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SC35 Splicing Component, 35 KDa 
SERPINA1 Serpin Family A Member 1 
SF1 Splicing Factor 1 
SF3B1 Splicing Factor 3b Subunit 1 
SGMS2 Sphingomyelin Synthase 2 
SLX4 SLX4 Structure-Specific Endonuclease Subunit 
Sm-B/B' Small Nuclear Ribonucleoprotein Polypeptides B and B1 
Sm-D1 Small Nuclear Ribonucleoprotein D1 Polypeptide 
Sm-D2 Small Nuclear Ribonucleoprotein D2 Polypeptide 
Sm-D3 Small Nuclear Ribonucleoprotein D3 Polypeptide 
Sm-E Small Nuclear Ribonucleoprotein Polypeptide E 
Sm-F Small Nuclear Ribonucleoprotein Polypeptide F 
Sm-G Small Nuclear Ribonucleoprotein Polypeptide G 
SNRNP200 Small Nuclear Ribonucleoprotein U5 Subunit 200 
SPINK5 Serine Peptidase Inhibitor Kazal Type 5 
SRP30C Pre-MRNA-Splicing Factor SRp30C 
SRP40 Pre-MRNA-Splicing Factor SRP40 
SRP55 Splicing Factor, Arginine/Serine-Rich, 55 KDa 
SRRM4  Serine/Arginine Repetitive Matrix Protein 4 
SRrp35 SR-Repressor Protein 35 
SRrp40 SR-Repressor Protein 40 
SRSF1 Serine and Arginine Rich Splicing Factor 1 
SRSF10 Serine and Arginine Rich Splicing Factor 10 
SRSF11 Serine and Arginine Rich Splicing Factor 11 
SRSF12 Serine and Arginine Rich Splicing Factor 12 
SRSF2 Serine and Arginine Rich Splicing Factor 2 
SRSF3 Serine and Arginine Rich Splicing Factor 3 
SRSF4 Serine and Arginine Rich Splicing Factor 4 
SRSF5 Serine and Arginine Rich Splicing Factor 5 
SRSF6 Serine and Arginine Rich Splicing Factor 6 
SRSF7 Serine and Arginine Rich Splicing Factor 9 
SRSF8 Serine and Arginine Rich Splicing Factor 8 
SRSF9 Serine and Arginine Rich Splicing Factor 9 
STK11 Serine/Threonine Kinase 11 
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SWSAP1 SWIM-Type Zinc Finger 7 Associated Protein 1 
TDP43 Transactive-Response DNA-Binding Protein 43 
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TP53 Tumor Protein P53 
TRA2B Transformer 2 Beta Homolog 
TRPM4 Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamily M Member 4 
U2AF1 U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 1 
U2AF2 U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 2 
UBE2T Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 T 
UGT1A1 UDP Glucuronosyltransferase Family 1 Member A1 
XLF Non-Homologous End Joining Factor 1 
XPA XPA, DNA Damage Recognition and Repair Factor 
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XPC XPC Complex Subunit, DNA Damage Recognition and Repair Factor 
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XPF ERCC Excision Repair 4, Endonuclease Catalytic Subunit 
XPG ERCC Excision Repair 5, Endonuclease 2 
XRCC1 X-Ray Repair Cross Complementing 1 
XRCC2 X-Ray Repair Cross Complementing 2 
XRCC3 X-Ray Repair Cross Complementing 3 
XRCC4 X-Ray Repair Cross Complementing 4 
ZRSR2 Zinc Finger CCCH-Type, RNA Binding Motif and Serine/Arginine Rich 2 
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RESUMEN 

Introducción: De un 5-10% de todos los cánceres de mama se consideran de tipo 

hereditario y, por tanto, atribuibles a mutaciones germinales deletéreas en genes de 

predisposición a esta enfermedad. Recientemente, dos grandes estudios caso/control han 

evidenciado que son 8 genes los que muestran una asociación significativa con el cáncer 

de mama: BRCA1, BRCA2, PALB2, CHEK2, ATM, BARD1, RAD51C y RAD51D. El rastreo de 

estos genes empleando técnicas de secuenciación masiva ha permitido la detección de 

miles de variantes, muchas de ellas clasificadas como variantes de significado clínico 

desconocido (VUS). Interesantemente, la desregulación 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 

permitirán la reclasificación de una amplia fracción de VUS. El objetivo de esta tesis 

doctoral es la clasificación funcional y clínica de variantes de sitios de splicing 

identificadas en los genes de predisposición a cáncer de mama CHEK2 y RAD51C, así como 

la caracterización de los mecanismos reguladores implicados en la inclusión de exones 

sujetos a splicing alternativo, como los exones 8 y 10 de CHEK2, y de exones especiales, 

como el exón 4 de BARD1 (macroexón) y el exón 1 de BRIP1 (donador GC). 

Materiales y métodos: Inicialmente, para la selección de variantes de sitios de 

splicing potencialmente espliceogénicas de los genes CHEK2 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 

pública ClinVar fueron analizadas in silico mediante los programas MaxEntScan 

(http://hollywood.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html) y SpliceAI 

(https://spliceailookup.broadinstitute.org/). A continuación, 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 líneas celulares. Por otra parte, para los estudios de regulación, 

se usó el minigén mgChk2_ex6-10 y se construyeron otros 2 minigenes híbridos 

(mgBARD1_ex3-5 y mgBRIP1_ex1-2). Con el fin de identificar intervalos ricos en 

enhancers, se siguió la estrategia de microdeleciones solapantes. Además, en los exones 8 

y 10 de CHEK2 se incorporaron por mutagénesis dirigida 87 variantes localizadas en los 

intervalos críticos. 

https://cordis.europa.eu/project/id/634935
http://hollywood.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html
https://spliceailookup.broadinstitute.org/
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Resultados: Todos los minigenes empleados produjeron un transcrito estable con 

el tamaño, secuencia y estructura esperados. Por un lado, un total de 92 variantes de sitios 

de splicing de los genes CHEK2 y RAD51C fueron seleccionadas tras el filtrado 

bioinformático. 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). Según las normas ACMG/AMP (American College 

of Medical Genetics/Association for Molecular Pathology), 58 variantes fueron clasificadas 

como patogénicas/probablemente patogénicas. Curiosamente, el análisis funcional de la 

variante c.684-2A>G de CHEK2 reveló el uso de un sitio aceptor TG atípico altamente 

conservado (17/23 posiciones), cuyo reconocimiento depende de secuencias críticas 

ubicadas en el exón 6 (c.685_698, c.709_722 y c.707_743). Por otro lado, el mapeo 

funcional de elementos reguladores del splicing reveló varias regiones esenciales para el 

correcto reconocimiento de los exones 8 y 10 de CHEK2 (c.863_877, c.1073_1083 y 

c.1083_1092) y del exón 4 de BARD1 (c.1232_1261, c.1257_1286 y c.1282_1311). 

Asimismo, treinta y ocho de las 87 variantes testadas (44%) en los intervalos diana de 

CHEK2 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 desregulación del splicing de los genes RAD51C y CHEK2 es un 

mecanismo etiopatogénico prevalente en la predisposición genética al cáncer 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 CHEK2, sujetos a eventos de splicing alternativo, y el macroexón 4 de BARD1 presentan 

regiones ricas en elementos reguladores del splicing que son nichos potenciales de 

variantes espliceogénicas. Por último, cabe destacar que los minigenes son una 

herramienta idónea para los estudios de regulación del splicing y la caracterización 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, BRCA2, PALB2, CHEK2, 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 

CHEK2 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 CHEK2, 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 CHEK2 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 SpliceAI 

(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 

CHEK2 exons 8 and 10 by site-directed mutagenesis. 

http://hollywood.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html
https://spliceailookup.broadinstitute.org/
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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 CHEK2 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 CHEK2 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 CHEK2 (c.863 877, c.1073_1083 and c.1083_1092) and 

exon 4 of BARD1 (c.1232_1261, c.1257_1286 and c.1282_1311). Also, thirty-eight out of 

the 87 variants tested (44%) in CHEK2 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 CHEK2 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, CHEK2 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 años 60 y 70, la biología molecular se estaba enfrentando a un gran 

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

esos años, se había demostrado que una gran fracción del ARN nuclear se 

degradaba muy rápidamente después de su síntesis, mientras que solo una pequeña 

porción del ARN inicialmente sintetizado se exportaba al citoplasma, donde funcionaba 

como un ARN mucho más estable. Varias líneas de investigación habían evidenciado que 

dichos ARN presentaban una relación precursor-producto, algo que solamente podía 

explicarse a través de la existencia de un proceso encargado de la escisión del ARN nuclear 

[1]. Sin embargo, surgían muchas dudas al respecto, entre ellas cómo 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 año 1977, Phillip Sharp y Richard Roberts dieron respuesta a esta y otras 

preguntas descubriendo, de manera independiente, el proceso de splicing. Ambos 

visualizaron por microscopía electrónica que una única molécula de ARNm hibridaba de 

forma discontinua con el ADN que plagiaba (Figura 1) [2,3], poniendo de manifiesto que 

la secuencia génica está interrumpida por secuencias que no se traducen a proteínas. Se 

postuló 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 intuyó que este 

mecanismo de maduración del ARNm que desprende los «intrones» y anuda los «exones» 

entre sí, términos acuñados por el bioquímico estadounidense Walter Gilbert [4], era más 

intrincado de lo que se pensaba en un principio, pues podía tomar múltiples caminos y, 

de este modo, engendrar varios productos a partir del mismo precursor común [5,6]; la 

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

D 

Parte 

1 
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Figura 1. Micrografía electrónica de la hibridación del ARNm procedente del gen 
hexón con un fragmento de ADN de adenovirus. En esta imagen vemos una adaptación 
de parte de la figura 4 del artículo de Berget y colaboradores publicado el año 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 
híbrido ARN-ADN. Las regiones donde las dos cadenas de ADN negras son paralelas 
representan el dúplex ADN-ADN. 

1. DEFINICIÓN DE SPLICING 

En eucariotas, la mayoría de los genes contienen sus secuencias codificantes 

(exones) en segmentos discontinuos, interrumpidas por otras secuencias (intrones), 

generalmente más largas, que no formarán parte del ARNm maduro. Tras el proceso de 

transcripción de nuestros genes, reacción catalizada por la ARN polimerasa II (RNA pol 

II), se genera un ARN mensajero precursor (pre-ARNm) que deberá de sufrir una serie de 

modificaciones antes de convertirse en el ARNm maduro funcional que viajará al 

citoplasma celular y se traducirá en la proteína en cuestión. Además de la adición de la 

caperuza en el extremo 5’ y la poliadenilación del extremo 3’, otra de las modificaciones 

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

[7]. 

El splicing es un proceso clave de la expresión génica que elimina los intrones del 

pre-ARNm y enlaza ordenadamente los exones. Esta reacción es catalizada por un 

complejo macromolecular altamente dinámico tanto en conformación como en 

composición 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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exón/intrón: el sitio donador o sitio 5’ de splicing (5’ss), el punto de ramificación (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 está 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 exón [8]. 

 
Figura 2. Secuencias consenso de splicing de un intrón U2-dependiente. En esta 
figura están representadas todas las secuencias consenso clave para el reconocimiento de 
un intrón por parte del espliceosoma mayor: sitio donador o sitio 5’ de splicing (5’ss), 
punto de ramificación (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 selección de los puntos de corte, lo que se conoce 

como splicing alternativo. Este permite que los exones de nuestros genes puedan 

combinarse entre sí de formas muy variopintas, originando distintos ARNm maduros que 

en algunos casos serán capaces de codificar proteínas funcionalmente diferentes 

(isoformas) [9]. Esta regulación flexible del proceso de splicing se produce en la mayoría 

de los genes de los organismos multicelulares y contribuye a la diversificación del 

transcriptoma y el proteoma, y a la regulación de los niveles de expresión génica, 

principalmente a través de la degradación de los transcritos que contienen codones de 

terminación prematura (PTC). El AS permite que las células se adapten rápidamente a los 

cambios en el entorno circundante, manteniendo la homeostasis tisular, promueve la 

diferenciación celular, el desarrollo de tejidos y la organogénesis durante el desarrollo 

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

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

Por otra parte, existen varios tipos de splicing no canónico que también actúan 

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 canónico es también responsable de la 

incorporación de microexones (<30 nt) en los ARNm maduros y la eliminación de intrones 

extremadamente largos de nuestros pre-ARNm. En el caso de los microexones, estos 

requerirán para su correcta inclusión de intrones flanqueantes más cortos y 

particularmente enriquecidos en motivos enhancer reconocidos por factores de splicing 

activadores muy específicos (p. ej., SRRM4, PTBP1 y RBFOX1) y de sitios 3’ss y 5’ss más 

fuertes. Por otro lado, la escisión 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 intrón sea eliminado en varios 

pasos consecutivos [12,13]. Estos tipos de splicing no canónico contribuyen a la existencia 

de una gran diversidad de mecanismos moleculares y celulares y funciones biológicas, y 

desempeñan un papel fundamental en la regulación de la expresión génica. 

1.1. ESPLICEOSOMA Y REACCIÓN DE SPLICING 

El espliceosoma es un complejo de ribonucleoproteínas (snRNP) encargado de 

catalizar la reacción de splicing. Su naturaleza compleja y dinámica le confiere precisión a 

través de interacciones ARN-ARN, ARN-proteína y proteína-proteína que aseguran que 

los sitios reactivos del pre-ARNm están correctamente posicionados para la catálisis. 

Estas características del espliceosoma también le confieren una extraordinaria 

flexibilidad para responder rápidamente 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 espliceosoma menor o U12-

dependiente, encargado de la escisión de una clase rara de intrones, los intrones de tipo 

U12, que constituyen solo 881 intrones humanos según U12 intron database (U12DB; 

https://genome.crg.eu//cgi-bin/u12db/u12db.cgi; último acceso el 12 de septiembre de 

2023) [15]. La función y el significado del espliceosoma U12-dependiente aún están lejos 

https://genome.crg.eu/cgi-bin/u12db/u12db.cgi
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de comprenderse por completo, pero hay varias líneas 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 está formado por las snRNP U1, U2, U4/U6 y U5, 

mientras que el espliceosoma menor solo comparte la snRNP U5 y el resto son análogos 

funcionales de las anteriores, denominados U11, U12 y U4atac/U6atac. En ambos casos, 

cada snRNP consta de un ARN nuclear pequeño (o dos en el caso de U4/U6 o 

U4atac/U6atac) y un conjunto común de siete proteínas Sm (B/B′, D3, D2, D1, E, F y G). 

Además de las snRNP, en la reacción de splicing participan un número variable de 

proteínas 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- o 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 formación del complejo catalítico, seguido por la ejecución de dos 

reacciones de transesterificación consecutivas y la disociación del complejo [18]. 

Inicialmente, el 5’ss y el BP son reconocidos por la snRNP U1 y por SF1, 

respectivamente (espliceosoma mayor), o bien por el complejo constituido por las snRNP 

U11/U12 (espliceosoma menor). Prácticamente al mismo tiempo, el 3’ss y el PPT son 

detectados por el heterodímero proteico U2AF1/U2AF2 en los intrones U2-dependientes, 

que servirá de guía, junto con SF1, para la unión 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 proteína 

ZRSR2. Hasta aquí se habría 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-catalítico). La activación del complejo B 

dependerá de la liberación de U1 y U4 (intrones U2-dependientes) o U11 y U4atac 

(intrones U12-dependientes) y será la responsable de desencadenar el primer paso 

catalítico del proceso de splicing. En esta primera reacción de transesterificación, el grupo 

2’OH de la adenina principal del BP desencadena un ataque nucleofílico 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 intrónico» o lariat. A continuación, este complejo 

B se transforma en el complejo C (espliceosoma catalítico), que es el responsable de la 
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segunda reacción de transesterificación. En concreto, esta reacción es catalizada por el 

grupo 3’OH libre del 5’ss que ataca el sitio 3’ss, ligando los dos extremos exónicos y 

liberando el complejo P (post-espliceosoma), el cual incluye el intrón eliminado. 

Finalmente, se disocia el complejo y se liberan las snRNP y las proteínas asociadas 

(Figura 3) [19,20]. 

 
Figura 3. La reacción de splicing. Representación esquemática del ensamblaje del 
espliceosoma mayor (izquierda) y menor (derecha), formación de los distintos complejos 
espliceosómicos y reacción de splicing en intrones U2- (izquierda) y U12-dependientes 
(derecha). 

Una cuestión que puede surgir después de entender cómo funciona el proceso de 

splicing es si el espliceosoma primero identifica los exones o si, por el contrario, el 

reconocimiento sucede a través del intrón. Hay evidencias que indican que esto va a 

depender de la arquitectura del genoma, en concreto, del tamaño de los exones e intrones 

implicados en la reacción de splicing. En eucariotas superiores, que generalmente 

muestran pre-ARNm con exones cortos separados por intrones mucho más largos, parece 

que predomina el modelo de «definición de exón», propuesto en el año 1990 por Susan 

Berget y, según el cual, la maquinaria de splicing se conforma a través del exón [21]. Sin 

embargo, en los eucariotas inferiores, los cuales presentan una arquitectura génica 

caracterizada por intrones pequeños y exones grandes, probablemente predomine el 

modelo de «definición de intrón», donde los sitios de splicing se emparejan entre intrones 

en lugar de entre exones [22]. 
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Interesantemente, tanto el primer como el último exón van a requerir mecanismos 

especiales para su definición. En el caso del primer exón, que carece de señal de splicing 

3'ss, la caperuza 5’ es esencial para el reconocimiento del sitio 5’ de splicing de este exón 

y la eliminación del primer intrón. Respecto al último exón, 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 escisión del último intrón [23]. 

1.2. SITIOS DE SPLICING CANÓNICOS Y ATÍPICOS 

El mantenimiento de la integridad del marco abierto de lectura (ORF) requiere una 

definición precisa de los límites entre las regiones intrónicas y exónicas. Como se ha 

indicado en apartados anteriores, estas señales básicas en el ADN para que se efectúe la 

reacción de splicing engloban el sitio donador o sitio 5’ de splicing, que está a caballo entre 

el final del exón y el principio del intrón, y tres secuencias consenso localizadas en el 

extremo opuesto: el sitio aceptor o sitio 3’ de splicing, que incluye los últimos nucleótidos 

(nt) del intrón y los primeros del exón; el tracto de polipirimidina, ubicado entre las 

posiciones intrónicas -5 y -15, y el punto de ramificación, localizado unos 40 nt upstream 

del sitio 3’ss (Figura 2). Las posiciones altamente conservadas de estas secuencias 

clásicas de splicing son el dinucleótido GT (GU en el ARN), localizado en las posiciones 

intrónicas +1 y +2 (5’ss), y las posiciones intrónicas -1 y -2 que exhiben el dinucleótido 

AG (3’ss). Estas posiciones fuertemente conservadas están rodeadas por una serie de 

nucleótidos 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⟶Y(n)NYCAG|G (Exón|Intrón; 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]. 

Más del 99% de los intrones son eliminados a través del espliceosoma mayor, 

guiándose 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 (≈0,09%) (Figura 4). 

Algunas características diferenciales de los intrones U12 son: i) una conservación más 

fuerte de las secuencias de splicing, incluido el punto de ramificación, lo cual hace que 

sean más sensibles a las mutaciones puntuales, presenten una menor flexibilidad en la 

elección 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 intrón U12-dependiente. En esta 
figura están representadas todas las secuencias consenso clave para el reconocimiento de 
un intrón por parte del espliceosoma menor (sitio donador o sitio 5’ de splicing [5’ss], 
punto de ramificación [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 (último acceso el 12 de septiembre de 2023). 

Por otro lado, existen una amplia gama de sitios atípicos, entre los que se incluyen 

los donadores no-canónicos más comunes, los GC (≈ 0,9%) (Figura 5) [12]. En la mayoría 

de estos sitios de splicing no-canónicos, solo un nucleótido de las posiciones ±1,2 (GT-AG) 

está alterado. Generalmente, se trata de sitios de splicing con una fortaleza inferior a los 

canónicos, y es por ello por lo que suelen estar enriquecidos con motivos SRE y mostrar 

mayores niveles de splicing alternativo. Curiosamente, el análisis de algunos de estos 

sitios de splicing atípicos ha revelado su transformación en sitios canónicos a través de un 

proceso de edición del ARN que facilita su selección [25]. 

La existencia de esta gran variedad de sitios de splicing pone sobre la mesa lo 

intrincada que puede ser la regulación de este mecanismo. Además, la selección precisa 

de los sitios de splicing se complica más aún debido a la presencia de una gran cantidad 

de pseudositios, también denominados sitios crípticos, con secuencia similar o incluso 

idéntica a la consenso (Figura 2) que deben ser correctamente reprimidos [26]. 

 

https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi
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Figura 5. Sitios de splicing no-canónicos. Secuencias consenso de sitios de splicing 5’ss 
y 3’ss atípicos, y el porcentaje de aparición de cada uno de ellos en los intrones humanos 
[12]. 

1.3. REGULACIÓN DEL SPLICING 

El reconocimiento de un exón es un proceso altamente complejo que depende de 

un control combinatorio único de múltiples parámetros, principalmente: i) la fortaleza de 

los sitios de splicing; ii) una amplia gama de motivos potenciadores o silenciadores que 

actúan en cis, los cuales reclutan factores reguladores del splicing que ejercen su función 

en trans; iii) la arquitectura genómica, incluidos los tamaños de exón e intrón; iv) la 

estructura secundaria del pre-ARNm, que puede exponer u ocultar tanto los sitios de 

splicing como motivos de unión para proteínas reguladoras de este proceso; v) la cinética 

de la transcripción, ya que este proceso se produce mayoritariamente de forma 

cotranscripcional, y vi) la presencia de nucleótidos modificados postranscripcionalmente 

(epitranscriptoma), que a su vez pueden modular la unión de ciertas proteínas o la 

formación 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 proteínas reguladoras 

que van a modular la reacción de splicing [10,26]. Básicamente, los SRE se pueden 

clasificar en enhancers, que favorecen la inclusión 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 intrónicas 

como exónicas, 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 clásicas de proteínas de unión al ARN (RBP) que actúan en trans 

regulando el proceso de splicing son la familia de proteínas SR (proteínas ricas en 

serina/arginina), que suelen actuar como factores potenciadores del proceso de splicing, 

y la familia de ribonucleoproteínas nucleares heterogéneas (hnRNP), las cuales 

generalmente ejercen un papel silenciador (Figura 6) [28]. Sin embargo, esta clasificación 

es muy simplista, puesto que a menudo el mismo SRE y sus factores en trans afines pueden 

mostrar efectos contrapuestos de acuerdo con su posición, ostentando un papel tanto 

represor como activador en función del contexto genético y su ubicación a lo largo del gen. 

De hecho, se han detectado diferencias en el funcionamiento de algunos de estos factores 

reguladores del splicing según se unan a motivos ubicados upstream o downstream del 

exón regulado (p. ej., los factores NOVA) o a SRE intrónicos o exónicos (como muchas 

hnRNP) [29]. Por otra parte, los conocidos como CERES (Composite Exon Regulator 

Element of Splicing) son otro ejemplo clásico de SRE cuya actividad potenciadora o 

silenciadora está fuertemente asociada al contexto genómico [30]. Adicionalmente, cabe 

destacar que el reconocimiento eficiente de un exón depende de efectos combinatorios o 

cooperativos/competitivos entre distintos factores reguladores[31]. 

 
Figura 6. Secuencias en cis y factores en trans que participan en la regulación del 
proceso de splicing. Representación esquemática de los principales motivos SRE (ESE, 
ESS, ISE e ISS) y factores de splicing (proteínas SR y hnRNP) implicados en la regulación 
de este mecanismo. 
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Por un lado, la familia proteica SR comprende una serie de proteínas 

filogenéticamente conservadas y estructuralmente relacionadas, caracterizadas por 

poseer un dominio rico en arginina y serina en la región C-terminal, denominado dominio 

RS. El estado de fosforilación de dicho dominio cambia rápidamente en respuesta al estrés 

y a la señalización celular, y es el encargado de regular la actividad y el transporte 

nucleocitoplasmático de las proteínas SR. En particular, la familia de proteínas SR 

«básicas» 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 proteínas SR han sido ampliamente 

investigadas [34,35]. Las proteínas 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 transición hacia los distintos complejos 

espliceosómicos. En concreto, estas proteínas son claves en el proceso de definición de 

exón, participando en el reclutamiento de las snRNP U1, U11, U2 y U12 a los sitios de 

splicing, y están implicadas tanto en la formación del complejo B, colaborando en el 

ensamblaje de las tri-snRNP (U4/U6.U5 y U4atac/U6atac.U5), como en la formación del 

complejo C [36]. Curiosamente, se ha demostrado que algunas de estas proteínas pueden 

ejercer también un papel antagónico en el splicing cuando se unen a regiones intrónicas, 

pues probablemente constituyan un impedimento estérico para la formación 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]. 

Además, esta familia de proteínas interviene también en otros aspectos cruciales del 

metabolismo del ARNm, como la poliadenilación, transcripción, empaquetamiento y 

compactación de las ribonucleoproteínas mensajeras, exportación y transporte al 

citoplasma de transcritos, regulación de la estabilidad del ARNm a través de la vía 

Nonsense-Mediated mRNA decay (NMD) y traducción. [33,38]. Esta flexibilidad funcional 

de la familia de proteínas SR es crucial para la plasticidad, solidez y adaptabilidad de los 

programas de expresión génica. 
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Figura 7. Estructura de las proteínas SR y hnRNP humanas. A) Familia de proteínas 
SR. Se muestra la organización estructural de las proteínas SR clásicas. Además 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 proteínas hnRNP. Se muestra la 
organización estructural de las proteínas hnRNP clásicas, desde la A hasta la 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, señal de exportación nucleocitoplasmática; NRS, señal de retención nuclear; KNS 
dominio K de transporte nuclear, y NLS, señal de localización 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 proteínas principales, 

cuyos pesos moleculares van desde 34 a 120 kilodaltons (kDa). Estructuralmente, las 

hnRNP presentan una organización modular que consta de uno o más dominios de unión 

al ARN y otros motivos relacionados con la redistribución subcelular o la interacción con 

el ADN o con otras proteínas (Figura 7) [39,40]. Además de la modularidad creada por la 

combinación de múltiples dominios, la complejidad de las hnRNP aumenta aún más 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 desempeñan un papel importante en todas las facetas del metabolismo del ARN, 

especialmente en el proceso de splicing constitutivo y en la regulación del alternativo. La 

unión de proteínas hnRNP a posiciones próximas a los sitios de splicing puede antagonizar 

el efecto producido por las proteínas SR, dificultando el ensamblaje del espliceosoma por 
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impedimento estérico. Además, se puede producir una agregación cooperativa de hnRNP 

desde un sitio de alta afinidad y en dirección 5’ (como ocurre con la hnRNPA1) que 

directamente obstaculiza la entrada de cualquier otro factor de splicing en la región en 

cuestión. Por otra parte, una hnRNP puede inhibir la definición de exón cuando se une a 

un exón o la definición de intrón cuando se enlaza a un intrón. Finalmente, las 

interacciones entre proteínas hnRNP unidas a distintas porciones del pre-ARNm pueden 

generar bucles, los cuales tienen dos efectos principales: promover el skipping de un exón 

que queda dentro de este bucle o estimular la definición de intrón al aproximar los sitios 

de splicing 5’ y 3’ [42]. Las hnRNP, además de regular el splicing, son cruciales en todas las 

etapas de maduración del ARNm, incluyendo la transcripción, adición de la caperuza, 

poliadenilación, exportación, localización, traducción y estabilidad del ARNm [39]. 

Asimismo, las hnRNP también participan en la biogénesis del ADN, puesto que están 

involucradas en la replicación de este ácido nucleico, la reparación de daños, la 

remodelación de la cromatina y el funcionamiento de los telómeros [43].  

Ambas familias proteicas, SR y hnRNP, son reguladores clásicos del splicing en 

trans, sin embargo, existen otras RBP implicadas en este proceso, la mayoría de ellas 

específicas 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 cardíaco participan CELF1, MBNL1, 

RBFOX1, RBFOX2, y RBM24, entre otros. No obstante, hoy en día carecemos aún de una 

lista exhaustiva de todos los factores implicados en la regulación del splicing y sus sitios 

de unión, de ahí que predecir los patrones de splicing basándonos únicamente en las 

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

1.4. SPLICING ALTERNATIVO 

La compleja regulación del proceso de splicing y la composición dinámica del 

espliceosoma confieren una gran flexibilidad y versatilidad a este mecanismo, 

permitiendo generar, a partir de un único 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 explicación a la gran sorpresa con la que se encontró la comunidad 

científica una vez finalizado el Proyecto Genoma Humano en el año 2003, en concreto, esa 

discrepancia entre el número de genes codificantes de proteínas anotados y el número de 

polipéptidos humanos observados [45]. El AS es un mecanismo postranscripcional 

fundamental para reprogramar los perfiles de expresión génica y ampliar la diversidad 
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transcriptómica, proteómica y fenotípica de los organismos eucariotas [11,46]. Este 

fenómeno contribuye al desarrollo y la diferenciación celular, la determinación del linaje, 

la adquisición y el mantenimiento de la identidad del tejido y el desarrollo de órganos y 

permite a las células responder a su entorno, confiriéndoles plasticidad fenotípica [10]. 

En humanos, el análisis del transcriptoma a gran escala reveló que hasta el 95% de los 

genes multi-exónicos 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 localización de 

los sitios crípticos, la densidad de sitios SRE y los niveles de expresión de los factores en 

trans implicados, los cuales van a regular cuidadosamente este fenómeno por tipo de 

célula o tejido y en diferentes períodos del desarrollo. Otras características moleculares, 

como la estructura de la cromatina y del ARN, la tasa de elongación del transcrito, los 

promotores y los sitios de poliadenilación alternativos o la presencia de nucleótidos 

modificados, colaboran con los elementos anteriormente mencionados en la generación 

de esa diversidad proteómica 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) eliminación de exón/exones alternativo/s, fenómeno 

también conocido como exon skipping o exon cassette, es el evento de AS más común en 

células de eucariotas superiores y da como resultado la eliminación completa de uno o 

más exones; (ii) elección 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) retención intrónica, poco común 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 proteínas, no obstante, lo más 

habitual es que contengan un codón de parada 50-55 nt upstream de la última unión exón-

exón y sean degradadas por la vía 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) Retención intrónica. 
1.5. ALTERACIONES DEL PROCESO DE SPLICING Y ENFERMEDAD 

El splicing es un proceso clave de la expresión génica altamente regulado, de ahí 

que una pequeña alteración en cualquiera de sus protagonistas clave, el espliceosoma, los 

sitios de splicing, los SRE y los factores reguladores en trans, así como en otros personajes 

más secundarios, la estructura de la cromatina o del ARN o la tasa de transcripción, pueda 

desestabilizar este mecanismo. Esta desregulación del splicing, o bien ocasiona eventos 

de splicing aberrantes, o bien modifica la proporción de las diferentes isoformas de ARN, 

pudiendo desencadenar un trastorno genético como, por ejemplo, un cáncer [48]. Según 

The Human Gene Mutation Database (https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php; último 

acceso 12 de septiembre del 2023), en torno al 9% de las variantes genéticas reportadas 

afectarían al splicing. No obstante, podría tratarse de una subestimación, 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 erróneamente clasificadas como sinónimas, frameshift, missense o nonsense, cuando 

realmente están alterando los patrones de splicing del gen o, lo que es lo mismo, son 

variantes espliceogénicas [50–53]. De hecho, según algunas estimaciones, en torno al 60% 

de todas las mutaciones causantes de enfermedad están afectando al proceso de splicing 

de algún modo [54]. 

Las alteraciones en el splicing pueden causar la patología 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 acción en cis y en trans. En cuanto a las mutaciones de 

acción en cis, se trata de cambios en el ADN puntuales que inducen anomalías de splicing 

https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
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en un gen concreto. En cambio, las mutaciones en trans engloban variantes que afectan a 

la funcionalidad de las proteínas implicadas en el proceso de splicing y, por tanto, deberían 

de presentar efectos pleiotrópicos [55]. 

Sabemos que el splicing preciso del pre-ARNm depende de la presencia de una 

serie de secuencias en cis encargadas de definir los límites exón-intrón (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 críptico, 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 más habituales las que afectan a las señales 

de splicing y, más en concreto, las que modifican las posiciones intrónicas altamente 

conservadas, que mayoritariamente inducirán anomalías de splicing [23,56,57]. Aunque 

estas variantes (±1,2) clásicamente se han clasificado como patogénicas, se sabe que 

pueden generar transcritos que mantienen el ORF original y la funcionalidad del gen [58]. 

Así, por ejemplo, la mutación c.68-2A>G en el gen BRCA2 deleciona 2 aminoácidos, 

mientras que la variante c.108+2T>C del gen PALB2 genera un donador atípico GC activo 

que produce proporciones elevadas del transcrito full-length [59,60]. También hay 

mutaciones, no tan comúnmente descritas, que afectan al PPT, como la variante c.7806-

9T>G de BRCA2 vinculada al cáncer de mama, y al BP, como es el caso de la deleción 

puntual c.2016-35del en el gen FGD1 asociada al síndrome de Aarskog-Scott [61,62]. 

