuevos genes y de nuevas mutaciones involucradas en el desarrollo de tumores mamarios
malignos. Estas técnicas son la base de grandes estudios caso-control, como BRIDGES, en
el que se analizaron 34 genes en mas de 113 000 mujeres de 25 paises distintos (60 466
mujeres con CM y 53 461 controles), y CARRIERS, que investig6 28 genes en unas 64 000
mujeres estadounidenses (32 247 pacientes CM y 32 544 controles). En ambos estudios,
se ha demostrado que variantes truncantes en otros 6 genes estan significativamente
asociadas con un incremento del riesgo de CM: PALB2, ATM, CHEKZ, BARD1, RAD51Cy
RAD51D [108,109]. En cambio, los genes PTEN, TP53, CDH1, STK11 y NF1, cada uno de los
cuales se relaciona con un sindrome clinico distinto, todos ellos vinculados al cancer de
mama, a pesar de haber sido, por regla general, considerados genes de alta penetrancia,
no mostraron una asociacion significativa en estos estudios, presumiblemente debido a la

baja prevalencia de mutaciones [200].

Los paneles multigénicos, ademas de ser herramientas muy utiles a nivel
experimental, estdn siendo usados de forma rutinaria en todo el mundo con fines
diagnosticos y su demanda se ha incrementado considerablemente en los ultimos afios
con la promesa de una atencidn personalizada. Es verdad que estos exdmenes ofrecen
muchas ventajas, destacando la reduccion de los costes de las pruebas genéticas y la
posibilidad de analizar simultdneamente varios genes de interés con una gran
profundidad de cobertura, lo cual facilita notablemente el estudio de condiciones
hereditarias heterogéneas, como el cancer, y permite la busqueda de marcadores
teragnodsticos. No obstante, la otra cara de la moneda es que no se detectan variantes
estructurales, existe una falta de estandarizacién de estas pruebas y la deteccién de
variantes estd superando la capacidad de interpretacion de las mismas, lo que
irremediablemente conduce a una acumulaciéon de variantes de significado clinico
incierto [122,123]. De hecho, en los paneles utilizados para pacientes de alto riesgo de

89



CM, la probabilidad de encontrar una VUS es significativamente mayor que la
probabilidad de detectar una variante P/LP [201]. Este fenémeno fue corroborado por el
proyecto CARRIERS, en el cual se observé que la prevalencia de variantes patogénicas en
12 genes de predisposicion al cancer de mama (ATM, BARD1, BRCA1, BRCAZ, CDH1,
CHEKZ, NF1, PALBZ2, PTEN, RAD51C, RAD51D y TP53) era del 5,01% en las pacientes y del
1,63% en controles, mientras que mas del 18% de los individuos en ambos grupos
presentaban una VUS [109]. Mas adn, segun la base de datos ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar?term=%22clinvar_all%Z22[Filter]; ultimo acceso
18 de septiembre del 2023), solo el 11,5% de las variantes reportadas son P/LP, el 38,4%
estan catalogadas como B/LB y las mas abundantes serian las VUS, que suponen el 47,5%
de todas las variantes registradas en esta base de datos. En particular, en los 8 genes CM
principales, el porcentaje de VUS en ClinVar es del 32,5% (Tabla 7). Estas variantes de
significado clinico desconocido limitan la naturaleza informativa de las pruebas genéticas
y, por ende, suponen un gran desafio para el proceso de asesoramiento genético y la
gestion clinica de los pacientes. De ahi que la reclasificaciéon de estas VUS como
patogénicas o benignas sea esencial para guiar las decisiones y recomendaciones médicas
e impacte sustancialmente en las opciones con las que cuentan los pacientes en cuanto a
prevencion del cancer, deteccion, terapia dirigida contra esta enfermedad y decisiones

quirurgicas y reproductivas [202].

Tabla 7. Variantes P/LP y VUS registradas en la base de’datos ClinVar en los genes que
conforman el ntcleo central de la susceptibilidad a CM. Ultimo acceso 18 de septiembre
de 2023.

Gen Variantes ClinVar Vvus % VUS P/LP % P/LP
BRCA1 13 896 1727 12,43% 4212 30,31%
BRCA2 17 422 3256 18,69% 5125 29,42%
CHEK2 3567 1795 50,32% 869 24,36%
ATM 14 575 7073 48,53% 3082 21,15%
PALB2 5195 2568 49,43% 1237 23,81%
RAD51C 1811 945 52,18% 341 18,83%
RAD51D 1575 767 48,70% 240 15,24%
BARD1 3512 1888 53,76% 497 14,15%
TOTAL 61553 20019 32,52% 15603 25,35%
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Durante muchos afios, el filtrado de variantes teragnosticas candidatas se ha
centrado en las consecuencias sobre la codificacion proteica, pasando por alto muchas
variantes genéticas implicadas en otros mecanismos clave de la expresion génica, como la
transcripcion o el splicing. Es mas, las variantes que generan PTC (nonsense o frameshift)
son mutaciones consideradas practicamente de forma automatica como P/LP.
Sorprendentemente, dentro de este conjunto de variantes truncantes de proteina, algunos
autores incluyen también a los cambios intrénicos que afectan a las posiciones altamente
conservadas de los sitios de splicing (+1,2). Nuestra experiencia en el ambito de la
desregulacidon del splicing evidencia que esta asuncién es un error, puesto que algunas de
estas variantes introducen deleciones o inserciones in-frame en el ARN maduro y otras
generan sitios atipicos que pueden ser reconocidos por el espliceosoma, como ciertas
mutaciones +2T>C (GT—donador atipico GC), pudiéndose mantener en ambos casos la
funcionalidad del transcrito principal [124,125]. Aparte de las mutaciones *1,2, existen
otras muchas posibles variantes de splicing, generalmente clasificadas como VUS a la
espera de un estudio funcional que determine su efecto exacto y proporcione evidencias
relevantes para su clasificacion clinica [203]. Asimismo, se ha demostrado que la
disrupcion del splicing es un mecanismo etiopatogénico muy frecuente, sobre todo, en
cancer, constituyendo un sello distintivo de esta patologia [190,204]. Por lo tanto, los
ensayos de splicing pueden aportar una informacion muy importante para la
interpretacion clinica de VUS y la reclasificacién de variantes previamente catalogadas
como benignas o patogénicas. Conocer el impacto exacto de una variante sobre el splicing
puede ser también muy valioso para el disefio de estrategias terapéuticas alternativas,
como, por ejemplo, la modulaciéon del splicing anémalo mediante oligonucledtidos

antisentido [57].

Tradicionalmente, los ensayos funcionales de splicing se han realizado a partir de
ARN del paciente. Sin embargo, cuando la muestra de ARN del paciente es inaccesible, los
vectores reporteros de splicing o minigenes hibridos representan una herramienta
genética idonea para la caracterizacion preliminar de posibles variantes espliceogénicas.
De hecho, estan recogidos como una de las opciones para realizar los estudios funcionales
de splicing en las guias de clasificacion ACMG/AMP [124]. Este sistema de minigenes
ofrece las siguientes ventajas: i) andlisis aislado del efecto del alelo mutante sin la
interferencia del alelo WT, a diferencia de lo que ocurre al emplear muestras de pacientes
portadoras; ii) identificacion y cuantificacion precisa de todos los transcritos producidos

por la variante testada gracias al uso de inhibidores del NMD (cicloheximida), que
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impiden la degradacién de los transcritos con PTC; iii) estudio de multiples variantes
empleando un unico constructo; iv) posibilidad de realizar el ensayo funcional en
diferentes tipos celulares relevantes para la enfermedad en cuestion, y v) alta
reproducibilidad de los patrones de splicing fisiolégicos y patologicos. Ademas, la
electroforesis capilar fluorescente de los transcritos generados ofrece una alta resolucion
y sensibilidad, siendo capaz de separar fragmentos que se diferencian en un solo nt
[184,205]. En conclusién, todos estos datos sugieren que los minigenes proporcionan una

informacion muy util para la interpretacion clinica inicial de variantes candidatas.

Cabe destacar que el grupo de Splicing y Susceptibilidad Genética a Cancer del
IBGM, en el cual se harealizado esta tesis doctoral, tiene una vasta experiencia en el disefio
y la construccion de minigenes hibridos y el testado funcional de variantes.
Particularmente, ha llevado a cabo mas de 300 ensayos funcionales de variantes del gen
BRCAZ2 empleando este sistema [61,72,181-185]. Mas recientemente, debido a su
participaciéon en el proyecto europeo BRIDGES como parte del Work Package 4
(Functional analysis of gene variants), este grupo ha efectuado estudios sistematicos de
splicing mediante minigenes de los principales genes CM, en concreto, PALBZ, ATM,
CHEKZ2, RAD51C y RAD51D, algunos de los cuales son la base de esta tesis doctoral
[59,180,186,192,206]. Adicionalmente, a través de su servicio de minigenes
(http://www.ibgm.med.uva.es/servicios/servicio-de-splicing-minigenes/), ha
investigado la disrupciéon del proceso de splicing en genes implicados en otras
enfermedades genéticas: MLH1 (sindrome de Linch), COL1A1 (osteogénesis imperfecta),
SERPINA1 (deficiencia de alfa-1 antitripsina), CHD7 (sindrome CHARGE), GRN (demencia
frontotemporal), UGT1A1 (sindrome de Crigler-Najjar), TP53 (sindrome de Li-Fraumeni),
TRPM4 (cancer colorrectal) y SGMSZ2 (sindrome de lesiones en anillo del cuero cabelludo-

fragilidad 6sea) [207-210].

Concretamente, en esta tesis nos hemos centrado en el estudio de los genes CHEK?Z,
RAD51C, BARD1 y BRIP1, en los que mas de la mitad de las variantes reportadas en la base
de datos ClinVar son VUS (Tabla 7). A excepcion de BRIP1, en el que solo esta confirmada
su vinculaciéon con el cancer de ovario, el resto de los genes estudiados forman parte del
nucleo central de la susceptibilidad hereditaria a cancer de mama [108,109,211]. Todos
ellos estan incluidos en las guias de manejo de la NCCN, recomendandose, salvo en BRIP1,
una vigilancia intensificada sin cirugia profilactica mediante mamografias y otras técnicas

de diagnostico por imagen. Por otro lado, en RAD51C y BRIP1, debido al riesgo
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significativo de cancer de ovario, se aconseja la salpingo-ooforectomia bilateral
preventiva entre los 45 y 50 afios, y en CHEKZ se recomienda también una vigilancia
incrementada a través de colonoscopias para la deteccion precoz del cancer colorrectal y
hacer un cribado de cancer de préstata a partir de los 40 anos (NCCN Guideline:
Genetic/Familial High-Risk Assessment: Breast; Ovarian, and Pancreatic Version 1.2024).
En consecuencia, el estudio de la desregulacion del splicing en estos genes va a contribuir
a la dilucidacion del espectro de predisposicidon genética a cidncer de mama/ovario y va a

ser clave en el manejo clinico 6ptimo de las pacientes.

1. VARIANTES DE SITIOS DE SPLICING

Uno de los objetivos de esta tesis es el estudio de las variantes de sitios de splicing
potencialmente espliceogénicas de los genes RAD51Cy CHEKZ. A tal efecto, en estos genes
se recopilaron, respectivamente, un total de 40 y 128 variantes BRIDGES de los limites
intréon/exon, de las cuales se seleccionaron 20 y 52 variantes candidatas tras el filtrado
bioinformatico  (Tabla Suplementaria1, Articulo1; Tabla Suplementaria 1,
Articulo 3) [212,213]. Adicionalmente, en RAD51C se escogieron otras 20 variantes de
sitios de splicing potencialmente espliceogénicas procedentes de la base de datos publica
ClinVar (Tabla Suplementaria 1, Articulo 2). Cabe destacar que la mayor parte de las
variantes seleccionadas estan ubicadas en la regién donadora (54; 59%) (Tabla 8). Algo
l6gico teniendo en cuenta estudios previos, que demuestran que son mas frecuentes las
variantes que afectan al sitio donador que las que alteran el sitio de splicing 3’[56]. Por
otro lado, el andlisis de las 92 variantes candidatas requirié la construccién de 4
minigenes, uno que incluye siete de los nueve exones de RAD51C (exones 2-8;
mgR51C_ex2-8) y 3 minigenes que engloban todos los exones de CHEKZ (mgChk2_ex1-7,
mgChk2_ex6-10 y mgChk2_ex11-15) (Figura 1, Articulo 1; Figura Suplementaria 1,

Articulo 1; Figura 1, Articulo 3; Figura Suplementaria 2, Articulo 3).
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Tabla 8. Resumen del andlisis bioinformatico, resultados de splicing y clasificacién clinica siguiendo las normas ACMG/AMP de las 92
variantes de sitios de splicing testadas en esta tesis.

Resumen bioinformatico

% Transcritos

Variante (HGVS)? Gen?2 ACMG/AMP¢
( ) MES3 SpliceAl*+ aberrantes> /
Variantes en la posicion intrénica -8
[-]13’ss (2,0=-3,8)
.1260-8A>G CHEK?Z (ivs11) %33(;53(2 '57237;)“31;’?;1”"”“ Y(E12p7) 100% (V(E12p7)) LP (+9)
downstream
Variantes en la posicién intrénica -6
) . [-13’ss (7,7=2,2) o
c.405-6T>A RADS5IC (ivs2) 1] 95 (6,6 4-nit upstream V(E3p4) 100% (V¥ (E3p4)) LP
c1096-6T>G CHEK? (ivs10) E]z,ssss(é'zgéi?t upstream Y(E11p5)+A(E11) 100% (V(E11p5)) LP (+9)
Variantes en la posicién intrénica -5
c1009-5T>A CHEK2 (ivs9) | [-13'ss (6,9=3,8) | W(E10p142)+ A(E10)# | 98,2% (A(E10)) | VUS (+5)
Variantes en la posicion intrénica -3
.146-3C>G RADS5IC (ivs1) []13'ss (9,5=1,9) A(E2) 100% (A(E2)) LP (+9)
c.146-3C>T RADS51C (ivs1) [1]13’ss (9,5=8,7) FL 0% VUS
€320-3C>G CHEK? (ivs2) E]z,ssss%zgéi?t upstream A(E3)#+V¥(E3p2) 100% (A(E3)) LP (+9)
.572-3C>G RADS5IC (ivs3) [-]13'ss (7,4=-1,4) A(E4) 100% (A(E4)) LP (+9)
.905-3C>G RADS5IC (ivs6) [-]13'ss (8,2=-4,9) A(E7) 100% (A(E7)) LP
966-3C>A RADSIC (ivs7) B]fcsrs gzgg‘ﬁ)&n cupstream | A(EB) 98% (A(E8)) VUS
Variantes en la posicion intrénica -2
.320-2A>G CHEK?Z (ivs2) [-13'ss (7,7=-0,3) A(E3)#+V (E3p28) 100% (A(E3)) LP (+9)
c445-2A>G CHEK2 (ivs3) [-13'ss (11,3=3,3) A(E4) 100%(A(E4) ¥ (E4A38)) LP (+9)
.684-2A>G CHEK2 (ivs5) EI-]]?;S'SSSS-(%((]}’%: 42)'31)-nt upstream | AE6P1Y) 100%(V (E6p1)) LP (+9)
.706-2A>C RADS5IC (ivs4) E]%’Ssss%lél)?gi)t downstream | ACESPLO)+A(ES) 100% (A(ESp10)) LP
.706-2A>G RAD51C (ivs4) E]zfsss(él';)?gi)t downstream | ACESPLO)+A(ES) 100% (A(E5)) P
.793-2A>G CHEK2 (ivs6) E]%,Ssss(g%:)’ﬁ;i)upstream V(E7p1) 100%(V(E7p1)) LP (+9)
.838-2A>G RADS5IC (ivs5) []13'ss (10,2=2,2) A(E6) 100%(A(E6)) LP (+9)
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Resumen bioinformatico

% Transcritos

Variante (HGVS)1 Gen? ACMG/AMP®
( ) MES3 SpliceAI* aberrantes>® /

.905-2A>C RADS5IC (ivs6) [-]3ss (8,2=0,1) A(E7) 100%(A(E7)) p

. [-]13’ss (7,3=-0,7) 0
.966-2A>G RADS5IC (ivs7) [1] Cr, 3'ss (7) 3-nt upstream | AE®) 100%(A(E8)) VUS

. [-]13’ss (7,3=>-1,1) 0
.966-2A>T RADS5IC (ivs7) [1] Cr, 3'ss (7,6) 3-nt upstream | AE®) 100%(A(E8)) VUS
Variantes en la posicién intrénica -1
c.405-1G>C RAD5IC (ivs2) {3133'5555((74'72?7?}? ownsiream | AGE3P7)*A(E3) 100%(A(E3p7)) LP (+9)
.572-1G>C RADS5IC (ivs3) [-13’ss (7,4=-0,6) A(E4) 100%(A(E4)) LP (+9)
.572-1G>T RADSIC (ivs3) [-]3ss (7,4=-1,2) A(E4) 100% (A(E4)) LP
.706-1G>T RAD51C (ivs4) {3]33'ssss((141,31)=1>§:i)t downstream | ACESP10) 100%(A(E5p10)) LP (+9)
.793-1G>T CHEK2 (ivs6) [-]3'ss (6,2=-2,4) A(E7)+A(E7p7) 100%(A(E7)) VUS (+8)
.793-1G>A CHEK2 (ivs6) {j]%?sss(gi)zihzt'zwns rream A(E7p1)+A(E7)# 100%(A(E7p1)) VUS (+8)

) . [-13’ss (7,3=-0,8) 0

.966-1G>C RADSIC (ivs7) [1] Cr, 3'ss (6,8) 3-nt upstream | AE®) 100%(¥ (E8p3)) VUS (+2)
.1376-1G>C CHEK2 (ivs12) [-]3ss (6,0=-2,1) A(E13)+A(E13p17) 100%(A(E13)) LP (+9)
Variantes en el primer nt exénico
c-6G>A CHEK?2 (Ex2) | [[13'ss (1,7=0,3) FL | 25,1%(A(E4) ¥ (E4A38))) | LB(-4)
Variantes en el segundo nt exénico
c-5T>G | CHEK2 (Ex2) | [13'ss (1,7=-3,2) FL | 50,7%(¥(11me)) | VUS (0)
Pequeifias deleciones que afectan al sitio 3’ss
C.-6-6_-6-4del CHEK2 (ivs1) [-]3"ss (1,7=-3,7) V(E2p48) 7,5% (¥ (11me)) LB (-3)
.146-4 146-2del RAD51C (ivs1) {j]%?:s%i?;ﬁ) downstream | FL 100% (A(E2)) VUS (+2)
¢.593-11_593-7del CHEK2 (ivs4) [L]3ss (9,2=7,4) A(E5)#+A(E5p27) 87,7% (A(ES)) VUS (0)
.847-14 847-2delinsGG? CHEK2 (ivs7) []3ss (9,4=-8,3) 100% (A(E8)) LP (+9)
.905-3 906del RAD51C (ivs6) {3]33?555(&25?;%) townstream. | AE7D) 100% (A(E7)) LP (+9)
.905-2del RADS5IC (ivs6) [-]3ss (8,2=2,1) A(E7) 100% (A(E7)) LP (+9)
.905-2 905-1del RADS5IC (ivs6) [-]3’ss (8,2=0,6) A(E7) 100% (A(E7)) P
c1543-9 1546del CHEK? (ivs14/Ex15) | L1358 (8,5=-88) A(E15p11)+ ¥ (I14me) 100%(A(E15p11) LP (+9)

[+]3’ss (6,4) 11-nt downstream
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% Transcritos

i 1 2 6
Variante (HGVS) Gen MES? SpliceAl* aberrantess ACMG/AMP
Variantes en el antepenultimo nt exénico
¢.1459C>T p.(GIn487Ter) | CHEK2 (Ex13) | [1]5'ss (8,6=5,6) | FL | 26,6%(A(E13)) | LP (+9)
Variantes en el ultimo nt exdnico
[1]5'ss (10,5=7,4)
c-7G>A CHEK2 (Ex1) [=] Cr, 5’ss (8,1) 13-nt A(E1q13)# 93,5% (A(E1q13)) VUS (+1)
upstream
[1]5'ss (10,5=7,4)
c-7G>T CHEK2 (Ex1) [=] Cr. 5’ss (8,1) 13-nt A(E1q13)# 75,8% (A(E1q13)) VUS (+1)
upstream
¢.319G>A p.(Glu107Lys) CHEK2 (Ex2) [-]3’ss (8,9=3,8) A(E2) 74% (A(E2)) VUS (0)
[]5’ss (4,8=-3,5)
c.404G>A p.(Cys135Tyr) RAD51C (Ex2) [=]Cr, 5’ss (5,4) 27-nt A(E2)+V(E2q27) 100%(VY(E2q27)) LP
downstream
.705G>T p.(Lys235Asn) RAD51C (Ex4) []5’ss (9,1=2,6) A(E4) 100%(A(E4)) LP
[15’ss (5,6=1)
€.904G>A p.(Gly302Arg) RAD51C (Ex6) [=] Cr, 5’ss (6,2) 4-nt A(E6)+V(E6q4) 97,6%(V (E6q4)) LP (+9)
downstream
¢.1095G>C p.(Lys365Asn) CHEK2 (Ex10) [-]5'ss (10,6=7,7) A(E10) 94,2%(A(E10)) VUS (+5)
.1375G>A p.(Ala459Thr) CHEK?2 (Ex12) [-]5ss (9,1=3,9) A(E12) 100%(A(E12)) LP (+9)
c1542G>T p.(GIn514His) CHEK?2 (Ex14) []5’ss (6,5=-4,3) A(E14q12) 100%(A(E14q12))- VUS (+2)
Variantes en la posicién intrénica +1
[-]15’ss (10,5=2,0)
c-7+1G>T CHEK2 (ivs1) [=] Cr, 5'ss (8,1) 13-nt A(E1q13) 100%(A(E1q13)) VUS (+1)
upstream
c444+1G>T CHEK? (ivs3) {;-]]55'8555(56‘,13?1--01;?upstream A(E3q1) 100%(A(E3q1)) LP (+9)
c444+1G>A CHEK2 (ivs3) {':]]55,5:5((87"1;;?;113 downstream | Y (E304) 100%( ¥ (E3q4)) P (+12)
c.705+1G>A RADS5IC (ivs4) [-]5'ss (9,1=0,9) A(E4) 100%(A(E4)) LP (+9)
c792+1G>A CHEK2 (ivs6) []5’ss (9,1=0,9) V(E6q119)+A(E6) 100%( ¥ (E6q119)) LP (+9)
.837+1G>T RAD51C (ivs5) [-]5'ss (8,6=0,1) A(E5) 100%(A(E5)) LP (+9)
c.846+1G>T CHEK2 (ivs7) [-]5'ss (8,3=-0,2) A(E7) 100%(A(E7)) LP (+9)