Respecto a las mutaciones que afectan a enhancers/silenciadores, hay múltiples ejemplos 

reportados en la literatura asociados a una patología. Este es el caso de la variante c.465-

51T>C del gen STK11, la cual sirve también para entender como una alteración en el 

splicing puede modular la gravedad fenotípica de una patología. Dicha variante ubicada 

en el intrón 4 incrementa la unión del factor de splicing SRSF1, contrarrestando el efecto 

producido por la mutación c.597G>A (skipping del exón 4) y reduciendo así la severidad 

del síndrome de Peutz-Jeghers [63]. Otro ejemplo muy interesante es el de la mutación 

intrónica c.639+919G>A en el gen GLA, responsable de la enfermedad de Fabry, que activa 

un pseudoexón 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 proteínas 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 específicas de células o tejidos, 

afectando a tejidos tan diversos como la retina (retinitis pigmentaria), el linaje 

hematopoyético (síndromes mielodisplásicos o leucemias), el esqueleto (síndrome de 

Verheij, síndrome de Nager o síndrome de Burn-McKeown) y la médula espinal (atrofia 

muscular espinal o esclerosis lateral amiotrófica) [65]. También se han descubierto 

mutaciones en estos factores, aunque en menor medida, en varios tumores sólidos, 

incluido los cánceres de mama, páncreas, pulmón, y melanomas. Las mutaciones más 

comunes ocurren en SF3B1, SRSF2, U2AF1 y ZRSR2, y suelen ser missense, somáticas, 

heterocigóticas y mutuamente excluyentes entre sí [66,67]. Es más, una expresión 

desregulada tanto de las hnRNP como de las proteínas SR, así como de otros factores de 

splicing, podría facilitar el inicio y la progresión tumoral, haciendo que estas proteínas 

actúen, por tanto, como oncoproteínas [68]. 

1.6. MÉTODOS USADOS PARA EL ANÁLISIS DEL SPLICING ABERRANTE 

Las herramientas bioinformáticas encargadas de la detección 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 continúan siendo esenciales para desvelar su 

impacto real [69]. El análisis 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 híbridos [70]. Cuando la muestra de ARN del paciente es 

inaccesible, los minigenes híbridos representan una herramienta genética versátil, 

simple, robusta, de gran capacidad y de alta sensibilidad para la caracterización 

preliminar de posibles variantes espliceogénicas [71–73]. En concreto, los minigenes 

híbridos son vectores reporteros de splicing que incluyen un promotor fuerte, el primer 

(V1) y el último (V2) exón de la reacción de splicing y, entre ambos exones, un sitio de 

clonación múltiple donde se incorporan los exones del gen diana flanqueados por unos 

200-300 nt intrónicos. 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 patrón de splicing se analiza mediante RT-PCR con primers específicos 

de los exones del vector. Es así como esta herramienta nos permite estudiar ex vivo cómo 
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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). 

 
Figura 9. Protocolo del estudio funcional de variantes candidatas de alterar el 
splicing mediante minigenes híbridos. El ensayo básico incluye los siguientes pasos: 
(1) construcción del minigén WT; (2) recopilación de variantes por filtrado 
bioinformático; (3) mutagénesis dirigida; (4) transfección de los minigenes WT y 
mutantes; (5) inhibición del NMD y purificación del ARN; (6) secuenciación del transcrito 
y análisis de fragmentos mediante electroforesis capilar fluorescente, y (7) interpretación 
de los datos. MCS, sitio de clonación múltiple. 
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CÁNCER DE MAMA 

El cáncer de mama (CM) es conocido por la humanidad desde la antigüedad, 

mencionándose en casi todos los períodos 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 clínicas relatadas 

en este tratado, describe ocho casos de tumores o úlceras de mama que fueron extirpados 

por ablación quirúrgica o cauterizados. Según el médico egipcio que redactó dicho papiro, 

no había ningún tratamiento para esta enfermedad [74,75]. 

Más de 1000 años después, Hipócrates de Cos (460-375 a.C.), considerado «padre 

de la medicina occidental», y sus discípulos fueron los primeros en separar la medicina 

del teísmo, la superstición y la demonología, y defendieron la idea de que las 

enfermedades se iniciaban por causas naturales. Según estos médicos griegos, el CM era 

una enfermedad sistémica que afloraba como consecuencia de un exceso de fluido o 

humor denominado «bilis negra». A Hipócrates se le otorga el mérito de ser el primero en 

acuñar el término karkinos, que en griego significa «cangrejo», para referirse a esas masas 

malignas. Los médicos hipocráticos también fueron los primeros en emplear la palabra 

karkinoma, así como el término onkos, que se traduce del griego antiguo como «masa» o 

«inflamación» y es raíz del vocablo oncología [76,77].  

Posteriormente, en la época del Imperio romano, el médico griego Claudio Galeno 

de Pérgamo (131-203 d. C.) hizo una categorización detallada de los crecimientos 

anormales. Sobre todo, describió de forma minuciosa los tumores de seno, pues eran los 

más prevalentes. Al contrario que Hipócrates, Galeno abogó por la extirpación del tumor 

de mama, proponiendo una forma de lumpectomía en la cual se realizaba una incisión 

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

Durante la Edad Media, el progreso médico estuvo inextricablemente entrelazado 

con las filosofías religiosas emergentes, las cuales respaldaban la idea de la curación a 

través de la fe y los milagros. Este periodo de letargo en el avance médico y científico 

Parte 
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finalizó con la llegada del siglo XVI, que supuso el resurgimiento de la cirugía, dando un 

impulso a la investigación oncológica, 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 nódulos linfáticos axilares y ser capaces de extraer 

el tumor junto con estos nódulos linfáticos y los músculos pectorales; aunque la 

mortalidad se mantuvo debido a las muertes por sepsis, abrió el camino a la mastectomía 

moderna. Por otra parte, el boom artístico de esta época renacentista, en la que los 

pintores representaban pechos femeninos con mucha frecuencia, dejó plasmado 

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

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

En el siglo XIX la cirugía alcanzó su máximo apogeo, momento en que logró altos 

niveles de seguridad y éxito gracias a la implementación de novedosas técnicas de 

anestesia y antisepsia. Durante este siglo y principios del siglo siguiente, la mastectomía 

radical se convirtió en la operación estándar 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 cirugía de mama radical en favor de un mayor minimalismo quirúrgico 

y se desarrollaron técnicas diagnósticas y tratamientos de gran valor en el mundo de la 

oncología, tales como la mamografía, la radioterapia, la quimioterapia y las terapias 

dirigidas. Este periodo también supuso una revolución a nivel genético y molecular, lo 

cual posibilitó la clasificación del CM desde otros puntos de vista y la demostración de la 

existencia de un componente hereditario en esta enfermedad [77]. 



 

23 

2. GENERALIDADES DEL CÁNCER DE MAMA 

El cáncer es un conjunto heterogéneo de enfermedades, todas ellas caracterizadas 

por tener un origen en común: la aparición de células anormales que crecen y se dividen 

a gran velocidad y de forma descontrolada, y que adquieren la capacidad de migrar, 

invadir y dañar tejidos y órganos. Durante los últimos años, se han ido desvelando las 

marcas de identidad de los tumores malignos, siendo las más relevantes: la exhibición de 

un potencial replicativo ilimitado (inmortalidad celular), la evasión de la muerte celular, 

la insensibilidad a las señales inhibidoras del crecimiento, la evasión de la vigilancia 

inmunitaria, la autosuficiencia en señales de proliferación, la activación de la capacidad 

de invasión y metástasis, y la inducción de la angiogénesis [82]. 

En cuanto a su origen, al tratarse de una enfermedad compleja de penetrancia 

variable, el riesgo de padecer cáncer va a depender de un gran número de factores, tanto 

genéticos como ambientales, que a su vez varían dependiendo del tipo de cáncer. En 

general, los cánceres suelen ser esporádicos debidos a la acumulación de mutaciones 

somáticas. Sin embargo, de un 5 a un 10% se considera que tienen un origen hereditario, 

es decir, que son causados por mutaciones de la línea germinal que aumentan el riesgo de 

padecer esta enfermedad. Desde un punto de vista epidemiológico, en el año 2020 se 

registraron cerca de 20 millones de nuevos diagnósticos y en torno a 10 millones de 

fallecimientos a causa del cáncer, según los datos publicados por The Global Cancer 

Observatory (GLOBOCAN; https://gco.iarc.fr/) (Figura 11). 

 
Figura 11. Gráficos de los datos de A) incidencia y B) mortalidad por tipo de cáncer 
a nivel mundial del año 2020. Estos gráficos han sido extraídos de GLOBOCAN. 

https://gco.iarc.fr/
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Específicamente, el cáncer 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 más habitual, también se detectan adenocarcinomas de origen glandular, 

sarcomas que derivan de tejido conectivo o linfomas de los ganglios linfáticos, siendo los 

dos últimos los diagnosticados con menor frecuencia. Esta neoplasia maligna se produce 

como consecuencia de la combinación 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 física, la exhibición de índices de masa corporal muy elevados y el consumo de 

alcohol y tabaco [83]. El CM es el más común en mujeres en todo el mundo y, además, 

continúa siendo la primera causa de muerte por cáncer dentro de la población femenina 

a nivel mundial. Como ejemplo, en el año 2020 este tipo de cáncer fue el responsable del 

fallecimiento de más de 600 000 pacientes en todo el planeta (Figura 12). En nuestro 

país, en el año 2022 se diagnosticaron 34 740 nuevos casos de cáncer de mama y 

fallecieron 6696 pacientes a causa de esta enfermedad, de acuerdo con la información 

publicada por la Asociación Española Contra el Cáncer 

(https://observatorio.contraelcancer.es/). Cabe destacar que España es uno de los países 

de la Unión Europea que muestra una de las tasas de mortalidad más bajas para este tipo 

de cáncer [84]. 

 

Figura 12. Gráficos de los datos de A) incidencia y B) mortalidad por tipo de cáncer 
en la población femenina a nivel mundial del año 2020. Estos gráficos han sido 
extraídos de GLOBOCAN. 
  

https://observatorio.contraelcancer.es/
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La forma más directa y efectiva de plantarle cara a esta enfermedad es mediante el 

diagnóstico precoz, estableciendo programas de cribado destinados a mujeres que 

cumplen una serie de criterios de inclusión establecidos, y una vez diagnosticado, un 

punto clave es la correcta estratificación del tumor de seno, la cual va a guiar la forma de 

abordar esta patología. El cáncer de mama se puede clasificar de diversas formas en 

función de los rasgos del tumor que se tengan en cuenta. Así, se puede catalogar a nivel 

morfológico según su procedencia histológica, grado de diferenciación de sus células y 

estadio, o a nivel molecular, basándonos en los marcadores moleculares pronósticos 

(determinan el comportamiento del tumor) y predictivos (presagian la respuesta a la 

terapia específica) detectados. Describir de forma precisa un cáncer de mama desde todos 

estos aspectos es crucial a la hora de calcular correctamente el pronóstico y establecer el 

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

Desde un punto de vista morfológico, los carcinomas invasivos se clasifican en 

distintos subtipos de acuerdo una amplia gama de criterios, incluidos las características 

citológicas, el patrón y la arquitectura de crecimiento del tumor, la actividad secretora y 

las características 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 galactóforo, es el subtipo histológico más 

común, el cual engloba el 70-80% de todas las lesiones invasivas [86]. Por otro lado, para 

determinar el grado de diferenciación de las células, se sigue el sistema de clasificación de 

Nottingham, el cual cataloga esta enfermedad en 3 niveles, del I al III, siendo este último 

el valor más indiferenciado y de peor pronóstico [87]. En cuanto al estadio del CM, este se 

define siguiendo las normas del sistema de estadificación TNM, un método estandarizado 

para clasificar la malignidad de un neoplasma según una lista de factores que involucran 

el tamaño del tumor primario (T), si afecta o no a los ganglios o nódulos linfáticos (N), y 

la aparición o no de metástasis distal (M) [88]. 

Esta clasificación que atiende solo a parámetros histológicos es insuficiente para 

reflejar la heterogeneidad biológica del CM en su totalidad. Otra forma de establecer el 

pronóstico y la progresión de este tipo de cáncer es jerarquizándolo a nivel molecular o, 

en otras palabras, clasificarlo en base a genes específicos y sus productos (ARN y 

proteínas). El abordaje molecular tradicional consiste en la identificación, mediante 

inmunohistoquímica o hibridación in situ, de los receptores presentes en el tumor, 
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específicamente los receptores hormonales de estrógenos (ER) y de progesterona (PR) y 

el receptor ERBB2 o HER2. La combinación de los patrones de expresión génica de estos 

receptores, junto con los de otros biomarcadores como Ki-67 (indicativo del grado de 

proliferación de las células tumorales), permite estratificar molecularmente esta 

patología en los siguientes subtipos: luminal A (ER+, PR ≥20%, HER2-/+,Ki-67<14%), 

luminal B (ER+, PR<20%,HER2-/+,Ki-67≥14%), HER2 positivo (ER-,PR-,HER2+) y triple 

negativo (ER-,PR-,HER2-) [89,90]. De entre todos ellos, el triple negativo es la forma más 

agresiva [91]. Además de las clases moleculares, se han identificado algunas firmas 

multigénicas pronósticas y predictivas basadas en la expresión diferencial de un conjunto 

seleccionado de genes, las cuales ofrecen información complementaria a los parámetros 

clínico-patológicos tradicionales, muy útil 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 estratificación precisa del cáncer de mama facilita el manejo clínico de las 

pacientes y la adopción 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 está sobreexpresado el receptor HER2 se les 

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

2.1. CÁNCER DE MAMA HEREDITARIO 

El cáncer de mama hereditario (CMH) representa del 5 al 10% de todos los casos 

de CM. Esta patología es atribuible a mutaciones deletéreas de la línea germinal en genes 

de riesgo, presenta mayormente un patrón de herencia autosómico dominante y exhibe 

una penetrancia incompleta. Interesantemente, el CMH muestra una marcada 

heterogeneidad fenotípica y genotípica, existiendo múltiples síndromes de cáncer 

hereditario y una amplia gama de genes que predisponen a esta enfermedad, aspecto muy 

importante a tener en cuenta sobre todo en el manejo clínico de los pacientes [92]. En 

general, lo más habitual en estas familias es la sobrerrepresentación de cánceres de 

ovario, cánceres de mama bilaterales y cánceres 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 año 1866. Su esposa padecía cáncer de mama 

desde una edad temprana y, después de estudiar la historia familiar, identificó 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 cáncer de mama [95–98]. 

Más de un siglo después de esta observación, comenzaron a aparecer en la literatura 

descripciones de genealogías que se correspondían con distintos síndromes vinculados 

con el cáncer de mama hereditario, los cuales se caracterizan por diferentes 

combinaciones de tumores de aparición temprana; el más común de ellos es el síndrome 

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

1970 [99,100]. 

 
Figura 13. Árbol genealógico de Broca. Árbol genealógico de la familia de Mr. Z. 
recogido en el libro de Pierre Paul Broca de título Traité des tumeurs, publicado el año 
1866 [93,94]. 

En 1988, tras el análisis de 1579 familias de alto riesgo con múltiples individuos 

afectados, se demostró que el agrupamiento de cáncer en estas familias se explicaba a 

través de un modelo de transmisión autosómico dominante con un alelo de 

predisposición altamente penetrante [101]. Dos años más tarde, los estudios de 

ligamiento revelaron que el locus de susceptibilidad a CM mapeaba en el cromosoma 17 

[102]. Posteriormente, se descubrió que BRCA1 era el gen causal y, poco después, se 

identificó BRCA2, localizado en el cromosoma 13, como el segundo gen de predisposición 

a CM [103,104]. Hasta ese momento, las pacientes de alto riesgo recibían asesoramiento 

genético basado únicamente en la historia familiar de cáncer. El descubrimiento de BRCA1 

y BRCA2 y la rápida aparición de pruebas genéticas cambió por completo el panorama, 

facilitando enormemente el diagnóstico del CMH [92,105]. Tanto BRCA1 como BRCA2 son 

genes supresores de tumores que desempeñan un papel central en la reparación de 

roturas de doble cadena (DSB) en el ADN por recombinación homóloga (HR), proceso 

clave en el mantenimiento de la estabilidad genómica. Además, se ha demostrado que los 
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BRCA también están implicados en otras actividades celulares esenciales, como el control 

de la dinámica del centrosoma, la segregación cromosómica, la citocinesis y la 

estabilización del genoma temporal y espacialmente durante el ciclo celular [106]. No 

obstante, estos genes BRCA explicarían solo en torno al 25% de todos los casos de CMH 

[107].  

Durante los últimos años, se han ido incorporando a la lista otros genes de 

susceptibilidad o predisposición a este tipo de cáncer (genes CM). La mayoría de ellos son 

supresores tumorales que también están participando en esta ruta de reparación del ADN 

por HR. En particular, dos estudios caso-control publicados recientemente, BRIDGES y 

CARRIERS, donde se evaluaron los datos de secuenciación de unas 180 000 mujeres, 

incluidas pacientes con CM no seleccionadas y controles (individuos no afectados), 

identificaron un riesgo elevado de cáncer de mama en mujeres con variantes patogénicas 

en otros 6 genes, además de los BRCA: PALB2, ATM, CHEK2, RAD51C, RAD51D y BARD1 

[108,109] (Figura 14). Estas investigaciones revelaron que las variantes truncantes en los 

genes BRCA1, BRCA2 y PALB2 se asocian a un riesgo elevado de CM (riesgos relativos 
entre 5,0 y 10,6), mientras que ATM, CHEK2, RAD51C, RAD51D y BARD1 confieren un 

riesgo moderado (1,7-2,5) [110]. Además de incrementar el riesgo de CM, las variantes 

deletéreas en estos 8 genes se vinculan a otros tipos de neoplasias malignas, como, por 

ejemplo, cáncer de ovario (BRCA1, BRCA2, PALB2, ATM, RAD51C, RAD51D), páncreas 

(BRCA1, BRCA2, PALB2, ATM), próstata (BRCA2, CHEK2, ATM), estómago (BRCA1, 

BRCA2, ATM), colorrectal (ATM) y tiroides (CHEK2) [111–116]. Asimismo, existen otros 

genes relacionados con el CMH, tales como los principales responsables de síndromes 

hereditarios menos frecuentes que también predisponen a cáncer de mama, como el 

síndrome de Li-Fraumeni, atribuible a mutaciones en el gen TP53; el síndrome de 

Cowden, asociado a variantes del gen PTEN; el síndrome de Peutz-Jeghers, achacable a 

cambios en el gen STK11; el cáncer gástrico 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 única copia mutada de estos 

genes supresores tumorales es suficiente como para desencadenar un CM es el de 

Knudson, la denominada teoría two-hit. Según este modelo, la predisposición hereditaria 

al cáncer implica una mutación en la línea germinal, mientras que la tumorigénesis 

requiere de una segunda variante somática [117].  
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Figura 14. Representación esquemática de los genes de susceptibilidad a cáncer de 
mama que participan en la vía de reparación de DSB por HR. Dentro de las figuras 
geométricas de color naranja aparecen los principales genes de riesgo a cáncer 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 

combinación de diferentes alelos de predisposición comunes de penetrancia baja (riesgo 

relativo <1,5) [107]. Esta información nos lleva a concluir que, hoy por hoy, alrededor de 

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

2.2. MANEJO CLÍNICO DE PACIENTES CON CÁNCER DE MAMA 

HEREDITARIO 

En la actualidad, los avances en oncología de precisión han incrementado las 

indicaciones para la realización de pruebas genéticas de la línea germinal con el fin de 

guiar el tratamiento, tanto sistémico como quirúrgico, aumentando, lógicamente, la 

demanda de estas pruebas. Concretamente, el proceso de atención a pacientes con CMH 

incluye un primer paso de identificación de las familias de alto riesgo, seguido de la 

prestación de los servicios de asesoramiento y pruebas genéticas y, finalmente, el proceso 

se cierra con la comunicación de los resultados, el correcto seguimiento de las familias 

y/o la aplicación de las acciones preventivas recomendadas de acuerdo con los resultados 

obtenidos [118]. 
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El análisis genético del CMH requiere realizar una selección inicial precisa de 

aquellas familias de alto riesgo en las que está indicado el estudio genético, tal y como 

acabamos de mencionar. En España, la selección de estas familias se basa en los criterios 

establecidos por la Sociedad Española de Oncología Médica (SEOM; https://seom.org/), 

los cuales están recogidos en la Tabla 1. Estos criterios están asociados con una 

probabilidad de detección de variantes patogénicas ≥ 10% y se basan en factores de riesgo 

clínicos como la edad de aparición, el estado de los receptores hormonales, la ascendencia 

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

Tabla 1. Criterios de selección para el testado germinal de mutaciones asociadas al 
cáncer de mama establecidos por la SEOM. En esta tabla se detallan los criterios de 
selección de familias para su inclusión en las pruebas genéticas de CMH, los cuales están 
recogidos en la guía clínica de la SEOM de cáncer de mama y ovario hereditario del año 
2019 [119]. 
Independientemente del historial familiar: 
• Mujeres con cáncer de mama y ovario sincrónico o metacrónico 
• Cáncer de mama ≤40 años 
• Cáncer de mama bilateral (el primero diagnosticado ≤ 50 años) 
• Cáncer de mama triple negativo ≤ 60 años 
• Cáncer de ovario epitelial no mucinoso de alto grado (o cáncer de trompa de Falopio 

o peritoneal primario) 
• Ascendencia con mutaciones fundadoras 
• Mutación somática BRCA detectada en cualquier tipo de tumor con una frecuencia 

alélica >30% (si se conoce) 
• Pacientes con cáncer de mama metastásico HER2 negativo aptas para considerar el 

tratamiento con inhibidores de PARP 
2 o más familiares de primer grado con cualquiera de las siguientes características de 
alto riesgo: 
• Cáncer de mama bilateral + otro cáncer de mama <60 años 
• Cáncer de mama <50 años y cáncer de próstata o páncreas <60 años 
• Cáncer de mama masculino 
• Cáncer de mama y ovario 
• Dos casos de cáncer de mama diagnosticados antes de los 50 años 
3 o más familiares directos con cáncer de mama y/o cáncer de ovario y/o, cáncer de 
páncreas o de próstata 

 

Una vez identificadas las familias de alto riesgo, el siguiente paso consiste en 

derivarlas a una consulta de asesoramiento genético. El asesoramiento genético en cáncer 

hereditario es un proceso muy complejo, destinado a ayudar a los pacientes a comprender 

y prepararse para las consecuencias médicas, psicológicas y familiares de las 

contribuciones genéticas a la enfermedad. Posiblemente, la evaluación del riesgo de 

cáncer sea la parte más importante de este proceso a la hora de establecer un plan de 

https://seom.org/
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manejo clínico adecuado para estas familias, que puede incluir un incremento de la 

frecuencia de pruebas de detección del CM, opciones de prevención (quimioprevención o 

cirugía profiláctica) y recomendaciones sobre el estilo de vida [120]. De entre todos los 

elementos necesarios para el cálculo de riesgo, el examen genético es el más relevante. 

Hasta hace poco, el testado de los genes BRCA se realizaba mediante métodos arduos, 

laboriosos y muy costosos [121]. No obstante, la enorme reducción de los costes y las 

mejoras recientes aplicadas en las técnicas de secuenciación de nueva generación (NGS) 

han permitido la introducción de las pruebas de panel multigénico, simplificando en gran 

medida el estudio de enfermedades hereditarias complejas, como el cáncer. De hecho, la 

secuenciación de paneles de genes CM conocidos o candidatos se ha convertido en la 

técnica predilecta para la identificación de variantes clínicamente accionables en 

individuos de alto riesgo [122]. La alta sensibilidad de la secuenciación NGS permite la 

detección de miles de variantes nuevas, lo que a su vez conlleva una desventaja 

consistente en el incremento en el número de variantes de significado clínico incierto 

(VUS) identificadas [123]. 

En paralelo, se han desarrollado una serie de normas para la clasificación clínica 

de las variantes detectadas. En concreto, en el año 2015 las asociaciones ACMG (American 

College of Medical Genetics), AMP (Association for Molecular Pathology) y CAP (College of 

American Pathologists) publicaron una guía para estandarizar los criterios de clasificación 

de las variantes genéticas [124]. En ella, se establecen 28 tipos diferentes de evidencias 

asociadas a características inherentes a cada variante, como la frecuencia alélica, los 

análisis funcionales, las predicciones in silico, etc. A estas evidencias se les asigna un 

código que valora su contribución 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 códigos funcionan como una especie de puntuación, combinándose 

entre sí 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 III, variante de significado clínico 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 

nonsense y frameshift, la deleción de uno o más exones y los cambios en el ADN que afectan 

a las posiciones intrónicas ±1,2 de los sitios de splicing y al codón de iniciación de la 
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traducción, son mutaciones consideradas prácticamente de forma automática como P/LP. 

De facto, son el único tipo de variantes a las que se les puede asignar un nivel muy fuerte 

de patogenicidad basándose únicamente 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 detección de mutaciones patogénicas en genes CM facilita el manejo clínico 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). Específicamente, el manejo de 

familias portadoras de variantes truncantes en genes CM puede incluir: (i) 

recomendaciones sobre el estilo de vida; (ii) toma de decisiones quirúrgicas como la 

mastectomía y la salpingo-ooforectomía profilácticas; (iii) quimioprevención primaria 

con tamoxifeno u otros moduladores selectivos de los receptores de estrógenos; (iv) no 

uso de radioterapia en pacientes con síndrome de Li-Fraumeni (TP53 alterado), ya que 

induce significativamente la aparición de tumores malignos en estos pacientes; (v) 

incremento de la vigilancia en portadoras (examen clínico de mama, mamografías, 

resonancia magnética y ecografías), y (vi) tratamiento con iPARP para portadoras de 

mutaciones en BRCA1/2 con cáncer de mama metastásico (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 detección de VUS en familias 

CMH equivale, en la práctica, a un resultado negativo del test genético, puesto que son 

variantes cuyo impacto sobre la función génica es desconocido y, por eso, no queda clara 

cuál es su asociación con la enfermedad. Es por ello por lo que los cálculos de riesgo en las 

pacientes portadoras de VUS se basan exclusivamente en los antecedentes personales y 

familiares de cáncer [128]. Ante este desafío, es prioritario determinar el rol de estas 

variantes en la enfermedad.  

2.3. GENES DE SUSCEPTIBILIDAD A CÁNCER DE MAMA/OVARIO 

INVESTIGADOS 

En esta tesis, nos hemos centrado básicamente en el análisis funcional de splicing 

de las variantes candidatas de los genes CM CHEK2 y RAD51C, y en el estudio de la 

regulación de exones sometidos a splicing alternativo (exones 8 y 10 de CHEK2) y de 

exones especiales de los genes BARD1 (exón 4-macroexón) y BRIP1 (exón 1-donador GC). 
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 RAD51C 
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 años) y están principalmente asociadas a los tumores ER negativos (riesgo relativo: 

5,7). Las mutaciones en este gen también incrementan el riesgo de cáncer de ovario 

(riesgo relativo: 5,6) [108,109,129,130]. RAD51C se sitúa en el cromosoma 17 (17q22) y 

se expande a lo largo de ≈43 kilobases (kb; chr17: 58 692 573-58 735 611; GRCh38). El 

transcrito más expresado de RAD51C (NM_058216/ENST00000337432.9) contiene 9 

exones y codifica una proteína de 376 aminoácidos y unos 42 kDa. Estructuralmente, la 

proteína RAD51C presenta las siguientes regiones críticas para su función: (i) dominios 

Walker-A (p.125-132) y Walker-B (p.238-242) esenciales para la hidrólisis de ATP, (ii) 

cadena β1(p.120-124), cadena β2 (p.154-159), cadena β3 (p.207-212), cadena β4 (p.237-

242), cadena β5 (p.280-285), cadena β6 (p.312-318), cadena β7 (p.321-326), cadena β8 

(p.336-342) y cadena β9 (p.345-347), y (iii) la señal de localización nuclear (p.366-370) 

[131]. 

RAD51C es un gen supresor de tumores perteneciente a la familia de parálogos de 

RAD51, que está compuesta por seis proteínas: RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2, 

XRCC3 y SWSAP1 [132,133]. Estos parálogos de RAD51 comparten del 20-30% de 

identidad a nivel de aminoácidos con RAD51 y entre sí, excepto SWSAP1. Específicamente, 

las secuencias conservadas se encuentran sobre todo en los dominios Walker A y B, que 

les confieren una actividad ATPasa débil. Estos parálogos de RAD51 ejercen sus funciones 

organizándose en distintos complejos proteicos estables; los clásicos son el denominado 

BCDX2 (XRCC2 y RAD51 B, C y D), y CX3 (RAD51C y XRCC3). Además, RAD51C es 

integrante de un complejo adicional con PALB2 y BRCA2 (complejo HR) que promueve la 

reparación a través del proceso de recombinación homóloga. Finalmente, SWSAP1 

interacciona con diversas proteínas formando el complejo Shu. Estos cuatro complejos 

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

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

139]: 

(i) Contribuir a la translocación de RAD51 desde el citoplasma hacia el núcleo en 

respuesta al daño en el ADN. 

(ii) Asegurar el reclutamiento de RAD51 a las regiones dañadas y la estabilización de 

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

(iv) Intervenir en la resolución de las uniones de Holliday para finalizar el proceso de 

reparación del ADN por HR. 

(v) Responder a enlaces entrecruzados en el ADN (ICL), ruta de reparación que está 

alterada en la anemia de Fanconi, al asociarse a otros parálogos o formando parte 

del complejo HR junto con PALB2/FANCN y BRCA2/FANCD1 (Figura 15). 

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

parálogos. 

Sin embargo, a pesar de que RAD51C es un gen central tanto en el proceso de 

recombinación homóloga como en la evasión del colapso replicativo, sus funciones 

exactas siguen sin estar claras. 

En un principio, RAD51C se reportó como un gen de susceptibilidad hereditaria a 

cáncer de mama y ovario [129]. Al mismo tiempo, se notificó una mutación bialélica en 

RAD51C en una familia con anemia de Fanconi, enfermedad que presenta un patrón de 

herencia autosómico recesivo y en la que el efecto clínico es una depleción progresiva de 

la función de la médula ósea, malformaciones congénitas y un alto riesgo de desarrollar 

tumores sólidos y hematológicos a una edad muy temprana [140]. Desde el año 2010, 

numerosos trabajos han corroborado la asociación de mutaciones patogénicas de la línea 

germinal en este gen con el cáncer de ovario [141]. No obstante, la conexión entre RAD51C 

y cáncer de mama tardó una década en confirmarse, en concreto, gracias a dos grandes 

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

Según las recomendaciones de la NCCN, las mujeres que portan una variante 

deletérea en RAD51C deben someterse a mamografías anuales a partir de los 40 años, 

pudiendo considerarse la realización de exámenes de resonancia magnética de mama con 

contraste. En este caso, no se recomienda la mastectomía profiláctica, pero sí la salpingo-

ooforectomía bilateral preventiva entre los 45 y 50 años, o incluso antes, en función 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 reparación de daños en 
el ADN. Esquema de las distintas lesiones que pueden generarse en el ADN y las vías 
moleculares más relevantes para repararlas. A) La vía de reparación por emparejamiento 
erróneo (MMR; mismatch repair) corrige básicamente las bases mal incorporadas en el 
ADN. B) La reparación por escisión de base (BER; base excision repair) es una ruta 
empleada normalmente para solventar roturas de simple cadena y bases dañadas que no 
generan una lesión voluminosa. Dicha ruta se divide en dos subvías: short-patch BER y 
long-patch BER. Las roturas de simple cadena pueden repararse también a través de la vía 
SSBR (single-strand break repair) que, aunque no se muestra en esta imagen, es muy 
similar a la BER. C) Para las lesiones voluminosas, se sigue mayormente la reparación por 
escisión de nucleótidos (NER; nucleotide excision repair), que elimina la base dañada y 
varios nucleótidos adyacentes. Este mecanismo cuenta con dos vías para el 
reconocimiento de la lesión: global genome NER (GG-NER) y transcription-coupled NER 
(TC-NER). D) La reparación de ICL (interstrand cross-link), también conocida como vía FA, 
resuelve los enlaces covalentes intercatenarios. E) Los principales mecanismos para la 
reparación de DSB son la HR y la unión de extremos no homólogos (NHEJ; non-homologous 
end joining). Existen dos rutas adicionales, la SSA (single-strand annealing) y la Alt-EJ 
(alternative end joining) no reflejadas en esta figura. 

En ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=rad51c%5Bgene%5D, 

último acceso el 18 de septiembre del 2023) hay un total de 1699 variantes puntuales 

(<50 pares de bases [pb]) registradas del gen RAD51C, específicamente 869 missense, 105 

frameshift, 60 nonsense y 63 localizadas en los sitios clásicos de splicing. En cuanto a su 

clasificación clínica, 34 (2,0%) están 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. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=rad51c%5Bgene%5D
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 CHEK2 
CHEK2 es un gen supresor tumoral que confiere un riesgo moderado a CM (riesgo 

relativo: ≈2,5; riesgo absoluto: ≈25% a los 80 años) y acumula casi el 25% de todas las 

variantes truncantes de proteína (solo superado por BRCA2) [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 más expresado (NM_007194 

/ENST00000404276.6) consta de 15 exones con el inicio de la traducción localizado en el 

exón 2. Este ARNm codifica para una proteína, la serina/treonina quinasa nuclear CHK2, 

de 543 aminoácidos 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 serán 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 está estructurado en 11 cadenas β 

organizadas en forma de sándwich y media las interacciones proteína-proteína 

dependientes de la fosforilación de CHK2, y (iii) el dominio quinasa (KD; p. 306-501), que 

comprende casi la mitad de la secuencia proteica y consta de dos lóbulos que conforman 

un sitio de unión a ATP. Finalmente, en la región C-terminal se encuentra la señal de 

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

CHK2 es un mediador fundamental en la señalización de DSB. En ausencia de daño 

en el ADN, la quinasa CHK2 permanece en su forma monomérica inactiva. En respuesta a 

DSB y al colapso de las horquillas replicativas, CHK2 es activada por fosforilación mediada 

por la proteína ATM, lo que desencadena la dimerización transitoria y la autofosforilación, 

seguida de la disociación de sus monómeros activos. CHK2 activada va a fosforilar 

diversas proteínas nucleares involucradas en la respuesta a daño en el ADN, por lo que se 

considera un guardián clave de la integridad del genoma. En concreto, modifica 

polipéptidos que participan en la ruta de reparación de DSB por HR (BRCA1 y BRCA2) y 

también fosforila proteínas implicadas en la vía de reparación BER (XRCC1 y FOX-M1) 

(Figura 15). Asimismo, promueve la relajación de la heterocromatina al actuar sobre 

KAP-1, posibilitando de esta manera el acceso a la lesión de las proteínas de respuesta a 

daño en el ADN, e induce la detención del ciclo celular a través de distintas vías mientras 

la rotura está siendo reparada. CHK2 también impulsa la apoptosis cuando el daño en el 

ADN es irreparable y, de este modo, evita la propagación de un genoma alterado y 

potencialmente dañino. Por último, esta proteína estimula, aunque no se sabe aún bien 

cómo, la entrada en un estado de senescencia celular, una barrera para la división de 
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células expuestas crónicamente a agresiones dañinas o con oncogenes activados que 

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

Inicialmente, las variantes deletéreas de la línea germinal del gen CHEK2 se 

asociaron con el síndrome de Li-Fraumeni; no obstante, esta relación se ha cuestionado 

debido a las diferencias de fenotipo entre los pacientes con este síndrome y los portadores 

de variantes P/LP en CHEK2. Inmediatamente después, este gen se vinculó con un mayor 

riesgo de CM. En particular, variantes germinales de este gen están 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 CHEK2, la más comúnmente 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 CHEK2 se han relacionado también con otros tipos de cáncer, incluidos el de próstata 

y tiroides [113,147].  

De acuerdo con las guías de la NCCN, los individuos que portan una mutación P/LP 

en este gen deben someterse a mamografías anuales a partir de los 40 años y barajar la 

posibilidad de realizarles resonancias magnéticas de mama con contraste a partir de los 

30-35 años. También se recomienda una colonoscopia a partir de los 40 años o, si hay 

antecedentes familiares, 10 años antes de la edad del familiar de primer grado en el 

momento del diagnóstico del cáncer colorrectal, y considerar el cribado del cáncer de 

próstata en varones también a partir de los 40 años. Finalmente, es importante destacar 

que no hay pruebas suficientes sobre los beneficios de la aplicación de la mastectomía 

profiláctica en estas pacientes, no obstante, se puede valorar la realización de este 

procedimiento basándonos 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 CHEK2, 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; último acceso 18 

de septiembre del 2023), de las cuales 1607 (47,7%) son missense, 370 (11%) están 

clasificadas como frameshift, 153 (4,5%) se catalogan como nonsense y 145 (4,3%) 

estarían alterando los sitios de splicing. De acuerdo con su significado clínico, 71 aparecen 

clasificadas como B, 776 como LB, 223 como LP, 497 como P y 1751 como VUS (52%).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=chek2%5Bgene%5D
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 BARD1 
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 años), sobre todo asociado a 

tumores ER negativos [108,109,149]. Este gen humano se descubrió en el año 1996 y está 

ubicado en el cromosoma 2 (2q35) extendiéndose a lo largo de unas 84 kb (chr2: 

214 725 646-214 809 683; GRCh38). Su transcrito más abundante (NM_000465; 

ENST00000260947.9) consta de 11 exones, los cuales codifican una proteína de 777 

aminoácidos y 87 kDa. Interesantemente, su exón número 4 es un exón largo o macroexón 

con 950 pb. Teniendo en cuenta que la longitud óptima de un exón para un splicing 

eficiente está entre 50 y 250 nt, el papel de los elementos reguladores va a ser crucial en 

el correcto reconocimiento de dicho exón [150]. A nivel estructural, la proteína BARD1 

contiene en su región N-terminal un dominio RING (p. 49-100), al igual que BRCA1, a 

través del cual se unen formando un heterodímero estable con actividad ubiquitina ligasa 

E3, y su región C-terminal se compone de un dominio de repeticiones de anquirina en 

tándem (p. 425-555) y dos dominios BRCA1 C-terminales (p. 568-777), los cuales 

interactúan con diversas proteínas implicadas en la respuesta a daño en el ADN. Además, 

muestra señales de exportación nuclear que, junto con las NLS, son necesarias para su 

ubicación intracelular [151]. 

Funcionalmente, BARD1 actúa como un supresor de tumores en vías dependientes 

e independientes de BRCA1. Por un lado, la formación del heterodímero BRCA1-BARD1 

es clave en las rutas de respuesta al daño en el ADN, la regulación del ciclo celular, la 

modulación de la estructura de la cromatina y la señalización hormonal, al controlar los 

niveles de receptores de estrógenos y de progesterona. La multifuncionalidad de este 

heterodímero BRCA1-BARD1 se debe mayormente a su actividad ubiquitina ligasa, la cual 

modifica múltiples proteínas implicadas en estas vías, estabilizando o alterando la 

funcionalidad de las de interés y marcando para degradar las innecesarias o las dañinas. 

Cabe destacar las ubiquitinaciones incorporadas en la RNA pol II, para inducir su 

degradación a través del proteosoma, y en la topoisomerasa IIβ, regulando así la 

transcripción en respuesta a daño en el ADN. También ejerce funciones clave en la 

reparación del ADN al interaccionar directamente con proteínas que intervienen tanto en 

HR (BRCA2 y RAD51) como en la reparación por MMR (MSH2 y MSH6) (Figura 15). Por 

otro lado, BARD1 induce la apoptosis; inhibe de forma transitoria la poliadenilación en 

respuesta a daño en el ADN, evitando el procesamiento potencialmente nocivo del ARN; 
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actúa como supresor tumoral, al regular el factor de transcripción oncogénico NF-κB a 

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

Tras la confirmación de la patogenicidad de variantes en BRCA1 ubicadas en su 

dominio RING por estar impidiendo la interacción BRCA1-BARD1, se planteó la hipótesis 

de que mutaciones en BARD1 podrían actuar del mismo modo y ser causantes de 

enfermedad. De hecho, dos años después de su descubrimiento, en el año 1998, se 

vincularon variantes germinales de BARD1 con el cáncer de mama y ovario [154]. Su 

asociación con el cáncer 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 BARD1 muestran un papel oncogénico, habiéndose detectado en 

distintos tipos de cáncer, como el de pulmón, mama, colon y ovario, y su expresión se 

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

Las pautas de manejo de la NCCN para pacientes portadoras de variantes 

patogénicas en BARD1 recomiendan mamografías anuales a partir de los 40 años, 

pudiendo considerarse la obtención de imágenes por resonancia magnética de mama con 

contraste. La mastectomía preventiva no está justificada en estas pacientes, no obstante, 

el uso de este procedimiento puede valorarse en función 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; 

último acceso 18 de septiembre del 2023) acumula un conjunto de 3384 variantes 

puntuales (<50 pb) de este gen, siendo las más abundantes las missense (1815; 53,6%), 

seguidas de lejos por las frameshift (188; 5,6%), las nonsense (126; 3,7%) y, por último, 

las localizadas en los sitios clásicos de splicing (76; 2,2%). Respecto a su significado clínico 

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

 BRIP1 
Variantes truncantes en BRIP1, denominado alternativamente FANCJ o BACH1, no 

incrementan significativamente el riesgo de cáncer de mama (riesgo relativo: 1,1), aunque 

sí el de ovario (riesgo relativo: 4,9; riesgo absoluto: 5,8% a los 80 años) 

[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 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=bard1%5Bgene%5D
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codificantes. Curiosamente, su exón 1 no codificante usa un donador atípico GC, cuya 

detección probablemente dependa de la actuación de factores reguladores del splicing 

[157]. BRIP1 se traduce en una proteína de 1249 aminoácidos y unos 141 kDa con función 

ATPasa ADN dependiente y helicasa 5'-3', perteneciente a la familia RecQ DEAH. Dicha 

proteína presenta un dominio helicasa altamente conservado, que abarca la mayor parte 

de su estructura, y está compuesto principalmente por 8 motivos ATPasa/helicasa (Q: 

p.17-25; I: p.39-57; Ia: p.245-258; II: 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 cisteína fuertemente conservados. Dentro de este dominio, encontramos 

también un sitio de unión a la proteína MLH1, que participa en la ruta de reparación MMR 

(Figura 15). Además, en su región C-terminal acumula una serie de sitios de unión a otras 

proteínas, incluyendo BRCA1 [158,159]. 

BRIP1 actúa como un supresor tumoral y desempeña 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 dúplex, así como 

estructuras secundarias de este ácido nucleico, como los G-cuádruplex. Gracias a esta 

actividad helicasa y a su interacción con una gran variedad de proteínas (como MLH1, 

BRCA1, CtIP, RPA, BLM y TOPBP1), BRIP1 favorece una replicación eficiente y la 

progresión de las células a través de la fase S e interviene en la regulación de la respuesta 

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

Esta helicasa se identificó por primera vez en el año 2001 como una proteína que 

interactúa físicamente con BRCA1 y contribuye a su función en el proceso de reparación 

del ADN, lo cual convirtió rápidamente a BRIP1 en un nuevo gen candidato de 

predisposición a CM [162]. En primer lugar, se demostró que BRIP1 está inactivado 

bialélicamente en pacientes con anemia de Fanconi [163–165]. Poco después, se 

estableció BRIP1 como un gen de predisposición a CM de baja penetrancia [166], aunque 

otros estudios posteriores más amplios y completos indican que no existe tal asociación 

[108,109]. En cambio, sí se ha verificado un vínculo entre variantes deletéreas de BRIP1 y 

un incremento significativo del riesgo de cáncer de ovario [130,167]. Asimismo, se 

encontró una mutación en este gen involucrada en el síndrome de Li-Fraumeni, un 

trastorno autosómico dominante que confiere un alto riesgo a una amplia variedad de 

tumores malignos, como sarcoma de tejidos blandos, osteosarcoma, cáncer de mama, 

cáncer de cerebro, cáncer de glándula suprarrenal y leucemia, entre otros [168]. Cabe 
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destacar también la implicación de BRIP1 en otro tipo de cánceres, como el de endometrio 

o el colorrectal [169,170]. 

Las guías de manejo de la NCCN no aportan ninguna recomendación respecto al 

cribado y la prevención del cáncer de mama en familias portadoras de una variante P/LP 

en este gen. En cambio, respecto al cáncer de ovario, aconsejan valorar la aplicación de la 

salpingo-ooforectomía bilateral profiláctica entre los 45 y 50 años (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; 

último 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 clasificación 

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

2.4. SPLICING ABERRANTE EN CÁNCER DE MAMA HEREDITARIO 

El splicing aberrante es la causa de muchas enfermedades humanas, incluido el 

cáncer. Análisis transcriptómicos han detectado >15 000 variantes de splicing específicas 

de esta patología en 27 tipos de cánceres diferentes, incluido el CM [171]. También se ha 

demostrado que los tumores exhiben hasta un 30% más de eventos de splicing 

alternativos que los tejidos normales [172]. En particular, las evidencias sugieren que esta 

desregulación del splicing está involucrada en la biogénesis y progresión de los tumores, 

incluida la proliferación celular, la apoptosis, la invasión, la metástasis tumoral, la 

angiogénesis y la resistencia a la quimioterapia/radioterapia [48,173]. De hecho, el AS 

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

Específicamente, en cáncer de mama se ha demostrado que esta desregulación 

generalizada del AS tiene implicaciones fundamentales en la biología y la clínica de esta 

enfermedad. Es más, las firmas de AS pueden actuar como biomarcadores pronósticos del 

CM [176]. Adicionalmente, estos eventos de AS alterados también pueden estar 

vinculados al desarrollo, la progresión y la respuesta al tratamiento del CM [177]. En 

concreto, se ha comprobado que el splicing aberrante de varios genes, incluidos HER2, 

DMTF1, BRCA1, FGFR1, FGFR2, KLF6, BIRC5 oTP53, contribuye a la carcinogénesis 

mamaria [178]. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=brip1%5Bgene%5D
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Además de alteraciones globales en el AS que pueden actuar como biomarcadores 

pronósticos y predictivos del CM, la presencia de variantes germinales de splicing en cis 

en cualquiera de los 8 genes CM principales puede inducir transcritos anómalos 

implicados en la enfermedad [59,61,72,179–188]. Varias investigaciones revelan que en 

los genes CM gran parte de las variantes nocivas están afectando al splicing del pre-ARNm 

o, lo que es lo mismo, la desregulación 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 cáncer de 

mama/ovario investigados en esta tesis (RAD51C, CHEK2, BARD1 y BRIP1) permitirán la 

reclasificación de una gran fracción de VUS y, de este modo, se contribuirá a la elucidación 

del espectro de predisposición genética a esta enfermedad. El objetivo final es 

incrementar el número de pacientes y familias CMH que se pueden beneficiar de las 

medidas de prevención correspondientes y de la aplicación de tratamientos 

personalizados [191]. 
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HIPÓTESIS 

Recientemente, se ha determinado que variantes patogénicas en al menos 8 genes 

muestran una asociación significativa con el cáncer de mama: BRCA1, BRCA2, PALB2, 

CHEK2, ATM, BARD1, RAD51C y RAD51D. Asimismo, cerca de un 50% de las variantes 

reportadas en estos genes de predisposición son de significado clínico incierto, las cuales 

plantean un serio problema en el diagnóstico, la prevención y la terapia de la enfermedad. 

Los genes de predisposición a cáncer de mama acumulan una alta proporción de 

variantes patogénicas que afectan al splicing, el cual constituye, por tanto, un mecanismo 

prevalente de patogenicidad en esta afección. 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 atípicos (p. ej., 5’ss-

GC) y los exones de gran/pequeño tamaño. Cualquier tipo de variante en estas regiones 

puede inducir anomalías de splicing y transcritos aberrantes que inactiven el gen CM en 

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

Por tanto, los ensayos funcionales de splicing mediante minigenes híbridos de 

variantes de genes CM candidatas de alterar este mecanismo permitirán la identificación 

de mutaciones espliceogénicas y la interpretación clínica de las mismas, posibilitando la 

reclasificación de una gran cantidad de VUS. El fin último es mejorar el manejo clínico de 

las pacientes y aumentar el número 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 desregulación del splicing en 

genes de susceptibilidad a cáncer de mama/ovario y determinar su papel en la 

enfermedad.  

Objetivos específicos:  

1. Construcción y validación de minigenes reporteros de splicing de los genes de 

predisposición a cáncer de mama/ovario CHEK2, RAD51C, BARD1 y BRIP1.  

2. Identificación de las variantes de sitios de splicing potencialmente 

espliceogénicas de los genes CHEK2 y RAD51C mediante filtrado 

bioinformático. 

3. Caracterización de variantes con impacto en el splicing: ensayos funcionales en 

minigenes híbridos. 

4. Mapeo funcional de elementos reguladores del splicing de los exones 

alternativos 8 y 10 de CHEK2, el macroexón 4 de BARD1 y el exón 1 de BRIP1 

(donador GC). Identificación de mutaciones espliceogénicas en los intervalos 

críticos mapeados. 

5. Interpretación clínica de las variantes testadas siguiendo las normas 

ACMG/AMP. Evaluación general del papel del splicing aberrante como 

mecanismo etiopatogénico en cáncer de mama hereditario. 
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RAD51C 
1. ARTÍCULO 1

Lara Sanoguera-Miralles, Alberto Valenzuela-Palomo, Elena Bueno-Martínez, Patricia 

Llovet, Beatriz Díez-Gómez, María José Caloca, Pedro Pérez-Segura, Eugenia Fraile-

Bethencourt, Marta Colmena, Sara Carvalho, Jamie Allen, Douglas F Easton, Peter Devilee, 

Maaike P G Vreeswijk, Miguel de la Hoya and Eladio A Velasco 

Comprehensive Functional Characterization and Clinical Interpretation of 20 

Splice-Site Variants of the RAD51C Gene 

Cancers. 2020;12(12):3771. 

DOI: https://doi.org/10.3390/cancers12123771 

Factor de impacto 2020: 6,639 

Introducción: El cáncer de mama/ovario hereditario es una enfermedad muy 

heterogénea con más de 10 genes de predisposición conocidos, entre los cuales se 

encuentra el gen RAD51C. En el marco del proyecto europeo BRIDGES, se secuenció un 

panel de 34 genes, incluido RAD51C, en 60 466 pacientes con cáncer de mama y 53 461 

controles. Nuestro objetivo era caracterizar, desde un punto de vista funcional y clínico, 

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

Material y métodos: Se analizaron bioinformáticamente 40 variantes BRIDGES 

ubicadas en los límites intrón-exón del gen RAD51C, 20 de las cuales fueron seleccionadas 

para ser ensayadas funcionalmente. Para ello, se diseñó y construyó un minigén reportero 

de splicing que incluía los exones 2 a 8 de RAD51C (mgR51C_ex2-8). Este minigén produjo 

exclusivamente un transcrito full-length del tamaño (1062 nt), secuencia y estructura (V1- 

exones 2 a 8 de RAD51C- V2) esperados. Las 20 variantes candidatas se incorporaron en 

https://doi.org/10.3390/cancers12123771
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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 anomalías en este proceso, sin dejar trazas o 

generando cantidades residuales (2-5,4%) del transcrito full-length. Por análisis de 

fragmentos se identificaron 35 transcritos distintos en las variantes testadas: 16 

truncantes de proteína, 6 que mantenían el ORF y 13 que se correspondían con isoformas 

menores no caracterizadas. Según criterios basados en las normas ACMG/AMP, 15 

variantes fueron catalogadas como P/LP.  

Discusión y conclusiones: La gran cantidad de variantes espliceogénicas 

detectadas (19/20) refleja una alta precisión del método bioinformático de selección 

empleado. Estos resultados evidenciaron que el splicing aberrante del gen RAD51C 

representa un mecanismo etiopatogénico relevante en la susceptibilidad al cáncer de 

mama. Por otro lado, los minigenes derivados del vector pSAD han demostrado ser una 

estrategia robusta y de alta capacidad para la caracterización 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 únicamente 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 líneas celulares 

relevantes para la enfermedad. Además, el análisis de fragmentos fluorescentes presenta 

una alta sensibilidad, distinguiendo hasta 35 transcritos diferentes y permitiendo la 

resolución de isoformas de ARN que difieren en tan solo 3-nt (▼(E8p3) y full-length). 

Finalmente, siguiendo las normas ACMG/AMP, 15 variantes BRIDGES del gen de 

susceptibilidad a cáncer de mama RAD51C se clasificaron como P/LP: c.404G>A, c.405-

6T>A, c.571+4A>G, c.571+5G>A, c.572-1G>T, c.705G>T, c.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 clínicamente accionables y, por 

ende, claves para el correcto manejo clínico de las pacientes portadoras de las mismas.
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2. ARTÍCULO 2 

Lara Sanoguera-Miralles, Elena Bueno-Martínez, Alberto Valenzuela-Palomo, Ada 

Esteban-Sánchez, Inés Llinares-Burguet, Pedro Pérez-Segura, Alicia García-Álvarez, 

Miguel de la Hoya and Eladio A Velasco-Sampedro. 

Minigene Splicing Assays Identify 20 Spliceogenic Variants of the Breast/Ovarian 

Cancer Susceptibility Gene RAD51C 

Cancers. 2022, 14(12):2960. 

DOI: https://doi.org/10.3390/cancers14122960 

Factor de impacto 2022: 5,2 

Introducción: Las variantes de pérdida de función del gen RAD51C se asocian a un 

mayor riesgo de cáncer de mama y ovario. Asimismo, las alteraciones en el splicing en este 

gen son un mecanismo frecuente de inactivación génica, como habíamos 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 límites intrón/exón de RAD51C. 

De todas ellas, tras un filtrado bioinformático estricto, se seleccionaron 20, las cuales se 

introdujeron en el minigén WT mediante mutagénesis dirigida. Los minigenes WT y 

mutantes se transfectaron en distintas líneas 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 bioinformáticos de selección) y 18 mostraron 

anomalías importantes en este proceso, sin dejar ningún rastro o cantidades mínimas 

(<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 proteína 

RAD51C, 3 mantenían el ORF y 8 isoformas menores (1,1-4,7% de la expresión global) no 

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

https://doi.org/10.3390/cancers14122960
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mutantes fueron cruciales para la interpretación clínica de las veinte variantes ensayadas 

basada en las recomendaciones ACMG/AMP, de modo que 16 de ellas fueron clasificadas 

como LP.  

Discusión 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 precisión del método bioinformático 

de filtrado. Por otra parte, los ensayos funcionales empleando minigenes híbridos han 

demostrado ser herramientas valiosas para la caracterización inicial de posibles variantes 

espliceogénicas, mostrando numerosas ventajas, algunas de ellas indicadas en el resumen 

del artículo previo. Concretamente, el minigén mgR51C_ex2-8 proporcionó datos muy 

útiles 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 expresión 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 comparación con la clasificación 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 c.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 clasificación 

clínica de las variantes de genes CM, como RAD51C, tiene implicaciones muy importantes 

en el asesoramiento de los pacientes con cáncer de mama hereditario. 
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CHEK2 
1. ARTÍCULO 3

Lara Sanoguera-Miralles, Alberto Valenzuela-Palomo, Elena Bueno-Martínez, Ada 

Esteban-Sánchez, Víctor Lorca, Inés Llinares-Burguet, Alicia García-Álvarez, Pedro Pérez-

Segura, Mar Infante, Douglas F. Easton, Peter Devilee, Maaike P. G. Vreeswijk, Miguel de la 

Hoya and Eladio A. Velasco-Sampedro. 

Systematic minigene-based splicing analysis and tentative clinical classification of 

52 CHEK2 splice-site variants 

Clinical Chemistry. 2023 

DOI: https://doi.org/10.1093/clinchem/hvad125 

Factor de impacto 2022: 9,3 

Introducción: Las alteraciones en el splicing del pre-ARNm son un mecanismo 

deletéreo frecuente en el cáncer hereditario. Nuestro objetivo en este artículo era analizar 

funcionalmente, mediante el uso de plásmidos reporteros de splicing, las variantes 

potencialmente espliceogénicas reportadas en el proyecto europeo BRIDGES en el gen de 

predisposición al cáncer de mama CHEK2. 

Material y métodos: En el proyecto BRIDGES se identificaron 128 variantes en los 

sitios de splicing (±10 nt intrónicos y ± 2 nt exónicos) del gen CHEK2, las cuales fueron 

analizadas con la herramienta bioinformática MES. Para el ensayo funcional de las 52 

variantes candidatas, se construyeron y se validaron tres minigenes de CHEK2 

(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 líneas celulares. 

https://doi.org/10.1093/clinchem/hvad125


 

56 

Resultados: Por un lado, se observó 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 

anomalías 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, además de los tres transcritos mgFL, 

cincuenta y nueve isoformas introducían PTC, siete mantenían el ORF, cinco eliminaban 

el codón de inicio de la traducción, seis afectaban a la región no traducida 5’ (5'UTR) y dos 

incluían variantes missense. Estos datos funcionales fueron esenciales en el proceso de 

interpretación clínica de las variantes de CHEK2 ensayadas siguiendo los criterios 

ACMG/AMP, que permitieron la clasificación de 27 variantes como P/LP. Curiosamente, 

el testado funcional de la variante c.684-2A>G reveló el uso de un sitio aceptor TG atípico 

(usado por ≈0,02% de los aceptores humanos), cuya secuencia consenso está altamente 

conservada (17/23 posiciones). Seguidamente, se procedió a la búsqueda de regiones 

funcionales implicadas en el reconocimiento de este sitio no canónico TG, la cual desveló 

secuencias críticas en el exón 6 para su selección (c.685_698, c.709_722 y c.707_743). 

Discusión y conclusiones: Se identificó una alta proporción de variantes CHEK2 

que afectan al splicing, lo cual nos lleva a concluir, de nuevo, que el método computacional 

de selección es muy sensible y que el splicing anómalo de genes de susceptibilidad es un 

mecanismo deletéreo frecuente en cáncer de mama hereditario. Por otro lado, el sistema 

de minigenes híbridos, cuyas ventajas principales están recogidas en el resumen del 

primer artículo, proporciona un método sencillo, versátil y adecuado para comprobar el 

efecto que ejercen sobre el splicing las variantes candidatas. Adicionalmente, la técnica de 

análisis de fragmentos fluorescentes presenta una alta sensibilidad y resolución, 

separando fragmentos que se diferencian en un solo nucleótido (Δ(E7p1) y full-length). 

En cuanto a la interpretación clínica de las variantes analizadas en este artículo, la 

incorporación de los datos de los ensayos funcionales de los minigenes de CHEK2 a un 

esquema de clasificación basado en las directrices ACMG/AMP nos permitió catalogar 27 

variantes de este gen de predisposición a cáncer de mama como P/LP: c.319+2T>A, 

c.319+4delA, c.320-3C>G, c.320-2A>G, c.444+1G>T, c.444+1G>A, c.445-2A>G, 

c.592+2T>G, c.684-2A>G, c.784_792+5del, c.792+1G>A, c.793-2A>G, c.846+1G>T, 

c.846+5G>A, c.846+6T>C, 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, c.1461+5G>T y c.1543-9_1546del. Sin embargo, 20 variantes (38%) seguían 
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siendo de significado clínico incierto debido, en parte, a los complejos patrones de splicing 

detectados en las variantes de CHEK2 testadas. Este estudio muestra, de nuevo, la alta 

espliceogenicidad de cualquier cambio en la secuencia consenso de los sitios de splicing. 

 





 

59 

2. ESTUDIO DE REGULACIÓN DE LOS EXONES 8 Y 10 DE 

CHEK2 

Lara Sanoguera-Miralles, Inés Llinares-Burguet, Elena Bueno-Martínez, Lobna Ramadane, 

Cristiana Stuani, Alberto Valenzuela-Palomo, Alicia García-Álvarez, Pedro Pérez-Segura, 

Emanuele Buratti, Miguel de la Hoya, and Eladio A. Velasco-Sampedro  

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 (artículo en revisión) 

Factor de impacto 2022: 7,3 

El splicing está controlado por un conjunto amplio de elementos reguladores de 

este mecanismo (SRE), entre los que se incluyen enhancers y silenciadores. Ambos 

participan en la modulación del splicing alternativo, de modo que se espera una mayor 

concentración de estos SRE en exones sujetos a este fenómeno. Asimismo, las variantes 

exónicas que afecten a dichos motivos tendrán el potencial de alterar los patrones de 

splicing de un determinado exón. En este apartado, nos centramos en los exones 8 y 10 de 

CHEK2, que están sujetos a eventos prevalentes de splicing alternativo fisiológico, 

generando los transcritos ∆(E8) (exón 8 skipping) y ∆(E10) (exón 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 cáncer de mama. 

2.1. MAPEO FUNCIONAL DE INTERVALOS RICOS EN ESE 

Para llevar a cabo el estudio de regulación de los exones alternativos 8 y 10 de 

CHEK2, se empleó el minigén híbrido que incluía 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 siguió la estrategia de microdeleciones (µdel) 

solapantes, método validado para la búsqueda de regiones críticas involucradas en el 

control de los exones diana. Inicialmente, incorporamos por mutagénesis dirigida 5 µdel 

exónicas 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 CHEK2 empleando los primers detallados en la 
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Tabla Suplementaria 1, las cuales fueron más tarde ensayadas funcionalmente en 

células MCF-7. 

Las dos µdel de 30 nt ubicadas en el exón 8 alteraron débilmente el proceso de 

splicing. Según el perfil HEXplorer (https://rna.hhu.de/HEXplorer/), cada segmento de 

30 nt contenía una región potenciadora (pico) y otra silenciadora (valle) que se 

compensarían entre sí, lo que explicaría el impacto débil de dichas µdel en el 

reconocimiento del exón 8. Para confirmar el perfil HEXplorer, decidimos analizar cuatro 

µdel internas de 15 nt (c.849_863del, c.863_877del, c.877_891del y c.891_905del). 

Mientras que dos µdel, 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 exón 8 (regiones ricas en ESE), especialmente la 

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

Por otro lado, las µdel c.1011_1040del y c.1063_1092del del exón 10 tuvieron un impacto 

significativo sobre el proceso de splicing, especialmente la c.1063_1092del, la más cercana 

al 5’ss, que no dejó ningún remanente del transcrito mgFL. Para refinar el mapa SRE del 

intervalo c.1063_1092, se testaron funcionalmente otras tres µdel 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 alteró 

fuertemente (c.1083_1092del; mgFL= 38,4%) (Figura 16; Tabla 2). 

 

Pie de figura en la página siguiente. 

https://rna.hhu.de/HEXplorer/
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Figura 16. Mapeo de los intervalos ricos en SRE de los exones 8 y 10 de CHEK2. A) 
Mapa de µdel introducidas en el minigén WT mgChk2_ex6-10 (línea roja, impacto fuerte 
en el splicing; línea naranja, impacto débil o moderado; línea verde, impacto débil o nulo). 
B) Perfil extraído de HEXplorer de los exones 8 y 10 de CHEK2, donde los picos indican 
presuntas regiones ricas en ESE y los valles hipotéticas regiones ricas en ESS. C) 
Resultados de splicing de las doce µdel investigadas. Electroforesis capilar de fragmentos 
fluorescentes: los transcritos se indican mediante picos azules (productos marcados con 
FAM) y los picos naranjas representan el estándar de tamaño LIZ600. El eje x indica el 
tamaño en pb (electroferograma superior) y el eje y representa las unidades relativas de 
fluorescencia (RFU). D) El gráfico de barras ilustra las proporciones relativas de los 
diferentes tipos de transcritos generados por las µdel ensayadas. 
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Tabla 2. Resultados de splicing de las µdel incorporadas en los exones 8 y 10 de CHEK2. 

Variante (HGVS)1 
Transcritos2 

Canónico PTC In-frame No caracterizados 
WT (6 muestras) 91,5%± 1,5% Δ(E8): 1,7%± 0,7% Δ(E10): 6,8%± 0,9%  

c.849_878del 70,8%± 0,1% Δ(E8): 20,1%± 0,1% 
Δ(E8)Δ(E10): 3,1%± 0,0% Δ(E10): 6,0%± 0,1%  

c.849_863del 56,1%± 0,2% Δ(E8): 33,5%± 0,0% 
Δ(E8)Δ(E10): 5,5%± 0,1% Δ(E10): 4,9%± 0,1%  

c.863_877del 89,0%± 0,9%  Δ(E10): 11,0%± 0,9%  

c.876_905del 68,3%± 0,1% Δ(E8): 20,9%± 0,1% 
Δ(E8)Δ(E10): 3,9%± 0,1% Δ(E10): 6,9%± 0,1%  

c.877_891del 13,6%± 2,3% Δ(E8): 74,8%± 2,6% 
Δ(E8)Δ(E10): 10,6%± 0,4% Δ(E10): 1,0%± 0,1%  

c.891_905del 83,9%± 1,5%  Δ(E10): 15,1%± 1,4% 556-nt: 1,0%± 0,1% 
c.1011_1040del 58,1% ± 1,7% Δ(E8)Δ(E10): 2,2%± 0,2% Δ(E10): 39,7% ± 1,5%  
c.1037_1066del 80,5%± 0,1% Δ(E8): 2,0%± 0,1% Δ(E10): 17,5%± 0,2%  
c.1063_1092del - Δ(E8)Δ(E10): 4,5%± 0,2% Δ(E10): 95,5% ± 0,2%  
c.1063_1073del 80,6% ± 0,1%  Δ(E10): 19,4% ± 0,1%  
c.1073_1083del - Δ(E8)Δ(E10): 3,3%± 0,1% Δ(E10): 96,7% ± 0,1%  
c.1083_1092del 38,4% ± 1,7%  Δ(E10): 61,6% ± 1,7%  
1Las µdel en las que realizamos estudios sistemáticos de variantes se indican en negrita y la µdel en la que testamos las variantes reportadas en la base de datos ClinVar 
está subrayada. 2En cada µdel, el transcrito canónico y los otros transcritos que no incluyen la deleción del exón 8 (para microdeleciones en este exón) y del exón 10 (para 
microdeleciones en este exón) incluyen una pérdida de 10, 11, 15 o 30 nt dependiendo de su tamaño.   
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2.2. ESTUDIO FUNCIONAL DE VARIANTES SRE 

A continuación, en los tres intervalos espliceogénicos detectados, testamos 

funcionalmente 87 variantes exónicas, con el propósito de encontrar mutaciones SRE con 

impacto en el splicing y clínicamente accionables (69 missense, 12 sinónimas, 5 nonsense 

y 1 frameshift). Nueve de ellas se localizan entre los nucleótidos 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 c.1073_1083), 

donde se ensayaron todas las variantes posibles para cada posición. 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 reducción del transcrito mgFL, punto de corte ≤81,5%), cuatro de las 

cuales (c.883G>A, c.883G>T, c.884A>T y c.1080G>T) daban lugar a graves anomalías 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). Además, otras 6 variantes mostraron impactos fuertes (mgFL: 

20-50%; c.886G>A, c.886G>T, c.1075G>A, c.1075G>T, c.1076A>T y c.1078G>T), 27 

exhibieron impactos moderados (mgFL: 50-80%; c.883G>C, c.884A>C, c.884A>G, 

c.885A>T, c.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>A, c.1078G>C, c.1079A>G, c.1079A>T, 

c.1081G>A, c.1081G>C, c.1081G>T, c.1082A>G, c.1082A>T, c.1083C>A, c.1083C>G, 

c.1083C>T y c.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 producían 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 exón 8 de CHEK2. 
A) Análisis de fragmentos fluorescentes: los transcritos se indican mediante picos azules 
(productos marcados con FAM) y los picos naranjas representan el estándar de tamaño 
LIZ600. El eje x indica el tamaño en pb (electroferograma superior) y el eje y representa 
las RFU. B) El gráfico de barras ilustra las proporciones relativas de los diferentes tipos 
de transcritos inducidos por las variantes exónicas espliceogénicas del exón 8 de CHEK2. 
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Figura 18. Ensayos de splicing de las variantes espliceogénicas del exón 10 de 
CHEK2. A) Análisis de fragmentos fluorescentes: los transcritos se indican mediante picos 
azules (productos marcados con FAM) y los picos naranjas representan el estándar de 
tamaño LIZ600. El eje x indica el tamaño en pb (electroferograma superior) y el eje y 
representa las RFU. B) El gráfico de barras ilustra las proporciones relativas de los 
diferentes tipos de transcritos inducidos por las variantes exónicas espliceogénicas del 
exón 10 de CHEK2. 
 



 

 

66 Tabla 3. Resultados de splicing de las variantes exónicas espliceogénicas de los exones 8 y 10 de CHEK2. 

Variante (HGVS)1 Proteína (HGVS) 
Transcritos2 

Canónico PTC In-frame No caracterizados 
mgChk2_ex11-15 WT (6 ensayos) 91,5%± 1,5% Δ(E8): 1,7%± 0,7% Δ(E10): 6,8%± 0,9%  
Ex8 

c.883G>A p.(Glu295Lys) 2,6%± 0,2% Δ(E8): 90,5%± 0,1% 
Δ(E8)Δ(E10):6,9%± 0,1% 

  

c.883G>C p.(Glu295Gln) 57,8%± 0,7% Δ(E8): 36,8%± 0,8% 
Δ(E8)Δ(E10):2,7%± 0,0% Δ(E10): 2,7%± 0,0%  

c.883G>T p.(Glu295*) 2,2%± 0,1% Δ(E8): 84,1%± 0,4% 
Δ(E8)Δ(E10):13,7%± 0,3% 

  

c.884A>C p.(Glu295Ala) 75,7%± 0,3% Δ(E8): 10,9%± 0,3% 
Δ(E8)Δ(E10):3,5%± 0,1% Δ(E10): 6,3%± 0,4% 360-nt: 1,9%± 0,3% 

321-nt: 1,7%± 0,0% 

c.884A>G p.(Glu295Gly) 52,7%± 1,1% Δ(E8): 37,5%± 1,0% 
Δ(E8)Δ(E10):6,4%± 0,2% Δ(E10): 3,4%± 0,1%  

c.884A>T p.(Glu295Val) 4,0%± 0,6% Δ(E8): 82,3%± 0,3% 
Δ(E8)Δ(E10):12,2%± 0,8% 

 596-nt: 1,5%± 0,4% 

c.885A>G p.(Glu295=) 81,5%± 0,3% Δ(E8): 12,5%± 0,1% 
Δ(E8)Δ(E10):1,6%± 0,1% Δ(E10): 4,4%± 0,2%  

c.885A>T p.(Glu295Asp) 60,9%± 0,2% Δ(E8): 30,0%± 0,3% 
Δ(E8)Δ(E10):4,6%± 0,1% Δ(E10): 2,9%± 0,1% 321-nt: 1,6%± 0,1% 

c.886G>A p.(Asp296Asn) 49,0%± 0,2% Δ(E8): 38,6%± 0,4% 
Δ(E8)Δ(E10):6,4%± 0,1% Δ(E10): 2,2%± 0,0% 306-nt: 2,4%± 0,2% 

321-nt: 1,4%± 0,1% 

c.886G>C p.(Asp296His) 74,6%± 3,2% Δ(E8): 16,6%± 2,2% 
Δ(E8)Δ(E10):3,2%± 1,3% Δ(E10): 1,6%± 1,6% 321-nt: 4,0%± 0,3% 

c.886G>T p.(Asp296Tyr) 20,6%± 0,5% Δ(E8): 66,5%± 0,7% 
Δ(E8)Δ(E10):10,9%± 0,4% Δ(E10): 2,0%± 0,6%  

c.887A>G p.(Asp296Gly) 52,7%± 0,3% Δ(E8): 38,2%± 0,2% 
Δ(E8)Δ(E10):6,1%± 0,2% Δ(E10): 3,0%± 0,0%  
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Variante (HGVS)1 Proteína (HGVS) 
Transcritos2 

Canónico PTC In-frame No caracterizados 

c.887A>T p.(Asp296Val) 56,7%± 2,4% Δ(E8): 29,7%± 0,6% 
Δ(E8)Δ(E10):5,7%± 0,8% Δ(E10): 6,3%± 0,5% 580-nt: 1,6%± 0,8% 

c.890A>T p.(Tyr297Phe) 78,3%± 1,5% Δ(E8): 8,9%± 0,8% 
Δ(E8)Δ(E10):1,8%± 0,1% Δ(E10): 11,0%± 0,7%  

Ex10 

c.1073A>T p.(Gln358Leu) 76,6%± 1,1% Δ(E8): 2,8%± 0,2% 
Δ(E8)Δ(E10): 1,0%± 0,1% Δ(E10): 19,6%± 0,8%  

c.1075G>A p.(Glu359Lys) 38,4%± 0,3% Δ(E8)Δ(E10): 2,1%± 0,1% Δ(E10): 59,5%± 0,3%  

c.1075G>C p.(Glu359Gln) 75,7%± 0,2% Δ(E8): 2,4%± 0,1% 
Δ(E8)Δ(E10): 1,0%± 0,0% Δ(E10): 20,9%± 0,2%  

c.1075G>T p.(Glu359*) 27,2%± 1,0% Δ(E8)Δ(E10): 3,2%± 0,1% Δ(E10): 69,6%± 1,2%  
c.1076A>C p.(Glu359Ala) 73,6%± 1,0% Δ(E8): 1,5%± 0,1% Δ(E10): 24,9%± 1,0%  
c.1076A>G p.(Glu359Gly) 71,1%± 3,0% Δ(E8): 2,2%± 0,3% Δ(E10): 26,7%± 1,0%  
c.1076A>T p.(Glu359Val) 38,7%± 4,0% Δ(E8)Δ(E10): 2,2%± 0,2% Δ(E10): 59,1%± 3,8%  

c.1077A>C p.(Glu359Asp) 73,2%± 0,3% Δ(E8): 2,1%± 0,0% 
Δ(E8)Δ(E10): 1,0%± 0,0% Δ(E10): 23,7%± 0,3%  

c.1077A>T p.(Glu359Asp) 74,6%± 0,6% Δ(E8): 2,1%± 0,0% Δ(E10): 23,3%± 0,5%  

c.1078G>A p.(Glu360Lys) 64,6%± 0,5% Δ(E8): 1,1%± 0,0% 
Δ(E8)Δ(E10):c1,0%± 0,1% Δ(E10): 33,3%± 0,4%  

c.1078G>C p.(Glu360Gln) 58,0%± 0,6% Δ(E8): 1,2%± 0,1% 
Δ(E8)Δ(E10):1,2%± 0,0% Δ(E10): 39,6%± 0,5%  

c.1078G>T p.(Glu360*) 26,1%± 1,9% Δ(E8)Δ(E10): 2,1%± 0,0% Δ(E10): 71,8%± 1,8%  

c.1079A>G p.(Glu360Gly) 65,1%± 1,0% Δ(E8): 1,8%± 0,1% 
Δ(E8)Δ(E10): 1,2%± 0,1% Δ(E10): 29,6%± 0,7% 596-nt: 2,3%± 0,7% 

c.1079A>T p.(Glu360Val) 77,4%± 0,4% Δ(E8): 1,5%± 0,1% Δ(E10): 19,8%± 0,3% 572-nt: 1,3%± 0,2% 
c.1080G>T p.(Glu360Asp) 4,8%± 1,6% Δ(E8)Δ(E10): 1,6%± 0,4% Δ(E10): 93,6%± 1,9%  
c.1081G>A p.(Asp361Asn) 75,2%± 4,7% Δ(E8): 1,7%± 0,3% Δ(E10): 23,1%± 4,4%  
c.1081G>C p.(Asp361His) 76,0%± 0,4% Δ(E8): 1,3%± 0,3% Δ(E10): 21,0%± 0,3% 572-nt: 1,7%± 0,4% 
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Variante (HGVS)1 Proteína (HGVS) 
Transcritos2 

Canónico PTC In-frame No caracterizados 

c.1081G>T p.(Asp361Tyr) 50,5%± 3,5% Δ(E8): 1,1%± 0,3% 
Δ(E8)Δ(E10): 1,8%± 0,1% Δ(E10): 46,6%± 3,7%  

c.1082A>G p.(Asp361Gly) 68,2%± 4,8% Δ(E8): 1,6%± 0,0% 
Δ(E8)Δ(E10): 1,3%± 0,3% Δ(E10): 28,9%± 4,5%  

c.1082A>T p.(Asp361Val) 76,7%± 1,4% Δ(E8): 1,7%± 0,1% Δ(E10): 21,6%± 1,3%  
c.1083C>A p.(Asp361Glu) 72,6%± 2,3% Δ(E8): 1,6%± 0,6% Δ(E10): 25,8%± 1,8%  
c.1083C>G p.(Asp361Glu) 76,3%± 0,2% Δ(E8): 1,3%± 0,0% Δ(E10): 20,8%± 0,2% 572-nt: 1,6%± 0,1% 

c.1083C>T p.(Asp361=) 77,0%± 0,7% Δ(E8): 3,1%± 0,1% 
Δ(E8)Δ(E10): 1,2%± 0,1% Δ(E10): 18,7%± 0,5%  

c.1086T>G p.(Cys362Trp)  79,7%± 0,3% Δ(E8): 3,4%± 0,1% 
Δ(E8)Δ(E10): 1,2%± 0,0% Δ(E10): 15,7%± 0,4%  

1Se muestran en negrita las 10 variantes con impactos severos (<5% del transcrito mgFL) y fuertes (mgFL: 20-50%). 2Lógicamente, en cada variante, los transcritos 
en los que no se suprime el exón mutado incorporarán la mutación puntual investigada. 
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El análisis de fragmentos fluorescentes detectó hasta 16 transcritos diferentes 

(incluido el transcrito mgFL), 12 de los cuales eran isoformas menores no caracterizadas 

(≤4% de la expresión global). Los transcritos Δ(E8) (r.847_908del; p.Pro283Aspfs*8) y 

Δ(E8)Δ(E10) (r.[847_908del; 1009_1095del]; p.Pro283Aspfs*8), introducen PTC, por lo 

que probablemente estén asociados a un mayor riesgo de cáncer de mama. En cambio, la 

isoforma Δ(E10) (skipping del exón 10), mantiene el ORF (r.1009_1095del; 

p.Tyr337_Lys365del). Este transcrito in-frame introduce en la proteína una deleción de 

29 aminoácidos, 21 de los cuales están altamente conservados en vertebrados 

(Figura Suplementaria 6), lo que sugiere un papel relevante de esta región en la función 

de la proteína. Es más, esta isoforma elimina parte del dominio quinasa de la proteína 

CHK2 [113,146,193]. Por tanto, la pérdida del exón 10 podría inactivar CHK2. 

Además, los resultados de estas variantes se utilizaron para evaluar la precisión de 

tres herramientas de predicción ESE/ESS (HEXplorer, HOT-SKIP [https://hot-

skip.img.cas.cz/], HExoSplice [http://bioinfo.univ-rouen.fr/HExoSplice/inputs.php]) y 

SpliceAI (Tabla 4; Figura 19; Tabla Suplementaria 4-5) [194]. Sorprendentemente, las 

variantes espliceogénicas c.1080G>T, que altera drásticamente el reconocimiento del 

exón 10 (Δ(E10): 93,6%), y c.1081G>A (Δ(E10): 23,6%) no habrían sido seleccionadas 

por ninguno de los programas bioinformáticos testados. De los cuatro algoritmos 

analizados, HEXplorer presentó la sensibilidad más alta (92,1%), mientras que HOT-SKIP 

mostró la más baja (23,7%), con 29 falsos negativos. Por otro lado, SpliceAI mostró la 

mayor especificidad (85,7%), seguido de HOT-SKIP (70,8%), HExoSplice (60,4%) y 

HEXplorer (44,9%). Por último, HExoSplice ofreció la precisión más elevada (72,1%) 

definida como la capacidad de detección de variantes verdaderamente positivas y 

verdaderamente negativas. Curiosamente, el análisis empleando la herramienta SpliceAI 

sugirió un mejor rendimiento para las variantes en el exón 8 (80% de precisión) que para 

las variantes ubicadas en el exón 10 (45,2% de precisión) (Tabla Suplementaria 6). 

 

 

 

 

 

https://hot-skip.img.cas.cz/
https://hot-skip.img.cas.cz/
http://bioinfo.univ-rouen.fr/HExoSplice/inputs.php
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Tabla 4. Sensibilidad, especificidad y precisión de las herramientas de predicción de 
ESE/ESS. 

Herramientas 
bioinformáticas 

Espliceogénicas 
(Sensibilidad)1 

No espliceogénicas 
(Especificidad)2 

Precisión3 
Verdadero 

positivo 
Falso 

negativo 
Verdadero 
negativo 

Falso 
positivo 

HEXplorer 35/38 
(92,1%) 3 22/49 

(44,9%) 27 57/87 
(65,5%) 

HOT-SKIP 9/38 
(23,7%) 29 34/48 

(70,8%) 14 43/86 
(50%) 

HExoSplice 33/38 
(86,8%) 5 29/48 

(60,4%) 19 62/86 
(72,1%) 

SpliceAI 13/38 
(34,2%) 25 42/49 

(85,7%) 7 55/87 
(63,2%) 

1Las variantes con efectos muy débiles (<10% de reducción del transcrito canónico) no se consideraron 
espliceogénicas. Sensibilidad (entre paréntesis) = Verdadero positivo/Número total de variantes 
espliceogénicas. 2Especificidad (entre paréntesis) = Verdadero negativo/Número total de variantes no 
espliceogénicas. 3La precisión (entre paréntesis) se calculó como [Verdadero positivo + Verdadero 
negativo]/Variantes totales. 

 

 
Figura 19. Correlación entre las predicciones SRE de HEXplorer y HExoSplice y los 
resultados funcionales. Los valores de HEXplorer y HExoSplice se han representado 
gráficamente frente a la proporción de transcritos anómalos inducidos por cada variante. 
Los puntos de corte (líneas rojas verticales) para la selección de variantes fueron ≤-5 
(HEXplorer) y ≤-0,75 (HExoSplice). Según esto, las variantes situadas a la izquierda de las 
líneas rojas serían seleccionables para ser ensayadas funcionalmente. El punto de corte 
para los transcritos anómalos fue el 18% de la expresión global (líneas discontinuas), que 
representa una reducción de aproximadamente el 10% del mgFL del minigén WT (91,5% 
de la expresión global). Por lo tanto, las variantes (puntos) por encima de la línea 
discontinua son espliceogénicas. La variante c.1080G>T (>95% de transcritos 
aberrantes), falso negativo, se indica con una flecha roja.  
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2.3. INTERPRETACIÓN CLÍNICA DE VARIANTES SIGUIENDO LAS 

NORMAS ACMG/AMP 

Tras el estudio de splicing empleando el minigén mgChk2_ex6-10, clasificamos las 

87 variantes exónicas del gen CHEK2 testadas siguiendo un sistema de puntuación basado 

en las normas ACMG/AMP, que incluye las especificaciones del gen CHEK2 desarrolladas 

internamente [192,195]. El sistema de clasificación incorpora las lecturas de los 

minigenes como códigos PVS1(ARN)/BP7(ARN) de fortaleza variable dependiendo del 

resultado experimental real, tal y como recomendó 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 más transcritos), 

primero asignamos códigos PVS1(ARN)/BP7(ARN) a cada transcrito individual y, 

posteriormente, estos se combinan para asignar un código PVS1(ARN) (o BP7(ARN)) 

global, basado en las fortalezas de los códigos individuales de cada transcrito y su 

contribución relativa a la expresión global (véase la Figura Suplementaria 7 para más 

detalles).  

En concreto, de las 38 variantes espliceogénicas identificadas, una variante fue 

clasificada como P, dos como LP, y 35 de ellas como VUS (Tabla 5; 

Tabla Suplementaria Excel 1). La elevada tasa de VUS refleja el hecho de que la mayoría 

de estas variantes espliceogénicas muestran efectos parciales, expresando cantidades 

variables de transcritos aberrantes y transcrito full-length (estos últimos portadores de la 

correspondiente variante investigada). Notablemente, nuestro enfoque acaba 

clasificando dos variantes missense del exón 8 (c.883G>A p.(Glu295Lys) y c.884A>T 

p.(Glu295Val)) como LP, ya que ambas inducen fundamentalmente transcritos truncantes 

(mayoritariamente skipping del exón 8). Es más, nuestro estudio muestra que los datos 

funcionales recientes de CHEK2 basados en ADNc que apoyan la benignidad para algunas 

variantes missense (en particular, para c.883G>C p.(Glu295Gln), c.887A>G p.(Asp296Gly), 

y c.1076A>G p.(Glu359Gly)) deben interpretarse con cautela, ya que estas variantes 

tienen un impacto significativo en el splicing [197]. Por último, nuestro sistema de 

clasificación cataloga dos variantes nonsense localizadas en el exón 10 (c.1075G>T 

p.(Glu359*) y c.1078G>T p.(Glu360*)) como variantes de significado clínico incierto, 

puesto que en ambas el skipping del exón 10, que introduce una deleción in-frame, es el 

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



 

 

72 Tabla 5. Clasificación ACMG/AMP de las 38 variantes espliceogénicas testadas en los exones 8 y 10 de CHEK2. 
c.HGVS1 p.HGVS1 ACMG/AMP PVS1(ARN)/BP7(ARN)2 PM23 PM54 ClinVar5 

c.883G>A p.(Glu295Lys) LP +9 +8 +1 0 VUS (2) 
c.883G>C p.(Glu295Gln) VUS +1 0 +1 0 VUS (1) 
c.883G>T p.(Glu295*) P +10 +8 +1 +1 P (1) 
c.884A>C p.(Glu295Ala) VUS +1 0 +1 0 (-) 
c.884A>G p.(Glu295Gly) VUS +1 0 +1 0 VUS (2) 
c.884A>T p.(Glu295Val) LP +9 +8 +1 0 (-) 
c.885A>G p.(Glu295=) VUS +1 0 +1 0 VUS (1); LB (2)  
c.885A>T p.(Glu295Asp) VUS +1 0 +1 0 VUS (2) 
c.886G>A p.(Asp296Asn) VUS +1 0 +1 0 VUS (1) 
c.886G>C p.(Asp296His) VUS +1 0 +1 0 VUS (2) 
c.886G>T p.(Asp296Tyr) VUS +1 0 +1 0 VUS (5) 
c.887A>G p.(Asp296Gly) VUS +1 0 +1 0 VUS (3) 
c.887A>T p.(Asp296Val) VUS +1 0 +1 0 VUS (3) 
c.890A>T p.(Tyr297Phe) VUS +1 0 +1 0 (-) 

c.1073A>T p.(Gln358Leu) VUS +1 0 +1 0 (-) 
c.1075G>A p.(Glu359Lys) VUS +1 0 +1 0 LB (1) 
c.1075G>C p.(Glu359Gln) VUS +1 0 +1 0 (-) 
c.1075G>T p.(Glu359*) VUS +5 +4 +1 0 (-) 
c.1076A>C p.(Glu359Ala) VUS +1 0 +1 0 (-) 
c.1076A>G p.(Glu359Gly) VUS 0 0 0 0 VUS (6) 
c.1076A>T p.(Glu359Val) VUS +1 0 +1 0 (-) 
c.1077A>C p.(Glu359Asp) VUS +1 0 +1 0 (-) 
c.1077A>T p.(Glu359Asp) VUS +1 0 +1 0 (-) 
c.1078G>A p.(Glu360Lys) VUS +1 0 +1 0 VUS (8) 
c.1078G>C p.(Glu360Gln) VUS +1 0 +1 0 (-) 
c.1078G>T p.(Glu360*) VUS +5 +4 +1 0 (-) 
c.1079A>G p.(Glu360Gly) VUS +1 0 +1 0 VUS (1) 
c.1079A>T p.(Glu360Val) VUS +1 0 +1 0 VUS (1) 
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c.HGVS1 p.HGVS1 ACMG/AMP PVS1(ARN)/BP7(ARN)2 PM23 PM54 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 clasificación final. Un análisis más detallado se muestra en la Tabla Suplementaria Excel 1. 
1Nomenclatura HGVS usando como referencia la secuencia NM_007194. Las variantes clasificadas como P/LP se muestran en negrita. 2Fortaleza del código 
PVS1(ARN)/BP7(ARN) derivada de las lecturas de los minigenes mgChk2_ex6-10 mutantes. Ver Tabla Suplementaria Excel 1 para más detalles. 3Hemos aplicado la 
evidencia patogénica de rareza como una fuerza de apoyo, tal y como recomendó recientemente el ClinGen SVI. 4Hemos 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 análisis 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 (último acceso 14/08/2023). La 
información detallada de ClinVar se proporciona en la Tabla Suplementaria Excel 1. 
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La clasificación de las 49 variantes no espliceogénicas se muestra en la 

Tabla Suplementaria Excel 2. La mayoría de las variantes (N=31) terminaron 

catalogándose como variantes de significado clínico incierto. Sin embargo, pudimos 

clasificar todas las variantes sinónimas (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 exónicas de cualquier tipo. 

En conclusión, el mapeo funcional mediante microdeleciones exónicas es una 

estrategia valiosa para la localización de regiones ricas en SRE, el cual ha permitido la 

detección de 3 regiones de este tipo en los exones 8 y 10 de CHEK2. El estudio sistemático 

de 87 variantes ubicadas en dichos intervalos identificó 38 variantes exónicas 

espliceogénicas, de las cuales 3 fueron clasificadas como P/LP. 
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BARD1
1. CONSTRUCCIÓN Y VALIDACIÓN DEL MINIGÉN WILD TYPE 

Para el estudio de los elementos funcionales implicados en la regulación del exón 

largo de BARD1 (exón 4; 950 pb), se construyó por clonaje tradicional un vector reportero 

de splicing que incluía los exones 3 a 5 de este gen, basándonos en la secuencia de BARD1 

NM_000465.4. Así pues, el exón 4 de interés fue clonado en el vector de splicing pSAD 

(Patente P201231427, Consejo Superior de Investigaciones Científicas) junto con sus 

exones vecinos naturales 5' y 3', para que las reacciones de splicing tengan lugar en su 

contexto genómico natural. 

Inicialmente, se incorporó en el vector de splicing el exón 4. En este sentido, el 

inserto de interés, que incluía el exón 4 y 253 pb del final del intrón 3 y 300 pb del 

principio del intrón 4, se amplificó a partir de ADN genómico con la polimerasa Phusion 

de alta fidelidad (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos) y los primers 

indicados en la Tabla Suplementaria 7. A continuación, tanto el vector como el inserto 

se cortaron empleando las enzimas de restricción BamHI y KpnI y, tras la ligación, 

obtuvimos el minigén mgBARD1_ex4 (Figura Suplementaria 8A). La validación 

funcional de este minigén dio como resultado un transcrito full-length del tamaño 

(1131 nt), secuencia y estructura (V1- BARD1 exón 4-V2) esperados 

(Figura Suplementaria 9A). 

Seguidamente, se agregó el exón 5 a este constructo. Para ello, el inserto con el 

exón 5, 147 pb del intrón 4 y 200 pb del intrón 5 se amplificó 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 tamaño (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 crípticos localizados 137, 261 y 
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408 nt upstream del sitio 5’ss canónico del exón 4, así como el skipping de este macroexón 

(Figura Suplementaria 9B). 

Finalmente, se añadió el exón 3 al minigén mgBARD1_ex4-5. A tal efecto, el inserto 

que abarca 218 pb del intrón 2, el exón 3 y 270 pb del intrón 3 se amplificó igual que los 

anteriores y se incluyó en el minigén mgBARD1_ex4-5 mediante corte con las enzimas de 

restricción SacII y BamHI (Figura Suplementaria 7; Figura Suplementaria 8A). En este 

caso, la validación del minigén mgBARD1_ex3-5 reveló que una pequeña proporción de 

los transcritos producidos se correspondían con el mgFL, sin embargo, la mayoría 

derivaban del uso de un aceptor alternativo por parte del exón 4 ubicado 151 nt 

downstream del exón 3 (Figura Suplementaria 9C). Con el fin de estabilizar el minigén, 

se introdujo una deleción de 250 pb que afectaba a ambas partes del intrón 3, dejando 

122 nt de la región 5’ de este intrón y 157 nt de su región 3’ (Figura Suplementaria 8B). 

De esta forma, logramos obtener un minigén estable, el cual produjo un transcrito full-

length del tamaño (1361 nt), secuencia y estructura (V1- exones 3 a 5 de BARD1- V2) 

previstos, acompañado por las mismas isoformas alternativas descritas en la validación 

del mgBARD1_ex4-5 (Figura 20). 

 
Figura 20. Estructura y validación funcional del minigén final de BARD1. En la parte 
superior de la figura aparece la representación gráfica del minigén mgBARD1_ex3-5 final. 
Los exones están dentro de recuadros de color rojizo; las flechas negras sobre los exones 
V1 y V2 indican los primers de RT-PCR específicos del vector. En la parte inferior de la 
figura se muestra la validación 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 análisis de fragmentos fluorescentes, 
los picos azules son los transcritos producidos por el minigén, mientras que los naranjas 
representan el patrón de tamaño LIZ1200. Por otro lado, el eje x refleja el tamaño 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 inclusión de su exón largo se llevó a cabo mediante microdeleciones exónicas 

solapantes, inicialmente, de 30 nt. En concreto, se incorporaron tanto en la región 5’ como 

en la región 3’ del exón 4 cinco µdel de 30 nt con 5 nt solapantes, dejando intactos los dos 

primeros y los tres últimos nucleótidos del exón (primers en Tabla Suplementaria 8). 

Además, se generó una microdeleción más grande de 104 nt (c.581_684del), diseñada 

para eliminar una región rica en enhancers Tra2β, 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, c.1257_1286del y c.1282_1311del) alteraban 

considerablemente el proceso de splicing basándonos en los resultados de electroforesis 

en gel de agarosa (Figura Suplementaria 10A). En estas 3 áreas que tuvieron un mayor 

impacto sobre el proceso de splicing, se introdujeron tres µdel de 12 nt con 2 nt solapantes 

para afinar aún más la región de interés. Sin embargo, estas microdeleciones más 

pequeñas afectaban débilmente al reconocimiento del exón 4 

(Figura Suplementaria 10B).  

Los transcritos generados por las µdel espliceogénicas se analizaron también por 

electroforesis capilar de fragmentos fluorescentes, cuyos resultados se muestran en la 

Figura 21 y en la Tabla 6. Así pues, por análisis de fragmentos identificamos 16 

isoformas de splicing, de las cuales una engloba los distintos transcritos full-length (WT y 

con las diferentes µdel), 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: 

Δ(E4q137) (p.(Thr394Argfs*6)), Δ(E4q261) (p.(Val352_Lys438del)), Δ(E4q408) 

(p.(Val303_Lys438del)), Δ(E4q843) (p.(Val158_Lys438del)), Δ(E4q863) 

(p.(Ser151Argfs*7)) y Δ(E4) (p.(Asp122Glyfs*7)). 

http://www.umd.be/HSF3/
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Figura 21. Ensayos funcionales de splicing de las µdel de BARD1 espliceogénicas. A) 
Mapa de las µdel 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) Análisis de 
fragmentos fluorescentes de los transcritos generados por los minigenes WT y con las 
distintas µdel. En los electroferogramas de análisis de fragmentos fluorescentes, los picos 
azules se corresponden con los transcritos producidos por el minigén, mientras que los 
naranjas representan el patrón de tamaño LIZ1200. Por otro lado, el eje x refleja el tamaño 
en pb y el eje y representa las RFU.  
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Tabla 6. Resultados de splicing de las microdeleciones espliceogénicas ensayadas en mgBARD1_ex3-5. 

Microdeleción1 Transcritos2 

Full-length PTC In-frame No caracterizados 
mgBARD1_ex3-5 (6 
muestras) 81,4%±1,5% Δ(E4): 7,2%±0,9% 

Δ(E4q137): 1,1%±0,2% 
Δ(E4q408): 5,0%±0,9% 
Δ(E4q261): 1,0%±0,2% 1574-nt: 4,3%±1,0% 

c.1232_1261del 42,6%±1,2% 
Δ(E4): 14,5%±1,0% 

Δ(E4q137): 4,5%±0,2% 
Δ(E4q863): 2,1%±0,1% 

Δ(E4q408): 31,0%±0,2% 
Δ(E4q843): 2,3%±0,1% 

764-nt: 1,7%±0,1% 
787-nt: 1,3%±0,3% 

c.1255_1266del 60,1%±3,1% 
Δ(E4): 11,4%±0,4% 

Δ(E4q137): 1,9%±0,1% 
Δ(E4q863): 1,2%±0,1% 

Δ(E4q408): 16.9%±2,1% 
Δ(E4q843): 1,1%±0,1% 

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

c.1257_1286del 48,4%±4,0% 
Δ(E4): 8,9%±0,7% 

Δ(E4q137): 6,3%±0,8% 
Δ(E4q863): 1,3%±0,1% 

Δ(E4q408): 31,4%±3,1% 
Δ(E4q843): 1,1%±0,2% 

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

c.1265_1276del 72,4%±0,8% Δ(E4): 7,9%±0,6% 
Δ(E4q137): 1,5%±1,3% Δ(E4q408): 14,1%±0,2% 764-nt: 2,9%±0,9% 

438-nt: 1,2%±1,1% 

c.1275_1286del 79,8%±0,3% Δ(E4): 4,2%±0,1% 
Δ(E4q137): 1,2%±0,1% Δ(E4q408): 7,3%±0,2% 

1548-nt: 4,6%±0,2% 
1525-nt: 1,5%±0,2% 
764-nt: 1,4%±0,1% 

c.1280_1291del 66,5%±2,5% Δ(E4): 5,5%±0,7% 
Δ(E4q137): 4,1%±0,5% Δ(E4q408): 20,9%±1,4% 764-nt: 1,9%±0,1% 

438-nt: 1,1%±1,2% 

c.1282_1311del 25,6%±3,1% 
Δ(E4): 23,4%±3,9%  

Δ(E4q863): 2,8%±0,4% 
Δ(E4q137): 1,1%±0,2% 

Δ(E4q408): 38,6%±2,3% 
Δ(E4q843): 2,1%±0,4% 

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 µdel que exhiben impactos fuertes en el splicing. 2Los transcritos están anotados de la siguiente manera: ∆ (skipping de secuencias exónicas), E 
(exón) y, cuando es necesario, q (desplazamiento del donador) + nt insertados o eliminados.  
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3. MOTIVOS SILENCIADORES PUTATIVOS PRÓXIMOS A LOS 

DONADORES CRÍPTICOS 

El exón 4 de BARD1 tiene varios donadores crípticos que, generalmente, no son 

usados por la maquinaria de splicing. Asimismo, HSF detectó una alta concentración de 

silenciadores hnRNPA1 putativos alrededor de los sitios crípticos que podrían ser 

responsables de su represión, por lo que decidimos investigar esta hipótesis. Para ello, 

destruimos, mediante la incorporación de una serie de mutaciones puntuales, dichos 

motivos silenciadores próximos a los sitios 5’ss crípticos localizados 137 (c.1175_1183), 

408 (c.904_912) y 843 (c.469_477) nt upstream del canónico, los cuales se han 

denominado sitio críptico 6, 4 y 2, respectivamente (Figura Suplementaria 11). 