L6

Resumen bioinformatico

% Transcritos

Variante (HGVS)? Gen? ACMG/AMP¢
( ) MES3 SpliceAl* aberrantes> /
[-15’ss (5,6=-3,0)
c.904+1G>T RAD51C (ivs6) [=] Cr, 5’ss (6,2) 4-nt A(E6) 100%(V(E6q4)) LP (+9)
downstream
c908+1G>T CHEK? (ivs8) [-]5'ss (8,5=0,0) A(ES) 100%(A(E8)) LP (+9)
c.965+1G>A RADS51C (ivs7) [-]5’ss (8,7=0,5) A(E7) 100%(A(E7)) LP (+9)
c1095+1G>A CHEK? (ivs10) []5ss (10,6=2,4) A(E10) 100%(A(E10)) VUS (+5)
Variantes en la posicion intrénica +2
c319+2T>A CHEK? (ivs2) [-]5'ss (8,9=0,7) A(E2) 100%(A(E2)) P (+12)
[-15'ss (4,8=-3,0)
c.404+2T>C RAD51C (ivs2) [=] Cr, 5’ss (5,4) 27-nt A(E2)+V(E2q27) 100%(VY(E2q27)) LP (+9)
downstream
€.592+2T>G CHEK2 (ivs4) [-]5’ss (8,5=0,8) A(E4) 100%(A(E4) ¥ (E4A38))- LP (+9)
c.837+2T>C RADS51C (ivs5) [-15'ss (8,6=0,8) A(E5) 100%(A(E5)) LP
Variantes en la posicién intrénica +3
[-]5'ss (4,8=0,6)
c404+3A>G RAD51C (ivs2) [=] Cr, 5'ss (5,4) 27-nt V(E2q27)+ A(E2) 73,7%( ¥ (E2q27)) VUS (+1)
downstream
[{]5'ss (8,1=5,4)
C444+3A>G CHEK2 (ivs3) [1] Cr, 5'ss (5,7) 4-nt FL 26,1%(A(E4) Y (E4A38)) LB (-4)
downstream
€.592+3A>T CHEK? (ivs4) [-]5’ss (8,5=1,8) A(E4) 100%(A(E4) ¥ (E4A38)) VUS (+8)
.683+3A>G CHEK2 (ivs5) [L]5'ss (8,9=6,4) A(E5) 86,4%(A(E5)) VUS (+1)
. [L]5ss (9,1=4,6) o
.705+3A>G RADS5IC (ivs4) L] 5'ss (6.1) 2.0t downstream | T 78,7%(A(E4)) VUS (+1)
c.908+3A>T CHEK? (ivs8) [-]5'ss (8,5=-3,4) A(ES) 100%(A(E8)) LP (+9)
c.1542+3A>G CHEK2 (ivs14) [-]5'ss (6,5=1,2) A(E14q12)# 100%(¥ (E14q2))- VUS (+5)
Variantes en la posicién intrénica +4
. [L]5'ss (10,5=8,1)
c.571+4A>G RADS5IC (ivs3) (] 'ss (5.5 4-nt downstream | A(E3)*V(E3a4) 94,6%(A(E3)) LP
€.592+4A>G CHEK2 (ivs4) [L]5'ss (8,5=5,7) A(E4)# 64,7%(A(E4) ¥ (E4A38) VUS (+1)
c.1008+4A>G CHEK? (ivs9) [L]5'ss (8,6=6,7) FL 7,2%(A(E10)) LB (-3)




86

. P o .
Variante (HGVS)! Gen? Resumen bioinformatico % Transcritos ACMG/AMPS
MES3 SpliceAl+ aberrantes>
Variantes en la posicion intrénica +5
c.319+5G>T CHEK2 (ivs2) [L]5’ss (8,9=4,2) A(E2)# 77,2%(A(E2)) VUS (+1)
c.571+5G>A RADS5IC (ivs3) [L] 5'ss (10,5=5,8) A(E3) 100%(A(E3)) P
.705+5G>C RAD51C (ivs4) [L]5’ss (9,1=7,2) FL 48,8%(A(E4)) VUS
c.846+5G>A CHEKZ (ivs7) [-]5'ss (8,3=2,1) A(E7) 100%(A(E7)) LP (+9)
c.965+5G>A RADS51C (ivs7) [L]5'ss (8,7=3,8) A(E7) 100%(A(E7)) LP
c.1026+5G>T RADS51C (ivs8) [-]5ss (2,00=-6,3) A(ES) 100%(A(E8)) LP
¢.1259+5G>C CHEK2 (ivs11) [L]5’ss (9,5=4,6) A(E11) 31,7%(A(E11)) VUS (+1)
c1461+5G>T CHEK2 (ivs13) [-]5ss (8,6=2,2) A(E13) 100%(A(E13)) LP (+9)
Variantes en la posicion intrénica +6
C.444+6T>C CHEK2 (ivs3) [L]5’ss (8,1=7,3) FL 26,7%(A(E4) ¥ (E4A38)) LB (-3)
.683+6T>C CHEK? (ivs5) [L]5'ss (8,9=8,1) FL 33%(A(E1q13)) VUS (+1)
C.846+6T>C CHEK2 (ivs7) [L]5ss (8,3=5,6) A(E7) 91,8%(A(E7)) LP (+9)
Pequeiias deleciones que afectan al sitio 5’ss
[-]15’ss (10,5=3,1)
c.-7+4 -7+13del CHEKZ (ivs1) [=] Cr, 5’ss (8,1) 13-nt A(E1q13) 100%(A(E1q13)) VUS (+1)
upstream
.319+4del CHEK2 (ivs2) [-]5’ss (8,9=-0,6) A(E2) 100%(A(E2)) LP (+9)
c571+1del RADSIC (ivs3) {;]]ssfsss((ﬁsg-ﬁﬁ'tlgps eam | ACE3q1) 100%(A(E3q1)) LP (+9)
.784 792+5del CHEK2 (Ex6/ivs6) [-]5'ss (9,1=-40,6) V(E6q119)8 +A(E6) 100% (A(E6q9) ¥ (E6q114)) LP (9)
.837+4 837+7del RAD51C (ivs5) [-]5’ss (8,6=-8,9) A(ES) 100%(A(E5)) LP (+9)
.846+4 846+7del CHEKZ (ivs7) [-]5'ss (8,3=-4,4) A(E7) 100%(A(E7)) LP (+9)
c1026+5 1026+7del RADS5IC (ivs8) [-]5'ss (2,00=-6,3) A(ES) 100%(A(ES)) P
.1375+1 1375+2del CHEK? (ivs12) [-]5'ss (9,1=>-1,8) A(E12)+V(E12g30)° 100%(A(E12)) LP (+9)

1Se subrayan las variantes que no dejan rastro (o <5%) del transcrito full-length. 2Gen y exén (Ex) y/o intrén (ivs) en el que se localiza la mutacion investigada. 3[-]
Interrupcion del sitio de splicing; [+] sitio nuevo; [{] se reduce la fortaleza del sitio de splicing; [1] se incrementa la fortaleza del sitio de splicing; [=] no se altera la fortaleza
del sitio de splicing, y Cr, sitio criptico. *Los transcritos predichos por SpliceAl estan anotados como sigue: A (skipping de secuencias exénicas), ¥ (inclusion de secuencias
intrénicas), E (exdn) y, cuando es necesario, p (desplazamiento del aceptor) y q (desplazamiento del donador) + nt insertados o eliminados. Simplemente con fines
informativos, cuando el A score de SpliceAl es bajo (<0,20), pero los resultados predichos estdn apoyados por los datos experimentales se indican con #.5Se indica el
porcentaje de transcritos aberrantes y entre paréntesis el transcrito aberrante mas abundante. ¢Clasificacion clinica de las 92 variantes testadas en esta tesis siguiendo
las normas ACMG/AMP.7c.847-14_847-2delinsGG se ha excluido del anilisis, ya que SpliceAl actualmente no admite InDels complejas. 8¥(E6q119) para simplificar. Dado
que la alteracién del splicing esta causada por una delecién de 14 nt, el tamafio real de la insercién es 14 nt mas corto.?V¥(E12q30) para simplificar. Dado que la alteraciéon
del splicing esta causada por una delecién de 2 nt, el tamafio real de la insercidn es de 28 nt.




Los resultados obtenidos confirmaron que los ensayos empleando el minigén
mgR51C_ex2-8 son capaces de reproducir los patrones de splicing detectados en ARN de
pacientes. Especificamente, cuatro variantes inducian resultados muy similares o incluso
idénticos a los descritos en ARN de individuos portadores: ¢.571+4A>G (A(E3)) [214],
c.706-2A>G (A(E5)) [215], ¢.905-2_905-1del (A(E7)) [216] y ¢.1026+5_1026 +7del
(A(E8)) [217]. Asimismo, las mutaciones ¢837+2T>C y ¢905-3C>G/c.905-
3.906del/c.905-2A>C/c.905-2del replicaron los perfiles de splicing encontrados en
muestras de pacientes portadoras de las variantes ¢.837+1G>Ay c.905-2A>G, que afectan
a los mismos sitios de splicing, respectivamente [218,219]. Por ultimo, los cambios
puntuales c.404G>C/G>T, localizados en una posicion idéntica a la variante c.404G>A
testada en nuestro minigén, promovieron el uso del mismo sitio de splicing criptico 27-nt
downstream (V(E2q27)) del donador canénico (Tabla1, Articulo1; Figura2,
Articulo 1; Tabla 1, Articulo 2; Figura 1, Articulo 2) [220]. En conjunto, estos datos
apoyan la reproducibilidad del enfoque minigénico. No obstante, es interesante remarcar
que en las muestras de pacientes portadoras de las variantes c.571+4A>G, c.706-2A>G, y
c.1026+5_1026+7del se detecta unicamente el transcrito anémalo principal producido
por nuestros minigenes mutantes (A(E3)-76,5%, A(E5)-65,4%, y A(E8)-78,0%,
respectivamente), pero no el resto de isoformas de ARN que aparecen en proporciones
menores. Estas ligeras variaciones pueden deberse a varias razones, entre ellas: (i) el
splicing alternativo especifico de tejido, ya que las RT-PCR de pacientes se realizan
normalmente a partir de ARN de sangre; (ii) la alta sensibilidad del andlisis de fragmentos
fluorescentes, que permite la identificacion de isoformas raras; (iii) el uso de inhibidores
del NMD en los ensayos funcionales con minigenes hibridos (algo que no suele hacerse en
las muestras procedentes de pacientes), permitiendo la deteccién de transcritos PTC que
habitualmente son degradados a través de esta via; (iv) la presencia del alelo de tipo WT
en muestras de pacientes que interfiere en la interpretacion de los resultados, y (v) la alta
tasa de transcripcion en los minigenes hibridos desencadenada por un promotor SV40
fuerte. Del mismo modo, el constructo WT que inducia un tnico transcrito del tamafio
(1062 nt), secuencia y estructura (V1- RAD51C exones 2 a 8- V2) esperados, no replicéd
exactamente el patron de splicing de células MCF-7 o de ARN de mama control, los cuales
mostraron transcritos alternativos menores (Figura 1, Articulo 1). Por lo tanto,
adicionalmente, deben tenerse en cuenta otros factores propios de los minigenes, como la
ausencia del contexto genémico natural debida al acortamiento de los intrones clonados.

Por ende, podriamos afirmar que la ausencia de posibles SRE intrénicos y la arquitectura
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natural ex6n/intrén podrian influir de alguna manera en los resultados de splicing que
ofrecen los minigenes WT y mutantes [27]. Otra forma de validar la reproducibilidad de
este minigén fue comprobar que 3 variantes (c.405-1G>C, ¢.706-1G>T y c.904G>A), asi
como el minigén WT, exhibian el mismo efecto en el splicing al ser testadas en células MCF-

7 y MDA-MB-231 (Figura 2, Articulo 2).

En relaciéon con los minigenes de CHEKZ, los tres reproducen con bastante
precision los patrones de splicing previamente detectados en condiciones fisiologicas, de
modo que son adecuados para el testado funcional de las variantes candidatas [191,221].
Ahora bien, es importante destacar que la falta de contexto genémico en la region 3’ del
exon 10 ylaregion 5’ del 11 podria representar una limitacién importante para el analisis
de las variantes ubicadas en los sitios 5’ss del exén 10 y 3’ss del ex6n 11 (c.1095G>C,
c.1095+1G>A y ¢.1096-6T>G). Pese a ello, las predicciones de SpliceAl para estas
variantes coinciden con los resultados funcionales de los minigenes mutantes,
respaldando la reproducibilidad de los mismos (Tabla1, Articulo 3; Figura 2,
Articulo 3; Figura 3, Articulo 3; Tabla Suplementaria 7, Articulo 3). Mas aun, los
resultados de seis variantes de CHEKZ mimetizaron los perfiles de splicing previamente
identificados en ensayos de ARN de portadores: c.444+1G>T (A(E3ql)) [222],
c.444+1G>A (V(E3q4)) [223], ¢.793-1G>A (A(E7p1)) [224], c.846+1G>T (A(E7)) [225],
c.846+4_846+7del (A(E7)) y c.1260-8A>G (V(E12p7)) [226]. En cambio, el andlisis de
ARN de portadoras de la variante ¢.592+3A>T mostré la producciéon de dos transcritos
aberrantes diferentes, uno carente del exén 4 y otro desprovisto de los exones 4 y 5. Sin
embargo, no se detecto el uso de un exdn 4 no constitutivo (¥ (E4A38)), la isoforma mas
abundante de acuerdo con los resultados encontrados tras el estudio funcional de esta
variante empleando el minigén mgChk2_ex1-7, lo cual podria explicarse por las razones
enumeradas en el parrafo anterior [227,228]. Adicionalmente, 12 variantes (4 por
minigén) fueron ensayadas en células HeLa, mostrando patrones de splicing similares,
salvo la variante ¢.320-3C>G, en la que se observaron proporciones ligeramente
diferentes entre ambas lineas celulares de los transcritos mas expresados

(Figura Suplementaria 4, Articulo 3).

Sorprendentemente, una elevada proporcién de las variantes analizadas (85/92;
92,4%) disrumpian el splicing, de las cuales 69 producian anomalias graves (<5% de
transcrito full-length), corroborando la precision de nuestro método bioinformatico de

seleccion (Tabla 1, Articulo 1; Figura 2, Articulo 1; Tabla 1, Articulo 2; Figura1,
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Articulo 2; Tabla 1, Articulo 3; Figura 2, Articulo 3; Figura 3, Articulo 3). En total, 42
variantes espliceogénicas estaban afectando a los nucledtidos intrénicos clasicos (1,2
nt), mientras que las 43 restantes alteraban otras posiciones de los sitios de splicing,
poniendo de relieve el potencial deletéreo de cualquier cambio en los nucleétidos
conservados de los sitios 5’ss y 3’ss. De todas las variantes con efecto en el splicing,
diecisiete produjeron cantidades variables del mgFL. Desafortunadamente, se desconoce
la cantidad minima de expresion de los genes RAD51C y CHEKZ necesaria para conferir
haplosuficiencia, de ahi que estos ensayos de splicing no se consideraran informativos
(PVS1_0O_N/A). Respecto a las 7 variantes no espliceogénicas, 5 (c.146-3C>T de RAD51C;
c.444+3A>G, c.444+6T>C, c.683+6T>C y c.1008+4A>G de CHEK2) modificaron
débilmente los valores MES de los sitios de splicing can6nicos y en tres de ellas (c.146-
3C>T de RAD51C; c.444+3A>Gy c.1008+4A>G de CHEKZ) la sustitucion en cuestion afiade
el segundo nucle6tido mas prevalente en dichas posiciones, lo que justifica la ausencia de

impacto de las mismas.

En cuanto a las mutaciones que estan perturbando la regién aceptora, las ubicadas
en la posicién -3 que introducen un cambio de C/T a A/G es muy probable que produzcan
alteraciones severas del proceso de splicing (p. €j., 1as variantes c.905-3C>G y c.966-3C>A
de RAD51C). Por otra parte, si una mutacién en el tracto de polipirimidina combina el
debilitamiento del sitio aceptor y la generaciéon de un sitio de novo, es previsible que
exhiba un impacto fuerte sobre el splicing (p. €j., la variante c.405-6T>A de RAD51C;
Tabla 8). En lo que respecta a las mutaciones ubicadas en el sitio 5’ss, despiertan nuestro
interés principalmente las sustituciones +2T>C, ya que estarian creando un donador GC
atipico, los cuales representan menos del 1% de todos los sitios donadores humanos [25].
Se observé que alrededor del 15-18% de los cambios +2T>C conservan la actividad del
sitio 5’ss, induciendo la produccion de entre un 1% y un 84% de transcrito full-length
[229]. Aun asi, ninguna de las dos variantes +2T>C testadas (c.404+2T>Cy c.837+2T>C)
indujeron el uso del dinucleétido GC atipico creado de novo, al igual que la variante de
PALBZ2 c.48+2T>C [59,206]. Por el contrario, la mutaciéon c.108+2T>C de PALBZ creaba un
donador GC funcional que producia un 85% de transcrito full-length [59]. Este tultimo
resultado puede estar relacionado con el hecho de que el resto de las posiciones que
configuran el 5’ss muestran el nucledtido mas comun segun la secuencia consenso de este
sitio de splicing (CAG|GCAAGT). Por otro lado, ademas de los cambios en las posiciones
+1,2, las variantes que modifican otras posiciones conservadas de la regiéon donadora,

como por ejemplo los ultimos nt del exdén o las posiciones +3, +4, +5 y +6, también son
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capaces de inducir patrones de splicing anémalos. De hecho, 29 de las 36 mutaciones
ensayadas en estas posiciones exhiben un impacto fuerte o muy fuerte, confirmando, de
nuevo, la elevada espliceogenicidad de cualquier cambio en la secuencia consenso de los

sitios de splicing (Tabla 8).

Ademas, cabe destacar los distintos perfiles generados por tres cambios genéticos
puntuales que modifican el mismo sitio de splicing en RAD51C: c.706-2A>C/-2A>G/-1G>T
(Tabla 1, Articulo 1; Figura 2, Articulo 1; Tabla 1, Articulo 2; Figura 1, Articulo 2).
Las variantes ¢.706-2A>C y ¢.706-1G>T promovieron principalmente el uso de un 3'ss
criptico 10 nt downstream (A(E5p10); 91,4% y 100%, respectivamente), mientras que la
c.706-2A>G indujo mayoritariamente el skipping del exén 5 (A(E5); 65,4%), el cual se
detectaba también junto con el transcrito A(E5p10) (33,5%). Una explicacion plausible de
estos resultados de splicing tan diversos es que las mutaciones c¢.706-2A>Cy c.706-1G>T,
al introducir un cambio de purina a pirimidina, estarian reforzando el PPT del sitio
aceptor criptico 10 nt downstream, algo que no ocurre con la variante c.706-2A>G que
incorpora en el ADN otra purina. Otros resultados de splicing interesantes son los
originados por las 4 mutaciones que afectan a la regién aceptora del ex6n 8 (c.966-3C>A,
€.966-2A>G, c.966-2A>T y c.966-1G>C), en las que, a pesar de que los algoritmos
bioinformdaticos empleados ofrecen unas predicciones similares para todas ellas, se
observan diferencias importantes en los patrones de splicing. Mientras que en las
variantes c.966-3C>A, c.966-2A>G y c.966-2A>T el skipping del ex6n 3 es el evento mas
frecuente (A(E3); 86,8%, 86,7% y 89,1%, respectivamente), la mutaciéon c.966-1G>C
induce predominantemente el uso de un aceptor criptico 3 nt upstream (V(E8p3);
79,4%). Asi pues, teniendo en cuenta la imprevisibilidad de los resultados de splicing, los
ensayos de ARN son muy recomendables para investigar el impacto exacto de las

variantes.

A su vez, la electroforesis capilar fluorescente de los productos de RT-PCR
generados por los minigenes de RAD51C y CHEK2 WT y mutantes logré identificar 142
isoformas de ARN diferentes, 115 de las cuales pudieron caracterizarse
(Tabla Suplementaria 2, Articulo 1; Tabla Suplementaria 3, Articulo 2;
Tabla Suplementaria 4, Articulo 3). En concreto, 82 de los transcritos descritos
introducen PTC, 15 isoformas de ARN mantienen el ORF, 5 eliminan el codén de inicio, 2
incorporan InDels en la regién 5’UTR y 11 de estos productos RT-PCR se corresponden

con el mgFL, WT o con mutaciones exonicas puntuales. Esta técnica analitica de
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separacion ofrecié una alta resolucidn y sensibilidad, siendo capaz de detectar isoformas
de ARN raras y distinguir transcritos que difieren en unos pocos nucleétidos, como, por
ejemplo, el transcrito mgFL de los productos ¥ (E8p3)-a,b,c,d, de RAD51C en los que se
insertan 3 nt. Las anotacionesV¥(E8p3)-a,b,c,d hacen referencia a cuatro versiones
diferentes de esta insercion intrénica de 3 nt en el 3'ss del exén 8: Y(E8p3)-a (r.[966-
3c>a,965_966ins966-3_966-1]; 9,7%), VY(E8p3)-b (r.[966-2a>g965_966ins966-3_966-
1]; 11,0%), V(E8p3)-c (r.[966-2a>u,965_966ins966-3_966-1]; 59%) y V(E8p3)-d
(r.[966-1g>c,965_966ins966-3_966-1]); 79,4%), producidas por las variantes c.966-
3C>A, ¢.966-2A>G, ¢c.966-2A>T y c.966-1G>C, respectivamente. Esto provocaria tres
efectos diferentes a nivel proteico, a saber: p.Arg322dup, p.Arg322delinsSerGly,
p.Arg322delinsSerTrp y p.Arg322delinsSerThr. También en RAD51C observamos dos
anotaciones distintas para el evento de splicing que se genera por el uso de un donador
criptico ubicado 27 nt donwstream del canénico en el exén 2 (¥ (E2q27)-a,b; un transcrito
incluye la mutacion r.404+2cy el otro la variante r.404+3g) y para la insercion de 4 nt que
afecta a la region donadora del exén 6 (¥ (E6qg4)-a,b; una isoforma incorpora la variante
r.904a y la otra la mutacion r.904+1u). Mas aun, un total de 13 transcritos (A(E2p3),
V(E2q27),A(E2q175), A(E2q22), A(E2), A(E3), A(E4), A(E4_E5), A(E5), A(E7), A(E7_E8),
A(E8) y Y(E8p3)) de los 33 caracterizados en RAD51C se habian descrito previamente
como isoformas naturales de dicho gen, lo que sugiere que los eventos alternativos
fisiologicos pueden predecir de algin modo los perfiles de splicing de las variantes
(Tabla 1, Articulo 1; Figura 2, Articulo 1; Tabla 1, Articulo 2; Figura 1, Articulo 2)
[187,230,231]. Esta hipdtesis estd también apoyada por los resultados obtenidos en
CHEKZ2, en el cual 8 transcritos (A(E1q13), A(E4), Y (E4A38), A(E5), A(E4_E5), A(E8),
A(E10) y A(E12p33)) de los 82 caracterizados en este gen habian sido identificados con
anterioridad como isoformas fisiol6gicas (Tabla 1, Articulo 3; Figura 2, Articulo 3;
Figura 3, Articulo 3) [191,221]. CHEKZ es, por tanto, el responsable de la mayor parte de
los transcritos descritos (82/115; 71,3%). De hecho, en muestras de tumores de mama se
habia observado que este gen producia hasta 90 isoformas diferentes, resultados que
estaban anticipando esta gran cantidad de eventos de splicing andmalos detectados en
este gen [193]. En particular, algunas variantes CHEKZ mostraban patrones de splicing
extraordinariamente complejos con hasta 11 transcritos diferentes (c.319+5G>T), lo que
dificultaba seriamente su interpretacién clinica. La mayoria de estas variantes se ubican
en los exones 5' del gen CHEKZ (1 a 6) incluidos en el minigén mgChk2_ex1-7, que son los

que exhibieron una mayor variabilidad con 52 transcritos diferentes, en gran parte debido
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a que se trata de una region rica en eventos de splicing alternativo naturales, como
A(E1ql3), A(E4)V(E4A38) o A(E5) [191,221]. Estos hallazgos podrian reflejar la

naturaleza intrinsecamente compleja de la regulacion del proceso de splicing en CHEK?Z.