Seleccionamos estos donadores crípticos en base tanto a su fortaleza (puntuación MES) 

como a su frecuencia de uso en nuestro minigén y en condiciones fisiológicas. Luego, 

incorporamos por mutagénesis dirigida las variantes puntuales necesarias para lograr 

nuestro propósito, empleando los primers detallados en la Tabla Suplementaria 10 

[199]. En un principio, solo la interrupción de los silenciadores próximos al sitio críptico 

6 producía una alteración en el proceso de splicing (Figura 22). En este caso, por 

secuenciación Sanger, comprobamos que lo que ocurría era que se estaba empleando 

como donador el sitio críptico 4, ubicado 408 nt upstream del canónico, y se estaba 

reconociendo otro exón dentro del propio exón 4 de 137 pb, el cual usa un aceptor 

adyacente al sitio críptico 6 (c.1158_1180) y el donador clásico del exón 4 de BARD1 

(Figura Suplementaria 11). La puntuación MES revela que una de las mutaciones 

puntuales que incluimos para destruir uno de los silenciadores próximos al sitio críptico 6 

incrementa la fortaleza de este aceptor críptico 

(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 
destrucción de los motivos hnRNPA1 predichos próximos a los donadores crípticos 
del exón 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 próximos a los sitios crípticos 2 (SC2), 4 (SC4) y 6 (SC6). 

En conclusión, en el exón 4 de BARD1 se identificaron tres regiones ricas en SRE 

(c.1232_1261, c.1257_1286 y c.1282_1311) donde podrían ubicarse mutaciones 

potencialmente espliceogénicas. Por otra parte, el fortalecimiento de sitios crípticos o la 

generación de sitios de novo por ciertas variantes podría provocar su uso y el consiguiente 

acortamiento de los macroexones, de modo que su estudio funcional podría ser una 

estrategia óptima para la identificación de mutaciones potencialmente deletéreas del gen 

BARD1. Por último, 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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BRIP1
1. CONSTRUCCIÓN Y VALIDACIÓN DEL MINIGÉN WILD TYPE 

El exón 1 del gen BRIP1 posee un donador atípico GC, cuya regulación procedimos 

a investigar. A tal efecto, diseñamos un minigén reportero de splicing que incluía el primer 

y el segundo exón de dicho gen, basándonos en la secuencia de BRIP1 NM_032043.3. 

Empezamos incorporando el exón 2 en el vector de splicing pSAD. En este sentido, 

amplificamos el inserto con el exón 2 y 156 y 252 nt upstream y downstream de este exón 

a partir de ADN genómico, empleando la polimerasa Phusion y los primers listados en la 

Tabla Suplementaria 11. A continuación, el inserto fue clonado en el vector mediante 

corte con enzimas de restricción (XbaI y BamHI) y ligación, obteniéndose el minigén 

mgBRIP1_ex2 (Figura Suplementaria 12A). La validación funcional de este minigén dio 

como resultado un transcrito full-length que mostraba un tamaño (304 nt), secuencia y 

estructura (V1- exón 2 de BRIP1-V2) esperados, el cual aparecía acompañado por un 

transcrito que incluía el skipping de este exón y una inserción intrónica no caracterizada 

(Figura Suplementaria 13A). 

A este vector que portaba el exón 2 de BRIP1, se le incorporó el exón 1, generando 

un exón quimérico V1- ex1 BRIP1. El inserto de 490 nt, el cual engloba 240 pb del exón 1 

y 250 pb del intrón 1, se amplificó de la misma forma que el anterior, pero, en este caso, 

se clonó en el minigén por overlap extension PCR, sustituyendo 62 pb del exón V1 y 363 nt 

del intrón del vector (Figura Suplementaria 12B). Así, se obtuvo el minigén 

mgBRIP1_ex1-2, un minigén cuyo transcrito principal empleaba inesperadamente un 

donador críptico (MES score = 10,19) en el exón 1, localizado 190 nt upstream del 

canónico (Figura Suplementaria 13B). Este se estabilizó introduciendo una deleción de 

52 nt en la región 5’ del exón 1 de BRIP1, que eliminaba dicho donador críptico. El minigén 

resultante generó un transcrito full-length del tamaño (408 pb), secuencia y estructura 
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(V1- exón 1 de BRIP1- exón 2 de BRIP1-V2) esperados, acompañado de la isoforma 

fisiológica Δ(E2p4) (Figura 23; Figura Suplementaria 12C). 

 
Figura 23. Estructura y validación funcional del minigén final de BRIP1. En la parte 
superior de la figura aparece la representación gráfica del minigén mgBRIP1_ex1-2 final. 
Los exones están dentro de recuadros de color rojizo; las flechas negras sobre los exones 
V1 y V2 indican los primers de RT-PCR específicos del vector. En la parte inferior de la 
figura se muestra la validación 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 análisis de fragmentos 
fluorescentes, los picos azules se corresponden con los transcritos producidos por el 
minigén, mientras que los naranjas representan el patrón de tamaño LIZ600. El eje x 
refleja el tamaño en pb y el eje y las RFU.  

2. MAPEO FUNCIONAL DE LOS MOTIVOS REGULADORES 

La búsqueda de los motivos reguladores de BRIP1 involucrados en el 

reconocimiento del donador atípico GC de su exón 1 se realizó mediante µdel exónicas 

solapantes. Todas las µdel fueron incorporadas en mgBRIP1_ex1-2 mediante mutagénesis 

dirigida, utilizando los primers detallados en la Tabla Suplementaria 12. 

Específicamente, se introdujeron al final del exón 1 y al principio del 2 dos µdel de 30 nt 

con 5 nt solapantes, sin delecionar los dos primeros y los tres últimos nucleótidos de 

dichos exones. Ninguna de estas microdeleciones tuvo un impacto relevante sobre el 

splicing del gen, conforme a las imágenes de electroforesis en gel de agarosa 

(Figura 24A). A pesar de ello, decidimos agregar 2 µdel adicionales de 16 nt en la región 

del exón 1 más 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 

exón 1 de BRIP1 no está regulado por secuencias exónicas de la región 3’ de este exón y 
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de la región 5’ del exón 2, lo cual puede ser debido a la alta conservación de la secuencia 

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

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

El cáncer de mama es la neoplasia maligna más común en todo el mundo. La 

aparición de esta patología se asocia con muchos factores de riesgo, incluida la 

predisposición genética y hereditaria. Específicamente, las formas hereditarias explican 

entre el 5% y el 10% de todos los CM. BRCA1 y BRCA2 fueron los primeros genes de 

predisposición descubiertos y tradicionalmente se han considerado como los principales 

en esta enfermedad. Sin embargo, los avances en el campo de la secuenciación masiva, 

unidos a una disminución progresiva de su coste, han permitido la identificación 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 más de 113 000 mujeres de 25 países distintos (60 466 

mujeres con CM y 53 461 controles), y CARRIERS, que investigó 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 están significativamente 

asociadas con un incremento del riesgo de CM: PALB2, ATM, CHEK2, BARD1, RAD51C y 

RAD51D [108,109]. En cambio, los genes PTEN, TP53, CDH1, STK11 y NF1, cada uno de los 

cuales se relaciona con un síndrome clínico distinto, todos ellos vinculados al cáncer de 

mama, a pesar de haber sido, por regla general, considerados genes de alta penetrancia, 

no mostraron una asociación significativa en estos estudios, presumiblemente debido a la 

baja prevalencia de mutaciones [200].  

Los paneles multigénicos, además de ser herramientas muy útiles a nivel 

experimental, están siendo usados de forma rutinaria en todo el mundo con fines 

diagnósticos y su demanda se ha incrementado considerablemente en los últimos años 

con la promesa de una atención personalizada. Es verdad que estos exámenes ofrecen 

muchas ventajas, destacando la reducción de los costes de las pruebas genéticas y la 

posibilidad de analizar simultáneamente varios genes de interés con una gran 

profundidad de cobertura, lo cual facilita notablemente el estudio de condiciones 

hereditarias heterogéneas, como el cáncer, y permite la búsqueda de marcadores 

teragnósticos. No obstante, la otra cara de la moneda es que no se detectan variantes 

estructurales, existe una falta de estandarización de estas pruebas y la detección de 

variantes está superando la capacidad de interpretación de las mismas, lo que 

irremediablemente conduce a una acumulación de variantes de significado clínico 

incierto [122,123]. De hecho, en los paneles utilizados para pacientes de alto riesgo de 
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CM, la probabilidad de encontrar una VUS es significativamente mayor que la 

probabilidad de detectar una variante P/LP [201]. Este fenómeno fue corroborado por el 

proyecto CARRIERS, en el cual se observó que la prevalencia de variantes patogénicas en 

12 genes de predisposición al cáncer de mama (ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, CDH1, 

CHEK2, NF1, PALB2, PTEN, RAD51C, RAD51D y TP53) era del 5,01% en las pacientes y del 

1,63% en controles, mientras que más del 18% de los individuos en ambos grupos 

presentaban una VUS [109]. Más aún, según la base de datos ClinVar 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar?term=%22clinvar_all%22[Filter]; último acceso 

18 de septiembre del 2023), solo el 11,5% de las variantes reportadas son P/LP, el 38,4% 

están catalogadas como B/LB y las más abundantes serían 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 clínico desconocido limitan la naturaleza informativa de las pruebas genéticas 

y, por ende, suponen un gran desafío para el proceso de asesoramiento genético y la 

gestión clínica de los pacientes. De ahí que la reclasificación 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 

prevención del cáncer, detección, terapia dirigida contra esta enfermedad y decisiones 

quirúrgicas y reproductivas [202]. 

Tabla 7. Variantes P/LP y VUS registradas en la base de datos ClinVar en los genes que 
conforman el núcleo central de la susceptibilidad a CM. Último acceso 18 de septiembre 
de 2023. 
Gen Variantes ClinVar  VUS % 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 61 553 20 019 32,52% 15 603 25,35%  

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar?term=%22clinvar_all%22%5bFilter
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Durante muchos años, el filtrado de variantes teragnósticas candidatas se ha 

centrado en las consecuencias sobre la codificación proteica, pasando por alto muchas 

variantes genéticas implicadas en otros mecanismos clave de la expresión génica, como la 

transcripción o el splicing. Es más, las variantes que generan PTC (nonsense o frameshift) 

son mutaciones consideradas prácticamente de forma automática como P/LP. 

Sorprendentemente, dentro de este conjunto de variantes truncantes de proteína, algunos 

autores incluyen también a los cambios intrónicos que afectan a las posiciones altamente 

conservadas de los sitios de splicing (±1,2). Nuestra experiencia en el ámbito de la 

desregulación del splicing evidencia que esta asunción es un error, puesto que algunas de 

estas variantes introducen deleciones o inserciones in-frame en el ARN maduro y otras 

generan sitios atípicos que pueden ser reconocidos por el espliceosoma, como ciertas 

mutaciones +2T>C (GT→donador atípico 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 clasificación clínica [203]. Asimismo, se ha demostrado que la 

disrupción del splicing es un mecanismo etiopatogénico muy frecuente, sobre todo, en 

cáncer, constituyendo un sello distintivo de esta patología [190,204]. Por lo tanto, los 

ensayos de splicing pueden aportar una información muy importante para la 

interpretación clínica de VUS y la reclasificación 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 diseño de estrategias terapéuticas alternativas, 

como, por ejemplo, la modulación del splicing anómalo mediante oligonucleótidos 

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 híbridos representan una herramienta 

genética idónea para la caracterización preliminar de posibles variantes espliceogénicas. 

De hecho, están recogidos como una de las opciones para realizar los estudios funcionales 

de splicing en las guías de clasificación ACMG/AMP [124]. Este sistema de minigenes 

ofrece las siguientes ventajas: i) análisis 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) identificación y cuantificación 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 degradación de los transcritos con PTC; iii) estudio de múltiples variantes 

empleando un único constructo; iv) posibilidad de realizar el ensayo funcional en 

diferentes tipos celulares relevantes para la enfermedad en cuestión, y v) alta 

reproducibilidad de los patrones de splicing fisiológicos y patológicos. Además, la 

electroforesis capilar fluorescente de los transcritos generados ofrece una alta resolución 

y sensibilidad, siendo capaz de separar fragmentos que se diferencian en un solo nt 

[184,205]. En conclusión, todos estos datos sugieren que los minigenes proporcionan una 

información muy útil para la interpretación clínica inicial de variantes candidatas. 

Cabe destacar que el grupo de Splicing y Susceptibilidad Genética a Cáncer del 

IBGM, en el cual se ha realizado esta tesis doctoral, tiene una vasta experiencia en el diseño 

y la construcción de minigenes híbridos y el testado funcional de variantes. 

Particularmente, ha llevado a cabo más de 300 ensayos funcionales de variantes del gen 

BRCA2 empleando este sistema [61,72,181–185]. Más recientemente, debido a su 

participación en el proyecto europeo BRIDGES como parte del Work Package 4 

(Functional analysis of gene variants), este grupo ha efectuado estudios sistemáticos de 

splicing mediante minigenes de los principales genes CM, en concreto, PALB2, ATM, 

CHEK2, 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 disrupción del proceso de splicing en genes implicados en otras 

enfermedades genéticas: MLH1 (síndrome de Linch), COL1A1 (osteogénesis imperfecta), 

SERPINA1 (deficiencia de alfa-1 antitripsina), CHD7 (síndrome CHARGE), GRN (demencia 

frontotemporal), UGT1A1 (síndrome de Crigler-Najjar), TP53 (síndrome de Li-Fraumeni), 

TRPM4 (cáncer colorrectal) y SGMS2 (síndrome de lesiones en anillo del cuero cabelludo-

fragilidad ósea) [207–210]. 

Concretamente, en esta tesis nos hemos centrado en el estudio de los genes CHEK2, 

RAD51C, BARD1 y BRIP1, en los que más de la mitad de las variantes reportadas en la base 

de datos ClinVar son VUS (Tabla 7). A excepción de BRIP1, en el que solo está confirmada 

su vinculación con el cáncer de ovario, el resto de los genes estudiados forman parte del 

núcleo central de la susceptibilidad hereditaria a cáncer de mama [108,109,211]. Todos 

ellos están incluidos en las guías de manejo de la NCCN, recomendándose, salvo en BRIP1, 

una vigilancia intensificada sin cirugía profiláctica mediante mamografías y otras técnicas 

de diagnóstico por imagen. Por otro lado, en RAD51C y BRIP1, debido al riesgo 

http://www.ibgm.med.uva.es/servicios/servicio-de-splicing-minigenes/
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significativo de cáncer de ovario, se aconseja la salpingo-ooforectomía bilateral 

preventiva entre los 45 y 50 años, y en CHEK2 se recomienda también una vigilancia 

incrementada a través de colonoscopias para la detección precoz del cáncer colorrectal y 

hacer un cribado de cáncer de próstata a partir de los 40 años (NCCN Guideline: 

Genetic/Familial High-Risk Assessment: Breast; Ovarian, and Pancreatic Version 1.2024). 

En consecuencia, el estudio de la desregulación del splicing en estos genes va a contribuir 

a la dilucidación del espectro de predisposición genética a cáncer de mama/ovario y va a 

ser clave en el manejo clínico óptimo 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 RAD51C y CHEK2. A tal efecto, en estos genes 

se recopilaron, respectivamente, un total de 40 y 128 variantes BRIDGES de los límites 

intrón/exón, de las cuales se seleccionaron 20 y 52 variantes candidatas tras el filtrado 

bioinformático (Tabla Suplementaria 1, Artículo 1; Tabla Suplementaria 1, 

Artículo 3) [212,213]. Adicionalmente, en RAD51C se escogieron otras 20 variantes de 

sitios de splicing potencialmente espliceogénicas procedentes de la base de datos pública 

ClinVar (Tabla Suplementaria 1, Artículo 2). Cabe destacar que la mayor parte de las 

variantes seleccionadas están ubicadas en la región donadora (54; 59%) (Tabla 8). Algo 

lógico teniendo en cuenta estudios previos, que demuestran que son más frecuentes las 

variantes que afectan al sitio donador que las que alteran el sitio de splicing 3’[56]. Por 

otro lado, el análisis de las 92 variantes candidatas requirió la construcción 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 CHEK2 (mgChk2_ex1-7, 

mgChk2_ex6-10 y mgChk2_ex11-15) (Figura 1, Artículo 1; Figura Suplementaria 1, 

Artículo 1; Figura 1, Artículo 3; Figura Suplementaria 2, Artículo 3). 
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variantes de sitios de splicing testadas en esta tesis. 

Variante (HGVS)1 Gen2 Resumen bioinformático % Transcritos 
aberrantes5 ACMG/AMP6 

MES3 SpliceAI4 

Variantes en la posición intrónica -8  

c.1260-8A>G  CHEK2 (ivs11) 

[-]3’ss (2,0⇒-3,8) 
[+]3’ss (9,7) 7-nt upstream 
[=] Cr, 3’ss (3,8) 33-nt 
downstream 

▼(E12p7) 100% (▼(E12p7)) LP (+9) 

Variantes en la posición intrónica -6 
c.405-6T>A RAD51C (ivs2) [-]3’ss (7,7⇒2,2) 

[+] 3’ss (8,6) 4-nt upstream ▼(E3p4) 100% (▼(E3p4)) LP 

c.1096-6T>G  CHEK2 (ivs10) [-]3’ss (9,2⇒2,0) 
[+]3’ss (3,2) 5-nt upstream ▼(E11p5)+Δ(E11) 100% (▼(E11p5)) LP (+9) 

Variantes en la posición intrónica -5 
c.1009-5T>A  CHEK2 (ivs9) [-]3’ss (6,9⇒3,8) ▼(E10p142)+ Δ(E10)# 98,2% (Δ(E10)) VUS (+5) 
Variantes en la posición intrónica -3 
c.146-3C>G  RAD51C (ivs1) [-]3’ss (9,5⇒1,9) Δ(E2) 100% (Δ(E2)) LP (+9) 
c.146-3C>T RAD51C (ivs1) [↓]3’ss (9,5⇒8,7) FL 0% VUS 

c.320-3C>G  CHEK2 (ivs2) [-]3’ss (7,7⇒1,7) 
[+]3’ss (3,9) 2-nt upstream Δ(E3)#+▼(E3p2) 100% (Δ(E3)) LP (+9) 

c.572-3C>G RAD51C (ivs3) [-]3’ss (7,4⇒-1,4) Δ(E4) 100% (Δ(E4)) LP (+9) 

c.905-3C>G RAD51C (ivs6) [-]3’ss (8,2⇒-4,9) Δ(E7) 100% (Δ(E7)) LP 

c.966-3C>A RAD51C (ivs7) [-]3’ss (7,3⇒4,4) 
[↓] Cr, 3’ss (5,4) 3-nt upstream Δ(E8) 98% (Δ(E8)) VUS 

Variantes en la posición intrónica -2 
c.320-2A>G  CHEK2 (ivs2) [-]3’ss (7,7⇒-0,3) Δ(E3)#+▼(E3p28) 100% (Δ(E3)) LP (+9) 
c.445-2A>G  CHEK2 (ivs3) [-]3’ss (11,3⇒3,3) Δ(E4) 100%(Δ(E4)▼(E4A38)) LP (+9) 

c.684-2A>G  CHEK2 (ivs5) [-]3’ss (10,2⇒2,3) 
[+]3’ss-TG (3,4) 1-nt upstream ∆(E6p14) 100%(▼(E6p1)) LP (+9) 

c.706-2A>C RAD51C (ivs4) [-]3’ss (11,1⇒3,1) 
[+]3’ss (3,3) 10-nt downstream Δ(E5p10)+Δ(E5) 100% (Δ(E5p10)) LP 

c.706-2A>G RAD51C (ivs4) [-]3’ss (11,1⇒3,1) 
[+]3’ss (3,2) 10-nt downstream Δ(E5p10)+Δ(E5) 100% (Δ(E5)) P 

c.793-2A>G  CHEK2 (ivs6) [-]3’ss (6,2⇒-1,8) 
[+]3’ss (5,6) 1-nt upstream ▼(E7p1) 100%(▼(E7p1)) LP (+9) 

c.838-2A>G RAD51C (ivs5) [-]3’ss (10,2⇒2,2) ∆(E6) 100%(∆(E6)) LP (+9) 
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Variante (HGVS)1 Gen2 
Resumen bioinformático % Transcritos 

aberrantes5 ACMG/AMP6 
MES3 SpliceAI4 

c.905-2A>C RAD51C (ivs6) [-]3’ss (8,2⇒0,1) ∆(E7) 100%(∆(E7)) P 

c.966-2A>G RAD51C (ivs7) [-]3’ss (7,3⇒-0,7) 
[↑] Cr, 3’ss (7) 3-nt upstream ∆(E8) 100%(∆(E8)) VUS 

c.966-2A>T RAD51C (ivs7) [-]3’ss (7,3⇒-1,1) 
[↑] Cr, 3’ss (7,6) 3-nt upstream ∆(E8) 100%(∆(E8)) VUS 

Variantes en la posición intrónica -1 
c.405-1G>C RAD51C (ivs2) [-]3’ss (7,7⇒-0,4) 

[+]3’ss (4,2) 7-nt downstream Δ(E3p7)+Δ(E3) 100%(Δ(E3p7)) LP (+9) 

c.572-1G>C RAD51C (ivs3) [-]3’ss (7,4⇒-0,6) Δ(E4) 100%(Δ(E4)) LP (+9) 
c.572-1G>T RAD51C (ivs3) [-]3’ss (7,4⇒-1,2) Δ(E4) 100% (Δ(E4)) LP 

c.706-1G>T RAD51C (ivs4) [-]3’ss (11,1⇒2,5) 
[+]3’ss (4,3) 10-nt downstream Δ(E5p10) 100%(Δ(E5p10)) LP (+9) 

c.793-1G>T  CHEK2 (ivs6) [-]3’ss (6,2⇒-2,4) Δ(E7)+Δ(E7p7) 100%(Δ(E7)) VUS (+8) 

c.793-1G>A  CHEK2 (ivs6) [-]3’ss (6,2⇒-2,6) 
[+]3’ss (4) 1-nt downstream Δ(E7p1)+Δ(E7)#  100%(Δ(E7p1)) VUS (+8) 

c.966-1G>C RAD51C (ivs7) [-]3’ss (7,3⇒-0,8) 
[↑] Cr, 3’ss (6,8) 3-nt upstream Δ(E8) 100%(▼(E8p3)) VUS (+2) 

c.1376-1G>C  CHEK2 (ivs12) [-]3’ss (6,0⇒-2,1) Δ(E13)+Δ(E13p17) 100%(Δ(E13)) LP (+9) 
Variantes en el primer nt exónico 
c.-6G>A  CHEK2 (Ex2) [-]3’ss (1,7⇒0,3) FL 25,1%(Δ(E4)▼(E4A38))) LB (-4) 
Variantes en el segundo nt exónico 
c.-5T>G  CHEK2 (Ex2) [-]3’ss (1,7⇒-3,2) FL 50,7%(▼(I1mg)) VUS (0) 
Pequeñas deleciones que afectan al sitio 3’ss 
c.-6-6_-6-4del  CHEK2 (ivs1) [-]3’ss (1,7⇒-3,7) ▼(E2p48) 7,5% (▼(I1mg)) LB (-3) 

c.146-4_146-2del  RAD51C (ivs1) [-]3’ss (9,5⇒-0,8) 
[+]3’ss (5,9) 3-nt downstream FL 100% (Δ(E2)) VUS (+2) 

c.593-11_593-7del  CHEK2 (ivs4) [↓]3’ss (9,2⇒7,4) ∆(E5)#+∆(E5p27) 87,7% (Δ(E5)) VUS (0) 
c.847-14_847-2delinsGG7 CHEK2 (ivs7) [-]3’ss (9,4⇒-8,3)  100% (Δ(E8)) LP (+9) 

c.905-3_906del  RAD51C (ivs6) [-]3’ss (8,2⇒-8,6) 
[+]3’ss (4,5) 7-nt downstream Δ(E7) 100% (Δ(E7)) LP (+9) 

c.905-2del  RAD51C (ivs6) [-]3’ss (8,2⇒2,1) Δ(E7) 100% (Δ(E7)) LP (+9) 
c.905-2_905-1del  RAD51C (ivs6) [-]3’ss (8,2⇒0,6) Δ(E7) 100% (Δ(E7)) P 

c.1543-9_1546del  CHEK2 (ivs14/Ex15) [-]3’ss (8,5⇒-8,8) 
[+]3’ss (6,4) 11-nt downstream Δ(E15p11)+▼(I14mg) 100%(Δ(E15p11) LP (+9) 
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Variante (HGVS)1 Gen2 
Resumen bioinformático % Transcritos 

aberrantes5 ACMG/AMP6 
MES3 SpliceAI4 

Variantes en el antepenúltimo nt exónico 
c.1459C>T p.(Gln487Ter) CHEK2 (Ex13) [↓]5’ss (8,6⇒5,6) FL 26,6%(Δ(E13)) LP (+9) 
Variantes en el último nt exónico  

c.-7G>A  CHEK2 (Ex1) 
[↓]5’ss (10,5⇒7,4) 
[=] Cr, 5’ss (8,1) 13-nt 
upstream 

Δ(E1q13)# 93,5% (Δ(E1q13)) VUS (+1) 

c.-7G>T  CHEK2 (Ex1) 
[↓]5’ss (10,5⇒7,4) 
[=] Cr. 5’ss (8,1) 13-nt 
upstream 

Δ(E1q13)# 75,8% (Δ(E1q13)) VUS (+1) 

c.319G>A p.(Glu107Lys) CHEK2 (Ex2) [-]3’ss (8,9⇒3,8) Δ(E2) 74% (Δ(E2)) VUS (0) 

c.404G>A p.(Cys135Tyr) RAD51C (Ex2) 
[-]5’ss (4,8⇒-3,5) 
[=]Cr, 5’ss (5,4) 27-nt 
downstream 

Δ(E2)+▼(E2q27) 100%(▼(E2q27)) LP  

c.705G>T p.(Lys235Asn) RAD51C (Ex4) [-]5’ss (9,1⇒2,6) Δ(E4) 100%(Δ(E4)) LP 

c.904G>A p.(Gly302Arg) RAD51C (Ex6) 
[-]5’ss (5,6⇒1) 
[=] Cr, 5’ss (6,2) 4-nt 
downstream 

Δ(E6)+▼(E6q4) 97,6%(▼(E6q4)) LP (+9) 

c.1095G>C p.(Lys365Asn) CHEK2 (Ex10) [-]5’ss (10,6⇒7,7) Δ(E10) 94,2%(Δ(E10)) VUS (+5) 
c.1375G>A p.(Ala459Thr) CHEK2 (Ex12) [-]5’ss (9,1⇒3,9) Δ(E12) 100%(Δ(E12)) LP (+9) 
c.1542G>T p.(Gln514His) CHEK2 (Ex14) [-]5’ss (6,5⇒-4,3) Δ(E14q12) 100%(Δ(E14q12))- VUS (+2) 
Variantes en la posición intrónica +1 

c.-7+1G>T  CHEK2 (ivs1) 
[-]5’ss (10,5⇒2,0) 
[=] Cr, 5’ss (8,1) 13-nt 
upstream 

Δ(E1q13) 100%(Δ(E1q13)) VUS (+1) 

c.444+1G>T  CHEK2 (ivs3) [-]5’ss (8,1⇒-0,4) 
[+]5’ss (6,3)1-nt upstream Δ(E3q1) 100%(Δ(E3q1)) LP (+9) 

c.444+1G>A  CHEK2 (ivs3) [-]5’ss (8,1⇒-0,1) 
[=]5’ss (7,6) 4-nt downstream ▼(E3q4) 100%(▼(E3q4)) P (+12) 

c.705+1G>A  RAD51C (ivs4) [-]5’ss (9,1⇒0,9) Δ(E4) 100%(Δ(E4)) LP (+9) 
c.792+1G>A  CHEK2 (ivs6) [-]5’ss (9,1⇒0,9) ▼(E6q119)+Δ(E6) 100%(▼(E6q119)) LP (+9) 
c.837+1G>T  RAD51C (ivs5) [-]5’ss (8,6⇒0,1) Δ(E5) 100%(Δ(E5)) LP (+9) 
c.846+1G>T  CHEK2 (ivs7) [-]5’ss (8,3⇒-0,2) Δ(E7) 100%(Δ(E7)) LP (+9) 
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Variante (HGVS)1 Gen2 
Resumen bioinformático % Transcritos 

aberrantes5 ACMG/AMP6 
MES3 SpliceAI4 

c.904+1G>T  RAD51C (ivs6) 
[-]5’ss (5,6⇒-3,0) 
[=] Cr, 5’ss (6,2) 4-nt 
downstream 

Δ(E6) 100%(▼(E6q4)) LP (+9) 

c.908+1G>T  CHEK2 (ivs8) [-]5’ss (8,5⇒0,0) Δ(E8) 100%(Δ(E8)) LP (+9) 
c.965+1G>A  RAD51C (ivs7) [-]5’ss (8,7⇒0,5) Δ(E7) 100%(Δ(E7)) LP (+9) 
c.1095+1G>A  CHEK2 (ivs10) [-]5’ss (10,6⇒2,4) Δ(E10) 100%(Δ(E10)) VUS (+5) 
Variantes en la posición intrónica +2 
c.319+2T>A  CHEK2 (ivs2) [-]5’ss (8,9⇒0,7) Δ(E2) 100%(Δ(E2)) P (+12) 

c.404+2T>C  RAD51C (ivs2) 
[-]5’ss (4,8⇒-3,0) 
[=] Cr, 5’ss (5,4) 27-nt 
downstream 

Δ(E2)+▼(E2q27) 100%(▼(E2q27)) LP (+9) 

c.592+2T>G  CHEK2 (ivs4) [-]5’ss (8,5⇒0,8) Δ(E4) 100%(Δ(E4)▼(E4A38))- LP (+9) 
c.837+2T>C  RAD51C (ivs5) [-]5’ss (8,6⇒0,8) Δ(E5) 100%(Δ(E5)) LP 
Variantes en la posición intrónica +3 

c.404+3A>G  RAD51C (ivs2) 
[-]5’ss (4,8⇒0,6) 
[=] Cr, 5’ss (5,4) 27-nt 
downstream 

▼(E2q27)+ Δ(E2) 73,7%(▼(E2q27)) VUS (+1) 

c.444+3A>G  CHEK2 (ivs3) 
[↓]5’ss (8,1⇒5,4)  
[↓] Cr, 5’ss (5,7) 4-nt 
downstream  

FL 26,1%(Δ(E4)▼(E4A38)) LB (-4) 

c.592+3A>T CHEK2 (ivs4) [-]5’ss (8,5⇒1,8) Δ(E4) 100%(Δ(E4)▼(E4A38)) VUS (+8) 
c.683+3A>G  CHEK2 (ivs5) [↓]5’ss (8,9⇒6,4) Δ(E5) 86,4%(Δ(E5)) VUS (+1) 

c.705+3A>G  RAD51C (ivs4) [↓]5’ss (9,1⇒4,6) 
[+] 5’ss (6,1) 2-nt downstream FL 78,7%(Δ(E4)) VUS (+1) 

c.908+3A>T  CHEK2 (ivs8) [-]5’ss (8,5⇒-3,4) Δ(E8) 100%(Δ(E8)) LP (+9) 
c.1542+3A>G  CHEK2 (ivs14) [-]5’ss (6,5⇒1,2) Δ(E14q12)# 100%(▼(E14q2))- VUS (+5) 
Variantes en la posición intrónica +4 
c.571+4A>G  RAD51C (ivs3) [↓]5’ss (10,5⇒8,1) 