De entre todos los transcritos descritos en CHEKZ, la isoforma de ARNm mas
interesante fue la inducida por la variante c.684-2A>G, ¥(E6p1), pues implica el uso de
un aceptor TG extremadamente raro en humanos (20,02%) que, en general, es empleado
como un sitio de splicing no constitutivo [25,232]. Este transcrito inesperado se explica,
al menos en parte, por los nucleétidos circundantes que coinciden estrechamente con la
secuencia consenso del aceptor TG, donde en 17 de los 23 nt aparece el primer o el
segundo nucleétido mas comun (Figura 4D, Articulo 3). Mediante mapeo funcional, se
descubrio que su reconocimiento dependia criticamente del intervalo c.685_698 (que
anulaba por completo el uso de este aceptor TG cuando era delecionado), pero también
de las regiones c.709_722 y c¢.707_743, (Figura 4A-B, Articulo 3). Es probable que el uso
de este aceptor TG esté mediado por potenciadores y/o silenciadores de splicing o incluso
por la estructura secundaria del ARN, que podria ocultar o exponer motivos de unién para
ciertos factores de splicing esenciales. Seguin SpliceAid (http://www.introni.it/splicing),
las deleciones c.685_698del, ¢.709_722del y c.707_743del eliminan potenciadores
putativos del exén 6, como SRp55, SRp40, SC35 o Tra2f, entre otros (Figura 4C,
Articulo 3). En todo caso, el papel de cualquiera de estas proteinas SR en el
reconocimiento de este aceptor atipico debe ser confirmado experimentalmente.
Curiosamente, las mismas microdeleciones en el minigén WT no tuvieron ningtin impacto
sobre el splicing, lo cual sugiere que la correcta seleccién del aceptor candnico es
independiente de las secuencias necesarias para el reconocimiento de este aceptor atipico

TG.

Finalmente, la interpretacion clinica de las variantes es un proceso especialmente
dificil y laborioso, en el que se consideran multiples evidencias de patogenicidad y/o
benignidad, ademas de los transcritos producidos por las variantes testadas, como, por
ejemplo, la ausencia o no de la mutacién en cuestiéon en controles sanos. Asimismo, la
enorme complejidad de los patrones de splicing de muchas de las variantes investigadas
aumenta ain mas la dificultad de este proceso. En consecuencia, para este propdsito se
colaboré con el Dr. Miguel de la Hoya (Hospital Clinico de San Carlos, Madrid) que propuso
una estrategia de clasificacion clinica tentativa basada en: i) las normas ACMG/AMP; ii)

aspectos especificos de las recomendaciones del ClinGen SVI para interpretar los cédigos
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de evidencia PVS1 de pérdida de funcion y PS3/BS3 funcionales; iii) algunos enfoques no
especificos de gen desarrollados por el panel de expertos de ClinGen CDH1 [233], y iv) el
juicio de expertos [59,179,180,186,234,235]. Un aspecto muy relevante en la
interpretaciéon de una variante es la evaluacién del impacto de los transcritos anémalos
sobre la funcionalidad del gen, tras la que se le otorgara a los mismos un nivel de
patogenicidad muy fuerte, fuerte, moderado o leve o un grado de benignidad leve o fuerte
(Figura Suplementaria 3, Articulo 1; Métodos Suplementarios, Articulo 1;

Figura Suplementaria 6, Articulo 3; Material Suplementario; Articulo 3).

En RAD51C, a los transcritos PTC-NMD se les asign6 un grado de patogenicidad
muy fuerte. Los transcritos PTC V(E6q4)-a (p.Gly302SerFs*47), V(E6q4)-b,
(p-Gly302ValFs*47), A(E7) (p.(Glu303Trpfs*41)), A(E7_E8) (p.(Gly302Alafs*5)), A(E8)
(p-(Arg322Serfs*22)), ¥(E8q41) (p.(Pro343Valfs*4)) y V¥ (E8q44) p.(Pro343Valfs*5))
que codifican productos proteicos carentes de la sefial de localizacién nuclear, asi como
de las hebras 36 ala 9 en los 4 primeros, de las hebras 7 ala 9 en el transcrito siguiente
y de la hebra 9 en los dos ultimos, se consideraron inicialmente pruebas funcionales
fuertes en pro de la patogenicidad. Sin embargo, en la clasificacién de variantes ClinVar a
estos transcritos se les otorgd un nivel muy fuerte de patogenicidad. Este cambio es
debido a que las caracteristicas estructurales de RAD51C predicen que las proteinas que
carecen de una sola hebra 3 fallarian en la formacidn de la hoja 3, resultando en el colapso
del nucleo de la proteina y el mal plegamiento de la misma [131]. Ademas, se habia
demostrado también que la variante missense p.Arg312Trp (cadena [36) afectaba a la
funcién de RAD51C [236]. En cuanto a las isoformas in-frame, a la hora de clasificar las
variantes BRIDGES se consider6 que la mayor parte de estos transcritos, A(E3q114)
(p-(Gly153_Glu190del)), A(ES5) (p-(Arg237_Val280del)) y A(E8q18)
(p-(Val337_Lys342del)), los cuales se traducen en polipéptidos desprovistos,
respectivamente, de la cadena 32, el dominio Walker-B (cadena 34) junto con la cadena
B5 y la cadena (38, constituyen una evidencia fuerte en favor de la patogenicidad. Por el
contrario, se desconocia el impacto de los transcritos in-frame que insertan 3 nt en la
region aceptora del exén 8 de RAD51C (VY (E8p3)), es por ello por lo que no se fij6é un nivel
concreto de patogenicidad o benignidad para dichos eventos de splicing
(Figura Suplementaria 3, Articulo1; Métodos Suplementarios, Articulo 1).
Posteriormente, en la clasificacién de variantes ClinVar, al transcrito A(E2p3) (isoforma
alternativa de RAD51C), se le atribuy6 un grado de patogenicidad leve [230]. Por otro lado,

al transcrito A(E5) se le concedi6 el nivel mas alto de patogenicidad, dado que: i) deleciona

105



el dominio Walker-B (cadena (34) y la cadena [35; ii) elimina 44 aminoacidos, 26 de los
cuales estan fuertemente conservados en vertebrados (Figura Suplementaria 2,
Articulo 1; Figura Suplementaria 2, Articulo 2), y iii) en esta regién se habia descrito
una variante missense c.773G>A (p.Arg258His) clasificada como LP en ClinVar por
haberse encontrado como mutacién bialélica en pacientes con anemia de Fanconi [140].
Finalmente, la isoforma V¥(E8p3), que en la interpretaciéon de variantes BRIDGES se
consider6 no informativa, mas tarde se clasifico6 como una evidencia leve en pro de la
patogenicidad. La Unica isoforma de ARN que se categorizé como no informativa en la
interpretacién clinica de las variantes ClinVar fue el transcrito full-length con el cambio
puntual c.904G>C. Ademas de estas diferencias en los niveles de patogenicidad otorgados
a cada uno de los transcritos, en las variantes ClinVar se establecié a mayores un sistema
de puntuacién que asignaba un valor numérico a cada una de las evidencias de
patogenicidad o benignidad individuales evaluadas. En definitiva, gracias a esta estrategia
de clasificacion preliminar conseguimos catalogar 31 de las 40 variantes del gen RAD51C

ensayadas como P/LP (Tabla 2, Articulo 1; Tabla 2, Articulo 2).

En el caso de CHEKZ, el mayor grado de patogenicidad (muy fuerte) se le concedio
a los transcritos PTC-NMD, a aquellos que incluian el skipping del exén 2 (eliminacion del
codén de inicio de la traduccion), alos transcritos in-frame que suprimian los aminoacidos
esenciales Ile157 (dominio FHA) o Glu273 (KD), y a los dos transcritos PTC que
interrumpian la secuencia NLS (Figura Suplementaria 6, Articulo 3;
Material Suplementario, Articulo 3). Las isoformas in-frame que no eliminaban
aminoacidos criticos, como los mencionados anteriormente o los ubicados entre la
histidina 371 y la leucina 391 (que conforman el loop de activacidn), pero suprimian
regiones clave para la funcion de CHEKZ2, como parte del dominio quinasa del gen, se
consideraron evidencias fuertes en favor de la patogenicidad. El resto de transcritos
descritos adquirieron valores de patogenicidad bajos, se consideraron benignos o no se
les atribuyé un nivel concreto de patogenicidad o benignidad (isoformas que afectan a la
region 5’'UTR). A partir de las evidencias, tanto predictivas como funcionales de cada uno
de los transcritos, se calculé una puntuacién agregada por variante, la cual permitié

clasificar 5 mutaciones como LBy 27 como P/LP (Tabla 2, Articulo 3).

Por tanto, siguiendo las normas ACMG/AMP logramos clasificar 58 variantes de
sitios de splicing de los genes CHEK2 y RAD51C como P/LP, 29 como VUS y 5 como LB. De

esta forma, conseguimos actualizar la clasificacion clinica de 30 variantes reportadas en
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la base de datos ClinVar, de las cuales 22 estaban catalogadas como variantes de
significado clinico desconocido. Las 8 variantes restantes aparecian clasificadas como
P/LP por el hecho de estar ubicadas en las posiciones altamente conservadas *1,2. Estas
mutaciones (c.146-4_146-2del -RAD51C-, c.793-1G>T -CHEKZ2-, c.793-1G>A -CHEKZ-, c.-
7+1G>T -CHEKZ2-, c.966-2A>G -RAD51C-, c.966-2A>T -RAD51C-, c.966-1G>C -RAD51C-, y
c.1095+1G>A -CHEKZ-) se clasificaron como VUS tras los ensayos funcionales de splicing
porque generaban transcritos que no conllevan una pérdida de funcién. Esto pone de
manifiesto que, incluso en este tipo de variantes 1,2, el estudio funcional es altamente
recomendable, puesto que, si bien es cierto que la mayoria de ellas afectaran al splicing, la

alteracion resultante no tiene por qué ser necesariamente patogénica.

Es importante hacer hincapié en el hecho de que las clasificaciones clinicas
propuestas para los genes investigados se basan en decisiones no necesariamente
compartidas por otros expertos en la materia, lo cual saca a la luz la falta de
estandarizacion en este ambito. Por otro lado, la aplicacién de las normas ACMG/AMP
para establecer estas estrategias de clasificacidn tentativas puso de relieve una serie de

incoherencias en el sistema, como:

[.  Lasvariantes que modifican los nucle6tidos +1,2 y producen transcritos PTC-NMD
se clasifican mas facilmente como patogénicas que las variantes
nonsense/frameshift que introducen mutaciones PTC-NMD equivalentes. Esto es
debido a que a ambos tipos de variantes se les otorga una evidencia muy fuerte de
patogenicidad (codigo PVS1) porque se considera que interrumpen la funciéon
génica. Sin embargo, a las variantes +1,2 se les asigna también otro criterio fuerte
de patogenicidad basado en los resultados del estudio funcional (c6digo PS3).

II. Lasvariantes GT-AG *1,2 son mas faciles de clasificar como patogénicas que otras
variantes espliceogénicas ubicadas fuera de estas posiciones altamente
conservadas que producen resultados de splicing idénticos, puesto que a estas
ultimas no se les asigna la evidencia muy fuerte de patogenicidad PVS1. Como
maximo podran recibir una evidencia fuerte, de acuerdo con los resultados del
estudio funcional (co6digo PS3), y una leve (c6digo PP3), de acuerdo con las
predicciones bioinformaticas. Es mas, si a las variantes + 1,2 se les agrega un
criterio de patogenicidad moderado, como el c6digo PM2 otorgado a las variantes
raras, se clasifican como probablemente patogénicas sin requerir un ensayo

funcional de splicing.
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De ahi que se propusiera abordar estas cuestiones mediante un enfoque un tanto radical:
sustituir las predicciones in silico (PVS1, evidencia muy fuerte de patogenicidad, y
PP3/BP4, las predicciones computacionales apoyan un efecto perjudicial /sugieren que no
hay impacto) por pruebas funcionales, en lugar de combinar ambas

(Métodos Suplementarios, Articulo 1; Material Suplementario, Articulo 3).

Por otra parte, el proceso de clasificacion clinica de estos genes fue especialmente
dificil porque: i) ain no estaba disponible la adaptacién del panel de expertos de las reglas
ACMG/AMP a los genes CHEKZ y RAD51C; ii) la mayor parte de las lecturas de los
minigenes eran muy complejas, con varios transcritos detectados (hasta ocho transcritos
diferentes en la lectura del mgChk2_ex1-7 ¢.592+4A>G) y algunos de ellos no totalmente
caracterizados; iii) varias variantes espliceogénicas presentaban efectos parciales
(expresaban cantidades variables de transcrito full-length); iv) los minigenes WT (en
particular, el minigén mgChk2_ex1-7) producian unos niveles importantes de transcritos
alternativos; v) se disponia de muy pocas evidencias, aparte de los resultados obtenidos
mediante minigenes hibridos, y vi) hasta siete variantes investigadas alteraban la regién
5'UTR, una zona fuera del alcance de los criterios actuales ACMG/AMP. En consecuencia,
nuestro proceso de clasificacién dio lugar a una proporcién relevante de VUS, sobre todo

en el gen CHEKZ (=40%).

En conclusion, se testaron funcionalmente 92 variantes ubicadas en las fronteras
exon/intron de los genes RAD51C y CHEK2 mediante los minigenes mgR51C_ex2-8,
mgChk2_ex1-7, mgChk2_ex6-10 y mgChk2_ex11-15, de las cuales 85 alteraron el proceso
de splicing y 69 de ellas mostraron un impacto total. De acuerdo con las normas
ACMG/AMP conseguimos clasificar 58 variantes como P/LP, mientras que 29 se
catalogaron como VUS. Otros parametros, como los datos de estudios caso-control,
segregacién familiar, rareza de la variante o asociacién con otras enfermedades,
incrementarian la significatividad del método de clasificacion y proporcionarian
estimaciones de riesgo mas precisas para guiar el manejo clinico de las pacientes con CM.
No obstante, mientras tanto, la metodologia de minigenes, empleando el vector de splicing
pSAD, es un enfoque versatil y adecuado para comprobar el efecto de las variantes
potencialmente espliceogénicas, tanto en genes CM como en los vinculados a otras
enfermedades genéticas. En definitiva, se puede aseverar que en esta tesis se ha efectuado
el estudio mas completo de variantes de sitios de splicing de los genes RAD51Cy CHEKZ

presentado hasta la fecha.
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2. ELEMENTOS REGULADORES DEL SPLICINGY VARIANTES
SRE

Otro de los objetivos de esta tesis es el estudio de los elementos funcionales
implicados en la regulacion de exones que exhiben caracteristicas especiales (exones
alternativos, muy grandes o con sitios de splicing atipicos) y la busqueda de variantes
espliceogénicas en los intervalos SRE criticos mapeados. La comprension de cdmo se
regula el splicing alternativo puede proporcionar informacién muy valiosa sobre la
etiologia de las enfermedades genéticas y ayudar al desarrollo de estrategias terapéuticas
en patologias asociadas a alteraciones en este proceso [237-239]. Sin embargo, como
hemos visto, el reconocimiento de un exén es un proceso altamente complejo que
depende de un control combinatorio Unico de multiples parametros [27]. Asi pues,
estimar el impacto de las variantes sobre el splicing es una tarea especialmente compleja,
salvo en aquellas que modifican los nucleétidos ubicados en los sitios consenso, para las
que se han desarrollado algoritmos mas precisos. En el caso de las variantes que afectan
a los sitios SRE, la inexactitud de las predicciones in silico se explica por el hecho de que
los factores reguladores del splicing pueden compartir sitios de unién, o bien por estar
superpuestos, o bien por tratarse de sitios degenerados, y, ademas, los SRE muestran una
actividad dependiente del contexto genético [29,240]. Un ejemplo claro de esto ultimo son
los SRE conocidos como CERES, los cuales pueden ejercer funciones tanto activadoras
como represoras [30]. A lo anterior se suma la existencia de factores de splicing
especificos de tejido como RBFOX1, caracteristico de los tejidos cardiaco, muscular y
neuronal [241]. Asimismo, el reconocimiento eficiente de los exones depende de efectos
combinatorios o cooperativos/competitivos entre los distintos factores reguladores del
splicing y sitios SRE, de modo que la destrucciéon de alguno de estos motivos por una
variante puntual tiende a asociarse a alteraciones de splicing parciales/débiles [184]. Aun
asi, una variante SRE también puede mostrar un impacto total sobre el proceso de splicing
cuando ejerce varios efectos a la vez, como la variante c.891C>T del gen SPINK5 que
simultdneamente debilita un ESE (Tra2f3) y fortalece un ESS (hnRNPA1) [242]. Por lo
tanto, el testado funcional de cualquier variante SRE potencialmente espliceogénica es la

mejor opcioén para comprobar su verdadero impacto sobre el splicing.
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El gen CHEKZ, como la mayoria de los genes humanos, esta sujeto a fendmenos de
splicing alternativo, pudiéndose detectar en condiciones fisiol6gicas multiples transcritos
a través de técnicas como el RNA-seq [191,221]. Dos de los eventos alternativos mas
comunes de CHEKZ son el skipping de los exones 8 y 10 (A(E8) y A(E10)), de ahi que se
decidiera estudiar la regulaciéon de ambos. También nos interesamos en la regulacién del
exoén 4 de BARD1, un macroexén (950 pb) involucrado en 34 de los 62 eventos de splicing
alternativos previamente descritos en este gen, entre los que la isoforma A(E4) es la mas
frecuente, sugiriendo un control preciso de su inclusiéon [199]. Por dltimo, otro de
nuestros genes diana es BRIP1, debido a su exén nimero 1, cuyo 5’ss candnico emplea un
donador atipico GC (MES=3,10). Estos donadores atipicos solo aparecen en el 1% de los
exones humanos [25] y se ha demostrado que estan sujetos a una regulacion especifica

[61,243].

En particular, nos centramos en la busqueda de regiones enriquecidas en ESE
esenciales para el reconocimiento de estos exones, en las que, consecuentemente,
cualquier variante debe ser considerada candidata de alterar el splicing y, por tanto,
incrementar el riesgo asociado a la enfermedad. El andlisis funcional de splicing de
microdeleciones exdnicas solapantes en minigenes hibridos ha demostrado ser una
estrategia poderosa para este propdsito, frente a la precision limitada de las predicciones
in silico [26,182,244,245]. Dicho enfoque se emple6 sistematicamente en los exones de
BRCAZ2, permitiendo la caracterizacion de 21 intervalos enriquecidos en SRE [61,181-
183,185]. Actualmente, estamos priorizando exones con peculiaridades, como los exones
sometidos a eventos de AS (p. €j., exén 3 de RAD51D), ya que su reconocimiento puede
depender de la regulacion ESE/ESS [186]. Notablemente, en los estudios citados se
lograron identificar 71 variantes espliceogénicas ESE/ESS, 12 de ellas con impactos muy
fuertes (expresan <10% de transcrito full-length), confirmando la idoneidad de este
abordaje. Ademas, esta estrategia fue también empleada previamente para el estudio de

la regulacion de uno de los exones humanos mas grandes, el exén 11 de BRCA1 [246].

Mediante la incorporacion de pdel en el minigén mgChk2_ex6-10, localizamos tres
regiones ricas en ESE en los exones de interés del gen CHEKZ: c.877_891 (ex6n 8),
c.1073_1083 y ¢.1083_1092 (ex6n 10), las cuales constituyen puntos calientes para
variantes SRE espliceogénicas (Figura 16; Tabla 2). También deben tenerse en cuenta
otras dos pdel, c.849_863del y c.1011_1040del, puesto que tuvieron un impacto

moderado en la inclusién de los exones 8 y 10, respectivamente. Los intervalos
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espliceogénicos ¢.849_863, c.877_891, ¢.1073_1083 y c¢.1083_1092 son identificados por
la herramienta in silico HEXplorer como regiones potenciadoras del splicing, lo que parece
indicar que las predicciones proporcionadas por este algoritmo bioinformatico son utiles
para obtener una estimacién inicial de los intervalos ricos en potenciadores o
silenciadores (picos y valles, respectivamente), cuya existencia siempre debe ser
corroborada funcionalmente. Un dato curioso es que las microdeleciones de 30 nt
introducidas en el exén 8 no afectaron al reconocimiento de dicho exén porque, segiin
HEXplorer, eliminaban simultaneamente intervalos ricos en ESE y ESS, contrarrestandose
mutuamente. De hecho, las regiones ricas en ESE solo se revelaron tras el andlisis de

microdeleciones mas pequeiias, de 15 nt.

El mapeo funcional del exén 4 de BARDI revelo tres intervalos ricos en ESE
implicados en su reconocimiento (c.1232_1261, c.1257_1288y c.1282_1311) (Figura 21;
Tabla 6). La pdel ¢.1282_1311del tuvo el mayor impacto, dejando solo un 25% de
transcrito mgFL, en cambio, en este caso HEXplorer predijo desacertadamente una region
presuntamente rica en silenciadores, poniendo de nuevo de relieve la importancia de los
ensayos funcionales (Figura 25). Los tres intervalos ricos en ESE podrian ser hotspots de
variantes SRE espliceogénicas y clinicamente accionables. Es mas, en ellos se acumulan
107 variantes ClinVar que podrian estar afectando al splicing de este gen
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=chr2%3A215%2C645%2C287-215%
2C645%2C366; ultimo acceso 18 de septiembre de 2023). Cabe destacar que las
microdeleciones internas de 12-nt de las 3 regiones ESE citadas no tuvieron un efecto
patente en el reconocimiento del exdn 4 (Figura Suplementaria 10), hecho que podria
ser explicado por una composicion heterogénea enhancers/silenciadores, similar al ex6n

8 de CHEKZ2, aunque este punto deberia de ser confirmado experimentalmente.