[+] 5’ss (5,5) 4-nt downstream Δ(E3)+▼(E3q4) 94,6%(Δ(E3)) LP 

c.592+4A>G  CHEK2 (ivs4) [↓]5’ss (8,5⇒5,7) Δ(E4)# 64,7%(Δ(E4)▼(E4A38) VUS (+1) 
c.1008+4A>G  CHEK2 (ivs9) [↓]5’ss (8,6⇒6,7) FL 7,2%(Δ(E10)) LB (-3) 
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Variante (HGVS)1 Gen2 
Resumen bioinformático % Transcritos 

aberrantes5 ACMG/AMP6 
MES3 SpliceAI4 

Variantes en la posición intrónica +5 
c.319+5G>T  CHEK2 (ivs2) [↓]5’ss (8,9⇒4,2) Δ(E2)# 77,2%(Δ(E2)) VUS (+1) 
c.571+5G>A  RAD51C (ivs3) [↓] 5’ss (10,5⇒5,8) Δ(E3) 100%(Δ(E3)) P 
c.705+5G>C  RAD51C (ivs4) [↓]5’ss (9,1⇒7,2) FL 48,8%(Δ(E4)) VUS 
c.846+5G>A  CHEK2 (ivs7) [-]5’ss (8,3⇒2,1) Δ(E7) 100%(Δ(E7)) LP (+9) 
c.965+5G>A  RAD51C (ivs7) [↓]5’ss (8,7⇒3,8) Δ(E7) 100%(Δ(E7)) LP 
c.1026+5G>T  RAD51C (ivs8) [-]5’ss (2,00⇒-6,3) Δ(E8) 100%(Δ(E8)) LP 
c.1259+5G>C  CHEK2 (ivs11) [↓]5’ss (9,5⇒4,6) Δ(E11) 31,7%(Δ(E11)) VUS (+1) 
c.1461+5G>T  CHEK2 (ivs13) [-]5’ss (8,6⇒2,2) Δ(E13) 100%(Δ(E13)) LP (+9) 
Variantes en la posición intrónica +6 
c.444+6T>C  CHEK2 (ivs3) [↓]5’ss (8,1⇒7,3) FL 26,7%(Δ(E4)▼(E4A38)) LB (-3) 
c.683+6T>C  CHEK2 (ivs5) [↓]5’ss (8,9⇒8,1) FL 33%(Δ(E1q13)) VUS (+1) 
c.846+6T>C  CHEK2 (ivs7) [↓]5’ss (8,3⇒5,6) Δ(E7) 91,8%(Δ(E7)) LP (+9) 
Pequeñas deleciones que afectan al sitio 5’ss 

c.-7+4_-7+13del  CHEK2 (ivs1) 
[-]5’ss (10,5⇒3,1) 
[=] Cr, 5’ss (8,1) 13-nt 
upstream 

Δ(E1q13) 100%(Δ(E1q13)) VUS (+1) 

c.319+4del  CHEK2 (ivs2) [-]5’ss (8,9⇒-0,6) Δ(E2) 100%(Δ(E2)) LP (+9) 

c.571+1del  RAD51C (ivs3) [-]5’ss (10,5⇒-14,1) 
[+]5’ss (11,1) 1-nt upstream Δ(E3q1) 100%(Δ(E3q1)) LP (+9) 

c.784_792+5del CHEK2 (Ex6/ivs6) [-]5’ss (9,1⇒-40,6) ▼(E6q119)8 +Δ(E6) 100% (Δ(E6q9)▼(E6q114)) LP (9) 
c.837+4_837+7del  RAD51C (ivs5) [-]5’ss (8,6⇒-8,9) Δ(E5) 100%(Δ(E5)) LP (+9) 
c.846+4_846+7del  CHEK2 (ivs7) [-]5’ss (8,3⇒-4,4) Δ(E7) 100%(Δ(E7)) LP (+9) 
c.1026+5_1026+7del  RAD51C (ivs8) [-]5’ss (2,00⇒-6,3) Δ(E8) 100%(Δ(E8)) P 
c.1375+1_1375+2del  CHEK2 (ivs12) [-]5’ss (9,1⇒-1,8) Δ(E12)+▼(E12q30)9 100%(Δ(E12)) LP (+9) 
1Se subrayan las variantes que no dejan rastro (o ≤5%) del transcrito full-length. 2Gen y exón (Ex) y/o intrón (ivs) en el que se localiza la mutación investigada. 3[-] 
Interrupción del sitio de splicing; [+] sitio nuevo; [↓] se reduce la fortaleza del sitio de splicing; [↑] se incrementa la fortaleza del sitio de splicing; [=] no se altera la fortaleza 
del sitio de splicing, y Cr, sitio críptico. 4Los transcritos predichos por SpliceAI están anotados como sigue: ∆ (skipping de secuencias exónicas), ▼ (inclusión de secuencias 
intrónicas), E (exón) y, cuando es necesario, p (desplazamiento del aceptor) y q (desplazamiento del donador) + nt insertados o eliminados. Simplemente con fines 
informativos, cuando el Δ score de SpliceAI es bajo (<0,20), pero los resultados predichos están apoyados por los datos experimentales se indican con #.5Se indica el 
porcentaje de transcritos aberrantes y entre paréntesis el transcrito aberrante más abundante. 6Clasificación clínica de las 92 variantes testadas en esta tesis siguiendo 
las normas ACMG/AMP. 7c.847-14_847-2delinsGG se ha excluido del análisis, ya que SpliceAI actualmente no admite InDels complejas. 8▼(E6q119) para simplificar. Dado 
que la alteración del splicing está causada por una deleción de 14 nt, el tamaño real de la inserción es 14 nt más corto. 9▼(E12q30) para simplificar. Dado que la alteración 
del splicing está causada por una deleción de 2 nt, el tamaño real de la inserción es de 28 nt. 
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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. Específicamente, cuatro variantes inducían resultados muy similares o incluso 

idénticos a los descritos en ARN de individuos portadores: c.571+4A>G (Δ(E3)) [214], 

c.706-2A>G (Δ(E5)) [215], c.905-2_905-1del (Δ(E7)) [216] y c.1026+5_1026 +7del 

(Δ(E8)) [217]. Asimismo, las mutaciones c.837+2T>C y c.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 c.837+1G>A y c.905-2A>G, que afectan 

a los mismos sitios de splicing, respectivamente [218,219]. Por último, los cambios 

puntuales c.404G>C/G>T, localizados en una posición idéntica a la variante c.404G>A 

testada en nuestro minigén, promovieron el uso del mismo sitio de splicing críptico 27-nt 

downstream (▼(E2q27)) del donador canónico (Tabla 1, Artículo 1; Figura 2, 

Artículo 1; Tabla 1, Artículo 2; Figura 1, Artículo 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 únicamente el transcrito anómalo principal producido 

por nuestros minigenes mutantes (Δ(E3)-76,5%, Δ(E5)-65,4%, y Δ(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 específico de tejido, ya que las RT-PCR de pacientes se realizan 

normalmente a partir de ARN de sangre; (ii) la alta sensibilidad del análisis de fragmentos 

fluorescentes, que permite la identificación de isoformas raras; (iii) el uso de inhibidores 

del NMD en los ensayos funcionales con minigenes híbridos (algo que no suele hacerse en 

las muestras procedentes de pacientes), permitiendo la detección de transcritos PTC que 

habitualmente son degradados a través de esta vía; (iv) la presencia del alelo de tipo WT 

en muestras de pacientes que interfiere en la interpretación de los resultados, y (v) la alta 

tasa de transcripción en los minigenes híbridos desencadenada por un promotor SV40 

fuerte. Del mismo modo, el constructo WT que inducía un único transcrito del tamaño 

(1062 nt), secuencia y estructura (V1- RAD51C exones 2 a 8- V2) esperados, no replicó 

exactamente el patrón de splicing de células MCF-7 o de ARN de mama control, los cuales 

mostraron transcritos alternativos menores (Figura 1, Artículo 1). Por lo tanto, 

adicionalmente, deben tenerse en cuenta otros factores propios de los minigenes, como la 

ausencia del contexto genómico natural debida al acortamiento de los intrones clonados. 

Por ende, podríamos afirmar que la ausencia de posibles SRE intrónicos y la arquitectura 
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natural exón/intrón podrían 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, c.706-1G>T y c.904G>A), así 

como el minigén WT, exhibían el mismo efecto en el splicing al ser testadas en células MCF-

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

En relación con los minigenes de CHEK2, los tres reproducen con bastante 

precisión los patrones de splicing previamente detectados en condiciones fisiológicas, 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 genómico en la región 3’ del 

exón 10 y la región 5’ del 11 podría representar una limitación importante para el análisis 

de las variantes ubicadas en los sitios 5’ss del exón 10 y 3’ss del exón 11 (c.1095G>C, 

c.1095+1G>A y c.1096-6T>G). Pese a ello, las predicciones de SpliceAI para estas 

variantes coinciden con los resultados funcionales de los minigenes mutantes, 

respaldando la reproducibilidad de los mismos (Tabla 1, Artículo 3; Figura 2, 

Artículo 3; Figura 3, Artículo 3; Tabla Suplementaria 7, Artículo 3). Más aún, los 

resultados de seis variantes de CHEK2 mimetizaron los perfiles de splicing previamente 

identificados en ensayos de ARN de portadores: c.444+1G>T (Δ(E3q1)) [222], 

c.444+1G>A (▼(E3q4)) [223], c.793-1G>A (Δ(E7p1)) [224], c.846+1G>T (Δ(E7)) [225], 

c.846+4_846+7del (Δ(E7)) y c.1260-8A>G (▼(E12p7)) [226]. En cambio, el análisis de 

ARN de portadoras de la variante c.592+3A>T mostró la producción de dos transcritos 

aberrantes diferentes, uno carente del exón 4 y otro desprovisto de los exones 4 y 5. Sin 

embargo, no se detectó el uso de un exón 4 no constitutivo (▼(E4A38)), la isoforma más 

abundante de acuerdo con los resultados encontrados tras el estudio funcional de esta 

variante empleando el minigén mgChk2_ex1-7, lo cual podría explicarse por las razones 

enumeradas en el párrafo anterior [227,228]. Adicionalmente, 12 variantes (4 por 

minigén) fueron ensayadas en células HeLa, mostrando patrones de splicing similares, 

salvo la variante c.320-3C>G, en la que se observaron proporciones ligeramente 

diferentes entre ambas líneas celulares de los transcritos más expresados 

(Figura Suplementaria 4, Artículo 3). 

Sorprendentemente, una elevada proporción de las variantes analizadas (85/92; 

92,4%) disrumpían el splicing, de las cuales 69 producían anomalías graves (<5% de 

transcrito full-length), corroborando la precisión de nuestro método bioinformático de 

selección (Tabla 1, Artículo 1; Figura 2, Artículo 1; Tabla 1, Artículo 2; Figura 1, 
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Artículo 2; Tabla 1, Artículo 3; Figura 2, Artículo 3; Figura 3, Artículo 3). En total, 42 

variantes espliceogénicas estaban afectando a los nucleótidos intrónicos clásicos (±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 nucleótidos 

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 mínima de expresión de los genes RAD51C y CHEK2 necesaria para conferir 

haplosuficiencia, de ahí que estos ensayos de splicing no se consideraran informativos 

(PVS1_O_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 canónicos y en tres de ellas (c.146-

3C>T de RAD51C; c.444+3A>G y c.1008+4A>G de CHEK2) la sustitución en cuestión añade 

el segundo nucleótido más prevalente en dichas posiciones, lo que justifica la ausencia de 

impacto de las mismas.  

En cuanto a las mutaciones que están perturbando la región aceptora, las ubicadas 

en la posición -3 que introducen un cambio de C/T a A/G es muy probable que produzcan 

alteraciones severas del proceso de splicing (p. ej., las variantes c.905-3C>G y c.966-3C>A 

de RAD51C). Por otra parte, si una mutación en el tracto de polipirimidina combina el 

debilitamiento del sitio aceptor y la generación de un sitio de novo, es previsible que 

exhiba un impacto fuerte sobre el splicing (p. ej., 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 estarían creando un donador GC 

atípico, los cuales representan menos del 1% de todos los sitios donadores humanos [25]. 

Se observó que alrededor del 15-18% de los cambios +2T>C conservan la actividad del 

sitio 5’ss, induciendo la producción de entre un 1% y un 84% de transcrito full-length 

[229]. Aun así, ninguna de las dos variantes +2T>C testadas (c.404+2T>C y c.837+2T>C) 

indujeron el uso del dinucleótido GC atípico creado de novo, al igual que la variante de 

PALB2 c.48+2T>C [59,206]. Por el contrario, la mutación c.108+2T>C de PALB2 creaba un 

donador GC funcional que producía un 85% de transcrito full-length [59]. Este último 

resultado puede estar relacionado con el hecho de que el resto de las posiciones que 

configuran el 5’ss muestran el nucleótido más común según la secuencia consenso de este 

sitio de splicing (CAG|GCAAGT). Por otro lado, además de los cambios en las posiciones 

+1,2, las variantes que modifican otras posiciones conservadas de la región donadora, 

como por ejemplo los últimos nt del exón o las posiciones +3, +4, +5 y +6, también son 
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capaces de inducir patrones de splicing anómalos. 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). 

Además, 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, Artículo 1; Figura 2, Artículo 1; Tabla 1, Artículo 2; Figura 1, Artículo 2). 

Las variantes c.706-2A>C y c.706-1G>T promovieron principalmente el uso de un 3′ss 

críptico 10 nt downstream (Δ(E5p10); 91,4% y 100%, respectivamente), mientras que la 

c.706-2A>G indujo mayoritariamente el skipping del exón 5 (Δ(E5); 65,4%), el cual se 

detectaba también junto con el transcrito Δ(E5p10) (33,5%). Una explicación plausible de 

estos resultados de splicing tan diversos es que las mutaciones c.706-2A>C y c.706-1G>T, 

al introducir un cambio de purina a pirimidina, estarían reforzando el PPT del sitio 

aceptor críptico 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 región aceptora del exón 8 (c.966-3C>A, 

c.966-2A>G, c.966-2A>T y c.966-1G>C), en las que, a pesar de que los algoritmos 

bioinformáticos 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 exón 3 es el evento más 

frecuente (Δ(E3); 86,8%, 86,7% y 89,1%, respectivamente), la mutación c.966-1G>C 

induce predominantemente el uso de un aceptor críptico 3 nt upstream (▼(E8p3); 

79,4%). Así 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 logró identificar 142 

isoformas de ARN diferentes, 115 de las cuales pudieron caracterizarse 

(Tabla Suplementaria 2, Artículo 1; Tabla Suplementaria 3, Artículo 2; 

Tabla Suplementaria 4, Artículo 3). En concreto, 82 de los transcritos descritos 

introducen PTC, 15 isoformas de ARN mantienen el ORF, 5 eliminan el codón de inicio, 2 

incorporan InDels en la región 5’UTR y 11 de estos productos RT-PCR se corresponden 

con el mgFL, WT o con mutaciones exónicas puntuales. Esta técnica analítica de 
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separación ofreció una alta resolución y sensibilidad, siendo capaz de detectar isoformas 

de ARN raras y distinguir transcritos que difieren en unos pocos nucleótidos, como, por 

ejemplo, el transcrito mgFL de los productos ▼(E8p3)-a,b,c,d, de RAD51C en los que se 

insertan 3 nt. Las anotaciones▼(E8p3)-a,b,c,d hacen referencia a cuatro versiones 

diferentes de esta inserción intrónica de 3 nt en el 3′ss del exón 8: ▼(E8p3)-a (r.[966-

3c>a,965_966ins966-3_966-1]; 9,7%), ▼(E8p3)-b (r.[966-2a>g,965_966ins966-3_966-

1]; 11,0%), ▼(E8p3)-c (r.[966-2a>u,965_966ins966-3_966-1]; 5,9%) y ▼(E8p3)-d 

(r.[966-1g>c,965_966ins966-3_966-1]); 79,4%), producidas por las variantes c.966-

3C>A, c.966-2A>G, c.966-2A>T y c.966-1G>C, respectivamente. Esto provocaría 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 

críptico ubicado 27 nt donwstream del canónico en el exón 2 (▼(E2q27)-a,b; un transcrito 

incluye la mutación r.404+2c y el otro la variante r.404+3g) y para la inserción de 4 nt que 

afecta a la región donadora del exón 6 (▼(E6q4)-a,b; una isoforma incorpora la variante 

r.904a y la otra la mutación r.904+1u). Más aún, un total de 13 transcritos (Δ(E2p3), 

▼(E2q27), Δ(E2q175), Δ(E2q22), Δ(E2), Δ(E3), Δ(E4), Δ(E4_E5), Δ(E5), Δ(E7), Δ(E7_E8), 

Δ(E8) y ▼(E8p3)) de los 33 caracterizados en RAD51C se habían descrito previamente 

como isoformas naturales de dicho gen, lo que sugiere que los eventos alternativos 

fisiológicos pueden predecir de algún modo los perfiles de splicing de las variantes 

(Tabla 1, Artículo 1; Figura 2, Artículo 1; Tabla 1, Artículo 2; Figura 1, Artículo 2) 

[187,230,231]. Esta hipótesis está también apoyada por los resultados obtenidos en 

CHEK2, en el cual 8 transcritos (Δ(E1q13), Δ(E4), ▼(E4A38), Δ(E5), Δ(E4_E5), Δ(E8), 

Δ(E10) y Δ(E12p33)) de los 82 caracterizados en este gen habían sido identificados con 

anterioridad como isoformas fisiológicas (Tabla 1, Artículo 3; Figura 2, Artículo 3; 

Figura 3, Artículo 3) [191,221]. CHEK2 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 

había observado que este gen producía hasta 90 isoformas diferentes, resultados que 

estaban anticipando esta gran cantidad de eventos de splicing anómalos detectados en 

este gen [193]. En particular, algunas variantes CHEK2 mostraban patrones de splicing 

extraordinariamente complejos con hasta 11 transcritos diferentes (c.319+5G>T), lo que 

dificultaba seriamente su interpretación clínica. La mayoría de estas variantes se ubican 

en los exones 5' del gen CHEK2 (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 región rica en eventos de splicing alternativo naturales, como 

Δ(E1q13), Δ(E4)▼(E4A38) o Δ(E5) [191,221]. Estos hallazgos podrían reflejar la 

naturaleza intrínsecamente compleja de la regulación del proceso de splicing en CHEK2.  

De entre todos los transcritos descritos en CHEK2, la isoforma de ARNm más 

interesante fue la inducida por la variante c.684-2A>G, ▼(E6p1), pues implica el uso de 

un aceptor TG extremadamente raro en humanos (≈0,02%) 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 nucleótidos circundantes que coinciden estrechamente con la 

secuencia consenso del aceptor TG, donde en 17 de los 23 nt aparece el primer o el 

segundo nucleótido más común (Figura 4D, Artículo 3). Mediante mapeo funcional, se 

descubrió que su reconocimiento dependía críticamente 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, Artículo 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 podría ocultar o exponer motivos de unión para 

ciertos factores de splicing esenciales. Según SpliceAid (http://www.introni.it/splicing), 

las deleciones c.685_698del, c.709_722del y c.707_743del eliminan potenciadores 

putativos del exón 6, como SRp55, SRp40, SC35 o Tra2β, entre otros (Figura 4C, 

Artículo 3). En todo caso, el papel de cualquiera de estas proteínas SR en el 

reconocimiento de este aceptor atípico debe ser confirmado experimentalmente. 

Curiosamente, las mismas microdeleciones en el minigén WT no tuvieron ningún impacto 

sobre el splicing, lo cual sugiere que la correcta selección del aceptor canónico es 

independiente de las secuencias necesarias para el reconocimiento de este aceptor atípico 

TG. 

Finalmente, la interpretación clínica de las variantes es un proceso especialmente 

difícil y laborioso, en el que se consideran múltiples evidencias de patogenicidad y/o 

benignidad, además de los transcritos producidos por las variantes testadas, como, por 

ejemplo, la ausencia o no de la mutación en cuestión en controles sanos. Asimismo, la 

enorme complejidad de los patrones de splicing de muchas de las variantes investigadas 

aumenta aún más la dificultad de este proceso. En consecuencia, para este propósito se 

colaboró con el Dr. Miguel de la Hoya (Hospital Clínico de San Carlos, Madrid) que propuso 

una estrategia de clasificación clínica tentativa basada en: i) las normas ACMG/AMP; ii) 

aspectos específicos de las recomendaciones del ClinGen SVI para interpretar los códigos 

http://www.introni.it/splicing
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de evidencia PVS1 de pérdida de función y PS3/BS3 funcionales; iii) algunos enfoques no 

específicos 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 

interpretación de una variante es la evaluación del impacto de los transcritos anómalos 

sobre la funcionalidad del gen, tras la que se le otorgará a los mismos un nivel de 

patogenicidad muy fuerte, fuerte, moderado o leve o un grado de benignidad leve o fuerte 

(Figura Suplementaria 3, Artículo 1; Métodos Suplementarios, Artículo 1; 

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

En RAD51C, a los transcritos PTC-NMD se les asignó un grado de patogenicidad 

muy fuerte. Los transcritos PTC ▼(E6q4)-a (p.Gly302SerFs*47), ▼(E6q4)-b, 

(p.Gly302ValFs*47), Δ(E7) (p.(Glu303Trpfs*41)), Δ(E7_E8) (p.(Gly302Alafs*5)), Δ(E8) 

(p.(Arg322Serfs*22)), ▼(E8q41) (p.(Pro343Valfs*4)) y ▼(E8q44) p.(Pro343Valfs*5)) 

que codifican productos proteicos carentes de la señal de localización nuclear, así como 

de las hebras β6 a la 9 en los 4 primeros, de las hebras β7 a la 9 en el transcrito siguiente 

y de la hebra β9 en los dos últimos, se consideraron inicialmente pruebas funcionales 

fuertes en pro de la patogenicidad. Sin embargo, en la clasificación de variantes ClinVar a 

estos transcritos se les otorgó un nivel muy fuerte de patogenicidad. Este cambio es 

debido a que las características estructurales de RAD51C predicen que las proteínas que 

carecen de una sola hebra β fallarían en la formación de la hoja β, resultando en el colapso 

del núcleo de la proteína y el mal plegamiento de la misma [131]. Además, se había 

demostrado también que la variante missense p.Arg312Trp (cadena β6) afectaba a la 

función de RAD51C [236]. En cuanto a las isoformas in-frame, a la hora de clasificar las 

variantes BRIDGES se consideró que la mayor parte de estos transcritos, Δ(E3q114) 

(p.(Gly153_Glu190del)), Δ(E5) (p.(Arg237_Val280del)) y Δ(E8q18) 

(p.(Val337_Lys342del)), los cuales se traducen en polipéptidos desprovistos, 

respectivamente, de la cadena β2, el dominio Walker-B (cadena β4) junto con la cadena 

β5 y la cadena β8, constituyen una evidencia fuerte en favor de la patogenicidad. Por el 

contrario, se desconocía el impacto de los transcritos in-frame que insertan 3 nt en la 

región aceptora del exón 8 de RAD51C (▼(E8p3)), es por ello por lo que no se fijó un nivel 

concreto de patogenicidad o benignidad para dichos eventos de splicing 

(Figura Suplementaria 3, Artículo 1; Métodos Suplementarios, Artículo 1). 

Posteriormente, en la clasificación de variantes ClinVar, al transcrito Δ(E2p3) (isoforma 

alternativa de RAD51C), se le atribuyó un grado de patogenicidad leve [230]. Por otro lado, 

al transcrito Δ(E5) se le concedió el nivel más alto de patogenicidad, dado que: i) deleciona 
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el dominio Walker-B (cadena β4) y la cadena β5; ii) elimina 44 aminoácidos, 26 de los 

cuales están fuertemente conservados en vertebrados (Figura Suplementaria 2, 

Artículo 1; Figura Suplementaria 2, Artículo 2), y iii) en esta región se había descrito 

una variante missense c.773G>A (p.Arg258His) clasificada como LP en ClinVar por 

haberse encontrado como mutación bialélica en pacientes con anemia de Fanconi [140]. 

Finalmente, la isoforma ▼(E8p3), que en la interpretación de variantes BRIDGES se 

consideró no informativa, más tarde se clasificó como una evidencia leve en pro de la 

patogenicidad. La única isoforma de ARN que se categorizó como no informativa en la 

interpretación clínica de las variantes ClinVar fue el transcrito full-length con el cambio 

puntual c.904G>C. Además de estas diferencias en los niveles de patogenicidad otorgados 

a cada uno de los transcritos, en las variantes ClinVar se estableció a mayores un sistema 

de puntuación que asignaba un valor numérico a cada una de las evidencias de 

patogenicidad o benignidad individuales evaluadas. En definitiva, gracias a esta estrategia 

de clasificación preliminar conseguimos catalogar 31 de las 40 variantes del gen RAD51C 

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

En el caso de CHEK2, el mayor grado de patogenicidad (muy fuerte) se le concedió 

a los transcritos PTC-NMD, a aquellos que incluían el skipping del exón 2 (eliminación del 

codón de inicio de la traducción), a los transcritos in-frame que suprimían los aminoácidos 

esenciales Ile157 (dominio FHA) o Glu273 (KD), y a los dos transcritos PTC que 

interrumpían la secuencia NLS (Figura Suplementaria 6, Artículo 3; 

Material Suplementario, Artículo 3). Las isoformas in-frame que no eliminaban 

aminoácidos críticos, como los mencionados anteriormente o los ubicados entre la 

histidina 371 y la leucina 391 (que conforman el loop de activación), pero suprimían 

regiones clave para la función de CHEK2, 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 atribuyó un nivel concreto de patogenicidad o benignidad (isoformas que afectan a la 

región 5’UTR). A partir de las evidencias, tanto predictivas como funcionales de cada uno 

de los transcritos, se calculó una puntuación agregada por variante, la cual permitió 

clasificar 5 mutaciones como LB y 27 como P/LP (Tabla 2, Artículo 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 clasificación clínica de 30 variantes reportadas en 
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la base de datos ClinVar, de las cuales 22 estaban catalogadas como variantes de 

significado clínico desconocido. Las 8 variantes restantes aparecían 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 -CHEK2-, c.793-1G>A -CHEK2-, c.-

7+1G>T -CHEK2-, c.966-2A>G -RAD51C-, c.966-2A>T -RAD51C-, c.966-1G>C -RAD51C-, y 

c.1095+1G>A -CHEK2-) se clasificaron como VUS tras los ensayos funcionales de splicing 

porque generaban transcritos que no conllevan una pérdida de función. 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 mayoría de ellas afectarán al splicing, la 

alteración resultante no tiene por qué ser necesariamente patogénica.  

Es importante hacer hincapié en el hecho de que las clasificaciones clínicas 

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 

estandarización en este ámbito. Por otro lado, la aplicación de las normas ACMG/AMP 

para establecer estas estrategias de clasificación tentativas puso de relieve una serie de 

incoherencias en el sistema, como:  

I. Las variantes que modifican los nucleótidos ±1,2 y producen transcritos PTC-NMD 

se clasifican más fácilmente 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 (código PVS1) porque se considera que interrumpen la función 

génica. Sin embargo, a las variantes ±1,2 se les asigna también otro criterio fuerte 

de patogenicidad basado en los resultados del estudio funcional (código PS3). 

II. Las variantes GT-AG ±1,2 son más fáciles 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 

últimas no se les asigna la evidencia muy fuerte de patogenicidad PVS1. Como 

máximo podrán recibir una evidencia fuerte, de acuerdo con los resultados del 

estudio funcional (código PS3), y una leve (código PP3), de acuerdo con las 

predicciones bioinformáticas. Es más, si a las variantes ± 1,2 se les agrega un 

criterio de patogenicidad moderado, como el código PM2 otorgado a las variantes 

raras, se clasifican como probablemente patogénicas sin requerir un ensayo 

funcional de splicing.  
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De ahí 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, Artículo 1; Material Suplementario, Artículo 3). 

Por otra parte, el proceso de clasificación clínica de estos genes fue especialmente 

difícil porque: i) aún no estaba disponible la adaptación del panel de expertos de las reglas 

ACMG/AMP a los genes CHEK2 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 c.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) producían unos niveles importantes de transcritos 

alternativos; v) se disponía de muy pocas evidencias, aparte de los resultados obtenidos 

mediante minigenes híbridos, y vi) hasta siete variantes investigadas alteraban la región 

5'UTR, una zona fuera del alcance de los criterios actuales ACMG/AMP. En consecuencia, 

nuestro proceso de clasificación dio lugar a una proporción relevante de VUS, sobre todo 

en el gen CHEK2 (≈40%). 

En conclusión, se testaron funcionalmente 92 variantes ubicadas en las fronteras 

exón/intrón 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 parámetros, como los datos de estudios caso-control, 

segregación familiar, rareza de la variante o asociación con otras enfermedades, 

incrementarían la significatividad del método de clasificación y proporcionarían 

estimaciones de riesgo más precisas para guiar el manejo clínico de las pacientes con CM. 

No obstante, mientras tanto, la metodología de minigenes, empleando el vector de splicing 

pSAD, es un enfoque versátil 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 más completo de variantes de sitios de splicing de los genes RAD51C y CHEK2 

presentado hasta la fecha. 
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2. ELEMENTOS REGULADORES DEL SPLICING Y VARIANTES 

SRE 

Otro de los objetivos de esta tesis es el estudio de los elementos funcionales 

implicados en la regulación de exones que exhiben características especiales (exones 

alternativos, muy grandes o con sitios de splicing atípicos) y la búsqueda de variantes 

espliceogénicas en los intervalos SRE críticos mapeados. La comprensión de cómo se 

regula el splicing alternativo puede proporcionar información muy valiosa sobre la 

etiología de las enfermedades genéticas y ayudar al desarrollo de estrategias terapéuticas 

en patologías asociadas a alteraciones en este proceso [237–239]. Sin embargo, como 

hemos visto, el reconocimiento de un exón es un proceso altamente complejo que 

depende de un control combinatorio único de múltiples parámetros [27]. Así pues, 

estimar el impacto de las variantes sobre el splicing es una tarea especialmente compleja, 

salvo en aquellas que modifican los nucleótidos ubicados en los sitios consenso, para las 

que se han desarrollado algoritmos más 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 unión, o bien por estar 

superpuestos, o bien por tratarse de sitios degenerados, y, además, los SRE muestran una 

actividad dependiente del contexto genético [29,240]. Un ejemplo claro de esto último 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 

específicos de tejido como RBFOX1, característico de los tejidos cardíaco, 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 destrucción de alguno de estos motivos por una 

variante puntual tiende a asociarse a alteraciones de splicing parciales/débiles [184]. Aun 

así, 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 

simultáneamente debilita un ESE (Tra2β) y fortalece un ESS (hnRNPA1) [242]. Por lo 

tanto, el testado funcional de cualquier variante SRE potencialmente espliceogénica es la 

mejor opción para comprobar su verdadero impacto sobre el splicing. 
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El gen CHEK2, como la mayoría de los genes humanos, está sujeto a fenómenos de 

splicing alternativo, pudiéndose detectar en condiciones fisiológicas múltiples transcritos 

a través de técnicas como el RNA-seq [191,221]. Dos de los eventos alternativos más 

comunes de CHEK2 son el skipping de los exones 8 y 10 (∆(E8) y ∆(E10)), de ahí que se 

decidiera estudiar la regulación de ambos. También nos interesamos en la regulación del 

exón 4 de BARD1, un macroexón (950 pb) involucrado en 34 de los 62 eventos de splicing 

alternativos previamente descritos en este gen, entre los que la isoforma Δ(E4) es la más 

frecuente, sugiriendo un control preciso de su inclusión [199]. Por último, otro de 

nuestros genes diana es BRIP1, debido a su exón número 1, cuyo 5’ss canónico emplea un 

donador atípico GC (MES=3,10). Estos donadores atípicos solo aparecen en el 1% de los 

exones humanos [25] y se ha demostrado que están sujetos a una regulación específica 

[61,243]. 

En particular, nos centramos en la búsqueda 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 análisis funcional de splicing de 

microdeleciones exónicas solapantes en minigenes híbridos ha demostrado ser una 

estrategia poderosa para este propósito, frente a la precisión limitada de las predicciones 

in silico [26,182,244,245]. Dicho enfoque se empleó sistemáticamente en los exones de 

BRCA2, permitiendo la caracterización 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. ej., exón 3 de RAD51D), ya que su reconocimiento puede 

depender de la regulación 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. Además, esta estrategia fue también empleada previamente para el estudio de 

la regulación de uno de los exones humanos más grandes, el exón 11 de BRCA1 [246]. 

Mediante la incorporación de µdel en el minigén mgChk2_ex6-10, localizamos tres 

regiones ricas en ESE en los exones de interés del gen CHEK2: c.877_891 (exón 8), 

c.1073_1083 y c.1083_1092 (exón 10), las cuales constituyen puntos calientes para 

variantes SRE espliceogénicas (Figura 16; Tabla 2). También deben tenerse en cuenta 

otras dos µdel, c.849_863del y c.1011_1040del, puesto que tuvieron un impacto 

moderado en la inclusión de los exones 8 y 10, respectivamente. Los intervalos 
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espliceogénicos c.849_863, c.877_891, c.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 bioinformático son útiles 

para obtener una estimación 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 exón 8 no afectaron al reconocimiento de dicho exón porque, según 

HEXplorer, eliminaban simultáneamente intervalos ricos en ESE y ESS, contrarrestándose 

mutuamente. De hecho, las regiones ricas en ESE solo se revelaron tras el análisis de 

microdeleciones más pequeñas, de 15 nt. 