En BRIP1, la secuencia de su donador GC atipico coincide con la previamente
detectada en otros GC funcionales naturales o creados de novo, como los empleados por
los exones 12 de PALBZ2 y 17 de BRCAZ o el originado por la mutacién c.108+2T>C de
PALBZ (CAG|GCAAGT) [59,61]. En el caso del ex6n 17 de BRCAZ, experimentos con siRNAs
(small interfering RNAs) revelaron que su reconocimiento esta mediado por los factores
de splicing SC35, SF2/ASF y Tra2f3, mientras que 9G8, TraZ2f3 y SC35 participan en la
seleccién del GC atipico del gen BTK [61,157]. Desafortunadamente, la busqueda de los

SRE implicados mediante pdel no reveld ningun intervalo critico (Figura 24), sugiriendo
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que este donador GC es reconocido de forma constitutiva por la maquinaria de splicing

[221].
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c.1182_ 1211del c. 1207 1236del c.1232_ 1261del c. 1257 1286del  ¢.1282_1311del

Figura 25. Perfiles de HEXplorer de las regiones A) 5’ y B) 3’ del exon 4 de BARD1.
Se emplean recuadros de distintos colores para indicar la secuencia eliminada por las pdel
de 30 nt ensayadas y su nivel de impacto sobre el proceso de splicing (en color rojo y
naranja se marcan las pdel que exhiben un efecto alto y moderado, respectivamente, y en
gris las que no muestran ningin impacto).

Respecto a la identificacion de variantes SRE espliceogénicas, el estudio funcional
exhaustivo de las 87 variantes ubicadas en los 3 intervalos clave de CHEKZ (c.877_891,
c.1073_1083 y c.1083_1092) desvel6 que una gran proporcion de estas variantes (38/87,
44%) alteraban el reconocimiento de los exones 8 o 10 (Figuras 17-18; Tabla 3), lo que
confirma la idoneidad de la estrategia empleada: i) selecciéon de exones sujetos a splicing
alternativo, y ii) andlisis de microdeleciones solapantes para la deteccién de intervalos
ricos en SRE, que constituyen hotspots de variantes espliceogénicas. De hecho, ya se
contabilizan un total de 109 variantes ESE/ESS con impacto en el splicing reportadas por
el grupo de Splicing y Susceptibilidad Genética a Cancer del IBGM, dato que es importante
remarcar al tratarse de un grupo de variantes especialmente dificiles de identificar debido
a la imprecision de los algoritmos de prediccion. Por otro lado, estos resultados también
ponen de manifiesto que, independientemente del impacto previsto de las variantes
exdnicas sobre la proteina, la alteracién del splicing también debe considerarse un
mecanismo deletéreo prevalente que debe ser investigado. De las 38 variantes

espliceogénicas, 10 mostraron impactos fuertes o muy fuertes y 4 de ellas, c.883G>A,
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c.883G>T, c.884A>T y c.1080G>T, produjeron cantidades insignificantes del transcrito
mgFL (<5%) (Figuras 17-18; Tabla 3). Curiosamente, estas 10 variantes, a excepcion de
una, destruyen un posible motivo de union del factor de splicing Tra23 AGAAGA (Tabla 9)
[247]. Tra2f3 se expresa ubicuamente y participa en el control del splicing, por ejemplo,
del ex6n 11 de BRCA1 [246] o del gen CHEK1 esencial en la respuesta a dafio en el ADN, y
estd implicado en enfermedades como el cancer, la atrofia muscular espinal, Alzheimer o
demencia frontotemporal [248]. No obstante, segin el programa SpliceAid, SC35 (SRSF2)
y SRp30c (SRSF9) y, en menor medida, SRp40 (SRSF5) serian las proteinas SR claves
implicadas en la regulacion de los exones 8 y 10, respectivamente
(Figura Suplementaria 4) [249]. En cambio, ESEfinder (https://esefinder.ahc.umn.edu/
cgi-bin/tools/ESE3 /esefinder.cgi) predice que el principal factor implicado en la
regulacion de ambos exones es SF2/ASF (SRSF1) [250]. En cualquier caso, la participacion
de TraZf3 o de cualquier otro factor de splicing en la regulacion de los exones 8 y 10 de

CHEKZ2 debe ser estudiada mediante ensayos de unién proteina-ARN.

Tabla 9. Secuencias WT y mutantes de las 10 variantes SRE de CHEKZ que exhiben
impactos muy fuertes, y motivo putativo de interaccidn del factor de splicing Tra2f3.
Variante Secuencia mutada! Secuencia wild type?

c.883G>A GATGCAAAAGATT GATGCAGAAGATT
c.883G>T GATGCATAAGATT GATGCAGAAGATT
c.884A>T ATGCAGTAGATTA ATGCAGAAGATTA
c.886G>A GCAGAAAATTATT GCAGAAGATTATT
c.886G>A GCAGAATATTATT GCAGAAGATTATT
c.1075G>A TCTCAAAAAGAGG TCTCAAGAAGAGG
¢.1075G>T TCTCAATAAGAGG TCTCAAGAAGAGG
c.1076A>T CTCAAGTAGAGGA CTCAAGAAGAGGA
¢.1078G>T CAAGAATAGGACT CAAGAAGAGGACT
c.1080G>T3 AGAAGATGACTGT AGAAGAGGACTGT
1La base mutada aparece en rojo. 2El motivo putativo de unién del factor de splicing Tra2f esta
subrayado. 3La inica mutacién que no interrumpe un motivo putativo de unién de Tra2f3.

Los datos recopilados en este estudio se aprovecharon también para evaluar los
programas bioinformaticos disefiados para la deteccién de variantes SRE, como
HEXplorer, HExoSplice y HOT-SKIP, y SpliceAl. En concreto, HEXplorer mostré la mayor
sensibilidad (92,1%), HExoSplice exhibi6 la precision mas elevada (72,1%) y SpliceAl
reveld el valor mas alto de especificidad (85,7%). Segiin nuestros datos, HOT-SKIP no
deberia utilizarse debido a su menor sensibilidad (21%) y precisién (49%), puesto que

solo detect6 nueve de las 38 variantes espliceogénicas (Tabla 4;
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Tabla Suplementaria 6). Cabe sefialar que la precision aqui calculada de las
herramientas HEXplorer y HOT-SKIP coincide con nuestros hallazgos anteriores en el
exén 3 de RAD51D [186]. Adicionalmente, las estimaciones de sensibilidad, especificidad
y precision de HExoSplice y HEXplorer estan avaladas por resultados previos mostrados
por otros autores [251,252]. Por ende, la combinacién de HExoSplice y HEXplorer parece
ser una buena opcién para seleccionar variantes SRE candidatas. Sin embargo, ambos
programas no detectaron cinco y tres variantes espliceogénicas, respectivamente, y, de
hecho, la variante c.1080G>T, que produce una alteracién casi completa del splicing, no
serfa seleccionable por ninguna de estas herramientas (Figura19; Tabla 3;
Tabla Suplementaria 4). Por ello, de momento, los ensayos funcionales de variantes no

pueden ser sustituidos por analisis bioinformaticos.

Finalmente, en cuanto a la interpretacién clinica de estas variantes exdnicas del
gen CHEKZ, seguimos el mismo sistema que el aplicado en las variantes BRIDGES (capitulo
anterior de Discusidén). Si bien, en este caso, el proceso de clasificacion fue bastante mas
sencillo, puesto que contidbamos con una estrategia de clasificacién tentativa ya
establecida y el nimero de transcritos generados por las variantes ensayadas era bastante
inferior. Especificamente, la electroforesis capilar de fragmentos fluorescentes detect6 16
transcritos diferentes (ademas de los distintos transcritos mgFL), 12 de los cuales eran
isoformas menores no caracterizadas (<4% de la expresion global). Las isoformas de ARN
descritas, ademas del mgFL, fueron A(E8) (r.847_908del; p.Pro283Aspfs*8) y
A(E8)A(E10) (r.[847_908del; 1009_1095del]; p.Pro283Aspfs*8), transcritos PTC-NMD
que adquieren un grado muy fuerte de patogenicidad (PVS1_(ARN), +8 puntos en el
esquema de clasificacién), y A(E10) (r.1009_1095del; p.Tyr337_Lys365del), una delecion
in-frame que se consider6 una evidencia fuerte en favor de la patogenicidad
(PVS1_S(ARN), +4 puntos). Basandonos en esta informacion, asi como en otros criterios,
tres variantes espliceogénicas se clasificaron como P/LP (c.883G>A, c.883G>T y
c.884A>T), mientras que el resto quedaron catalogadas como VUS. El hecho de haber
clasificado algunas de ellas como P/LP es algo bastante excepcional, pues normalmente
las variantes SRE suelen mostrar efectos parciales. Dos de las variantes P/LP estaban
registradas en la base de datos ClinVar, una categorizada como VUS, c.883G>A (missense,
p.(Glu295Lys)), y la otra como patogénica, c.883G>T (nonsense, p.(Glu295*)), por ser una
variante truncante de proteina, las cuales, junto con la variante c.884A>T (missense,
p.(Glu295Val)), fueron reclasificadas como variantes espliceogénicas (Tabla 5;

Tabla Suplementaria Excel 1). En referencia a las variantes no espliceogénicas, 3 fueron
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catalogadas como P por ser variantes nonsense y frameshift (c.891T>G y c.891T>A,
p.(Tyr297%); ¢.1089_1092del, p.-(Ile364Argfs*17)) y 15 como B/LB
(Tabla Suplementaria Excel 2). Aparentemente, la incorporaciéon de los datos
funcionales de los minigenes mgChk2_ex6-10 mutantes tiene un impacto menor del
esperado en la clasificacion clinica, ya que la mayoria de las variantes analizadas seguian
siendo VUS. Existen dos factores que explican la alta tasa de VUS: (i) la mayoria de las
variantes espliceogénicas testadas eran variantes con impacto parcial, produciendo una
proporcidn significativa de transcritos canénicos (portadores de la variante investigada),

y (ii) muchas variantes no espliceogénicas eran missense.

En conclusion, hemos ensayado un total de 38 microdeleciones en nuestros exones
diana mediante los minigenes mgChk2_ex6-10, mgBARD1_ex3-5 y mgBRIP1_ex1-2,
identificando 6 regiones enriquecidas en ESE, tres en CHEKZ (c.877_891, c.1073_1083 y
c.1083_1092) y tres en BARD1 (c.1232_1261, ¢.1257_1288 y ¢.1282_1311). Ademas, en
los intervalos ESE criticos de CHEK2, hemos testado 87 variantes exodnicas, de las cuales
38 alteraron el splicing, 4 mostrando impactos muy fuertes. Finalmente, tres variantes
espliceogénicas (c.883G>A, c.883G>T y ¢.884A>T) fueron clasificadas como P/LP. Este
estudio proporciona algunos ejemplos que ilustran la relevancia clinica de realizar
ensayos de splicing de variantes exdnicas, independientemente de su anotacion HGVS
como sindnimas, missense, in-frame, nonsense o frameshift. Finalmente, incluyendo
también las variantes BRIDGES testadas en este gen, se puede afirmar que en esta tesis se
ha realizado el mayor estudio funcional de splicing del gen CHEKZ (139 variantes)

reportado hasta la fecha.
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CONCLUSIONES

1. Se construyeron un total de 6 minigenes de los genes de susceptibilidad RAD51C,
CHEKZ2, BARD1y BRIP1, los cuales permiten el estudio de cualquier variante candidata

ubicada en los 27 exones clonados en los mismos.

Variantes de sitios de splicing

2. Una gran proporcion de las variantes investigadas de los genes RAD51C y CHEKZ2
alteraban el splicing (85/92; 92,4%), de las cuales 69 provocaban anomalias severas.
Por tanto, el splicing aberrante de dichos genes es un mecanismo deletéreo prevalente
asociado a variantes germinales en los mismos.

3. Las herramientas bioinformaticas, como MaxEntScan y SpliceAl, mostraron una alta
precisidon y son muy utiles para priorizar variantes potencialmente espliceogénicas.

4. Cualquier cambio de nucleo6tido en cualquier posicion de la secuencia consenso de los
sitios aceptor y donador es potencialmente deletéreo. De hecho, de las 85 variantes
espliceogénicas, solo 42 estan ubicadas en las posiciones intrénicas fuertemente
conservadas #*1,2 y 7 variantes missense deben ser reclasificadas como
espliceogénicas.

5. La técnica de andlisis de fragmentos fluorescentes presenta una alta sensibilidad y
resolucién, permitiendo la deteccién de 142 transcritos diferentes. Entre otros, esta
técnica posibilité la identificacién de un transcrito inducido por la variante c.684-
2A>G de CHEKZ que implica el uso de un sitio aceptor TG atipico altamente
conservado (17/23 posiciones), cuyo reconocimiento depende de secuencias criticas
ubicadas en el exdn 6.

6. De acuerdo con las normas ACMG/AMP, 58 variantes fueron clasificadas como
patogénicas/probablemente patogénicas. Notablemente, ocho variantes +1,2 fueron
reclasificadas como VUS debido a la generacién de transcritos de dudoso impacto en
la funcion génica. Por ello, el testado funcional de cualquier variante candidata es

imprescindible para efectuar su interpretacion clinica.
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Elementos reguladores del splicing y variantes SRE

7. Tanto el reconocimiento de los exones alternativos 8 y 10 del gen CHEKZ como la

correcta inclusion del exén 4 de BARD1 dependen de tres intervalos ricos en ESE. De
las 87 variantes de CHEK?Z testadas, localizadas en dichos intervalos, 38 (43,7%) son
espliceogénicas y 10 de ellas exhiben impactos fuertes o muy fuertes. Siguiendo las
normas ACMG/AMP, tres de estas variantes fueron clasificadas como
patogénicas/probablemente patogénicas. En conjunto, esto confirma la utilidad de la

estrategia del mapeo funcional de SRE mediante microdeleciones solapantes.

Nueve de las 10 variantes exdnicas con impactos fuertes o muy fuertes de los exones 8
y 10 de CHEKZ eliminan un motivo putativo de unidn del factor de splicing Tra2f3, que

podria ser esencial para el reconocimiento de dichos exones.

9. Cualquier tipo de mutacién es capaz de alterar el splicing de un gen. De hecho, 3

variantes nonsense, 33 missense y 2 sindnimas desregulan el splicing del gen CHEKZ.

Conclusiones finales

La alteracién del splicing inducida por variantes germinales en genes de
susceptibilidad es un mecanismo etiopatogénico prevalente en cancer de mama
hereditario.

Los minigenes reporteros de splicing son una herramienta idénea para los estudios de
regulacion y la determinacién del impacto que ejercen las variantes candidatas sobre

el proceso de splicing.
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ANEXO

1. TABLAS

Tabla Suplementaria 1. Primers para incorporar en los exones 8 y 10 del mgChk2_ex6-
10 las 12 pdel de 10, 11, 15 y 30 nt.

Microdelecion Exon Primers (5°'-3’)
c.849_878del Ex8 CTTTTTTCTCCCCCTCTTCTTAGCCTGCAGAAGATTATTATATTGTTTTG
CAAAACAATATAATAATCTTCTGCAGGCTAAGAAGAGGGGGAGAAAAAAG
¢.849 _863del Ex8 CTTTTTTCTCCCCCTCTTCTTAGCCTAAAAACTTTTTTGATGCAGAAGAT
ATCTTCTGCATCAAAAAAGTTTTTAGGCTAAGAAGAGGGGGAGAAAAAAG
c.863_877del Ex8 CTTCTTAGCCTTGCATCATCAAGATTGCAGAAGATTATTATATTGTTTTG
CAAAACAATATAATAATCTTCTGCAATCTTGATGATGCAAGGCTAAGAAG
c.876_905del Ex8 GCATCATCAAGATTAAAAACTTTTTATTGTAAGTAGTAAACTTTTTAAAA
TTTTAAAAAGTTTACTACTTACAATAAAAAGTTTTTAATCTTGATGATGC
c.877 891del | Ex8 | GCATCATCAAGATTAAAAACTTTTTTTATATTGTTTTGGAATTGTAAGTA
TACTTACAATTCCAAAACAATATAAAAAAAGTTTTTAATCTTGATGATGC
¢.891_905del Ex8 AAAACTTTTTTGATGCAGAAGATTAATTGTAAGTAGTAAACTTTTTAAAA
TTTTAAAAAGTTTACTACTTACAATTAATCTTCTGCATCAAAAAAGTTTT

c.1011_1040del Ex10 | GTCATGCCTGCCTTTCTGTGTAGTACTTAAAGCCAGAGAATGTTTTACTG
CAGTAAAACATTCTCTGGCTTTAAGTACTACACAGAAAGGCAGGCATGAC
c.1037_1066del Ex10 | CTTCATGAAAACGGTATTATACACCCATCTCAAGAAGAGGACTGTCTTAT
ATAAGACAGTCCTCTTCTTGAGATGGGTGTATAATACCGTTTTCATGAAG
¢c.1063_1092del Ex10 | TGACTTAAAGCCAGAGAATGTTTTAAAGGTAAGAAATTGGCATTCTGTAT

ATACAGAATGCCAATTTCTTACCTTTAAAACATTCTCTGGCTTTAAGTCA
c.1063_1073del | Ex10 | TGACTTAAAGCCAGAGAATGTTTTAAGAAGAGGACTGTCTTATAAAGGTA
TACCTTTATAAGACAGTCCTCTTCTTAAAACATTCTCTGGCTTTAAGTCA
c.1073_1083del | Ex10 | CCAGAGAATGTTTTACTGTCATCTCTGTCTTATAAAGGTAAGAAATTGGC
GCCAATTTCTTACCTTTATAAGACAGAGATGACAGTAAAACATTCTCTGG
¢c.1083_1092del | Ex10 | TTTTACTGTCATCTCAAGAAGAGGAAAGGTAAGAAATTGGCATTCTGTAT
ATACAGAATGCCAATTTCTTACCTTTCCTCTTCTTGAGATGACAGTAAAA

147
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Tabla Suplementaria 2. Primers para incorporar las 87 variantes exonicas candidatas de los exones 8 y

10 de CHEKZ en el mgChk2_ex6-10.

Variantel Exo6n Primers (5'-3’)
TCAAGATTAAAAACTTTTTTMATGCAGAAGATTATTATATT
c877G>M Ex8 AATATAATAATCTTCTGCATKAAAAAAGTTTTTAATCTTGA
TCAAGATTAAAAACTTTTTTTATGCAGAAGATTATTATATT
c877G>T Ex8 AATATAATAATCTTCTGCATAAAAAAAGTTTTTAATCTTGA
CAAGATTAAAAACTTTTTTGSTGCAGAAGATTATTATATTG
c878A>S Ex8 CAATATAATAATCTTCTGCASCAAAAAAGTTTTTAATCTTG
CAAGATTAAAAACTTTTTTGTTGCAGAAGATTATTATATTG
c878A>T Ex8 CAATATAATAATCTTCTGCAACAAAAAAGTTTTTAATCTTG
AAGATTAAAAACTTTTTTGAVGCAGAAGATTATTATATTGT
cH79T>V Ex8 ACAATATAATAATCTTCTGCBTCAAAAAAGTTTTTAATCTT
AGATTAAAAACTTTTTTGATHCAGAAGATTATTATATTGTT
c.880G>H Ex8 AACAATATAATAATCTTCTGDATCAAAAAAGTTTTTAATCT
GATTAAAAACTTTTTTGATGRAGAAGATTATTATATTGTTT
c881C>R Ex8 AAACAATATAATAATCTTCTYCATCAAAAAAGTTTTTAATC
GATTAAAAACTTTTTTGATGTAGAAGATTATTATATTGTTT
c881C>T Ex8 AAACAATATAATAATCTTCTACATCAAAAAAGTTTTTAATC
ATTAAAAACTTTTTTGATGCBGAAGATTATTATATTGTTTT
c.882A>B Ex8 AAAACAATATAATAATCTTCVGCATCAAAAAAGTTTTTAAT
TTAAAAACTTTTTTGATGCAMAAGATTATTATATTGTTTTG
c.883G>M Ex8 CAAAACAATATAATAATCTTKTGCATCAAAAAAGTTTTTAA
TTAAAAACTTTTTTGATGCATAAGATTATTATATTGTTTTG
c.883G>T Ex8 CAAAACAATATAATAATCTTATGCATCAAAAAAGTTTTTAA
TAAAAACTTTTTTGATGCAGSAGATTATTATATTGTTTTGG
c.884A>S Ex8 CCAAAACAATATAATAATCTSCTGCATCAAAAAAGTTTTTA
TAAAAACTTTTTTGATGCAGTAGATTATTATATTGTTTTGG
c884A>T Ex8 CCAAAACAATATAATAATCTACTGCATCAAAAAAGTTTTTA
AAAAACTTTTTTGATGCAGABGATTATTATATTGTTTTGGA
c.885A>B Ex8 TCCAAAACAATATAATAATCVTCTGCATCAAAAAAGTTTTT
AAAACTTTTTTGATGCAGAAMATTATTATATTGTTTTGGAA
c.886G>M Ex8

TTCCAAAACAATATAATAATKTTCTGCATCAAAAAAGTTTT




6v1

Variante! Exon Primers (5’'-3’)
886G>T Fx8 AAAACTTTTTTGATGCAGAATATTATTATATTGTTTTGGAA
¢ g X TTCCAAAACAATATAATAATATTCTGCATCAAAAAAGTTTT
887A>S Fx8 AAACTTTTTTGATGCAGAAGSTTATTATATTGTTTTGGAAT
. >
¢ X ATTCCAAAACAATATAATAASCTTCTGCATCAAAAAAGTTT
887AST Ex8 AAACTTTTTTGATGCAGAAGTTTATTATATTGTTTTGGAAT
¢ > X ATTCCAAAACAATATAATAAACTTCTGCATCAAAAAAGTTT
888T>V Ex8 AACTTTTTTGATGCAGAAGAVTATTATATTGTTTTGGAATT
¢ > X AATTCCAAAACAATATAATABTCTTCTGCATCAAAAAAGTT
889T>V Ex8 ACTTTTTTGATGCAGAAGATVATTATATTGTTTTGGAATTG
¢ > X CAATTCCAAAACAATATAATBATCTTCTGCATCAAAAAAGT
890A>S Fx8 CTTTTTTGATGCAGAAGATTSTTATATTGTTTTGGAATTGT
¢ g X ACAATTCCAAAACAATATAASAATCTTCTGCATCAAAAAAG
890AST Fx8 CTTTTTTGATGCAGAAGATTTTTATATTGTTTTGGAATTGT
. >
¢ X ACAATTCCAAAACAATATAAAAATCTTCTGCATCAAAAAAG
891T>V Ex8 TTTTTTGATGCAGAAGATTAVTATATTGTTTTGGAATTGTA
¢ > X TACAATTCCAAAACAATATABTAATCTTCTGCATCAAAAAA
GAATGTTTTACTGTCATCTCBAGAAGAGGACTGTCTTATAA
c.1073A>B Ex10
TTATAAGACAGTCCTCTTCTVGAGATGACAGTAAAACATTC
AATGTTTTACTGTCATCTCACGAAGAGGACTGTCTTATAAA
c.1074A>C Ex10
TTTATAAGACAGTCCTCTTCGTGAGATGACAGTAAAACATT
AATGTTTTACTGTCATCTCAKGAAGAGGACTGTCTTATAAA
c.1074A>K Ex10
TTTATAAGACAGTCCTCTTCMTGAGATGACAGTAAAACATT
ATGTTTTACTGTCATCTCAAHAAGAGGACTGTCTTATAAAG
¢.1075G>H Ex10
CTTTATAAGACAGTCCTCTTDTTGAGATGACAGTAAAACAT
TGTTTTACTGTCATCTCAAGYAGAGGACTGTCTTATAAAGG
c.1076A>Y Ex10
CCTTTATAAGACAGTCCTCTRCTTGAGATGACAGTAAAACA
TGTTTTACTGTCATCTCAAGGAGAGGACTGTCTTATAAAGG
c.1076A>G Ex10
CCTTTATAAGACAGTCCTCTCCTTGAGATGACAGTAAAACA
GTTTTACTGTCATCTCAAGABGAGGACTGTCTTATAAAGGT
c.1077A>B Ex10

ACCTTTATAAGACAGTCCTCVTCTTGAGATGACAGTAAAAC




0ST

Variante! Ex6n Primers (5'—3")
TTTTACTGTCATCTCAAGAAMAGGACTGTCTTATAAAGGTA
¢.1078G>M Ex10
TACCTTTATAAGACAGTCCTKTTCTTGAGATGACAGTAAAA
TTTTACTGTCATCTCAAGAATAGGACTGTCTTATAAAGGTA
c.1078G>T Ex10
TACCTTTATAAGACAGTCCTATTCTTGAGATGACAGTAAAA
TTTACTGTCATCTCAAGAAGSGGACTGTCTTATAAAGGTAA
c.1079A>S Ex10
TTACCTTTATAAGACAGTCCSCTTCTTGAGATGACAGTAAA
TTACTGTCATCTCAAGAAGTGGACTGTCTTATAAAGGTA
c.1079A>T Ex10
TACCTTTATAAGACAGTCCACTTCTTGAGATGACAGTAA
TACTGTCATCTCAAGAAGAAGACTGTCTTATAAAGGTAA
c.1080G>A Ex10
TTACCTTTATAAGACAGTCTTCTTCTTGAGATGACAGTA
1080G>Y Ex10 TTACTGTCATCTCAAGAAGAYGACTGTCTTATAAAGGTAAG
¢ g X CTTACCTTTATAAGACAGTCRTCTTCTTGAGATGACAGTAA
TACTGTCATCTCAAGAAGAGAACTGTCTTATAAAGGTAAGA
c.1081G>A Ex10
TCTTACCTTTATAAGACAGTTCTCTTCTTGAGATGACAGTA
1081G>C Ex10 TACTGTCATCTCAAGAAGAGCACTGTCTTATAAAGGTAAGA
. >
¢ X TCTTACCTTTATAAGACAGTGCTCTTCTTGAGATGACAGTA
ACTGTCATCTCAAGAAGAGTACTGTCTTATAAAGGTAAG
¢.1081G>T Ex10
CTTACCTTTATAAGACAGTACTCTTCTTGAGATGACAGT
ACTGTCATCTCAAGAAGAGGBCTGTCTTATAAAGGTAAGAA
c.1082A>B Ex10
TTCTTACCTTTATAAGACAGVCCTCTTCTTGAGATGACAGT
1083C>A Ex10 CTGTCATCTCAAGAAGAGGAATGTCTTATAAAGGTAAGAAA
¢ > X TTTCTTACCTTTATAAGACATTCCTCTTCTTGAGATGACAG
TGTCATCTCAAGAAGAGGAKTGTCTTATAAAGGTAAGAA
¢.1083C>K Ex10
TTCTTACCTTTATAAGACAMTCCTCTTCTTGAGATGACA
TGTCATCTCAAGAAGAGGACCGTCTTATAAAGGTAAGAAAT
c.1084T>C Ex10
ATTTCTTACCTTTATAAGACGGTCCTCTTCTTGAGATGACA
TCATCTCAAGAAGAGGACTATCTTATAAAGGTAAGAAAT
¢.1085G>A Ex10
ATTTCTTACCTTTATAAGATAGTCCTCTTCTTGAGATGA
GTCATCTCAAGAAGAGGACTTTCTTATAAAGGTAAGAAATT
¢.1085G>T Ex10
AATTTCTTACCTTTATAAGAAAGTCCTCTTCTTGAGATGAC
CATCTCAAGAAGAGGACTGGCTTATAAAGGTAAGAAATT
c.1086T>G Ex10

AATTTCTTACCTTTATAAGCCAGTCCTCTTCTTGAGATG




161

Variantel Exon Primers (5'-3")
ATCTCAAGAAGAGGACTGTTTTATAAAGGTAAGAAATTG

c.1087C>T Ex10
CAATTTCTTACCTTTATAAAACAGTCCTCTTCTTGAGAT
CTCAAGAAGAGGACTGTCTCATAAAGGTAAGAAATTGGC

c.1089T>C Ex10
GCCAATTTCTTACCTTTATGAGACAGTCCTCTTCTTGAG
TGTCATCTCAAGAAGAGGACTGTCTAAGGTAAGAAATTGGCATTCTGTAT

¢.1089_1092del Ex10
ATACAGAATGCCAATTTCTTACCTTAGACAGTCCTCTTCTTGAGATGACA
TCAAGAAGAGGACTGTCTTAAAAAGGTAAGAAATTGGCATT

c.1091T>A Ex10
AATGCCAATTTCTTACCTTTTTAAGACAGTCCTCTTCTTGA
TCAAGAAGAGGACTGTCTTACAAAGGTAAGAAATTGGCATT

¢.1091T>C Ex10

AATGCCAATTTCTTACCTTTGTAAGACAGTCCTCTTCTTGA

IM=A/C;S=G/C;V=A/C/G; H=A/C/T; R=A/G; B=C/G/T; K=G/T; Y=C/T
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Tabla Suplementaria 3. Resultados de splicing de las variantes exonicas no espliceogénicas de los exones 8 y 10 de CHEKZ.

Variante (HGVS)

Proteina (HGVS)

Transcritos!

Canoénico

PTC

In-frame

No caracterizados

mgChk2_ex11-15 WT

(6 ensayos)

91,5%=* 1,5%

A(E8): 1,7%2 0,7%

A(E10): 6,8%2 0,9%

Ex8

c.877G>A p-(Asp293Asn) 92,4%+ 0,0% | A(E8):1,0%+0,1% A(E10): 6,6%* 0,1%
¢.877G>C p-(Asp293His) 90,9%=* 2,2% | A(E8):1,0%+0,1% A(E10): 5,4%* 0,4% 325-nt: 2,7%+ 2,3%
c.877G>T p-(Asp293Tyr) 84,2%+ 0,5% | A(E8):5,0%+ 0,9% A(E10): 7,6%* 0,2% 520-nt: 3,2%* 0,4%
c.878A>C p.(Asp293Ala) 91,6%= 0,2% A(E10): 7,2%%* 0,3% 630-nt: 1,2%* 0,0%
c.878A>G p.(Asp293Gly) 90,6%%* 1,2% A(E10): 8,4%=* 0,2% 582-nt: 1,0%+ 0,9%
c.878A>T p.(Asp293Val) 86,9%+* 0,7% | A(E8): 2,0%+ 0,2% A(E10): 9,7%=* 0,5% 520-nt: 1,4%= 0,3%
c.879T>A p-(Asp293Glu) 93,9%= 0,1% A(E10): 6,1% 0,1%
c.879T>C p.(Asp293=) 95,4%= 0,1% A(E10): 4,6%+ 0,1%
c.879T>G p-(Asp293Glu) 92,5%= 0,0% A(E10): 7,5%%* 0,0%
.880G>A p.(Ala294Thr) 93,6%2 0,2% A(E10): 6,4%% 0,2%
.880G>C p.(Ala294Pro) 95,7%:2 0,0% A(E10): 4,3%2 0,0%
.880G>T p.(Ala294Ser) 93,5%:2 0,0% A(E10): 6,5%% 0,0%
c.881C>A p.(Ala294Glu) 91,7%2 0,0% A(E10): 8,3%2 0,0%
c.881C>G p-(Ala294Gly) 93,1%+ 0,1% A(E10): 6,9%* 0,1%
c.881C>T p-(Ala294Val) 86,8%+ 0,4% | A(E8):2,5%+*0,1% A(E10): 9,0%%* 0,4% 572-nt: 1,7%+ 0,0%
c.882A>C p-(Ala294=) 92,1%= 0,0% A(E10): 7,9%% 0,0%
c.882A>G p.(Ala294=) 91,8%%+ 0,1% A(E10): 8,2%* 0,1%
c.882A>T p.(Ala294=) 95,0%%+ 1,2% A(E10): 5,0%* 1,2%
c885A>C p-(Glu295Asp) 83,9%:+ 0,9% ﬁggg%' :{éﬁ}i?&i 0.4% A(E10): 8,5%2 0,3% 321-nt: 1,4%: 0,2%
c.887A>C p.(Asp296Ala) 86,0%+ 0,2% | A(E8):11,7%= 0,4% A(E10): 2,3%= 0,3%
c.888T>A p-(Asp296Glu) 90,3%*1,9% | A(E8): 1,4%+ 0,3% A(E10): 8,3%* 1,6%
c.888T>C p.(Asp296=) 95,4%% 0,6% | A(E8): 1,8%= 0,2% A(E10): 2,8%% 0,5%
.888T>G p.(Asp296Glu) 95,7%% 0,2% | A(E8): 1,8%= 0,2% A(E10): 2,5%% 0,1%
c.889T>A p.(Tyr297Asn) 91,9%* 1,2% | A(E8): 2,2%* 0,4% A(E10): 4,7%% 0,8% 325-nt: 1,2%% 0,3%
.889T>C p.(Tyr297His) 92,6%% 1,5% A(E10): 5,2%:2 0,0% 325-nt: 2,2%% 1,6%
c.889T>G p.(Tyr297Asp) 94,6%= 0,2% A(E10): 5,4%+ 0,2%
¢c.8390A>C p.(Tyr297His) 92,8%= 0,4% A(E10): 5,3%% 0,1% 325-nt: 1,9%= 0,2%
c.890A>G p.(Tyr297Cys) 90,3%= 0,8% A(E10): 8,4%=* 0,8% 630-nt: 1,3%= 0,0%




€qt

Transcritos!

Variante (HGVS) Proteina (HGVS) Canoénico PTC In-frame No caracterizados
c.891T>A p.(Tyr297*) 86,5%* 0,6% A(E8): 1,6%* 0,3% A(E10):10,0%* 0,2% 572-nt: 1,9%= 0,2%
c.891T>C p.(Tyr297=) 92,3%+ 0,1% A(E10): 7,7%+ 0,1%
c.891T>G p.(Tyr297*) 84,6%+ 0,2% A(E8): 6,0%* 0,1% A(E10): 9,4%=* 0,4%

Ex10

c.1073A>C p.(GIn358Pro) 87,6%+ 0,5% A(E8): 3,2%=* 0,2% A(E10): 9,2%=* 0,4%

c.1073A>G p.(GIn358Arg) 93,5%= 0,4% A(E8): 2,0%+ 0,3% A(E10): 4,5%* 0,3%

c.1074A>C p.(GIn358His) 88,2%+ 0,5% A(E8): 3,3%= 0,1% A(E10): 7,4%+ 0,3% 572-nt: 1,1%+ 0,2%
c.1074A>G p.(GIn358=) 82,4%+ 0,5% A(E8): 1,7%+ 0,0% A(E10): 15,9%= 0,5%

c.1074A>T p.(GIn358His) 90,5%+ 1,4% A(E8): 2,0%+ 0,2% A(E10): 7,5%=* 1,4%

c.1077A>G p.(Glu359=) 88,2%= 0,9% A(E8): 1,6%=* 0,3% A(E10):10,2%* 0,6%

c.1079A>C p-(Glu360Ala) 83,6%= 0,7% A(E8): 2,3%+ 0,1% A(E10): 14,1%+ 0,7%

c.1080G>A p-(Glu360=) 83,0%= 0,3% A(E8): 2,0%+ 0,3% A(E10): 15,0%+ 0,2%

c.1080G>C p-(Glu360Asp) 90,7%=* 1,3% A(E8): 2,4%+ 0,5% A(E10): 6,9%=* 0,8%

c.1082A>C p.(Asp361Ala) 81,8%+ 1,8% A(E8): 2,0%+ 0,1% A(E10):16,2%+ 1,7%

c.1084T>C p-(Cys362Arg) 92,4%+ 0,8% A(E8): 2,4%+ 0,7% A(E10): 4,1%+ 0,1% 572-nt: 1,1%= 0,2%
c.1085G>A p.(Cys362Tyr) 87,4%+ 0,4% A(E8): 7,7%% 0,2% A(E10): 3,5%=+ 0,1% 572-nt: 1,4%= 0,2%
c.1085G>T p.(Cys362Phe) 91,2%+ 0,8% A(E8): 3,3%% 0,1% A(E10): 5,5%=* 0,7%

c.1087C>T p-(Leu363Phe) 90,9%* 1,1% A(E8): 2,3%* 0,5% A(E10): 5,2%=* 0,5% 572-nt: 1,6%= 0,6%
c.1089T>C p.(Leu363=) 84,9%+ 0,9% A(E8): 1,8%* 0,1% A(E10):11,5%* 0,5% 572-nt: 1,8%=* 0,4%
€.1089_1092del p-(Ile364fs*) 82,2%+ 0,7% A(E8): 2,2%=* 0,4% A(E10):15,6%* 0,3%

c.1091T>A p.(Ile364Lys) 89,2%= 0,1% A(E8): 1,4%+ 0,1% A(E10): 8,4%+ 0,1% 630-nt: 1,0%= 0,0%
c.1091T>C p.(1le364Thr) 87,9%+ 1,3% A(E8): 1,7%+ 0,2% A(E10): 8,7%=* 1,0% 572-nt: 1,7%= 0,5%

1Los transcritos de cada variante en la que no se suprime el ex6n afectado incorporaran la mutacién puntual ensayada.




Tabla Suplementaria 4. Andlisis bioinformatico de las variantes exénicas de CHEKZ
candidatas empleando distintos software de predicciéon de SRE.

Variante de cupn | MESDorer | gegpsy | WExosplice | g6 Transerios
ratio)3+
c.877G>A -112,56 13,00 -2,2383 7,6%
c.877G>C -64,08 12,00 +0,0116 9,1%
c.877G>T -153,61 4,67 -2,1134 15,8%
c.878A>C 4,27 1,50 -0,3675 8,4%
c.878A>G -28,43 7,50 -1,6363 9,4%
c.878A>T -95,96 8,00 -0,9938 13,1%
c.879T>A 19,69 0,11 +0,5330 6,1%
c.879T>C -7,78 0,67 +1,1630 4,6%
c.879T>G -62,41 0,50 -1,1780 7,5%
c.880G>A -57,49 0,14 -0,9126 6,4%
c.880G>C 0,11 0,00 +0,4145 43%
¢.880G>T -66,86 0,08 -0,6869 6,5%
c.881C>A 74,42 0,04 +2,6008 8,3%
¢.881C>G 18,87 1,25 +1,0482 6,9%
c.881C>T -98,38 0,06 -2,4280 13,2%
c.882A>C -36,64 0,00 +0,2017 7,9%
c.882A>G -33,64 0,00 +0,9579 8,2%
c.882A>T -4,05 0,00 -0,2922 5,0%
c.883G>A -77,07 0,07 -3,2450 97,4%
¢c.883G>C -63,13 0,00 -2,0770 42,2%
c.883G>T -163,75 3,00 -3,5335 97,8%
c.884A>C -34,76 0,00 -3,4520 24,3%
c.884A>G -57,43 3,00 -2,7032 47,3%
c.884A>T -137,08 0,10 -5,2654 96,0%
c.885A>C -58,62 0,00 -1,5015 16,1%
c.885A>G -64,04 0,43 -2,1503 18,5%
c.885A>T -54,36 0,00 -2,9609 39,1%
c.886G>A -96,43 0,17 -3,6765 51,0%
c.886G>C -71,73 0,00 -2,7384 25,4%
c.886G>T -130,62 0,67 -3,7661 79,4%
c.887A>C -22,73 0,13 -2,4433 14,0%
c.887A>G -51,6 1,57 -3,4783 47,3%
c.887A>T -89,99 2,33 -2,2472 43,3%
c.888T>A 15,8 0,18 +0,1062 9,7%
c.888T>C 31,02 0,00 +0,1360 4.5%
c.888T>G 11,14 0,29 -1,0121 4,3%
c.889T>A -13,69 0,60 -0,2196 8,1%
¢.889T>C 64,87 0,11 +1,2495 7,4%
c.889T>G 92,06 0,36 +1,2706 5,4%
c.890A>C 24,77 8,00 +0,6860 7,2%
c.890A>G 21,7 13,00 +1,0965 9,7%
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HOT-SKIP

Variante de CHEK2! }ziﬁ;;lg)r;r (f:tsi(/) ;33545: (thl-é:xS(;{Sspel;():(:A %:;Z:::ll::os
c.890A>T -83,0 10,00 +0,1206 21,7%
c.891T>A -11,58 7,00 +0,0012 13,5%
c.891T>C 66,91 0,60 +1,1966 7,7%
c.891T>G 23,33 14,00 -0,8448 15,4%
c.1073A>C -13,58 0,00 -1,7896 13,4%
c.1073A>G -16,35 0,25 -0,2501 6,5%
c.1073A>T -114,23 0,00 -2,6982 23,4%
c.1074A>C -82,3 0,00 -1,8565 11,8%
c.1074A>G -77,41 0,00 -2,6760 17,6%
c.1074A>T -63,18 0,00 -1,3564 9,5%
c.1075G>A -100,38 0,00 -4,2435 61,6%
¢.1075G>C -52,5 0,00 -2,3327 24,3%
c.1075G>T -160,32 0,00 -4,4416 72,8%
¢.1076A>C -75,45 0,00 -3,1443 26,4%
c.1076A>G -72,27 0,00 -2,8809 28,9%
c.1076A>T -153,95 0,00 -4,8228 61,3%
¢.1077A>C -57,18 0,00 -0,3163 26,8%
c.1077A>G -59 0,00 -2,1155 11,8%
c.1077A>T -47,67 0,00 -2,2330 25,5%
c.1078G>A -57,46 0,00 -1,6932 35,4%
¢.1078G>C -67,85 0,00 -2,6604 42,0%
c.1078G>T -159,86 0,00 -3,6174 73,9%
c.1079A>C -32,7 0,00 -0,1118 16,4%
¢.1079A>G -121,43 0,00 -3,5354 34,9%
c.1079A>T -48,35 0,80 -1,4955 23,6%
c.1080G>A 57,25 0,00 +2,0714 17,0%
c.1080G>C 3,69 0,00 +1,6345 9,3%
¢.1080G>T 17,55 0,06 +0,2733 95,2%
c.1081G>A -0,6 0,00 +0,0731 24,8%
¢.1081G>C -24,15 0,00 -1,9522 24,0%
c.1081G>T -50,3 0,33 -1,7542 49,5%
c.1082A>C -46,58 0,13 -2,1431 18,2%
¢.1082A>G -87,2 3,00 -2,2549 31,8%
c.1082A>T -79,08 1,50 -2,3888 23,3%
c.1083C>A -7,8 0,86 -1,5070 27,4%
¢.1083C>G -6,97 1,67 -1,8781 23,7%
c.1083C>T -22,62 0,38 -1,3504 23,0%
c.1084T>C 52,58 0,00 +0,2562 7,6%
c.1085G>A 13,71 0,75 -1,1462 12,6%
c.1085G>T -47,86 5,00 -0,8028 8,8%
c.1086T>G 39,21 1,00 -0,3894 20,3%
c.1087C>T -76,52 12,00 -0,2986 9,1%
¢.1089T>C 24,14 2,00 +1,6830 15,1%
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HOT-SKIP

. HEXplorer HExoSplice % Transcritos
1
Variante de CHEK2 (AHZg1)24 (ESS./ ESE (AtESRseq)?2# anomalos
ratio)3+
¢.1089_1092del 52,97 N/A N/A 17,8%
c.1091T>A -6,3 0,50 +0,7316 10,8%
¢.1091T>C 30,86 0,00 +1,7598 12,1%

1Las variantes espliceogénicas se muestran en negrita. 2Los valores AtESRseq y AHZEI negativos indican
una disminucién de motivos ESE o un aumento de ESS. 3Cuanto mayor es el valor HOT-SKIP, mas
prevalecen los ESS sobre los ESE en la secuencia modificada. 4Los valores AHZEI, HOT-SKIP y AtESRseq
por debajo o por encima de sus correspondientes puntos de corte (<-5, 21 y <-0,75, respectivamente)

aparecen en negrita.
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Tabla Suplementaria 5. Analisis comparativo de las predicciones de SpliceAl y las
lecturas de los minigenes mgChk2_ex6-10 mutantes.