El mapeo funcional del exón 4 de BARD1 reveló tres intervalos ricos en ESE 

implicados en su reconocimiento (c.1232_1261, c.1257_1288 y c.1282_1311) (Figura 21; 

Tabla 6). La µdel c.1282_1311del tuvo el mayor impacto, dejando solo un 25% de 

transcrito mgFL, en cambio, en este caso HEXplorer predijo desacertadamente una región 

presuntamente rica en silenciadores, poniendo de nuevo de relieve la importancia de los 

ensayos funcionales (Figura 25). Los tres intervalos ricos en ESE podrían ser hotspots de 

variantes SRE espliceogénicas y clínicamente accionables. Es más, en ellos se acumulan 

107 variantes ClinVar que podrían estar afectando al splicing de este gen 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=chr2%3A215%2C645%2C287-215% 

2C645%2C366; último 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 exón 4 (Figura Suplementaria 10), hecho que podría 

ser explicado por una composición heterogénea enhancers/silenciadores, similar al exón 

8 de CHEK2, aunque este punto debería de ser confirmado experimentalmente. 

En BRIP1, la secuencia de su donador GC atípico coincide con la previamente 

detectada en otros GC funcionales naturales o creados de novo, como los empleados por 

los exones 12 de PALB2 y 17 de BRCA2 o el originado por la mutación c.108+2T>C de 

PALB2 (CAG|GCAAGT) [59,61]. En el caso del exón 17 de BRCA2, experimentos con siRNAs 

(small interfering RNAs) revelaron que su reconocimiento está mediado por los factores 

de splicing SC35, SF2/ASF y Tra2β, mientras que 9G8, Tra2β y SC35 participan en la 

selección del GC atípico del gen BTK [61,157]. Desafortunadamente, la búsqueda de los 

SRE implicados mediante µdel no reveló ningún intervalo crítico (Figura 24), sugiriendo 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=chr2%3A215%2C645%2C287-215%2C645%2C366
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=chr2%3A215%2C645%2C287-215%2C645%2C366
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que este donador GC es reconocido de forma constitutiva por la maquinaria de splicing 

[221]. 

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

Respecto a la identificación de variantes SRE espliceogénicas, el estudio funcional 

exhaustivo de las 87 variantes ubicadas en los 3 intervalos clave de CHEK2 (c.877_891, 

c.1073_1083 y c.1083_1092) desveló que una gran proporción 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) selección de exones sujetos a splicing 

alternativo, y ii) análisis de microdeleciones solapantes para la detección 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 Cáncer del IBGM, dato que es importante 

remarcar al tratarse de un grupo de variantes especialmente difíciles de identificar debido 

a la imprecisión de los algoritmos de predicción. Por otro lado, estos resultados también 

ponen de manifiesto que, independientemente del impacto previsto de las variantes 

exónicas sobre la proteína, la alteración 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 excepción de 

una, destruyen un posible motivo de unión del factor de splicing Tra2β AGAAGA (Tabla 9) 

[247]. Tra2β se expresa ubicuamente y participa en el control del splicing, por ejemplo, 

del exón 11 de BRCA1 [246] o del gen CHEK1 esencial en la respuesta a daño en el ADN, y 

está implicado en enfermedades como el cáncer, la atrofia muscular espinal, Alzheimer o 

demencia frontotemporal [248]. No obstante, según el programa SpliceAid, SC35 (SRSF2) 

y SRp30c (SRSF9) y, en menor medida, SRp40 (SRSF5) serían las proteínas SR claves 

implicadas en la regulación 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 

regulación de ambos exones es SF2/ASF (SRSF1) [250]. En cualquier caso, la participación 

de Tra2β o de cualquier otro factor de splicing en la regulación de los exones 8 y 10 de 

CHEK2 debe ser estudiada mediante ensayos de unión proteína-ARN. 

Los datos recopilados en este estudio se aprovecharon también para evaluar los 

programas bioinformáticos diseñados para la detección de variantes SRE, como 

HEXplorer, HExoSplice y HOT-SKIP, y SpliceAI. En concreto, HEXplorer mostró la mayor 

sensibilidad (92,1%), HExoSplice exhibió la precisión más elevada (72,1%) y SpliceAI 

reveló el valor más alto de especificidad (85,7%). Según nuestros datos, HOT-SKIP no 

debería utilizarse debido a su menor sensibilidad (21%) y precisión (49%), puesto que 

solo detectó nueve de las 38 variantes espliceogénicas (Tabla 4; 

Tabla 9. Secuencias WT y mutantes de las 10 variantes SRE de CHEK2 que exhiben 
impactos muy fuertes, y motivo putativo de interacción del factor de splicing Tra2β. 

Variante Secuencia mutada1 Secuencia wild type2 

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 
c.1075G>T TCTCAATAAGAGG TCTCAAGAAGAGG 
c.1076A>T CTCAAGTAGAGGA CTCAAGAAGAGGA 
c.1078G>T CAAGAATAGGACT CAAGAAGAGGACT 
c.1080G>T3 AGAAGATGACTGT AGAAGAGGACTGT 

1La base mutada aparece en rojo. 2El motivo putativo de unión del factor de splicing Tra2β está 
subrayado. 3La única mutación que no interrumpe un motivo putativo de unión de Tra2β. 

https://esefinder.ahc.umn.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi
https://esefinder.ahc.umn.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi
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Tabla Suplementaria 6). Cabe señalar que la precisión aquí calculada de las 

herramientas HEXplorer y HOT-SKIP coincide con nuestros hallazgos anteriores en el 

exón 3 de RAD51D [186]. Adicionalmente, las estimaciones de sensibilidad, especificidad 

y precisión de HExoSplice y HEXplorer están avaladas por resultados previos mostrados 

por otros autores [251,252]. Por ende, la combinación de HExoSplice y HEXplorer parece 

ser una buena opción 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 alteración casi completa del splicing, no 

sería seleccionable por ninguna de estas herramientas (Figura 19; Tabla 3; 

Tabla Suplementaria 4). Por ello, de momento, los ensayos funcionales de variantes no 

pueden ser sustituidos por análisis bioinformáticos.  

Finalmente, en cuanto a la interpretación clínica de estas variantes exónicas del 

gen CHEK2, seguimos el mismo sistema que el aplicado en las variantes BRIDGES (capítulo 

anterior de Discusión). Si bien, en este caso, el proceso de clasificación fue bastante más 

sencillo, puesto que contábamos con una estrategia de clasificación tentativa ya 

establecida y el número de transcritos generados por las variantes ensayadas era bastante 

inferior. Específicamente, la electroforesis capilar de fragmentos fluorescentes detectó 16 

transcritos diferentes (además de los distintos transcritos mgFL), 12 de los cuales eran 

isoformas menores no caracterizadas (≤4% de la expresión global). Las isoformas de ARN 

descritas, además del mgFL, fueron Δ(E8) (r.847_908del; p.Pro283Aspfs*8) y 

Δ(E8)Δ(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 clasificación), y Δ(E10) (r.1009_1095del; p.Tyr337_Lys365del), una deleción 

in-frame que se consideró una evidencia fuerte en favor de la patogenicidad 

(PVS1_S(ARN), +4 puntos). Basándonos en esta información, así 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 proteína, 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*); c.1089_1092del, p.(Ile364Argfs*17)) y 15 como B/LB 

(Tabla Suplementaria Excel 2). Aparentemente, la incorporación de los datos 

funcionales de los minigenes mgChk2_ex6-10 mutantes tiene un impacto menor del 

esperado en la clasificación clínica, ya que la mayoría de las variantes analizadas seguían 

siendo VUS. Existen dos factores que explican la alta tasa de VUS: (i) la mayoría de las 

variantes espliceogénicas testadas eran variantes con impacto parcial, produciendo una 

proporción significativa de transcritos canónicos (portadores de la variante investigada), 

y (ii) muchas variantes no espliceogénicas eran missense.  

En conclusión, 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 CHEK2 (c.877_891, c.1073_1083 y 

c.1083_1092) y tres en BARD1 (c.1232_1261, c.1257_1288 y c.1282_1311). Además, en 

los intervalos ESE críticos de CHEK2, hemos testado 87 variantes exónicas, de las cuales 

38 alteraron el splicing, 4 mostrando impactos muy fuertes. Finalmente, tres variantes 

espliceogénicas (c.883G>A, c.883G>T y c.884A>T) fueron clasificadas como P/LP. Este 

estudio proporciona algunos ejemplos que ilustran la relevancia clínica de realizar 

ensayos de splicing de variantes exónicas, independientemente de su anotación HGVS 

como sinónimas, 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 CHEK2 (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, 

CHEK2, BARD1 y 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 proporción de las variantes investigadas de los genes RAD51C y CHEK2 

alteraban el splicing (85/92; 92,4%), de las cuales 69 provocaban anomalı́as severas. 

Por tanto, el splicing aberrante de dichos genes es un mecanismo deletéreo prevalente 

asociado a variantes germinales en los mismos.  

3. Las herramientas bioinformáticas, como MaxEntScan y SpliceAI, mostraron una alta 

precisión y son muy útiles para priorizar variantes potencialmente espliceogénicas. 

4. Cualquier cambio de nucleótido en cualquier posición de la secuencia consenso de los 

sitios aceptor y donador es potencialmente deletéreo. De hecho, de las 85 variantes 

espliceogénicas, solo 42 están ubicadas en las posiciones intrónicas fuertemente 

conservadas ±1,2 y 7 variantes missense deben ser reclasificadas como 

espliceogénicas.  

5. La técnica de análisis de fragmentos fluorescentes presenta una alta sensibilidad y 

resolución, permitiendo la detección de 142 transcritos diferentes. Entre otros, esta 

técnica posibilitó la identificación de un transcrito inducido por la variante c.684-

2A>G de CHEK2 que implica el uso de un sitio aceptor TG atıṕico altamente 

conservado (17/23 posiciones), cuyo reconocimiento depende de secuencias crıt́icas 

ubicadas en el exón 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 generación de transcritos de dudoso impacto en 

la función génica. Por ello, el testado funcional de cualquier variante candidata es 

imprescindible para efectuar su interpretación clı́nica.  



 

120 

Elementos reguladores del splicing y variantes SRE 

7. Tanto el reconocimiento de los exones alternativos 8 y 10 del gen CHEK2 como la 

correcta inclusión del exón 4 de BARD1 dependen de tres intervalos ricos en ESE. De 

las 87 variantes de CHEK2 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. 

8. Nueve de las 10 variantes exónicas con impactos fuertes o muy fuertes de los exones 8 

y 10 de CHEK2 eliminan un motivo putativo de unión del factor de splicing Tra2β, que 

podrı́a ser esencial para el reconocimiento de dichos exones. 

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

variantes nonsense, 33 missense y 2 sinónimas desregulan el splicing del gen CHEK2. 

Conclusiones finales 

• La alteración del splicing inducida por variantes germinales en genes de 

susceptibilidad es un mecanismo etiopatogénico prevalente en cáncer de mama 

hereditario. 

• Los minigenes reporteros de splicing son una herramienta idónea para los estudios de 

regulación y la determinación 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 µdel de 10, 11, 15 y 30 nt. 

Microdeleción Exón Primers (5’→3’) 
c.849_878del Ex8 CTTTTTTCTCCCCCTCTTCTTAGCCTGCAGAAGATTATTATATTGTTTTG 

CAAAACAATATAATAATCTTCTGCAGGCTAAGAAGAGGGGGAGAAAAAAG 
c.849_863del Ex8 CTTTTTTCTCCCCCTCTTCTTAGCCTAAAAACTTTTTTGATGCAGAAGAT 

ATCTTCTGCATCAAAAAAGTTTTTAGGCTAAGAAGAGGGGGAGAAAAAAG 
c.863_877del Ex8 CTTCTTAGCCTTGCATCATCAAGATTGCAGAAGATTATTATATTGTTTTG 

CAAAACAATATAATAATCTTCTGCAATCTTGATGATGCAAGGCTAAGAAG 
c.876_905del Ex8 GCATCATCAAGATTAAAAACTTTTTATTGTAAGTAGTAAACTTTTTAAAA 

TTTTAAAAAGTTTACTACTTACAATAAAAAGTTTTTAATCTTGATGATGC 
c.877_891del Ex8 GCATCATCAAGATTAAAAACTTTTTTTATATTGTTTTGGAATTGTAAGTA 

TACTTACAATTCCAAAACAATATAAAAAAAGTTTTTAATCTTGATGATGC 
c.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 



 

 

148 Tabla Suplementaria 2. Primers para incorporar las 87 variantes exónicas candidatas de los exones 8 y 
10 de CHEK2 en el mgChk2_ex6-10. 
Variante1 Exón Primers (5’→3’) 

c.877G>M Ex8 
TCAAGATTAAAAACTTTTTTMATGCAGAAGATTATTATATT 
AATATAATAATCTTCTGCATKAAAAAAGTTTTTAATCTTGA 

c.877G>T Ex8 
TCAAGATTAAAAACTTTTTTTATGCAGAAGATTATTATATT 
AATATAATAATCTTCTGCATAAAAAAAGTTTTTAATCTTGA 

c.878A>S Ex8 
CAAGATTAAAAACTTTTTTGSTGCAGAAGATTATTATATTG 
CAATATAATAATCTTCTGCASCAAAAAAGTTTTTAATCTTG 

c.878A>T Ex8 
CAAGATTAAAAACTTTTTTGTTGCAGAAGATTATTATATTG 
CAATATAATAATCTTCTGCAACAAAAAAGTTTTTAATCTTG 

c.879T>V Ex8 
AAGATTAAAAACTTTTTTGAVGCAGAAGATTATTATATTGT 
ACAATATAATAATCTTCTGCBTCAAAAAAGTTTTTAATCTT 

c.880G>H Ex8 
AGATTAAAAACTTTTTTGATHCAGAAGATTATTATATTGTT 
AACAATATAATAATCTTCTGDATCAAAAAAGTTTTTAATCT 

c.881C>R Ex8 
GATTAAAAACTTTTTTGATGRAGAAGATTATTATATTGTTT 
AAACAATATAATAATCTTCTYCATCAAAAAAGTTTTTAATC 

c.881C>T Ex8 
GATTAAAAACTTTTTTGATGTAGAAGATTATTATATTGTTT 
AAACAATATAATAATCTTCTACATCAAAAAAGTTTTTAATC 

c.882A>B Ex8 
ATTAAAAACTTTTTTGATGCBGAAGATTATTATATTGTTTT 
AAAACAATATAATAATCTTCVGCATCAAAAAAGTTTTTAAT 

c.883G>M Ex8 
TTAAAAACTTTTTTGATGCAMAAGATTATTATATTGTTTTG 
CAAAACAATATAATAATCTTKTGCATCAAAAAAGTTTTTAA 

c.883G>T Ex8 
TTAAAAACTTTTTTGATGCATAAGATTATTATATTGTTTTG 
CAAAACAATATAATAATCTTATGCATCAAAAAAGTTTTTAA 

c.884A>S Ex8 
TAAAAACTTTTTTGATGCAGSAGATTATTATATTGTTTTGG 
CCAAAACAATATAATAATCTSCTGCATCAAAAAAGTTTTTA 

c.884A>T Ex8 
TAAAAACTTTTTTGATGCAGTAGATTATTATATTGTTTTGG 
CCAAAACAATATAATAATCTACTGCATCAAAAAAGTTTTTA 

c.885A>B Ex8 
AAAAACTTTTTTGATGCAGABGATTATTATATTGTTTTGGA 
TCCAAAACAATATAATAATCVTCTGCATCAAAAAAGTTTTT 

c.886G>M Ex8 
AAAACTTTTTTGATGCAGAAMATTATTATATTGTTTTGGAA 
TTCCAAAACAATATAATAATKTTCTGCATCAAAAAAGTTTT  
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Variante1 Exón Primers (5’→3’) 

c.886G>T Ex8 
AAAACTTTTTTGATGCAGAATATTATTATATTGTTTTGGAA 
TTCCAAAACAATATAATAATATTCTGCATCAAAAAAGTTTT 

c.887A>S Ex8 
AAACTTTTTTGATGCAGAAGSTTATTATATTGTTTTGGAAT 
ATTCCAAAACAATATAATAASCTTCTGCATCAAAAAAGTTT 

c.887A>T Ex8 
AAACTTTTTTGATGCAGAAGTTTATTATATTGTTTTGGAAT 
ATTCCAAAACAATATAATAAACTTCTGCATCAAAAAAGTTT 

c.888T>V Ex8 
AACTTTTTTGATGCAGAAGAVTATTATATTGTTTTGGAATT 
AATTCCAAAACAATATAATABTCTTCTGCATCAAAAAAGTT 

c.889T>V Ex8 
ACTTTTTTGATGCAGAAGATVATTATATTGTTTTGGAATTG 
CAATTCCAAAACAATATAATBATCTTCTGCATCAAAAAAGT 

c.890A>S Ex8 
CTTTTTTGATGCAGAAGATTSTTATATTGTTTTGGAATTGT 
ACAATTCCAAAACAATATAASAATCTTCTGCATCAAAAAAG 

c.890A>T Ex8 
CTTTTTTGATGCAGAAGATTTTTATATTGTTTTGGAATTGT 
ACAATTCCAAAACAATATAAAAATCTTCTGCATCAAAAAAG 

c.891T>V Ex8 
TTTTTTGATGCAGAAGATTAVTATATTGTTTTGGAATTGTA 
TACAATTCCAAAACAATATABTAATCTTCTGCATCAAAAAA 

c.1073A>B Ex10 
GAATGTTTTACTGTCATCTCBAGAAGAGGACTGTCTTATAA 
TTATAAGACAGTCCTCTTCTVGAGATGACAGTAAAACATTC 

c.1074A>C Ex10 
AATGTTTTACTGTCATCTCACGAAGAGGACTGTCTTATAAA 
TTTATAAGACAGTCCTCTTCGTGAGATGACAGTAAAACATT 

c.1074A>K Ex10 
AATGTTTTACTGTCATCTCAKGAAGAGGACTGTCTTATAAA 
TTTATAAGACAGTCCTCTTCMTGAGATGACAGTAAAACATT 

c.1075G>H Ex10 
ATGTTTTACTGTCATCTCAAHAAGAGGACTGTCTTATAAAG 
CTTTATAAGACAGTCCTCTTDTTGAGATGACAGTAAAACAT 

c.1076A>Y Ex10 
TGTTTTACTGTCATCTCAAGYAGAGGACTGTCTTATAAAGG 
CCTTTATAAGACAGTCCTCTRCTTGAGATGACAGTAAAACA 

c.1076A>G Ex10 
TGTTTTACTGTCATCTCAAGGAGAGGACTGTCTTATAAAGG 
CCTTTATAAGACAGTCCTCTCCTTGAGATGACAGTAAAACA 

c.1077A>B Ex10 
GTTTTACTGTCATCTCAAGABGAGGACTGTCTTATAAAGGT 
ACCTTTATAAGACAGTCCTCVTCTTGAGATGACAGTAAAAC 



 

 

150 

Variante1 Exón Primers (5’→3’) 

c.1078G>M Ex10 
TTTTACTGTCATCTCAAGAAMAGGACTGTCTTATAAAGGTA 
TACCTTTATAAGACAGTCCTKTTCTTGAGATGACAGTAAAA 

c.1078G>T Ex10 
TTTTACTGTCATCTCAAGAATAGGACTGTCTTATAAAGGTA 
TACCTTTATAAGACAGTCCTATTCTTGAGATGACAGTAAAA 

c.1079A>S Ex10 
TTTACTGTCATCTCAAGAAGSGGACTGTCTTATAAAGGTAA 
TTACCTTTATAAGACAGTCCSCTTCTTGAGATGACAGTAAA 

c.1079A>T Ex10 
TTACTGTCATCTCAAGAAGTGGACTGTCTTATAAAGGTA 
TACCTTTATAAGACAGTCCACTTCTTGAGATGACAGTAA 

c.1080G>A Ex10 
TACTGTCATCTCAAGAAGAAGACTGTCTTATAAAGGTAA 
TTACCTTTATAAGACAGTCTTCTTCTTGAGATGACAGTA 

c.1080G>Y Ex10 
TTACTGTCATCTCAAGAAGAYGACTGTCTTATAAAGGTAAG 
CTTACCTTTATAAGACAGTCRTCTTCTTGAGATGACAGTAA 

c.1081G>A Ex10 
TACTGTCATCTCAAGAAGAGAACTGTCTTATAAAGGTAAGA 
TCTTACCTTTATAAGACAGTTCTCTTCTTGAGATGACAGTA 

c.1081G>C Ex10 
TACTGTCATCTCAAGAAGAGCACTGTCTTATAAAGGTAAGA 
TCTTACCTTTATAAGACAGTGCTCTTCTTGAGATGACAGTA 

c.1081G>T Ex10 
ACTGTCATCTCAAGAAGAGTACTGTCTTATAAAGGTAAG 
CTTACCTTTATAAGACAGTACTCTTCTTGAGATGACAGT 

c.1082A>B Ex10 
ACTGTCATCTCAAGAAGAGGBCTGTCTTATAAAGGTAAGAA 
TTCTTACCTTTATAAGACAGVCCTCTTCTTGAGATGACAGT 

c.1083C>A Ex10 
CTGTCATCTCAAGAAGAGGAATGTCTTATAAAGGTAAGAAA 
TTTCTTACCTTTATAAGACATTCCTCTTCTTGAGATGACAG 

c.1083C>K Ex10 
TGTCATCTCAAGAAGAGGAKTGTCTTATAAAGGTAAGAA 
TTCTTACCTTTATAAGACAMTCCTCTTCTTGAGATGACA 

c.1084T>C Ex10 
TGTCATCTCAAGAAGAGGACCGTCTTATAAAGGTAAGAAAT 
ATTTCTTACCTTTATAAGACGGTCCTCTTCTTGAGATGACA 

c.1085G>A Ex10 
TCATCTCAAGAAGAGGACTATCTTATAAAGGTAAGAAAT 
ATTTCTTACCTTTATAAGATAGTCCTCTTCTTGAGATGA 

c.1085G>T Ex10 
GTCATCTCAAGAAGAGGACTTTCTTATAAAGGTAAGAAATT 
AATTTCTTACCTTTATAAGAAAGTCCTCTTCTTGAGATGAC 

c.1086T>G  Ex10 
CATCTCAAGAAGAGGACTGGCTTATAAAGGTAAGAAATT 
AATTTCTTACCTTTATAAGCCAGTCCTCTTCTTGAGATG 
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Variante1 Exón Primers (5’→3’) 

c.1087C>T  Ex10 
ATCTCAAGAAGAGGACTGTTTTATAAAGGTAAGAAATTG 
CAATTTCTTACCTTTATAAAACAGTCCTCTTCTTGAGAT 

c.1089T>C Ex10 
CTCAAGAAGAGGACTGTCTCATAAAGGTAAGAAATTGGC 
GCCAATTTCTTACCTTTATGAGACAGTCCTCTTCTTGAG 

c.1089_1092del Ex10 
TGTCATCTCAAGAAGAGGACTGTCTAAGGTAAGAAATTGGCATTCTGTAT 
ATACAGAATGCCAATTTCTTACCTTAGACAGTCCTCTTCTTGAGATGACA 

c.1091T>A  Ex10 
TCAAGAAGAGGACTGTCTTAAAAAGGTAAGAAATTGGCATT 
AATGCCAATTTCTTACCTTTTTAAGACAGTCCTCTTCTTGA 

c.1091T>C Ex10 
TCAAGAAGAGGACTGTCTTACAAAGGTAAGAAATTGGCATT 
AATGCCAATTTCTTACCTTTGTAAGACAGTCCTCTTCTTGA 

1M= 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 



 

 

152 Tabla Suplementaria 3. Resultados de splicing de las variantes exónicas no espliceogénicas de los exones 8 y 10 de CHEK2. 

Variante (HGVS) Proteína (HGVS) 
Transcritos1 

Canónico PTC In-frame No caracterizados 
mgChk2_ex11-15 WT (6 ensayos) 91,5%± 1,5% Δ(E8): 1,7%± 0,7% Δ(E10): 6,8%± 0,9%  
Ex8 
c.877G>A p.(Asp293Asn)  92,4%± 0,0% Δ(E8): 1,0%± 0,1% Δ(E10): 6,6%± 0,1%  
c.877G>C p.(Asp293His)  90,9%± 2,2% Δ(E8): 1,0%± 0,1% Δ(E10): 5,4%± 0,4% 325-nt: 2,7%± 2,3% 
c.877G>T p.(Asp293Tyr)  84,2%± 0,5% Δ(E8): 5,0%± 0,9% Δ(E10): 7,6%± 0,2% 520-nt: 3,2%± 0,4% 
c.878A>C p.(Asp293Ala)  91,6%± 0,2%  Δ(E10): 7,2%± 0,3% 630-nt: 1,2%± 0,0% 
c.878A>G p.(Asp293Gly)  90,6%± 1,2%  Δ(E10): 8,4%± 0,2% 582-nt: 1,0%± 0,9% 
c.878A>T p.(Asp293Val)  86,9%± 0,7% Δ(E8): 2,0%± 0,2% Δ(E10): 9,7%± 0,5% 520-nt: 1,4%± 0,3% 
c.879T>A p.(Asp293Glu)  93,9%± 0,1%  Δ(E10): 6,1%± 0,1%  
c.879T>C p.(Asp293=)  95,4%± 0,1%  Δ(E10): 4,6%± 0,1%  
c.879T>G p.(Asp293Glu)  92,5%± 0,0%  Δ(E10): 7,5%± 0,0%  
c.880G>A p.(Ala294Thr)  93,6%± 0,2%  Δ(E10): 6,4%± 0,2%  
c.880G>C p.(Ala294Pro)  95,7%± 0,0%  Δ(E10): 4,3%± 0,0%  
c.880G>T p.(Ala294Ser)   93,5%± 0,0%  Δ(E10): 6,5%± 0,0%  
c.881C>A p.(Ala294Glu)  91,7%± 0,0%  Δ(E10): 8,3%± 0,0%  
c.881C>G p.(Ala294Gly)  93,1%± 0,1%  Δ(E10): 6,9%± 0,1%  
c.881C>T p.(Ala294Val)  86,8%± 0,4% Δ(E8): 2,5%± 0,1% Δ(E10): 9,0%± 0,4% 572-nt: 1,7%± 0,0% 
c.882A>C p.(Ala294=) 92,1%± 0,0%  Δ(E10): 7,9%± 0,0%  
c.882A>G p.(Ala294=)  91,8%± 0,1%  Δ(E10): 8,2%± 0,1%  
c.882A>T p.(Ala294=)  95,0%± 1,2%  Δ(E10): 5,0%± 1,2%  
c.885A>C p.(Glu295Asp) 83,9%± 0,9% Δ(E8): 4,7%± 1,6% 

Δ(E8) Δ(E10): 1,5%± 0,4% Δ(E10): 8,5%± 0,3% 321-nt: 1,4%± 0,2% 

c.887A>C p.(Asp296Ala)  86,0%± 0,2% Δ(E8): 11,7%± 0,4% Δ(E10): 2,3%± 0,3%  
c.888T>A p.(Asp296Glu)  90,3%± 1,9% Δ(E8): 1,4%± 0,3% Δ(E10): 8,3%± 1,6%  
c.888T>C p.(Asp296=)  95,4%± 0,6% Δ(E8): 1,8%± 0,2% Δ(E10): 2,8%± 0,5%  
c.888T>G p.(Asp296Glu)  95,7%± 0,2% Δ(E8): 1,8%± 0,2% Δ(E10): 2,5%± 0,1%  
c.889T>A p.(Tyr297Asn)  91,9%± 1,2% Δ(E8): 2,2%± 0,4% Δ(E10): 4,7%± 0,8% 325-nt: 1,2%± 0,3% 
c.889T>C p.(Tyr297His)  92,6%± 1,5%  Δ(E10): 5,2%± 0,0% 325-nt: 2,2%± 1,6% 
c.889T>G p.(Tyr297Asp)  94,6%± 0,2%  Δ(E10): 5,4%± 0,2%  
c.890A>C p.(Tyr297His)  92,8%± 0,4%  Δ(E10): 5,3%± 0,1% 325-nt: 1,9%± 0,2% 
c.890A>G p.(Tyr297Cys)  90,3%± 0,8%  Δ(E10): 8,4%± 0,8% 630-nt: 1,3%± 0,0% 
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Variante (HGVS) Proteína (HGVS) 
Transcritos1 

Canónico PTC In-frame No caracterizados 
c.891T>A p.(Tyr297*)  86,5%± 0,6% Δ(E8): 1,6%± 0,3% Δ(E10): 10,0%± 0,2% 572-nt: 1,9%± 0,2% 
c.891T>C p.(Tyr297=)  92,3%± 0,1%  Δ(E10): 7,7%± 0,1%  
c.891T>G p.(Tyr297*)  84,6%± 0,2% Δ(E8): 6,0%± 0,1% Δ(E10): 9,4%± 0,4%  
Ex10 
c.1073A>C p.(Gln358Pro)  87,6%± 0,5% Δ(E8): 3,2%± 0,2% Δ(E10): 9,2%± 0,4%  
c.1073A>G p.(Gln358Arg)  93,5%± 0,4% Δ(E8): 2,0%± 0,3% Δ(E10): 4,5%± 0,3%  
c.1074A>C p.(Gln358His)  88,2%± 0,5% Δ(E8): 3,3%± 0,1% Δ(E10): 7,4%± 0,3% 572-nt: 1,1%± 0,2% 
c.1074A>G p.(Gln358=)  82,4%± 0,5% Δ(E8): 1,7%± 0,0% Δ(E10): 15,9%± 0,5%  
c.1074A>T p.(Gln358His)  90,5%± 1,4% Δ(E8): 2,0%± 0,2% Δ(E10): 7,5%± 1,4%  
c.1077A>G p.(Glu359=) 88,2%± 0,9% Δ(E8): 1,6%± 0,3% Δ(E10): 10,2%± 0,6%  
c.1079A>C p.(Glu360Ala) 83,6%± 0,7% Δ(E8): 2,3%± 0,1% Δ(E10): 14,1%± 0,7%  
c.1080G>A p.(Glu360=)  83,0%± 0,3% Δ(E8): 2,0%± 0,3% Δ(E10): 15,0%± 0,2%  
c.1080G>C p.(Glu360Asp)  90,7%± 1,3% Δ(E8): 2,4%± 0,5% Δ(E10): 6,9%± 0,8%  
c.1082A>C p.(Asp361Ala) 81,8%± 1,8% Δ(E8): 2,0%± 0,1% Δ(E10): 16,2%± 1,7%  
c.1084T>C p.(Cys362Arg)  92,4%± 0,8% Δ(E8): 2,4%± 0,7% Δ(E10): 4,1%± 0,1% 572-nt: 1,1%± 0,2% 
c.1085G>A p.(Cys362Tyr)  87,4%± 0,4% Δ(E8): 7,7%± 0,2% Δ(E10): 3,5%± 0,1% 572-nt: 1,4%± 0,2% 
c.1085G>T p.(Cys362Phe)  91,2%± 0,8% Δ(E8): 3,3%± 0,1% Δ(E10): 5,5%± 0,7%  
c.1087C>T  p.(Leu363Phe)  90,9%± 1,1% Δ(E8): 2,3%± 0,5% Δ(E10): 5,2%± 0,5% 572-nt: 1,6%± 0,6% 
c.1089T>C p.(Leu363=)  84,9%± 0,9% Δ(E8): 1,8%± 0,1% Δ(E10): 11,5%± 0,5% 572-nt: 1,8%± 0,4% 
c.1089_1092del p.(Ile364fs*) 82,2%± 0,7% Δ(E8): 2,2%± 0,4% Δ(E10): 15,6%± 0,3%  
c.1091T>A  p.(Ile364Lys)  89,2%± 0,1% Δ(E8): 1,4%± 0,1% Δ(E10): 8,4%± 0,1% 630-nt: 1,0%± 0,0% 
c.1091T>C p.(Ile364Thr)  87,9%± 1,3% Δ(E8): 1,7%± 0,2% Δ(E10): 8,7%± 1,0% 572-nt: 1,7%± 0,5% 
1Los transcritos de cada variante en la que no se suprime el exón afectado incorporarán la mutación puntual ensayada. 
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Tabla Suplementaria 4. Análisis bioinformático de las variantes exónicas de CHEK2 
candidatas empleando distintos software de predicción de SRE. 