Variante de

Lecturas del

CHEK21 AL? DL SpliceAl* mgChk2_ex6-103

Variantes del ex6n 8 de CHEKZ2

c.877G>A 0,30 (30) 0,30 (-31) A(EB) no espliceogénica
c.877G>C 0,17 (30) 0,16 (-31) no espliceogénica no espliceogénica
c.877G>T 0,32 (30) 0,33 (-31) A(E8) no espliceogénica
c.878A>C no espliceogénica no espliceogénica
c.878A>G 0,05 (31) 0,03 (-30) no espliceogénica no espliceogénica
c.878A>T 0,29 (31) 0,27 (-30) A(E8) no espliceogénica
c.879T>A no espliceogénica no espliceogénica
c.879T>C no espliceogénica no espliceogénica
c.879T>G 0,07 (32) 0,08 (-29) no espliceogénica no espliceogénica
c.880G>A 0,19 (33) 0,17 (-28) no espliceogénica no espliceogénica
¢.880G>C 0,06 (33) 0,03 (-28) no espliceogénica no espliceogénica
c.880G>T 0,22(33) 0,22 (-28) A(EB) no espliceogénica
c.881C>A no espliceogénica no espliceogénica
c.881C>G no espliceogénica no espliceogénica
c.881C>T 0,21(34) 0,20 (-27) A(E8) no espliceogénica
c.882A>C no espliceogénica no espliceogénica
c.882A>G no espliceogénica no espliceogénica
c.882A>T 0,01 (-26) no espliceogénica no espliceogénica
c.883G>A 0,52 (36) 0,50 (-25) A(EB) A(E8) (97%)
¢.883G>C 0,29 (36) 0,27 (-25) A(E8) A(E8) (40%)
c.883G>T 0,79 (36) 0,76 (-25) A(E8) A(E8) (98%)
c.884A>C 0,27 (37) 0,25 (-24) A(E8) A(E8) (14%)
c.884A>G 0,35 (37) 0,31 (-24) A(E8) A(E8) (44%)
c.884A>T 0,71 (37) 0,71 (-24) A(E8) A(E8) (95%)
c.885A>C 0,19 (38) 0,18 (-23) no espliceogénica no espliceogénica
c.885A>G 0,10 (38) 0,12 (-23) no espliceogénica A(E8) (14%)
c.885A>T 0,39 (38) 0,40 (-23) A(E8) A(E8) (35%)
c.886G>A 0,56 (39) 0,53 (-22) A(E8) A(E8) (45%)
c.886G>C 0,47 (39) 0,46 (-22) A(E8) A(E8) (20%)
c.886G>T 0,64 (39) 0,63 (-22) A(E8) A(E8) (77%)
c.887A>C 0,22 (40) 0,21 (-21) A(E8) no espliceogénica
c.887A>G 0,30 (40) 0,34 (-21) A(E8) A(E8) (44%)
c.887A>T 0,29 (40) 0,29 (-21) A(E8) A(E8) (35%)
c.888T>A no espliceogénica no espliceogénica
¢.888T>C no espliceogénica no espliceogénica
c.888T>G 0,08 (41) 0,06 (-20) no espliceogénica no espliceogénica
c.889T>A 0,01 (42) 0,02 (-19) no espliceogénica no espliceogénica
¢.889T>C no espliceogénica no espliceogénica
¢.889T>G no espliceogénica no espliceogénica
c.890A>C no espliceogénica no espliceogénica
c.890A>G no espliceogénica no espliceogénica
c.890A>T 0,04 (43) 0,02 (-18) no espliceogénica A(E8) (11%)
c.891T>A 0,19 (44) 0,15 (-17) no espliceogénica no espliceogénica
c.891T>C no espliceogénica no espliceogénica
¢.891T>G 0,22 (44) 0,20 (-17) A(E8) no espliceogénica
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Variante de

Lecturas del

CHEK21 AL DL? SpliceAl® mgChk2_ex6-103

Variantes del exén 10 de CHEKZ

¢.1073A>C 0,01 (64) 0,00 (-22) no espliceogénica no espliceogénica
¢.1073A>G no espliceogénica no espliceogénica
c.1073A>T 0,05 (64) 0,02 (-22) no espliceogénica A(E10) (21%)
c.1074A>C 0,01 (65) 0,01 (-21) no espliceogénica no espliceogénica
c.1074A>G 0,04 (65) 0,03 (-21) no espliceogénica no espliceogénica
c.1074A>T 0,01 (65) 0,00 (-21) no espliceogénica no espliceogénica
c.1075G>A 0,11 (66) 0,07 (-20) no espliceogénica A(E10) (62%)
c.1075G>C 0,02 (66) 0,01 (-20) no espliceogénica A(E10) (22%)
c.1075G>T 0,23 (66) 0,23 (-20) A(E10) A(E10) (73%)
c.1076A>C 0,05 (67) 0,03 (-19) no espliceogénica A(E10) (25%)
c.1076A>G 0,03 (67) 0,02 (-19) no espliceogénica A(E10) (27%)
c.1076A>T 0,14 (67) 0,10 (-19) no espliceogénica A(E10) (61%)
c.1077A>C 0,01 (68) 0,01 (-18) no espliceogénica A(E10) (25%)
c¢.1077A>G 0,01 (68) 0,01 (-18) no espliceogénica no espliceogénica
c.1077A>T 0,02 (68) 0,01 (-18) no espliceogénica A(E10) (23%)
c.1078G>A 0,03 (69) 0,02 (-17) no espliceogénica A(E10) (34%)
c.1078G>C 0,05 (69) 0,02 (-17) no espliceogénica A(E10) (41%)
c.1078G>T 0,21 (69) 0,16 (-17) no espliceogénica A(E10) (74%)
c.1079A>C 0,01 (-16) no espliceogénica no espliceogénica
c.1079A>G 0,06 (70) 0,05 (-16) no espliceogénica A(E10) (31%)
c.1079A>T 0,01 (70) 0,01 (-16) no espliceogénica A(E10) (20%)
c.1080G>A no espliceogénica no espliceogénica
¢.1080G>C no espliceogénica no espliceogénica
c.1080G>T no espliceogénica A(E10) (95%)
c.1081G>A 0,01 (72) 0,01 (-14) no espliceogénica A(E10) (23%)
c.1081G>C 0,02 (72) 0,02 (-14) no espliceogénica A(E10) (21%)
c.1081G>T 0,04 (72) 0,02 (-14) no espliceogénica A(E10) (48%)
¢.1082A>C 0,01 (73) 0,01 (-13) no espliceogénica no espliceogénica
c.1082A>G 0,03 (73) 0,03 (-13) no espliceogénica A(E10) (30%)
c.1082A>T 0,06 (73) 0,04 (-13) no espliceogénica A(E10) (22%)
c.1083C>A 0,00 (74) 0,00 (-12) no espliceogénica A(E10) (26%)
c.1083C>G 0,00 (-12) no espliceogénica A(E10) (21%)
c.1083C>T 0,00 (74) 0,00 (-12) no espliceogénica A(E10) (20%)
c.1084T>C no espliceogénica no espliceogénica
c.1085G>A 0,00 (76) no espliceogénica no espliceogénica
¢.1085G>T no espliceogénica no espliceogénica
c.1086T>G no espliceogénica A(E10) (17%)
c.1087C>T 0,01 (78) 0,00 (-8) no espliceogénica no espliceogénica
¢.1089T>C no espliceogénica no espliceogénica
¢.1089_1092del no espliceogénica no espliceogénica
c¢.1091T>A no espliceogénica no espliceogénica
¢.1091T>C no espliceogénica no espliceogénica

INomenclatura HGVS utilizando como referencia las secuencia NM_007194.4. Se han subrayado y
resaltado en negrita las 38 variantes espliceogénicas. 2Parametros de SpliceAl empleados (genome
version: hg38, score type: raw, max distance: +4,999). Se muestra la puntuacién A (y la posicién en el pre-
ARNmMm) para la pérdida del aceptor (AL) y la pérdida del donador (DL) de los exones 8 o 10. Para mayor
claridad, las puntaciones A de alta precision (puntuaciéon A>0,80), recomendadas (puntuaciéon A>0,50) y
de alta sensibilidad (puntuacién A>0,20) se han indicado en rojo, amarillo y verde, respectivamente. A
efectos meramente informativos, las puntuaciones A en el rango 0,10-0,20 se han marcado en gris. 3Para
las variantes espliceogénicas (resaltadas en negrita), se muestra la contribucién de los transcritos que
contienen A(E8) (variantes del ex6n 8) o A(E10) (variantes del exén 10) a la sefial de lectura global (%).
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Tabla Suplementaria 6. Sensibilidad, especificidad y precisiéon de SpliceAl.
Variantes CHEK2 ubicadas en el ex6n 8
Verdadero Falso Falso Verdadero
positivo? positivo? negativo? negativo?2
SpliceAl positivol 12 7
SpliceAl negativo! 2 24
Estadisticas del ex6n 83
Valor 95% IC
Sensibilidad 85,71% 57,19-98,22
Especificidad 77,42% 58,90-90,41
Likelihood Ratio positivo 3,80 1,91-7,54
Likelihood Ratio negativo 0,18 0,05-0,68
Prevalencia 31,11% 18,17-46,65
(% de variantes
espliceogénicas)?
Valor predictivo positivo 63,16% 46,33-77,29
Valor predictivo negativo 92,31% 76,63-97,77
Precision 80,00% 65,40-90,42
Variantes CHEKZ ubicadas en el exén 10
Verdadero Falso Falso Verdadero
positivo? positivo? negativo? negativo?
SpliceAl positivo! 1 0
SpliceAl negativo? 23 18
Estadisticas del ex6n 103
Valor 95% IC
Sensibilidad 4,17%
Especificidad 100%
Likelihood Ratio positivo -
Likelihood Ratio negativo 0,96 0,88-1,04
Prevalencia 57,14% 40,96-72,28
(% de variantes
espliceogénicas)?
Valor predictivo positivo 100% -
Valor predictivo negativo 43,90% 41,86-45,97
Precision 45,24% 28,85-61,33
1Consideramos positivas las predicciones de SpliceAl (prediccion de skipping de exdn) si la puntuacion A
> 20% tanto para la pérdida del aceptor como para la pérdida del donador (ex6n 8 o exén 10). De lo
contrario, consideramos las predicciones de SpliceAl negativas (véase la Tabla Suplementaria 5).
ZConsideramos que una lectura del minigén mgChk2_ex8-10 mutante es positiva (alteracion del splicing
detectada) si la contribucién del transcrito candnico a la expresién global se reduce un 10% (si se
compara con la lectura del minigén WT). De lo contrario, consideramos la lectura del minigén
mgChk2_ex6-ex10 mutante negativa. 3Las estadisticas se realizaron online empleando la evaluacién de
pruebas diagnoésticas de MedCalc (www.medcalc.org/calc/).
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Tabla Suplementaria 7. Primers empleados para el clonaje consecutivo y la estabilizacion del minigén

mgBARD1_ex3-5.

Primers cloning

Secuencia (5'—»3’)

BARD1_ex4_BAMHI_FW

TATATAGGATCCGGATCCTATTTGGAATATAAGTTTCA

BARD1_ex4_KPNI_RV

TATATAGGTACCGGTACCACAAAATGATAAAAACTGAA

BARD1_ex5_Ins-FW

CTATTTTACCTTCAGTTTTTATCATTTTGTTAATAATTTATTAACTCATGAACAGTAGCC

BARD1_ex5_Ins-RV

CCTCACAAAAGGGAACAAAAGCTGGGTACCCAAAAGGTAACCAATTTCTTGCCTGTCACA

BARD1_ex3_SACII_FW

TATATACCGCGGCAGGCTAAGTAAAGTCTCTT

BARD1_ex3_BAMH1_FW

TATATAGGATCCTGATCTTCCAAAAAACCACC

BARD1_delivs3_250pb_FW

AATACGTATTTCAGATTTTAAAATCATCTGCTATCAAAGAGTTCACACTC

BARD1_delivs3_250pb_RV

GAGTGTGAACTCTTTGATAGCAGATGATTTTAAAATCTGAAATACGTATT




Tabla Suplementaria 8. Primers para incorporar en el exdn 4 del mgBARD1_ex3-5 las

udel de 30 y 12 nt.

Microdelecion Primers (5’ —»3’)
TTCTTTTTCTTTTTTTCTGTCAGATTTTAATGATGCAGGAAACAAGAAGA
c.367del30 TCTTCTTGTTTCCTGCATCATTAAAATCTGACAGAAAAAAAGAAAAAGAA
TTGAAAGAAGATAAACCTAGGAAAAATTCAATTAAAATGTGGTTTAGCCC
c.392del30 GGGCTAAACCACATTTTAATTGAATTTTTCCTAGGTTTATCTTCTTTCAA
GTTTGTTTAATGATGCAGGAAACAATCGAAGTAAGAAAGTCAGATATGTT
c-417del30 AACATATCTGACTTTCTTACTTCGATTGTTTCCTGCATCATTAAACAAAC
GAAGAATTCAATTAAAATGTGGTTTGTGAGTAAAGCTTCAGTGCAAACCC
c.442del30 GGGTTTGCACTGAAGCTTTACTCACAAACCACATTTTAATTGAATTCTTC
AGCCCTCGAAGTAAGAAAGTCAGATAGCCTGCAATAAAAAAAGATGCAAG
c467del30 CTTGCATCTTTTTTTATTGCAGGCTATCTGACTTTCTTACTTCGAGGGCT
AAGTCCTCCTGCAGATGTTTCTGAGATTTGACTCCAAAGAGGAATCTAAG
c.581del104 CTTAGATTCCTCTTTGGAGTCAAATCTCAGAAACATCTGCAGGAGGACTT
AATTCATTAGTCTTTCACCAGGTACCAGGCGAGTGATGTCTAGTCCCTCA
c.1182del30 TGAGGGACTAGACATCACTCGCCTGGTACCTGGTGAAAGACTAATGAATT
ACCACCTTCTACATTAAGTAGTTCAGCAATGAAGCTGTTGCCCAATATGG
c.1207del30 CCATATTGGGCAACAGCTTCATTGCTGAACTACTTAATGTAGAAGGTGGT
CAAGTTACAGGCGAGTGATGTCTAGGAAGCTGTTGCCCAATATGGCTGTG
c.1230del12 CACAGCCATATTGGGCAACAGCTTCCTAGACATCACTCGCCTGTAACTTG
AGTTACAGGCGAGTGATGTCTAGTCCTGTGAAAAGAAATCATAGAGGAGA
c.1232del30 TCTCCTCTATGATTTCTTTTCACAGGACTAGACATCACTCGCCTGTAACT
GCGAGTGATGTCTAGTCCCTCAGCACCCAATATGGCTGTGAAAAGAAATC
c.1240del12 GATTTCTTTTCACAGCCATATTGGGTGCTGAGGGACTAGACATCACTCGC
TCTAGTCCCTCAGCAATGAAGCTGTCTGTGAAAAGAAATCATAGAGGAGA
c.1250del12 TCTCCTCTATGATTTCTTTTCACAGACAGCTTCATTGCTGAGGGACTAGA
TCCCTCAGCAATGAAGCTGTTGCCCAAAAGAAATCATAGAGGAGAGACTT
c.1255del12 AAGTCTCTCCTCTATGATTTCTTTTGGGCAACAGCTTCATTGCTGAGGGA
CCTCAGCAATGAAGCTGTTGCCCAAGACTTTGCTCCATATTGCTTCTATT
c.1257del30 AATAGAAGCAATATGGAGCAAAGTCTTGGGCAACAGCTTCATTGCTGAGG
ATGAAGCTGTTGCCCAATATGGCTGATAGAGGAGAGACTTTGCTCCATAT
c.1265del12 ATATGGAGCAAAGTCTCTCCTCTATCAGCCATATTGGGCAACAGCTTCAT
TGCCCAATATGGCTGTGAAAAGAAAGACTTTGCTCCATATTGCTTCTATT
c.1275del12 AATAGAAGCAATATGGAGCAAAGTCTTTCTTTTCACAGCCATATTGGGCA
AATATGGCTGTGAAAAGAAATCATATGCTCCATATTGCTTCTATTAAGGT
c.1280del12 ACCTTAATAGAAGCAATATGGAGCATATGATTTCTTTTCACAGCCATATT
TATGGCTGTGAAAAGAAATCATAGAAAGGTAGGATGCTTACTCTGAAATA
c.1282del30 TATTTCAGAGTAAGCATCCTACCTTTCTATGATTTCTTTTCACAGCCATA
TGAAAAGAAATCATAGAGGAGAGACTGCTTCTATTAAGGTAGGATGCTTA
c.1290del12 TAAGCATCCTACCTTAATAGAAGCAGTCTCTCCTCTATGATTTCTTTTCA
1300del12 TCATAGAGGAGAGACTTTGCTCCATAAGGTAGGATGCTTACTCTGAAATA

TATTTCAGAGTAAGCATCCTACCTTATGGAGCAAAGTCTCTCCTCTATGA
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Tabla Suplementaria 9. Sitios de union del enhancer TraZ predichos por la

herramienta HSF.

HGVS Motivo Score
c.371_375 AAGAA 100,00
c.374_378 AAGAT 86,88
c412_416 AACAA 94,14
c.415_419 AAGAA 100,00
c.418_422 AAGAA 100,00
c.454 458 AAGAA 100,00
¢.504_508 AATAA 98,53
c.507_511 AAAAA 94,14
c-508_512 AAAAA 94,14
¢.509_513 AAAAA 94,14
c.512_516 AAGAT 86,88
c.530_534 AAGAC 86,88
¢.586_590 AAAAA 94,14
c.600_604 AAGAT 86,88
c.609_613 AAAAA 94,14
c.610_614 AAAAA 94,14
c.617_621 AAAAA 94,14
c.618_622 AAAAA 94,14
c.619_623 AAAAA 94,14
c.622_626 AAGAA 100,00
c.647_651 AAAAA 94,14
c.668_672 AAAAA 94,14
c.671_675 AAGAA 100,00
c.674 678 AAGAT 86,88
c.695_699 AAGAG 89,07
c.771_775 AATAG 87,60
¢.855_859 AATAG 87,60
c.874_878 AAGAG 89,07
c913.917 AAAAA 94,14
c.931_935 AAGAA 100,00
c.952_956 AATAA 98,53
c.976_980 AATAG 87,60

¢.1000_1004 AAGAG 89,07
¢.1066_1070 AATAT 85,42
¢.1135_1139 AAAAA 94,14
¢.1255_1259 AATAT 85,42
c.1269_1273 AAGAA 100,00

En negrita se marcan los motivos que muestran un mayor score y en azul se resalta la region rica en sitios
de unién para este factor regulador del splicing.
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Tabla Suplementaria 10. Primers para destruir los motivos silenciadores predichos alrededor
de los donadores cripticos del exén 4 de BARD1.

Sitios cripticos?

Primers (5’—3")2

TTAAAATGTGGTTTAACCCTCGAAGTAACAAAGTCAGATCTGTTGTGAGTAAAGC

5C2.5 GCTTTACTCACAACAGATCTGACTTTGTTACTTCGAGGGTTAAACCACATTTTAA
Rk AGATCTGTTGTGAGTCAAGCTTCAATGCAAACCCAGCCTG
5€z3 CAGGCTGGGTTTGCATTGAAGCTTGACTCACAACAGATCT
R GCTGAGCAAATTGAGTCTCCAGACACTCACAGCAGCAATGAAGCAGTTACTCCTGAGA
SC4.5 TCTCAGGAGTAACTGCTTCATTGCTGCTGTGAGTGTCTGGAGACTCAATTTGCTCAGC
Rk GTTACTCCTGACAAGGTCTGCAAAAATTATCTTACATCAAAGAAATCTTTGCCATTGGAAAATAAT
5C4.3 ATTATTTTCCAATGGCAAAGATTTCTTTGATGTAAGATAATTTTTGCAGACCTTGTCAGGAGTAAC
Rk TGGTGGTACATCATTGACGAAAAACAGTAACATGTCCGATGAATTCATTGGTCTTTCACC
5C6_5 GGTGAAAGACCAATGAATTCATCGGACATGTTACTGTTTTTCGTCAATGATGTACCACCA
R CACCTTCTACATTAACTAGTTCAAGTTAAAGGCGAGTGATGTCAAGTCCCTCAGCAATG
5631 CATTGCTGAGGGACTTGACATCACTCGCCTTTAACTTGAACTAGTTAATGTAGAAGGTG
SC6 3 2 CACCTTCTACATTAACTGGTTCAAGTTAACGGCGAATGATGTCAAGTCCCTCAGCAATG

CATTGCTGAGGGACTTGACATCATTCGCCGTTAACTTGAACCAGTTAATGTAGAAGGTG

1SC2, sitio criptico 2 (c.469_477) localizado 843 nt upstream del donador candnico del exén 4 de BARD1; SC4, sitio
criptico 4 (c.904_912) ubicado 408 nt upstream del 5’ss del ex6n largo del gen BARD1; SC6, sitio criptico 6
(c.1175_1183) el cual se sitiia 137 nt upstream del donador tradicional del exén 4 de BARDI. 2En rojo aparecen
marcados los nucle6tidos que hemos mutado respecto a la secuencia de referencia NM_000465.4.
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Tabla Suplementaria 11. Primers empleados para el clonaje del minigén mgBRIP1_ex1-2y

su estabilizacion.

Primers cloning

Secuencia (5'—3")

BRIP1_ex2_XBAI_FW

TATATATCTAGATGATTTATAAGACTAGGAAATTATT

BRIP1_ex2_ BAMHI _RV

TATATAGGATCCGTTTTTCATTAAAAGTATAGAAATT

BRIP1_ex1 FW

GGTCTGAGTCACCTGGACAACCTCAAAGGCGGAATTCGTCTCGGGTTGTG

BRIP1_ex1 _RV

AACAAAATAATTTCCTAGTCTTATAAATCACAAACATTGCATAAAGGATAAACAC

BRIP1_delex1_52pb_FW

GAGTCACCTGGACAACCTCAAAGGCAACGGCGGCCCCAGTCCTGCACACA

BRIP1_delex1_52pb_RV

TGTGTGCAGGACTGGGGCCGCCGTTGCCTTTGAGGTTGTCCAGGTGACTC




Tabla Suplementaria 12. Primers para incorporar en los exones 1 y 2 del
mgBRIP1_ex1-2 las pdel de 16 y 30 nt.