Variante de CHEK21 HEXplorer 
(ΔHZEI)2,4 

HOT-SKIP 
(ESS/ESE 
ratio)3,4 

HExoSplice 
(ΔtESRseq)2,4 

% Transcritos 
anómalos 

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 4,3% 
c.880G>T -66,86 0,08 -0,6869 6,5% 
c.881C>A 74,42 0,04 +2,6008 8,3% 
c.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% 
c.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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Variante de CHEK21 HEXplorer 
(ΔHZEI)2,4 

HOT-SKIP 
(ESS/ESE 
ratio)3,4 

HExoSplice 
(ΔtESRseq)2,4 

% Transcritos 
anómalos 

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% 
c.1075G>C -52,5 0,00 -2,3327 24,3% 
c.1075G>T -160,32 0,00 -4,4416 72,8% 
c.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% 
c.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% 
c.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% 
c.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% 
c.1080G>T 17,55 0,06 +0,2733 95,2% 
c.1081G>A -0,6 0,00 +0,0731 24,8% 
c.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% 
c.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% 
c.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% 
c.1089T>C 24,14 2,00 +1,6830 15,1% 
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Variante de CHEK21 HEXplorer 
(ΔHZEI)2,4 

HOT-SKIP 
(ESS/ESE 
ratio)3,4 

HExoSplice 
(ΔtESRseq)2,4 

% Transcritos 
anómalos 

c.1089_1092del 52,97 N/A N/A 17,8% 
c.1091T>A  -6,3 0,50 +0,7316 10,8% 
c.1091T>C 30,86 0,00 +1,7598 12,1% 
1Las variantes espliceogénicas se muestran en negrita. 2Los valores ΔtESRseq y ΔHZEI negativos indican 
una disminución de motivos ESE o un aumento de ESS. 3Cuanto mayor es el valor HOT-SKIP, más 
prevalecen los ESS sobre los ESE en la secuencia modificada. 4Los valores ΔHZEI, HOT-SKIP y ΔtESRseq 
por debajo o por encima de sus correspondientes puntos de corte (≤-5, ≥1 y ≤-0,75, respectivamente) 
aparecen en negrita. 
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Tabla Suplementaria 5. Análisis comparativo de las predicciones de SpliceAI y las 
lecturas de los minigenes mgChk2_ex6-10 mutantes. 

Variante de 
CHEK21 AL2 DL2 SpliceAI2 Lecturas del 

mgChk2_ex6-103 
Variantes del exón 8 de CHEK2 
c.877G>A 0,30 (30) 0,30 (-31) Δ(E8) no espliceogénica 
c.877G>C 0,17 (30) 0,16 (-31) no espliceogénica no espliceogénica 
c.877G>T 0,32 (30) 0,33 (-31) Δ(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) Δ(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 
c.880G>C 0,06 (33) 0,03 (-28) no espliceogénica no espliceogénica 
c.880G>T 0,22(33) 0,22 (-28) Δ(E8) 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) Δ(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) Δ(E8) Δ(E8) (97%) 
c.883G>C 0,29 (36) 0,27 (-25) Δ(E8) Δ(E8) (40%) 
c.883G>T 0,79 (36) 0,76 (-25) Δ(E8) Δ(E8) (98%) 
c.884A>C 0,27 (37) 0,25 (-24) Δ(E8) Δ(E8) (14%) 
c.884A>G 0,35 (37) 0,31 (-24) Δ(E8) Δ(E8) (44%) 
c.884A>T 0,71 (37) 0,71 (-24) Δ(E8) Δ(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 Δ(E8) (14%) 
c.885A>T 0,39 (38) 0,40 (-23) Δ(E8) Δ(E8) (35%) 
c.886G>A 0,56 (39) 0,53 (-22) Δ(E8) Δ(E8) (45%) 
c.886G>C 0,47 (39) 0,46 (-22) Δ(E8) Δ(E8) (20%) 
c.886G>T 0,64 (39) 0,63 (-22) Δ(E8) Δ(E8) (77%) 
c.887A>C 0,22 (40) 0,21 (-21) Δ(E8) no espliceogénica 
c.887A>G 0,30 (40) 0,34 (-21) Δ(E8) Δ(E8) (44%) 
c.887A>T 0,29 (40) 0,29 (-21) Δ(E8) Δ(E8) (35%) 
c.888T>A 

  
no espliceogénica no espliceogénica 

c.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 
c.889T>C 

  
no espliceogénica no espliceogénica 

c.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 Δ(E8) (11%) 
c.891T>A 0,19 (44) 0,15 (-17) no espliceogénica no espliceogénica 
c.891T>C 

  
no espliceogénica no espliceogénica 

c.891T>G 0,22 (44) 0,20 (-17) Δ(E8) no espliceogénica 
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Variante de 
CHEK21 AL2 DL2 SpliceAI2 Lecturas del 

mgChk2_ex6-103 
Variantes del exón 10 de CHEK2  
c.1073A>C 0,01 (64) 0,00 (-22) no espliceogénica no espliceogénica 
c.1073A>G 

  
no espliceogénica no espliceogénica 

c.1073A>T 0,05 (64) 0,02 (-22) no espliceogénica Δ(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 Δ(E10) (62%) 
c.1075G>C 0,02 (66) 0,01 (-20) no espliceogénica Δ(E10) (22%) 
c.1075G>T 0,23 (66) 0,23 (-20) Δ(E10) Δ(E10) (73%) 
c.1076A>C 0,05 (67) 0,03 (-19) no espliceogénica Δ(E10) (25%) 
c.1076A>G 0,03 (67) 0,02 (-19) no espliceogénica Δ(E10) (27%) 
c.1076A>T 0,14 (67) 0,10 (-19) no espliceogénica Δ(E10) (61%) 
c.1077A>C 0,01 (68) 0,01 (-18) no espliceogénica Δ(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 Δ(E10) (23%) 
c.1078G>A 0,03 (69) 0,02 (-17) no espliceogénica Δ(E10) (34%) 
c.1078G>C 0,05 (69) 0,02 (-17) no espliceogénica Δ(E10) (41%) 
c.1078G>T 0,21 (69) 0,16 (-17) no espliceogénica Δ(E10) (74%) 
c.1079A>C 

 
0,01 (-16) no espliceogénica no espliceogénica 

c.1079A>G 0,06 (70) 0,05 (-16) no espliceogénica Δ(E10) (31%) 
c.1079A>T 0,01 (70) 0,01 (-16) no espliceogénica Δ(E10) (20%) 
c.1080G>A 

  
no espliceogénica no espliceogénica 

c.1080G>C 
  

no espliceogénica no espliceogénica 
c.1080G>T 

  
no espliceogénica Δ(E10) (95%) 

c.1081G>A 0,01 (72) 0,01 (-14) no espliceogénica Δ(E10) (23%) 
c.1081G>C 0,02 (72) 0,02 (-14) no espliceogénica Δ(E10) (21%) 
c.1081G>T 0,04 (72) 0,02 (-14) no espliceogénica Δ(E10) (48%) 
c.1082A>C 0,01 (73) 0,01 (-13) no espliceogénica no espliceogénica 
c.1082A>G 0,03 (73) 0,03 (-13) no espliceogénica Δ(E10) (30%) 
c.1082A>T 0,06 (73) 0,04 (-13) no espliceogénica Δ(E10) (22%) 
c.1083C>A 0,00 (74) 0,00 (-12) no espliceogénica Δ(E10) (26%) 
c.1083C>G 

 
0,00 (-12) no espliceogénica Δ(E10) (21%) 

c.1083C>T 0,00 (74) 0,00 (-12) no espliceogénica Δ(E10) (20%) 
c.1084T>C 

  
no espliceogénica no espliceogénica 

c.1085G>A 0,00 (76) 
 

no espliceogénica no espliceogénica 
c.1085G>T 

  
no espliceogénica no espliceogénica 

c.1086T>G  
  

no espliceogénica Δ(E10) (17%) 
c.1087C>T  0,01 (78) 0,00 (-8) no espliceogénica no espliceogénica 
c.1089T>C 

  
no espliceogénica no espliceogénica 

c.1089_1092del 
  

no espliceogénica no espliceogénica 
c.1091T>A  

  
no espliceogénica no espliceogénica 

c.1091T>C 
  

no espliceogénica no espliceogénica 
1Nomenclatura HGVS utilizando como referencia las secuencia NM_007194.4. Se han subrayado y 
resaltado en negrita las 38 variantes espliceogénicas. 2Parámetros de SpliceAI empleados (genome 
version: hg38, score type: raw, max distance: ±4,999). Se muestra la puntuación Δ (y la posición en el pre-
ARNm) para la pérdida del aceptor (AL) y la pérdida del donador (DL) de los exones 8 o 10. Para mayor 
claridad, las puntaciones Δ de alta precisión (puntuación Δ>0,80), recomendadas (puntuación Δ>0,50) y 
de alta sensibilidad (puntuación Δ>0,20) se han indicado en rojo, amarillo y verde, respectivamente. A 
efectos meramente informativos, las puntuaciones Δ en el rango 0,10-0,20 se han marcado en gris. 3Para 
las variantes espliceogénicas (resaltadas en negrita), se muestra la contribución de los transcritos que 
contienen Δ(E8) (variantes del exón 8) o Δ(E10) (variantes del exón 10) a la señal de lectura global (%). 
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Tabla Suplementaria 6. Sensibilidad, especificidad y precisión de SpliceAI. 
Variantes CHEK2 ubicadas en el exón 8 

 Verdadero 
positivo2 

Falso 
positivo2 

Falso 
negativo2 

Verdadero 
negativo2 

SpliceAI positivo1 12 7 
  

SpliceAI negativo1 
  

2 24 
Estadísticas del exón 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 
(% de variantes 

espliceogénicas)2 

31,11% 18,17-46,65 
  

Valor predictivo positivo 63,16% 46,33-77,29 
  

Valor predictivo negativo 92,31% 76,63-97,77 
  

Precisión 80,00% 65,40-90,42 
  

Variantes CHEK2 ubicadas en el exón 10 
 Verdadero 

positivo2 
Falso 

positivo2 
Falso 

negativo2 
Verdadero 
negativo2 

SpliceAI positivo1 1 0 
  

SpliceAI negativo1 
  

23 18 
Estadísticas del exón 103 

 Valor 95% IC 
  

Sensibilidad  4,17% 
   

Especificidad  100% 
   

Likelihood Ratio positivo - 
   

Likelihood Ratio negativo 0,96 0,88-1,04 
  

Prevalencia 
(% de variantes 

espliceogénicas)2 

57,14% 40,96-72,28 
  

Valor predictivo positivo 100% - 
  

Valor predictivo negativo 43,90% 41,86-45,97 
  

Precisión 45,24% 28,85-61,33 
  

1Consideramos positivas las predicciones de SpliceAI (predicción de skipping de exón) si la puntuación Δ 
≥ 20% tanto para la pérdida del aceptor como para la pérdida del donador (exón 8 o exón 10). De lo 
contrario, consideramos las predicciones de SpliceAI negativas (véase la Tabla Suplementaria 5). 
2Consideramos que una lectura del minigén mgChk2_ex8-10 mutante es positiva (alteración del splicing 
detectada) si la contribución del transcrito canónico a la expresión 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 estadísticas se realizaron online empleando la evaluación de 
pruebas diagnósticas de MedCalc (www.medcalc.org/calc/). 

http://www.medcalc.org/calc/
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Tabla Suplementaria 7. Primers empleados para el clonaje consecutivo y la estabilización 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  
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Tabla Suplementaria 8. Primers para incorporar en el exón 4 del mgBARD1_ex3-5 las 
µdel de 30 y 12 nt. 
Microdeleción Primers (5’ →3’) 

c.367del30 
TTCTTTTTCTTTTTTTCTGTCAGATTTTAATGATGCAGGAAACAAGAAGA 
TCTTCTTGTTTCCTGCATCATTAAAATCTGACAGAAAAAAAGAAAAAGAA 

c.392del30 
TTGAAAGAAGATAAACCTAGGAAAAATTCAATTAAAATGTGGTTTAGCCC 
GGGCTAAACCACATTTTAATTGAATTTTTCCTAGGTTTATCTTCTTTCAA 

c.417del30 
GTTTGTTTAATGATGCAGGAAACAATCGAAGTAAGAAAGTCAGATATGTT 
AACATATCTGACTTTCTTACTTCGATTGTTTCCTGCATCATTAAACAAAC 

c.442del30 
GAAGAATTCAATTAAAATGTGGTTTGTGAGTAAAGCTTCAGTGCAAACCC 
GGGTTTGCACTGAAGCTTTACTCACAAACCACATTTTAATTGAATTCTTC 

c.467del30 
AGCCCTCGAAGTAAGAAAGTCAGATAGCCTGCAATAAAAAAAGATGCAAG 
CTTGCATCTTTTTTTATTGCAGGCTATCTGACTTTCTTACTTCGAGGGCT 

c.581del104 
AAGTCCTCCTGCAGATGTTTCTGAGATTTGACTCCAAAGAGGAATCTAAG 
CTTAGATTCCTCTTTGGAGTCAAATCTCAGAAACATCTGCAGGAGGACTT 

c.1182del30 
AATTCATTAGTCTTTCACCAGGTACCAGGCGAGTGATGTCTAGTCCCTCA 
TGAGGGACTAGACATCACTCGCCTGGTACCTGGTGAAAGACTAATGAATT 

c.1207del30 
ACCACCTTCTACATTAAGTAGTTCAGCAATGAAGCTGTTGCCCAATATGG 
CCATATTGGGCAACAGCTTCATTGCTGAACTACTTAATGTAGAAGGTGGT 

c.1230del12 
CAAGTTACAGGCGAGTGATGTCTAGGAAGCTGTTGCCCAATATGGCTGTG 
CACAGCCATATTGGGCAACAGCTTCCTAGACATCACTCGCCTGTAACTTG 

c.1232del30 
AGTTACAGGCGAGTGATGTCTAGTCCTGTGAAAAGAAATCATAGAGGAGA 
TCTCCTCTATGATTTCTTTTCACAGGACTAGACATCACTCGCCTGTAACT 

c.1240del12 
GCGAGTGATGTCTAGTCCCTCAGCACCCAATATGGCTGTGAAAAGAAATC 
GATTTCTTTTCACAGCCATATTGGGTGCTGAGGGACTAGACATCACTCGC 

c.1250del12 
TCTAGTCCCTCAGCAATGAAGCTGTCTGTGAAAAGAAATCATAGAGGAGA 
TCTCCTCTATGATTTCTTTTCACAGACAGCTTCATTGCTGAGGGACTAGA 

c.1255del12 
TCCCTCAGCAATGAAGCTGTTGCCCAAAAGAAATCATAGAGGAGAGACTT 
AAGTCTCTCCTCTATGATTTCTTTTGGGCAACAGCTTCATTGCTGAGGGA 

c.1257del30 
CCTCAGCAATGAAGCTGTTGCCCAAGACTTTGCTCCATATTGCTTCTATT 
AATAGAAGCAATATGGAGCAAAGTCTTGGGCAACAGCTTCATTGCTGAGG 

c.1265del12 
ATGAAGCTGTTGCCCAATATGGCTGATAGAGGAGAGACTTTGCTCCATAT 
ATATGGAGCAAAGTCTCTCCTCTATCAGCCATATTGGGCAACAGCTTCAT 

c.1275del12 
TGCCCAATATGGCTGTGAAAAGAAAGACTTTGCTCCATATTGCTTCTATT 
AATAGAAGCAATATGGAGCAAAGTCTTTCTTTTCACAGCCATATTGGGCA 

c.1280del12 
AATATGGCTGTGAAAAGAAATCATATGCTCCATATTGCTTCTATTAAGGT 
ACCTTAATAGAAGCAATATGGAGCATATGATTTCTTTTCACAGCCATATT 

c.1282del30 
TATGGCTGTGAAAAGAAATCATAGAAAGGTAGGATGCTTACTCTGAAATA 
TATTTCAGAGTAAGCATCCTACCTTTCTATGATTTCTTTTCACAGCCATA 

c.1290del12 
TGAAAAGAAATCATAGAGGAGAGACTGCTTCTATTAAGGTAGGATGCTTA 
TAAGCATCCTACCTTAATAGAAGCAGTCTCTCCTCTATGATTTCTTTTCA 

c.1300del12 
TCATAGAGGAGAGACTTTGCTCCATAAGGTAGGATGCTTACTCTGAAATA 
TATTTCAGAGTAAGCATCCTACCTTATGGAGCAAAGTCTCTCCTCTATGA 
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Tabla Suplementaria 9. Sitios de unión del enhancer Tra2β predichos por la 
herramienta HSF. 

HGVS Motivo Score 
c.371_375 AAGAA 100,00 
c.374_378 AAGAT 86,88 
c.412_416 AACAA 94,14 
c.415_419 AAGAA 100,00 
c.418_422 AAGAA 100,00 
c.454_458 AAGAA 100,00 
c.504_508 AATAA 98,53 
c.507_511 AAAAA 94,14 
c-508_512 AAAAA 94,14 
c.509_513 AAAAA 94,14 
c.512_516 AAGAT 86,88 
c.530_534 AAGAC 86,88 
c.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 
c.855_859 AATAG 87,60 
c.874_878 AAGAG 89,07 
c.913_917 AAAAA 94,14 
c.931_935 AAGAA 100,00 
c.952_956 AATAA 98,53 
c.976_980 AATAG 87,60 

c.1000_1004 AAGAG 89,07 
c.1066_1070 AATAT 85,42 
c.1135_1139 AAAAA 94,14 
c.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 región rica en sitios 
de unión para este factor regulador del splicing.   
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Tabla Suplementaria 10. Primers para destruir los motivos silenciadores predichos alrededor 
de los donadores crípticos del exón 4 de BARD1. 
Sitios crípticos1 Primers (5’→3’)2 

SC2_5’ 
TTAAAATGTGGTTTAACCCTCGAAGTAACAAAGTCAGATCTGTTGTGAGTAAAGC 
GCTTTACTCACAACAGATCTGACTTTGTTACTTCGAGGGTTAAACCACATTTTAA 

SC2_3’ 
AGATCTGTTGTGAGTCAAGCTTCAATGCAAACCCAGCCTG 
CAGGCTGGGTTTGCATTGAAGCTTGACTCACAACAGATCT 

SC4_5’ 
GCTGAGCAAATTGAGTCTCCAGACACTCACAGCAGCAATGAAGCAGTTACTCCTGAGA 
TCTCAGGAGTAACTGCTTCATTGCTGCTGTGAGTGTCTGGAGACTCAATTTGCTCAGC 

SC4_3’ 
GTTACTCCTGACAAGGTCTGCAAAAATTATCTTACATCAAAGAAATCTTTGCCATTGGAAAATAAT 
ATTATTTTCCAATGGCAAAGATTTCTTTGATGTAAGATAATTTTTGCAGACCTTGTCAGGAGTAAC 

SC6_5’ 
TGGTGGTACATCATTGACGAAAAACAGTAACATGTCCGATGAATTCATTGGTCTTTCACC 
GGTGAAAGACCAATGAATTCATCGGACATGTTACTGTTTTTCGTCAATGATGTACCACCA 

SC6_3’_1 
CACCTTCTACATTAACTAGTTCAAGTTAAAGGCGAGTGATGTCAAGTCCCTCAGCAATG 
CATTGCTGAGGGACTTGACATCACTCGCCTTTAACTTGAACTAGTTAATGTAGAAGGTG 

SC6_3’_2 
CACCTTCTACATTAACTGGTTCAAGTTAACGGCGAATGATGTCAAGTCCCTCAGCAATG 
CATTGCTGAGGGACTTGACATCATTCGCCGTTAACTTGAACCAGTTAATGTAGAAGGTG 

1SC2, sitio críptico 2 (c.469_477) localizado 843 nt upstream del donador canónico del exón 4 de BARD1; SC4, sitio 
críptico 4 (c.904_912) ubicado 408 nt upstream del 5’ss del exón largo del gen BARD1; SC6, sitio críptico 6 
(c.1175_1183) el cual se sitúa 137 nt upstream del donador tradicional del exón 4 de BARD1. 2En rojo aparecen 
marcados los nucleótidos 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_ex1-2 y 
su estabilización. 
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  



 

165 

Tabla Suplementaria 12. Primers para incorporar en los exones 1 y 2 del 
mgBRIP1_ex1-2 las µdel de 16 y 30 nt. 
Microdeleción Primers (5’ →3’) 

c.-88del30 
TATTTGCTCTCAGAAGTCGGTTTCCAGCGTTGCTTCGGTTTCCCTCCAGA 
TCTGGAGGGAAACCGAAGCAACGCTGGAAACCGACTTCTGAGAGCAAATA 

c.-63del30 
TTTCCTTTTCTTCAGTGAATCGGAGCAGGCAAGTCGGAGGGAAGTCCACG 
CGTGGACTTCCCTCCGACTTGCCTGCTCCGATTCACTGAAGAAAAGGAAA 

c.-63del16 
TTTCCTTTTCTTCAGTGAATCGGAGGGTTTCCCTCCAGACAGGCAAGTCG 

CGACTTGCCTGTCTGGAGGGAAACCCTCCGATTCACTGAAGAAAAGGAAA 

c.-49del16 
GTGAATCGGAGCTCAGAGCGTTGCTCAGGCAAGTCGGAGGGAAGTCCACG 
CGTGGACTTCCCTCCGACTTGCCTGAGCAACGCTCTGAGCTCCGATTCAC 

c.-28del30 
TGACATTTTCATTTCTGTTGTAGTTGTCTTCAATGTGGTCTGAATATACA 
TGTATATTCAGACCACATTGAAGACAACTACAACAGAAATGAAAATGTCA 

c.-3del30 
AGGAATCTGAAATAAACAGGAAAGCATTGGTGGGGTGAAGATTTACTTTC 
GAAAGTAAATCTTCACCCCACCAATGCTTTCCTGTTTATTTCAGATTCCT  



 

166 

2. FIGURAS 

 
 
 
 

Figura Suplementaria 1. Estructura y validación funcional del minigén mgChk2_ex6 
10. A) Representación gráfica del minigén mgChk2_ex6 10. Los exones están dentro de 
recuadros de color rojizo; las flechas negras sobre los exones V1 y V2 indican los primers 
de RT-PCR especı́ficos del vector. B) Validación 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 análisis de 
fragmentos fluorescentes, los picos azules se corresponden con los transcritos producidos 
por el minigén, mientras que los naranjas representan el patrón de tamaño LIZ600. Por 
otro lado, el eje x refleja el tamaño en pb y el eje y representa las RFU.  
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Figura Suplementaria 2. Secuencia del inserto del minigén mgChk2_ex6-10. Los 
exones se indican en naranja y en mayúsculas, los intrones en minúsculas y en negro y los 
sitios de clonación (EcoRI e HindIII) están subrayados y en mayúsculas. 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)- HindIII (los intrones acortados se indican con una doble barra //). 
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Figura Suplementaria 3. Análisis de fragmentos fluorescentes de las variantes no 
espliceogénicas de los exones A) 8 y B) 10 de CHEK2. Los productos marcados con FAM 
(picos azules) se analizaron con LIZ600 (picos naranjas) como estándar de tamaño. El eje 
x indica el tamaño en pb (electroferograma superior) y el eje y representa las RFU. 
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Figura Suplementaria 4. Análisis bioinformático de las variantes espliceogénicas de 
los exones 8 y 10 de CHEK2. Análisis empleando las herramientas bioinformáticas A) 
HEXplorer, B) SpliceAid y C) ESEFinder de las variantes exónicas altamente 
espliceogénicas, c.883G>A, c.883G>T, c.884A>T y c.1080G>T, ası ́como de las secuencias 
WT de los exones 8 y 10 de CHEK2. En el caso de SpliceAid y ESEFinder, se indican las 
puntuaciones de las proteı́nas de unión 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 c.884G>T) y 10 (c.1075G>T y 
c.1080G>T) de CHEK2 testadas en células HeLa y MCF-7.  
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Figura Suplementaria 6. Conservación de la secuencia proteica de CHK2 en 
vertebrados. Conservación de los aminoácidos ubicados en la región delecionada por el 
transcrito in-frame Δ(E10). Dicha región está marcada con rayas y flechas azules, y los 
dominios funcionales clave de CHK2 basados en los datos publicados por Stolarova y 
colaboradores en el año 2020 se indican como sigue: el dominio SCD se muestra en un 
recuadro marrón, el dominio FHA se indica en un recuadro morado, el dominio KD se 
indica en un recuadro fucsia y la señal 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 alineación se visualizó con MegAlign Pro 
versión 15.0.0 del software Lasergene de DNASTAR. Se resaltan los residuos conservados 
(aminoácidos no polares en naranja, aminoácidos polares en verde, aminoácidos básicos 
polares en azul y aminoácidos ácidos polares en rojo), y la intensidad del color de las 
barras verdes indica el grado de conservación de cada aminoácido. Organismos: humano 
(Homo sapiens); macaco Rhesus (Macaca mulatta: MACMU); elefante africano (Loxodonta 
africana: LOXAF); vaca (Bos taurus: BOVIN); ornitorrinco (Ornithorhynchus anatinus: 
ORNAN); ratón (Mus musculus: MOUSE); gallina (Gallus gallus: CHICK); tortuga china de 
caparazón blando (Pelodiscus sinensis: PELSI); rana africana (Xenopus tropicalis: XENTR); 
pez cebra (Danio rerio: DANRE). 
 

https://www.uniprot.org/align/
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Figura Suplementaria 7A. Fortalezas de código patogénico/benigno aplicables a 
transcritos individuales del gen CHEK2. Hemos adaptado el razonamiento del árbol de 
decisión PVS1 propuesto por el ClinGen SVI [235] con el propósito especı́fico de 
determinar la fortaleza de las evidencias patogénicas o benignas aportadas por los 41 
transcritos del mgChk2_ex6-10 únicos (incluyendo transcritos canónicos portadores de 
variantes PTC, missense o sinónimas, como los observados en variantes espliceogénicas 
con fugas, resaltadas en oscuro). # En aras de la exhaustividad, hemos añadido al diagrama 
de flujo los 6 transcritos mgChk2_ex6-10 no caracterizados, asumiendo que los transcritos 
mgChk2_ex6-10 no caracterizados de idéntico tamaño son realmente idénticos (en 
cualquier caso, no afecta al proceso de clasificación, como se muestra en la Figura 
suplementaria 7B). 
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Figura Suplementaria 7B. Árbol de decisión propuesto, asignando un código 
PVS1_O/BP7_O a las lecturas de los minigenes mutantes de CHEK2. La mayorı́a de las 
variantes genéticas de CHEK2 analizadas en este estudio producen dos transcritos 
aberrantes, y/o un componente mgFL residual sustancial (variantes leaky). Para abordar 
esta cuestión, proponemos el siguiente enfoque: (i) deconvolución de la señal de lectura 
en componentes individuales (transcritos), (ii) asignación de una intensidad de código 
patogénica o benigna a cada transcrito individual (de acuerdo con las directrices ACMG-
AMP, véase la Figura Suplementaria 7A para más detalles), y (iii) aplicación de reglas 
combinatorias ad hoc (teniendo en cuenta la contribución relativa de las intensidades de 
código patogénicas y benignas a la expresión global) para producir una intensidad de 
código PVS1_O/BP7_O 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 señal 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 señal de lectura global, el árbol de decisión propuesto terminarıá anotando las 
lecturas de dichos minigenes como PVS1/BP7(ARN) N/A, incluso si el 100% de la señal 
caracterizada da su apoyo a la patogenicidad (o benignidad). 
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Figura Suplementaria 8. Secuencia de los insertos empleados para construir los 
distintos minigenes de BARD1. Los exones se indican en morado y en mayúsculas, los 
intrones en minúsculas y en negro y los sitios de clonación (BamHI, KpnI, SacII) están 
subrayados y en mayúsculas. 
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)– KpnI  
 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) – KpnI (los intrones acortados se indican con una doble barra //) 

 Estructura del inserto que configura el mgBARD1_ex3-5 (2574 pb): SacII – 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) – KpnI (los 
intrones acortados se indican con una doble barra //) 

B) Estructura del inserto que conforma el mgBARD1_ex3-5 final estable (2324 pb): SacII 
– 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) – KpnI (los intrones acortados 
se indican con una doble barra //) 

 



 

180 

 

Figura Suplementaria 9. Estructura y validación funcional de los minigenes 
intermediarios de BARD1. Representación gráfica de los minigenes intermediarios de 
BARD1 A) mgBARD1_ex4, B) mgBARD1_ex4-5 y C) mgBARD1_ex3-5. Los exones están 
dentro de recuadros de color rojizo; las flechas negras sobre los exones V1 y V2 indican 
los primers de RT-PCR especı́ficos del vector. En A) y B) debajo de la representación gráfica 
aparece la validación 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 análisis de fragmentos 
fluorescentes, los picos azules se corresponden con los transcritos producidos por el 
minigén, mientras que los naranjas representan el patrón de tamaño LIZ1200. El eje x 
refleja el tamaño 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 representación gráfica). 
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Figura Suplementaria 10. Electroforesis en gel de agarosa de los transcritos 
generados por las µdel incorporadas en mgBARD1_ex3-5. A) Resultados de las diez 
µdel de 30 nt incorporadas en las regiones exónicas próximas a los sitos 5’ss y 3’ss y de 
una microdeleción de mayor tamaño, c.581del104del, que elimina una región rica en 
motivos putativos de unión del enhancer Tra2β (para más información ver la Tabla 
Suplementaria 9). B) Resultados de las nueve µdel de 12 nt ubicadas en las regiones de 
30 nt que al ser delecionadas alteraban el proceso de splicing. 
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Figura Suplementaria 11. Representación de los donadores crípticos del exón 4 de 
BARD1 y los sitios hnRNPA1 predichos que los rodean. En esta imagen vemos los sitios 
5’ss crı́pticos 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 canónico del exón 4, junto con 
su puntuación MES y los motivos de unión 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 próximos al donador crı́ptico 6. 
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Figura Suplementaria 12. Secuencia de los insertos empleados para construir los 
distintos minigenes de BRIP1. Los exones se indican en naranja y en mayúsculas, los 
intrones en minúsculas y en negro y los sitios de clonación (XbaI, BamHI) están 
subrayados y en mayúsculas. 

A). Estructura del inserto contenido por el mgBRIP1_ex2 (531 pb): XbaI – 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) // ivs1.2 (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 validación funcional de los minigenes 
intermediarios de BRIP1. A la izquierda tenemos la representación gráfica de los 
minigenes intermediarios de BRIP1 A) mgBRIP1_ex2 y B) mgBRIP1_ex1-2. Los exones 
están dentro de recuadros de color rojizo; las flechas negras sobre los exones V1 y V2 
indican los primers de RT-PCR especı́ficos del vector. A la derecha se muestra la validación 
funcional de los minigenes por electroforesis en gel de agarosa.  
 


	ÍNDICE DE FIGURAS
	ÍNDICE DE TABLAS
	ÍNDICE DEL ANEXO
	LISTADO DE ABREVIATURAS
	LISTADO DE GENES
	RESUMEN
	INTRODUCCIÓN
	SPLICING
	1. DEFINICIÓN DE SPLICING
	1.1. ESPLICEOSOMA Y REACCIÓN DE SPLICING
	1.2. SITIOS DE SPLICING CANÓNICOS Y ATÍPICOS
	1.3. REGULACIÓN DEL SPLICING
	1.4. SPLICING ALTERNATIVO
	1.5. ALTERACIONES DEL PROCESO DE SPLICING Y ENFERMEDAD
	1.6. MÉTODOS USADOS PARA EL ANÁLISIS DEL SPLICING ABERRANTE

	CÁNCER DE MAMA
	2. GENERALIDADES DEL CÁNCER DE MAMA
	2.1. CÁNCER DE MAMA HEREDITARIO
	2.2. MANEJO CLÍNICO DE PACIENTES CON CÁNCER DE MAMA HEREDITARIO
	2.3. GENES DE SUSCEPTIBILIDAD A CÁNCER DE MAMA/OVARIO INVESTIGADOS
	 RAD51C
	 CHEK2
	 BARD1
	 BRIP1

	2.4. SPLICING ABERRANTE EN CÁNCER DE MAMA HEREDITARIO


	HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
	HIPÓTESIS
	OBJETIVOS

	RESULTADOS
	RAD51C
	1. ARTÍCULO 1
	2. ARTÍCULO 2
	CHEK2
	1. ARTÍCULO 3
	2. ESTUDIO DE REGULACIÓN DE LOS EXONES 8 Y 10 DE CHEK2
	2.1. MAPEO FUNCIONAL DE INTERVALOS RICOS EN ESE
	2.2. ESTUDIO FUNCIONAL DE VARIANTES SRE
	2.3. INTERPRETACIÓN CLÍNICA DE VARIANTES SIGUIENDO LAS NORMAS ACMG/AMP

	BARD1
	1. CONSTRUCCIÓN Y VALIDACIÓN DEL MINIGÉN WILD TYPE
	2. MAPEO FUNCIONAL DE LOS MOTIVOS REGULADORES
	3. MOTIVOS SILENCIADORES PUTATIVOS PRÓXIMOS A LOS DONADORES CRÍPTICOS
	BRIP1
	1. CONSTRUCCIÓN Y VALIDACIÓN DEL MINIGÉN WILD TYPE
	2. MAPEO FUNCIONAL DE LOS MOTIVOS REGULADORES

	DISCUSIÓN
	1. VARIANTES DE SITIOS DE SPLICING
	2. ELEMENTOS REGULADORES DEL SPLICING Y VARIANTES SRE

	CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFÍA
	ANEXO
	1. TABLAS
	2. FIGURAS