Microdelecion Primers (5’ -»3’)
TATTTGCTCTCAGAAGTCGGTTTCCAGCGTTGCTTCGGTTTCCCTCCAGA
c-88del30 TCTGGAGGGAAACCGAAGCAACGCTGGAAACCGACTTCTGAGAGCAAATA
TTTCCTTTTCTTCAGTGAATCGGAGCAGGCAAGTCGGAGGGAAGTCCACG
c-63del30 CGTGGACTTCCCTCCGACTTGCCTGCTCCGATTCACTGAAGAAAAGGAAA
TTTCCTTTTCTTCAGTGAATCGGAGGGTTTCCCTCCAGACAGGCAAGTCG
c-63dell6 CGACTTGCCTGTCTGGAGGGAAACCCTCCGATTCACTGAAGAAAAGGAAA
GTGAATCGGAGCTCAGAGCGTTGCTCAGGCAAGTCGGAGGGAAGTCCACG
c-43del16 CGTGGACTTCCCTCCGACTTGCCTGAGCAACGCTCTGAGCTCCGATTCAC
TGACATTTTCATTTCTGTTGTAGTTGTCTTCAATGTGGTCTGAATATACA
c.-28del30 TGTATATTCAGACCACATTGAAGACAACTACAACAGAAATGAARAATGTCA
©del30 AGGAATCTGAAATAAACAGGAAAGCATTGGTGGGGTGAAGATTTACTTTC
C.- e

GAAAGTAAATCTTCACCCCACCAATGCTTTCCTGTTTATTTCAGATTCCT
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Figura Suplementaria 1. Estructura y validacion funcional del minigén mgChk2_ex6
10. A) Representacion grafica del minigén mgChk2_ex6 10. Los exones estan dentro de
recuadros de color rojizo; las flechas negras sobre los exones V1 y V2 indican los primers
de RT-PCR especificos del vector. B) Validacién funcional del minigén: los productos RT-
PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa (izquierda) y electroforesis
capilar de fragmentos fluorescentes (derecha). En el electroferograma del analisis de
fragmentos fluorescentes, los picos azules se corresponden con los transcritos producidos
por el minigén, mientras que los naranjas representan el patréon de tamafio LIZ600. Por
otro lado, el eje x refleja el tamafio en pby el eje y representa las RFU.
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EcoR1

GAATTCggctacagtaagacccatgtttgtattgctgggctcagaaatggaatttggagctgacttagtgttt
ttggctgttaagcccttgacattttacactggtgaagtttcactgtgtcctctgcaaacagggacaatggaaa
ggctgttatatggaatgtctgtaaattctaatacttgaagtggacccaggagtggtaggtctcataattaaaa
acattcagacaatcactatctttgtttttccctctag

gtaagtaccaataaaaggctgatcaccttttattaacacgtcttcataacttcccaaaataatcttagattga
tgatttttaaactcaggaataaccccctgcttagatggatgaatttgtgagtatcaaagaacatggaaaattt
tggggcatctttgattaatctagaaacttttacttatagataatttggttccgcttactatttgccaagecatt
ttacaaagttattttaggtgaggtatttaagtcattgacctgggctttgatttctttgtataagtagagctgg
gtttggaactcaggcagccttgagtcaactgagtttaactgtaaatgtttttttaaatattggcaattattat
tactaataaactctgttattctgtttatcaaag
gtaagtattattatatgactcatacttagatttatctatctcaaaatatgagaagagta
taaagcctttcagtataataaagataatattggccaggtgtggtggctgatgcctgtaaccctagcactttgg
gaggccgaggtgggtgaatcacctgaggtcaggagtttgagaccagcctggccaacatggtgaaacccaaatt
tcttgcatgttctcactgaggagttggctagattctgtctgecttctcccctgattgaacttccaagectctg
aggcagggggccagatgcctgttcttggectccctgtecctctgggcagatgttctaagetettgtggttttc
ctcttgggagtttctcactactttcccttttttctccccctettcttag
gtaagtagtaaactttttaaaaatttctgtttcca
ttcaaatgctttataaagccaccaaagaatctaatgtaggcttgcctttctcatcctggggggcctcaacgta
tgtatgtagtagtggggcccacaaagtctgtgtatagggggttaatatcaacccaaaaaaccctccaatgttt
ccaaaaataggtggtatggtttccaactgggacatctgattgtgaataaaccttattagttttaaaaatgaga
gtcaaaagtgaataaaaatgtcaactgtttgcttgtcttaatgaatttgttttgttgttttattgtcttctgt
ccaagtgcgttttcccccaggaatgaaccccttgecttgectttgtgtttcag

gtaaaagaagccctcaattcttttgacagctgectttcttttagttgaattactccctgaattagg
cagaaatcgagggaccgtggattaaaactcagaagagaatctgtgtgtttgctgttctcttcttggcaaaaat
gtcctactcctttcactgagatgaaaaagctctcacttcatttccctgctttttaaagatcttctcaaacaaa
tttgtaaactttaccccaacagttttctatgattttggagaatatggttgtgtgtatcacggcttacggtttc
acccagctgtgagatgtgtgtgttggtaactttgattctacttaagtatctactgcatgaatctgagggtcat
gcctgectttctgtgtag
gtaagaaattggcattctgtatgtggctattcctgtagatt
cttgttcagaaacttttaattcctcaaataaaaagtgggagcgtaaaaaggatgagaatctgaccctttcact
gttaccaattattttagagatcaggtgatactgctcttatccaAAGCTT

HindIll

Figura Suplementaria 2. Secuencia del inserto del minigén mgChk2_ex6-10. Los
exones se indican en naranja y en mayusculas, los intrones en mindsculas y en negro y los
sitios de clonacién (EcoRI e HindIlIl) estan subrayados y en mayusculas. Estructura del
inserto (2373 pb): EcoRI - ivs5 (250 pb) - Ex6 (109 pb) - ivs6-1 (198 pb) // ivs6-2 (200
pb) - Ex7 (54 pb) - ivs7-1 (200 pb) // ivs7-2 (200 pb) - Ex8 (62 pb) - ivs8-1 (200 pb) //
ivs8- 2 (180 pb) - Ex9 (100 pb) -ivs9-1 (176 pb) // ivs9-2 (200 pb) - Ex10 (87 pb) - ivs10-
1 (157 pb)- HindlII (los intrones acortados se indican con una doble barra //).
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Figura Suplementaria 3. Analisis de fragmentos fluorescentes de las variantes no
espliceogénicas de los exones A) 8 y B) 10 de CHEKZ2. L.os productos marcados con FAM
(picos azules) se analizaron con LIZ600 (picos naranjas) como estandar de tamafio. El eje
x indica el tamafio en pb (electroferograma superior) y el eje y representa las RFU.

169




A)
c.883G>A

20

-77,07

15

A
M

mmm‘l‘rAAAAPCTI‘I‘I‘I‘I‘GATG}AAAAGAﬁA‘ITATA G G

Hexplorer score

c.884A>T

-137,08
z ||||‘ ‘ll || v

mmmﬁmmﬁ&ﬁAﬁATA G G

Hexplorer score

c.1080G>T

25

20

| il e

Hexplorer score
o

-20
TCATGAAAA TATTAT,

-25

170

e |
-5
-10

c.883G>T

: ""'|mm|'|||\ “'hnﬂllﬂ\ﬂ\l"

""" MATTATATIGTTTIC
OMCMMPGAWAAAAPCTFFH'IGAWTAAGAWAHATATIGTFFIG

Scores de sitios de splicing

== HBS de secuencia alternativa
HBS de secuencia referencia

== MES de secuencia alternativa

=== MES de secuencia referencia

Secuencia
[ referencia
Il alternativa

17,55

J m“ "II“’

""III

TCATGAAAACGGTATTATACACCGTGAC TTAAA(XICAGAGAATGT TT TAC TGTCATC TCAAGAAGATGAC TGTCTTA



B)
Exon 8 WT

Score7
10
9
8 ETR-3
7 ETR-3
3 amés Samég
§S
C 4
03
R2 1
El
CCUUGCAUCAUCAAGRUUARARACUUUUUUGAUGCAGARAGAUTAUTUAUAUUGUUUUGGAA!
110 120 130
-1
-2
-3
-4
-5
-6
-7
-2
-9
=10

Samé2 hnRNP C1
SLM-2  hnRNP C2

c.883G>T

10
9
8 ETR 3
é
SS
c4
03
R 2 1
EY
CCUUGCAUCAUCARGRUUARARACUUUUUUGAUGCAUARGAUTAUUAUAUUGUUUUGGARTUT
110 120 130 140 150 160
-1
-2
-3 1 SIM-2 KSRP
-4 Samég
-5
-6 HuR
-7
-
B * Score-2

Samég hnRNP C1
SLM-2  hnRNP C2

P R N R R R =3

"mwoamn

UA CCUUCAUGAARACGG"‘ UUAUACACCGUGACUUARAGCCAGAGARUGUUUUACUGUCAUCUCAAGA

Exon10 WT T R

-1
-2 2R

-3 XSRP
-4
-5
-6

=7 SL¥-2

-8

-9

Nova-1

¥8-1
amé8 I

R W E oy -3 0 D O

mwoamn

hnRNE E2

c.883G>A

Samé8  Samée

CCUUGCAUCAUCAAGAUUARARACUUUUUUGAUGCARAAGAUUAUUAUAUUGUUUUGGARUT
110 120 130 140 150 160

Samé8 hnRNP
SLM-2  hnRNP CZ

c.884A>T

CCUUGCAUCAUCAAGAUUARRRACUUUUUUGAUGCAGUAGAUUAUUAUAUUGUUUUGGARUT
110 120 130 140 150 160

Samée hnRNP C1

SLM-2  hnRNP C2
ETR-3
3
68§
0

¥~ Score10

Score5

ARGAGGACUGUCUUAUARAG

150 160

RNP K1

Samég

hnRNP H2 SLM-2

Score-2

TR AT
c.1080G>T Ty gy e e R TR

-2 ZRA
-3 KSRP

-7 SLM-2

-1

hnRNP H2

Inwlrs)

Fox-1 Samés
Fox-2 SLM-2

Score-5

171



C)
Exon 8 WT
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| Score4,35 ./
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Figura Suplementaria 4. Analisis bioinformatico de las variantes espliceogénicas de
los exones 8 y 10 de CHEKZ2. Analisis empleando las herramientas bioinformaticas A)
HEXplorer, B) SpliceAid y C) ESEFinder de las variantes exdnicas altamente
espliceogénicas, c.883G>A, c.883G>T, c.884A>T y c.1080G>T, asi como de las secuencias
WT de los exones 8 y 10 de CHEKZ. En el caso de SpliceAid y ESEFinder,; se indican las
puntuaciones de las proteinas de unién al ARN que se ven alteradas en presencia de las

distintas mutaciones.
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Figura Suplementaria 5. Reproducibilidad de los resultados de splicing del minigén
mgChk2_ex6-10. Electroforesis en gel de agarosa (1,0%) de los resultados de splicing de
cuatro variantes ubicadas en los exones 8 (c.883G>T y ¢.884G>T) y 10 (c.1075G>T y
c.1080G>T) de CHEKZ testadas en células HeLa y MCF-7.
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SP|096017|CHK2_HUMAN
Sequence Ruler

TRIF6ST42|F6ST42_MACMU
TR|F6RSE4|F6RSE4_BOVIN
TR|G3STB3|G3STB3_LOXAF
TR|F7FWX1|F7FWX1_ORNAN
SP|Q9Z265|CHK2_MOUSE
TRIAOATDSPAM1|AOATDSPAM1_CHICK
TR|K7GD99|K7GD99_PELSI
TR|F7CV84|F7CV84_XENTR
TR|BOV1J5|BOV1J5_DANRE
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A(E10)

KD
ITDFGHSK | LGETSLMRT LCGTPTYLAPEVLVSVGTAGYNRAVDCWSLG
T
370 380 390 400 410

SP|096017|CHK2_HUMAN IHRDLKPENVLLSSQEEDCL |
Sequence Ruler

350 360
TR|F6ST42|F6ST42_MACMU IHRDLKPENVLLSSQEEDCLIKITDFGHSKILGETSLMRTLCGTPTYLAPEVLVSVGTAGYNRAVDCWSLG
TR|F6RSE4|F6RSE4_BOVIN IHRDLKPENVLLSSPKEDCLIKITDFGQSKILGETSLMRTLCGTPTYLAPEVLNSFGTAGYNRAVDCWSLG
TR|G3STB3|G3STB3_LOXAF IHRDLKPENVLLSSQKEDCLIKIITDFGQSKILGETSLMRTLCGTPTYLAPEVLVSFGTAGYNRAVDCWSLG
TRIF7FWX1|F7FWX1_ORNAN IHRDLKPENVLLSSHEENCLIKITDFGQSKILGETSLMRTLCGTPTYLAPEVLNSFGTAGYKSSVDCWSLG
SP|Q9Z265|CHK2_MOUSE IHRDLKPENVLLSSQEEDCLIKITDFGQSKILGETSLMRTLCGTPTYLAPEVLVSNGTAGYSRAVDCWSLG
TR|AOATDSPAM1|AOATDSPAM1_CHICK IHRDLKPENVLLSSSEETCLIKITDFGQSKILGETSLMKTLCGTPTYLAPEVLNSFGTAGYSRAVDCWSLG
TR|K7GD99|K7GD99_PELSI IHRDLKPENVLLSSAEETCLIKITDFGQSKILGESSLMRTLCGTPTYLAPEVLNSLGTAGYSRAVDCWSLG
TR|F7CV84|F7CV84_XENTR IHRDLKPENVLLSSSNEECCIKIITDFGQSKILGETSLMRTLCGTPTYLAPEVLNTAGTTGYSRAVDYWSLG
TR|BOV1J5[BOV1J5_DANRE IHRDLKPENVLLASHDDICLIKIITDFNQSKILEESSLMKTLCGTPTYVAPEVFTHASTVGYTKAVDYWSLG
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SP|096017|CHK2_HUMAN VILFICLSGYPPFSER - - RV LKDaI TSNP E VWA EV S KA LD VKK VVOPRARITTEER
; ; ; ; : :

SequenceRuler 420 430 40 450 460 470

TRIF6ST42[F6ST42_MACMU VILFICLSGYPPFSEH----- RTQVSLKDQITSGKYNFIPEVWAEVSEKALDLVKKLLVVDPKARFTTEEA
TRIF6RSE4|FGRSEA_BOVIN VILFICLSGYPPFSEH----- KTQVSLKDQITSGKYNF IPEVWAEVSEKALDLVKKLL IVDPKARFTTEEA
TRIG3STB3|G3STB3_LOXAF VILFICLSGYPPFSEH----- KTQVSLKDQITSGKYNF IPEVWAEVSEKALDLVKKLLVVDPKERFTTEDA
TRIFZFWX1|F7FWX1_ORNAN VILFVCLGGYPPFAEPS IAKHKTQVPLKDQITSGTLNF I PKAWAHVSEMAVDLVKKLLVVDPNERLTTEKA
SP|Q9Z265|CHK2_MOUSE VILFICLSGYPPFSEH----- KTQVSLKDQITSGKYNF IPEVWTDVSEEALDLVKKLLVVDPKARLTTEEA
TRIAOATDSPAM1IAOATDSPAM1_CHICK VILFVCLCGYPPENEQ- - - - - NTQLSLKDQITRGEYTFISKEWKHVSNMALDLVKKLLVVDPSKRFT IEEA
TRIK7GD9IKTGDI9_PELS| VILFICLCGYPPFNEQ- - - - - NTQLSLKDQITRGEYTF IPREWIHVSDMGT FAL - = = - = == == = =~ = = - - -
TRIF7CVB4IF7CVB4_XENTR VILFVCLSGYPPFSEQ----- NSKIPLKNQIAEGKYTYIPAAWDAVSEQALDLVKKLLVVDPEQRLTTKQA
TRIBOV1J5[BOV1J5_DANRE VLLFICLGGYPPFENTE-- - - - CTTMSVREQI INGEYRFIPSQWKNVSNEAKDLVKKLLVVDPQKRLSVEEA
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KD
$P|096017|CHK2_HUMAN R PWL QD EDMKRKFQDLLSEENESTALPQUL - AMR EGEAEGAETTKRPAVCAAVL
Sequence Rl 49 500 510 520 530 540
TRIF6ST42[F65T42_MACMU LRHPWLQDEDMKRKFQDLLSEENESTALP - - - - - QPSTSRKRPH-EGEAEGAETTKRLAVCAAVL
TRIF6RSE4|F6RSEA_BOVIN LRHPWLQDEDMKRKFNNLLSEEDKLMAVTQVP-AQPSTSRKRLL -EGEAESADPTKRLAVCAAVS
TRIG3STB3(G3STB3_LOXAF LRHPWLQDEDMKRKFEDLLLEENKSTPVPQVP-TQPSTSRKRPL-EGEVEDTDTPKRLAVCAAVS
TRIFTFWXI[F7FWXT_ORNAN LEHPWLQDESMKNTFERLLMQQKES IALPQHP - 1QPSTSRKRAW-EEEEEQPGTSKCSVPCASFQ
$P|Q9Z265|CHK2_MOUSE LNHPWLQDEYMKKKFQDLLVQEKNSVTLPVAP-AQTS-SQKRPL-ELEVEGMPSTKRLSVCGAVL
TRIAOATDSPAM1AOATDSPAM1_CHICK LEHPWLQDEDMKNT FQQLLAQTSATMNPPQTS -KMPVATRKRLH-ENEDES - VSSKRDVPSTSLQ
TRIKTGDSGIRTGDIOPELST ~  vomimm cre i o o v s o v S S T S 415 S S S i S S 1
TRIF7CV84|F7CV84_XENTR LEHPWLQDDDMKHTAERLMYGVDHTMPPP I PFYLQINTSRKRGH - EWDQDASTSAFSEILPT - - -
TRIBOV1J5|BOV1J5_DANRE LEHPWLKDDRMRQNANQLMNPGAANQP - - - - - - MRPEATRKRKAQEGEGEP -ASKRKPGP - - - - -

|
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Figura Suplementaria 6. Conservacion de la secuencia proteica de CHK2 en
vertebrados. Conservacion de los aminodcidos ubicados en la regién delecionada por el
transcrito in-frame A(E10). Dicha regién esta marcada con rayas y flechas azules, y los
dominios funcionales clave de CHK2 basados en los datos publicados por Stolarova y
colaboradores en el afio 2020 se indican como sigue: el dominio SCD se muestra en un
recuadro marron, el dominio FHA se indica en un recuadro morado, el dominio KD se
indica en un recuadro fucsia y la sefial NLS se muestra en un recuadro gris. Las secuencias
proteicas se alinearon con la herramienta Align de la base de datos Uniprot
(https://www.uniprot.org/align/). El archivo de alineacion se visualiz6 con MegAlign Pro
version 15.0.0 del software Lasergene de DNASTAR. Se resaltan los residuos conservados
(aminoacidos no polares en naranja, aminodacidos polares en verde, aminoacidos basicos
polares en azul y aminoacidos acidos polares en rojo), y la intensidad del color de las
barras verdes indica el grado de conservacidn de cada aminoacido. Organismos: humano
(Homo sapiens); macaco Rhesus (Macaca mulatta: MACMU); elefante africano (Loxodonta
africana: LOXAF); vaca (Bos taurus: BOVIN); ornitorrinco (Ornithorhynchus anatinus:
ORNAN); ratén (Mus musculus: MOUSE); gallina (Gallus gallus: CHICK); tortuga china de
caparazon blando (Pelodiscus sinensis: PELSI); rana africana (Xenopus tropicalis: XENTR);
pez cebra (Danio rerio: DANRE).
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https://www.uniprot.org/align/

Trancritos PTC_NMD

A(ES8) p.(Pro283Aspfs*g)
A(E8)A(E10) p.(Pro283Aspfs*8)

PTC upstream de p.Leud98

PVS1_ Muy fuerte(ARN)

Trancritos in-frame

A(E10) p.(Tyr337_Lys365del)

Ubicado en el dominio quinasa(p.212_501)

PVS1_Fuerte(ARN)

PTC con fugas

PTC upstream de p.Leu498

4+

r.883G>U p.(Glu295*)
Transcritos canénicos 1.1075G>U p.(Glu359%)
producidos por variantes 1.1078G>U p.(Glu360%) PVS1_Muy fuerte(ARN)

SRR R

La variante mi.

r.883G>A p.(Glu295Lys)

r.884A>C p.(Glu295Ala)

1.884A>G p.(Glu295Gly)

1r.884A>U p.(Glu295Val)

r.886G>C p.(Asp296His)

1r.886G>U p.(Asp296Tyr)

r.887A>U p.(Asp296Val)
r.1086U>G p.(Cys362Trp)

no cumple los itos para PS3/BS3, ni para
PP3/BP4

-

PVS1(ARN) no aplicable ninguna fortaleza
BP7(ARN) no aplicable ninguna fortaleza

Transcritos canénicos producidos
por variantes missense con fugas I

1.885A>U p.(Glu295Asp)
1.886G>A p.(Asp296Asn)
1.890A>U p.(Tyr297Phe)
r.1073A>U p.(GIn358Leu)
r.1075G>A p.(Glu359Lys)
1.1075G>C p.(Glu359Gln)
r.1076A>C p.(Glu359Ala)
1.1076A>U p.(Glu359Val)
1.1077A>C p.(Glu359Asp)
1.1077A>U p.(Glu359Asp)
r.1078G>A p.(Glu360Lys)
r.1078G>C p.(Glu360Gln)
1.1079A>G p.(Glu360Gly)
r.1079A>U p.(Glu360Val)
r.1080G>U p.(Glu360Asp)
1.1081G>A p.(Asp361Asn)
r.1081G>U p.(Asp361Tyr)
r.1082A>G p.(Asp361Gly)
r.1082A>U p.(Asp361Val)
r.1083C>A p.(Asp361Glu)
r.1083C>G p.(Asp361Glu)

La variante missense cumple los requisitos para BP4

-

BP7_Leve(ARN)

-

1.883G>C p.(Glu295G1n)
1.887A>G p.(Asp296Gly)
r.1076A>G p.(Glu339Gly)
r.1081G>C p.(Asp361His)

La variante missense cumple los requisitos para BS3 (ensayo basado en

ADN¢)

-

BP7_Fuerte(ARN)

Transcritos canénicos producidos

r.885A>G p.(Glu295-)
r.1083C>U p.(Asp361=)

El transcrito codificala proteina WT'

BP7_Fuerte(ARN)

Transcritos no
caracterizados”

por variantes sinénimas con

306nt, 321nt, 360nt, 572nt, 580nt, 596nt

-

PVS1(ARN) no aplicable ninguna fortaleza
BP7(ARN) no aplicable ninguna fortaleza

fugas

Figura Suplementaria 7A. Fortalezas de cdédigo patogénico/benigno aplicables a
transcritos individuales del gen CHEK2. Hemos adaptado el razonamiento del arbol de
decision PVS1 propuesto por el ClinGen SVI [235] con el propdsito especifico de
determinar la fortaleza de las evidencias patogénicas o benignas aportadas por los 41
transcritos del mgChk2_ex6-10 tnicos (incluyendo transcritos candnicos portadores de
variantes PTC, missense o sinébnimas, como los observados en variantes espliceogénicas
con fugas, resaltadas en oscuro). # En aras de la exhaustividad, hemos afiadido al diagrama
de flujo los 6 transcritos mgChk2_ex6-10 no caracterizados, asumiendo que los transcritos
mgChk2_ex6-10 no caracterizados de idéntico tamafio son realmente idénticos (en
cualquier caso, no afecta al proceso de clasificacién, como se muestra en la Figura
suplementaria 7B).
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Deconvolucion de las lecturas de los 38 minigenes mgChk2_ex6-10 mutantes en transcritos individuales (N= 47)

\ 4 \ 4

Adaptacion de las reglas genéricas ACMG-AMP a CHEK? aplicadas a los 41 transcritos caracterizados
generados por los mgChk2_ex6-10 mutantes
Ver Figura Suplementaria 74

\ 4 \ 4 \ 4 \ 4

6 transcritos no caracterizados
Ver Figura Suplementaria 74

Patogénico Benigno
(Fortaleza variable) (Fortaleza variable) No apoyan la No apoyan la
‘ ‘ ‘ ‘ patogenicidad ni la patogenicidad ni la
benignidad benignidad
Muy fuerte Fuerte Leve Fuerte (N=8) (N=6)
(N=5) (N=1) (N=21) (N=6)

Asignacion de una fortaleza de cédigo PVS1 (ARN)/BP7 (ARN) global a las lecturas mgChk2 (reglas ad-
hoc)

Los transcritos en favor de la patogenicidad contribuyen >90% de la expresion global — PVS1_fortaleza variable(ARN) (si distintos transcritos
exhiben distintos codigos patogénicos, favorecer una instancia conservadora)

Los transcritos en favor de la benignidad contribuyen >90% de la expresion global— BP7_fortaleza variable(ARN) (si diferentes transcritos
exhiben diferentes codigos benignos, favorecer una instancia conservadora)

Ni los transcritos en favor de la patogenicidad o la benignidad contribuyen >90% de la expresion global — PVS1/BP7(ARN) N/A

La Tabla Suplementaria Excel 1 muestra el analisis de las 38 variantes espliceogénicas investigadas

Figura Suplementaria 7B. Arbol de decision propuesto, asignando un cédigo
PVS1_0/BP7_0 alas lecturas de los minigenes mutantes de CHEKZ. L.a mayoria de las
variantes genéticas de CHEKZ? analizadas en este estudio producen dos transcritos
aberrantes, y/o un componente mgFL residual sustancial (variantes leaky). Para abordar
esta cuestion, proponemos el siguiente enfoque: (i) deconvolucion de la sefial de lectura
en componentes individuales (transcritos), (ii) asignaciéon de una intensidad de cédigo
patogénica o benigna a cada transcrito individual (de acuerdo con las directrices ACMG-
AMP, véase la Figura Suplementaria 7A para mas detalles), y (iii) aplicacion de reglas
combinatorias ad hoc (teniendo en cuenta la contribucion relativa de las intensidades de
codigo patogénicas y benignas a la expresidon global) para producir una intensidad de
cédigo PVS1_0/BP7_0 global. Obsérvese que los transcritos no caracterizados
(detectados en 9 variantes) se han incorporado al esquema como transcritos que no
apoyan ni la patogenicidad ni la benignidad. Estos transcritos no caracterizados
representan <5% de la sefial de lectura global en todos los casos. Sin embargo, en el caso
hipotético de que las variantes produjeran transcritos no caracterizados que representen
>10% de la sefial de lectura global, el arbol de decisiéon propuesto terminaria anotando las
lecturas de dichos minigenes como PVS1/BP7(ARN) N/A, incluso si el 100% de la sefial
caracterizada da su apoyo a la patogenicidad (o benignidad).
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A)

Sadl
CCGCGGcaggctaagtaaagtctcttcatagcaaattacatgagcaaccttagatttgatgtatgtattttac
tctttaaaacagtattcaacaaggatattacaattgaccattgtatgttagaataacctctgctccatttatt
tctgttcaaactgtttagtttttggaattaaattctgctgaatgggttgetttttttttttttttaattattt
taaagTAATTGTGTAAGTGACTGCATTGGAACTGGATGTCCAGTGTGTTACACCCCGGCCTGGATACAAGACT
TGAAGATAAATAGACAACTGGACAGCATGATTCAACTTTGTAGTAAGCTTCGAAATTTGCTACATGACAATGA
GCTGTCAGgtaagaactatccctatctctcttagttaaattcatcagttaaaaactgatgaattcatattcat
aaagtatataaaacatctatctggagttctggaatacgtatttcagattttaaaatctgtaggtttttttttt
tttttttaaatagccattgagtctctctatgttgtccaagccggacttgaactcctgcactcaagggattccc
cccacctcagcectccctggtacatgcatgtgacacacccggtggttttttggaagatca)

e

Ex3

antH]
GGATCCatttggaatataagtttcatgttttgttctctgctatatcttcagtctctaggatatggcacaaagt
cggattcagtaagtattgaatgagtgaatatctgctatcaaagagttcacactctaggagctgagaaagaagt
acataattaaaagatgatacactttaggggaactgtaaacaaaattcttcgggagctccatgtgggagcaata
aatttcatgtaacagatttctttttctttttttctgtcagATTTGAAAGAAGATAAACCTAGGAAAAGTTTGT
TTAATGATGCAGGAAACAAGAAGAATTCAATTAAAATGTGGTTTAGCCCTCGAAGTAAGAAAGTCAGATATGT
TGTGAGTAAAGCTTCAGTGCAAACCCAGCCTGCAATAAAAAAAGATGCAAGTGCTCAGCAAGACTCATATGAA
TTTGTTTCCCCAAGTCCTCCTGCAGATGTTTCTGAGAGGGCTAAAAAGGCTTCTGCAAGATCTGGAAAAAAGC
AAAAAAAGAAAACTTTAGCTGAAATCAACCAAAAATGGAATTTAGAGGCAGAAAAAGAAGATGGTGAATTTGA
CTCCAAAGAGGAATCTAAGCAAAAGCTGGTATCCTTCTGTAGCCAACCATCTGTTATCTCCAGTCCTCAGATA
AATGGTGAAATAGACTTACTAGCAAGTGGCTCCTTGACAGAATCTGAATGTTTTGGAAGTTTAACTGAAGTCT
CTTTACCATTGGCTGAGCAAATAGAGTCTCCAGACACTAAGAGCAGGAATGAAGTAGTGACTCCTGAGAAGGT
CTGCAAAAATTATCTTACATCTAAGAAATCTTTGCCATTAGAAAATAATGGAAAACGTGGCCATCACAATAGA
CTTTCCAGTCCCATTTCTAAGAGATGTAGAACCAGCATTCTGAGCACCAGTGGAGATTTTGTTAAGCAAACCG
TGCCCTCAGAAAATATACCATTGCCTGAATGTTCTTCACCACCTTCATGCAAACGTAAAGTTGGTGGTACATC
AGGGAGGAAAAACAGTAACATGTCCGATGAATTCATTAGTCTTTCACCAGGTACACCACCTTCTACATTAAGT
AGTTCAAGTTACAGGCGAGTGATGTCTAGTCCCTCAGCAATGAAGCTGTTGCCCAATATGGCTGTGAAAAGAA
ATCATAGAGGAGAGACTTTGCTCCATATTGCTTCTATTAAGgtaggatgcttactctgaaataccatctcaga
atgaggccaactataaagcaatttctttgcagtttttgaaaaatggcataggattactaggataattaacctt
tcacagacatgatacttcctctgaaccagagaagccagattcatagggagagcatctctacttcagttggagce
agtggcccctgagtctgggcgcatgatcttgtaggagaaaaccaatatttgaatatttcggettttattttge

Ex4

caagtgcttttgcttttgtctattttaccttcagtttttatcattttgtGGTACC
Kpnl
—

(taataatttattaactcatgaacagtagccttaagagaaaacgatttaagttttactttatattgaagaaggc
agcatttaaaaaagctcaatattttcctttctttccttaatgctttttaatttccgttttgttcatttttcta
gGGCGACATACCTTCTGTTGAATACCTTTTACAAAATGGAAGTGATCCAAATGTTAAAGACCATGCTGGATGG
ACACCATTGgtagttgtctggtttttattctcattctttctgtgttttacagttcttatagtttatagttatg
tagttgtctatatatcatcctctgccacatatactctttttagtctgaagaacttatgttttcatcaagtatg
agaacatgattactttccttctagcttttcatttgtgacaggcaagaaattggttaccttttg

Ex5
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B)

Sadl
CCGCGGcaggctaagtaaagtctcttcatagcaaattacatgagcaaccttagatttgatgtatgtattttac
tctttaaaacagtattcaacaaggatattacaattgaccattgtatgttagaataacctctgctccatttatt
tctgttcaaactgtttagtttttggaattaaattctgctgaatgggttgetttttttttttttttaattattt
taaagTAATTGTGTAAGTGACTGCATTGGAACTGGATGTCCAGTGTGTTACACCCCGGCCTGGATACAAGACT
TGAAGATAAATAGACAACTGGACAGCATGATTCAACTTTGTAGTAAGCTTCGAAATTTGCTACATGACAATGA Ex3
GCTGTCAGgtaagaactatccctatctctcttagttaaattcatcagttaaaaactgatgaattcatattcat
aaagtatataaaacatctatctggagttctggaatacgtatttcagattttaaaatcatctgctatcaaagag
ttcacactctaggagctgagaaagaagtacataattaaaagatgatacactttaggggaactgtaaacaaaat
tcttcgggagctccatgtgggagcaataaatttcatgtaacagatttctttttectttttttctgtcagATTTG
AAAGAAGATAAACCTAGGAAAAGTTTGTTTAATGATGCAGGAAACAAGAAGAATTCAATTAAAATGTGGTTTA
GCCCTCGAAGTAAGAAAGTCAGATATGTTGTGAGTAAAGCTTCAGTGCAAACCCAGCCTGCAATAAAAAAAGA
TGCAAGTGCTCAGCAAGACTCATATGAATTTGTTTCCCCAAGTCCTCCTGCAGATGTTTCTGAGAGGGCTAAA
AAGGCTTCTGCAAGATCTGGAAAAAAGCAAAAAAAGAAAACTTTAGCTGAAATCAACCAAAAATGGAATTTAG
AGGCAGAAAAAGAAGATGGTGAATTTGACTCCAAAGAGGAATCTAAGCAAAAGCTGGTATCCTTCTGTAGCCA
ACCATCTGTTATCTCCAGTCCTCAGATAAATGGTGAAATAGACTTACTAGCAAGTGGCTCCTTGACAGAATCT
GAATGTTTTGGAAGTTTAACTGAAGTCTCTTTACCATTGGCTGAGCAAATAGAGTCTCCAGACACTAAGAGCA Ex4
GGAATGAAGTAGTGACTCCTGAGAAGGTCTGCAAAAATTATCTTACATCTAAGAAATCTTTGCCATTAGAAAA X
TAATGGAAAACGTGGCCATCACAATAGACTTTCCAGTCCCATTTCTAAGAGATGTAGAACCAGCATTCTGAGC
ACCAGTGGAGATTTTGTTAAGCAAACCGTGCCCTCAGAAAATATACCATTGCCTGAATGTTCTTCACCACCTT
CATGCAAACGTAAAGTTGGTGGTACATCAGGGAGGAAAAACAGTAACATGTCCGATGAATTCATTAGTCTTTC
ACCAGGTACACCACCTTCTACATTAAGTAGTTCAAGTTACAGGCGAGTGATGTCTAGTCCCTCAGCAATGAAG
CTGTTGCCCAATATGGCTGTGAAAAGAAATCATAGAGGAGAGACTTTGCTCCATATTGCTTCTATTAAGgtag
gatgcttactctgaaataccatctcagaatgaggccaactataaagcaatttctttgcagtttttgaaaaatg
gcataggattactaggataattaacctttcacagacatgatacttcctctgaaccagagaagccagattcata
gggagagcatctctacttcagttggagcagtggcccctgagtctgggcgcatgatcttgtaggagaaaaccaa
tatttgaatatttcggcttttattttgccaagtgcttttgcttttgtctattttaccttcagtttttatcatt
ttgttaataatttattaactcatgaacagtagccttaagagaaaacgatttaagttttactttatattgaaga
aggcagcatttaaaaaagctcaatattttcctttctttccttaatgetttttaatttccgttttgtteatttt
TctagGGCGACATACCTTCTGTTGAATACCTTTTACAAAATGGAAGTGATCCAAATGTTAAAGACCATGCTGG Ex5
ATGGACACCATTGgtagttgtctggtttttattctcattctttctgtgttttacagttcttatagtttatagt
tatgtagttgtctatatatcatcctctgccacatatactctttttagtctgaagaacttatgttttcatcaag
tatgagaacatgattactttccttctagcettttcatttgtgacaggcaagaaattggttaccttttgGGTACC

Kpnl

Figura Suplementaria 8. Secuencia de los insertos empleados para construir los
distintos minigenes de BARD1. Los exones se indican en morado y en mayusculas, los
intrones en minusculas y en negro y los sitios de clonaciéon (BamHI, Kpnl, Sacll) estan
subrayados y en mayusculas.

A) Los recuadros de distintos colores engloban los insertos necesarios para
confeccionar los distintos minigenes iniciales de BARD1: azul-» mgBARD1_ex4, verde—
mgBARD1_ex4-5 y amarillo - mgBARD1_ex3-5.

» Estructura del inserto incorporado en el mgBARD1_ex4 (1503 pb): BamHI - ivs3
(253 pb) - Ex4 (950 pb) - ivs4 (300 pb)- Kpnl

= Estructura del inserto que configura el mgBARD1_ex4-5 (1931 pb): BamHI - ivs3
(253 pb) - Ex4 (950 pb) - ivs4.1 (300 pb)//ivs4.2 (147 pb) - Ex5 (81 pb) -
ivs5.1(200 pb) - Kpnl (los intrones acortados se indican con una doble barra //)

= Estructura del inserto que configura el mgBARD1_ex3-5 (2574 pb): Sacll - ivs2
(218 pb) - Ex3 (149 pb) - ivs3.1 (270 pb) - BamHI - ivs3.2 (253 pb) - Ex4 (950 pb)
- ivs4.1 (300 pb)//ivs4.2 (147 pb) - Ex5 (81 pb) - ivs5.1(200 pb) - Kpnl (los
intrones acortados se indican con una doble barra //)

B) Estructura del inserto que conforma el mgBARD1_ex3-5 final estable (2324 pb): Sacll

-ivs2 (218 pb) - Ex3 (149 pb) —-ivs3.1 (122 pb)//ivs3.2 (157 pb) - Ex4 (950 pb) - ivs4.1

(300 pb)//ivs4.2 (147 pb) - Ex5 (81 pb) —ivs5.1(200 pb) - Kpnl (los intrones acortados

se indican con una doble barra //)
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Figura Suplementaria 9. Estructura y validacion funcional de los minigenes
intermediarios de BARD1. Representacion grafica de los minigenes intermediarios de
BARD1 A) mgBARD1_ex4, B) mgBARD1_ex4-5 y C) mgBARD1_ex3-5. Los exones estan
dentro de recuadros de color rojizo; las flechas negras sobre los exones V1 y V2 indican
los primers de RT-PCR especificos del vector. En A) y B) debajo de la representacion grafica
aparece la validacion funcional de los minigenes: los productos RT-PCR se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa (izquierda) y electroforesis capilar de
fragmentos fluorescentes (derecha). En el electroferograma del andlisis de fragmentos
fluorescentes, los picos azules se corresponden con los transcritos producidos por el
minigén, mientras que los naranjas representan el patron de tamafio LIZ1200. El eje x
refleja el tamafio en pb y el eje y representa las RFU. En C) solo se visualizaron los
transcritos generados por el minigén mgBARD1_ex3-5 por electroforesis en gel de agarosa
(derecha de la representacion grafica).
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A)

B)

Figura Suplementaria 10. Electroforesis en gel de agarosa de los transcritos
generados por las pdel incorporadas en mgBARD1_ex3-5. A) Resultados de las diez
udel de 30 nt incorporadas en las regiones exonicas proximas a los sitos 5’ss y 3’ss y de
una microdeleciéon de mayor tamaifio, c.581del104del, que elimina una regién rica en
motivos putativos de unién del enhancer Tra2f (para mdas informaciéon ver la Tabla
Suplementaria 9). B) Resultados de las nueve pdel de 12 nt ubicadas en las regiones de
30 nt que al ser delecionadas alteraban el proceso de splicing.
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TTTAGCCCTCGAAGTAAGAAAGTCAGATATGTTGTGAGTAAAGCTTCAGTGCAA,
!

i 1 1 i I l i I 1 1
T v T ¥ T ' T v T v T

AAATCGGGAGCTTCATTCTTTCAGTCTATACAACACTCATTTCGAAGTCACGTT
) -

hnRNP A1 Donador criptico 1 Donador criptico 2 hnRNP A1
(—] [ ] [ ]
hnRNP A1 hnRNP A1 hnRNP A1
MES = 6,42 MES = 6,59

B)

AATAGAGTCTCCAGACACTAAGAGCAGGAATGAAGTAGTGACTCCTGAGAAGGTCTGCAAAAATTATCTTACATCTAAGAAATCTTTGCCATTAGAAAAT
} + } + t + } } } t } + } + }
TTATCTCAGAGGTCTGTGATTCTCGTCCTTACTTCATCACTGAGGACTCTTCCAGACGTTTTTAATAGAATGTAGATTCTTTAGAAACGGTAATCTTTTA

===
hnRNP A1 hnRNP A1 | hnRNP A1 Donador criptico 4 hnRNP A1 hnRNP A1
hnRNP A1
hnRNP A1 hnRNP A1
1 MES=5,38
hnRNP A1
hnRNP A1
C) MES = 3,70

ATCAGGGAGGAAAAACAGTAACATGTCCGATGAATTCATTAGTCTTTCAC GTACACCACCTTCTACATTAAGTAGTTCAAGTTACAGGCGAGTGATGTCTAGTCCCT
4 1 4 1 4 1 4 1 4 [ Al Il " Il n Il " Il " Il " Il
T T T t T t T t T+ t 1 t 1 t 1 t T t T t T
TAGTCCCTCCTTTTTGTCATTGTACAGGCTACTTAAGTAATCAGAAAGTGG[TCICATGTGGTGGAAGATGTAATTCATCAAGTTCAATGTCCGCTCACTACAGATCAGGGA

[ M ] [ ]
hnRNP A1 hnRNP A1 Donador criptico 6 hnRNP A1 hnRNP A1 hnRNP A1 hnRNP A1

[ | [ ]
hnRNP A1 hnRNP A1 hnRNP A1 hnRNP A1

MES = 7,29

Figura Suplementaria 11. Representacion de los donadores cripticos del ex6n 4 de
BARD1 y los sitios hnRNPA1 predichos que los rodean. En esta imagen vemos los sitios
5’ss cripticos A) 1, 2, B) 4 y C) 6 ubicados 863 (c.449_457), 843 (c.469_477), 408
(c.904.912)y 137 (c.1175_1183) pb upstream del donador candnico del exén 4, junto con
su puntuacién MES y los motivos de union para el factor de splicing hnRNPA1 identificados
empleando la herramienta HSF. Estos motivos aparecen en cajas de distintos colores,
desde un amarillo claro hasta un naranja fuerte, los cuales concuerdan con su fortaleza
(amarillo claro + débil; naranja oscuro + fuerte). Adicionalmente, en el apartado C)
remarcamos el sitio aceptor empleado por la maquinaria de splicing cuando se destruyen
los silenciadores proximos al donador criptico 6.
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A)

Xbal
TCTAGAtgatttataagactaggaaattattttgtttccatttgttttgtttatacttttattaattccagtt
tctgtttccagatttctcccttagttttggttctctggttttctttgtaaggcgtgtctcaatatttgacatt
ttcatttctgttgtagTTAGGAATCTGAAATAAACAGGAAAGCACTATGTCTTCAATGTGGTCTGAATATACA EXZ
ATTGGTGGGGTGAAGATTTACTTTCCTTATAAAGCTTACCCGTCACAGCTTGCTATGATGAATTCTgtaagta
tttttcagcagttaagtttttattaagatatagatacttatgacccataaagtacattgagtatttgactgca
ttcatattctcagtaaatggagaatattttctgggttcacttggaagaatatctaacctctgggaaactactg
attgcagctaaactgtatatatctgtggttaaggcaaagaagaacattctgaaaaatgttctcagctcatttg
gaatttctatacttttaatgaaaaacGGATCC

B) BamHI

GGAATTCGTCTCGGGTTGTGTGGTTGAGGGGTCTGGTGGGTCGAGGAAAGGTAACGGCGGCCCCAGTCCTGCA
CACAAGGCCGGGGAAGTAGCAGCACCCCCAGGAAGAGGGAGGAGGAAGGGCTCGTGCCCTTTCTTCTCTTCCA Ex1
GGGCTCCGCTTTATTTGCTCTCAGAAGTCGGTTTCCTTTCCTTTTCTTCAGTGAATCGGAGCTCAGAGCGTTG
CTTCGGTTTCCCTCCAGACAGgCcaagtcggagggaagtccacggaaagggcttgagttcttctgcacagectg
cgggcccatgggtggtgactggatcaccagggtctcggggatctcaactggctgggggaggagggagatacgg
ggcagaaaacctgaggagggagcctatccttacctcctttgagcgcaggectgttcttageccgggegetgcg
ttaattcttggcgggaggcagaggggtgtgtttatcctttatgcaatgtttgtgatttataagactaggaaat
tattttgtttccatttgttttgtttatacttttattaattccagtttctgtttccagatttctcccttagttt
tggttctctggttttctttgtaaggcgtgtctcaatatttgacattttcatttctgttgtagTTAGGAATCTG
AAATAAACAGGAAAGCACTATGTCTTCAATGTGGTCTGAATATACAATTGGTGGGGTGAAGATTTACTTTCCT Ex2
TATAAAGCTTACCCGTCACAGCTTGCTATGATGAATTCTgtaagtatttttcagcagttaagtttttattaag
atatagatacttatgacccataaagtacattgagtatttgactgcattcatattctcagtaaatggagaatat
tttctgggttcacttggaagaatatctaacctctgggaaactactgattgcagctaaactgtatatatctgtg
gttaaggcaaagaagaacattctgaaaaatgttctcagctcatttggaatttctatacttttaatgaaaaacG
GATCC

BamHI1

0

AACGGCGGCCCCAGTCCTGCACACAAGGCCGGGGAAGTAGCAGCACCCCCAGGAAGAGGGAGGAGGAAGGGCT
CGTGCCCTTTCTTCTCTTCCAGGGCTCCGCTTTATTTGCTCTCAGAAGT CGGTTTCCTTTCCTTTTCTTCAGT EX1
GAATCGGAGCTCAGAGCGTTGCTTCGGTTTCCCTCCAGACAGgcaagtcggagggaagtccacggaaagggct
tgagttcttctgcacagcctgcgggcccatgggtggtgactggatcaccagggtctcggggatctcaactgge
tgggggaggagggagatacggggcagaaaacctgaggagggagcctatccttacctcctttgagcgcaggect
gttcttagcccgggcgctgegttaattcttggcgggaggcagaggggtgtgtttatcctttatgcaatgtttg
tgatttataagactaggaaattattttgtttccatttgttttgtttatacttttattaattccagtttctgtt
tccagatttctcccttagttttggttctctggttttctttgtaaggcgtgtctcaatatttgacattttcatt
tCtgttgtagTTAGGAATCTGAAATAAACAGGAAAGCACTATGTCTTCAATGTGGTCTGAATATACAATTGGT oo
GGGGTGAAGATTTACTTTCCTTATAAAGCTTACCCGTCACAGCTTGCTATGATGAATTCTgtaagtatttttc
agcagttaagtttttattaagatatagatacttatgacccataaagtacattgagtatttgactgcattcata
ttctcagtaaatggagaatattttctgggttcacttggaagaatatctaacctctgggaaactactgattgca
gctaaactgtatatatctgtggttaaggcaaagaagaacattctgaaaaatgttctcagctcatttggaattt
ctatacttttaatgaaaaacGGATCC

BamH]I

Figura Suplementaria 12. Secuencia de los insertos empleados para construir los
distintos minigenes de BRIP1. Los exones se indican en naranja y en mayusculas, los
intrones en minudsculas y en negro y los sitios de clonacién (Xbal, BamHI) estan
subrayados y en mayusculas.

A). Estructura del inserto contenido por el mgBRIP1_ex2 (531 pb): Xbal - ivs1 (156
pb) - Ex2 (123 pb) - ivs2 (252 pb) - BamHI

B) Estructura del inserto que configura el mgBRIP1_ex1-2 (1021 pb): Ex1 (240 pb)
- ivs1.1(250 pb) // ivs1l.2 (156 pb) - Ex2 (123 pb) - ivs2 (252 pb) - BamHI (los
intrones acortados se indican con una doble barra //)

C) Estructura del inserto que conforma el minigén mgBRIP1_ex1-2 estable (969
pb): Ex1 (188 pb) - ivs1.1(250 pb) // ivs1.2 (156 pb) - Ex2 (123 pb) - ivs2 (252
pb) - BamHI (los intrones acortados se indican con una doble barra //)
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Figura Suplementaria 13. Estructura y validacion funcional de los minigenes
intermediarios de BRIP1. A la izquierda tenemos la representacién grafica de los
minigenes intermediarios de BRIP1 A) mgBRIP1_ex2 y B) mgBRIP1_ex1-2. Los exones
estan dentro de recuadros de color rojizo; las flechas negras sobre los exones V1 y V2
indican los primers de RT-PCR especificos del vector. A la derecha se muestra la validaciéon
funcional de los minigenes por electroforesis en gel de agarosa.
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