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RESUMEN

La funcion principal del sistema de reparacion de apareamientos erroneos (MisMatch Repair,
MMR) es corregir los errores principalmente introducidos por las DNA polimerasas durante
la replicacion del genoma. Las mutaciones germinales deletéreas en alguno de los cuatro
genes principales del sistema MMR (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2) son las responsables de
los sindromes de predisposicidn hereditaria a cancer asociados a deficiencia de este sistema:
el sindrome de Lynch (SL), causado por mutaciones monoalélicas en estos genes, y el
sindrome de Deficiencia Constitucional de Reparacion de Apareamientos Errdneos
(CMMRD), causado por mutaciones bialélicas. A consecuencia de la deficiencia de este tipo
de reparacidn, los tumores asociados a estos dos sindromes exhiben pérdida de expresion
de las proteinas MMR y/o inestabilidad de microsatélites (MSI) y, aunque en menor grado,

estas caracteristicas también se observan en tejido normal.

El diagndstico de estos sindromes se basa en la identificacién de mutaciones patogénicas en
los genes MMR en linea germinal. Sin embargo, el diagndstico no siempre es posible. La
presencia de mutaciones cripticas, la identificacion de variantes de significado desconocido
(VUS) (que representan el 30% de las variantes que se encuentran en la rutina de
diagndstico) y la existencia de fenotipos intermedios o solapantes con otros sindromes,

dificultan el diagndstico, lo que impacta en el manejo clinico del paciente y sus familiares.

El objetivo de esta tesis doctoral es mejorar el diagndstico de los sindromes de
predisposicion hereditaria al cdncer asociados a deficiencia del sistema MMR. Con este
objetivo global nos hemos planteado dos objetivos especificos. El primer objetivo es mejorar
la evaluacién de la patogenicidad de las variantes aplicando modelos multifactoriales, que
integran multiples lineas de evidencias tanto cualitativas como cuantitativas. También se ha
estandarizado el ensayo in vitro de actividad reparadora, dirigido a testar la funcién mas
importante de una proteina MMR, con el fin de que pueda ser utilizado en la determinacién

de la patogenicidad de una VUS. El segundo objetivo es desarrollar una nueva metodologia,



basada en la deteccidén con alta sensibilidad de la MSI en los tejidos normales de los
portadores de mutaciones MMR, para poder diagnosticar de estos sindromes a pesar de no

encontrar mutacion o de la presencia de VUS.

En relacién al primer objetivo, se han reclasificado a patogénicas o benignas el 89% de las
variantes estudiadas en esta tesis doctoral gracias a la integracién del calculo multifactorial
de probabilidad, la frecuencia poblacional, las predicciones in silico y los ensayos funcionales
a nivel de RNA y proteina en un nuevo algoritmo de clasificacion, lo que apoya su utilidad.
Ademas, el ensayo in vitro de actividad reparadora ha sido optimizado a nivel de reactivos y
validado a nivel analitico demostrando robustez y reproducibilidad. A destacar, se han
establecido protocolos estdndar para su realizacidn, lo que representa el primer paso para

su implementacidn en el diagndstico

En cuanto al segundo objetivo, la metodologia desarrollada para la deteccién con alta
sensibilidad de la MSI en sangre periférica discrimina con una sensibilidad y especificidad del
100% a los pacientes CMMRD del resto de grupos (pacientes SL y de otros sindromes con
fenotipo solapante), aunque no ha demostrado suficiente sensibilidad para detectar MSl en
los pacientes SL. Esta herramienta, por lo tanto, podria ser especialmente Util para el
diagndstico de CMMRD, sobre todo en los casos con ausencia de mutaciones patogénicas
identificadas en los genes MMR. Sera necesario testar otros tejidos, como la mucosa
colénica normal, para profundizar en la dindmica de MSI en tejidos diana de pacientes

afectos de SL antes del desarrollo de la neoplasia.

El trabajo realizado en esta tesis doctoral representa una mejora de las actuales estrategias
para el diagndstico molecular de los sindromes de sindromes de predisposicién hereditaria

al cancer asociados a deficiencia del sistema MMR.



ABSTRACT (English version)

Lynch syndrome (LS) and constitutional mismatch repair deficiency (CMMRD) are hereditary
cancer syndromes associated with mismatch repair (MMR) deficiency. Both are
characterized by tumours displaying loss of MMR protein expression and/or microsatellite
instability (MSI), also reported at low levels in non-neoplastic tissues. Genetic diagnosis of
these hereditary cancer syndromes requires identification of germline MMR gene
pathogenic mutations; however, that is often hampered by the presence of variants of

unknown significance (VUS) and overlapping phenotypes.

The aim of this work was to improve the diagnosis of these syndromes. For it, a new
algorithm for VUS classification was proposed, that integrated clinico-pathological data,
multifactorial likelihood calculations and functional analyses, allowing the reclassification of
89% of the variants studied in this work. Also, the in vitro MMR assay was validated by
providing optimized protocols as a first step for meeting quality standards of diagnostic

laboratories.

On the other hand, the performance of high-sensitivity MSI (hs-MSI) assessment for the
identification of LS and CMMRD in non-neoplastic tissues was evaluated, showing a robustly
discrimination between CMMRD and LS and other syndromes with overlapping phenotypes.
There were no differences between LS patients and controls. Testing MSI in biopsies of
normal colonic mucosa from LS will be necessary to clarify the MSI component in LS non-
neoplastic tissues; however, the hs-MSI approach might result into a diagnostic tool for
CMMRD diagnosis, especially in cases with a suggestive phenotype and in the absence of

identified pathogenic MMR mutations.

In conclusion, the work presented here represents an improvement of the current strategies
for the molecular diagnosis of hereditary cancer syndromes associated with MMR deficiency,

critically important for the appropriate management of patients and their families.






INDICE







[ndice

AbBreviaturas BENEIalES ..., i
(O] o =T OO PPPPT P PPPPR iv
TerminolOgia €N INGIES......uuuiiiiiiiiiiiiieieeeee ettt e e e e e eeeeeeeeeeeaeeeassessessssessessssnssesnnnres vi
INTRODUCCION..........coouimiaiiieieteteieectete ettt ettt b et s st s et et s s s esne 2
1. Sistema de reparacion de apareamientos ErFONEOS. ......uuvvvvrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrererrerrrrrrr—. 3

1.1 Descripcion del sistema de reparacién de apareamientos erréneos........................... 3

1.2 Principales genes involucrados en el sistema MMR ...........cccoeeiii 8

2. Sindromes hereditarios de predisposicidn a cdncer asociados a deficiencia del sistema de

reparacion de apareamientos ErTONEOS ........uuuuuuuuuuuuunennin s aaan 14
2.1Sindrome de Lynch....ccooo i 14
2.1.1 Historia del sindrome de LyNCh..........uuuueeu s 14
2.1.2 Caracteristicas SENETICAS .....uuuuuuuuueeeii s 15
2.1.3 EPidemiolOgia. . .uuueeueeeeiiiniiiiiiiii s 17
2.1.4 Caracteristicas CliNICAS . .....uureeiiiieee et 18
2.1.5 Caracteristicas moleculares de los tumores asociados @ SL ........ccceeeervieeeennnnee. 19
2.1.6 Deficiencia de reparacion en tejido N0 NEOPIASICO ...uuuuuuunniiiiiiiiiiiicccceece, 21

2.2 Sindrome de Deficiencia Constitucional de Reparacién de Apareamientos Erréneos23

2.2.1 Historia del sindrome de Deficiencia Constitucional de Reparacién de

Apareamientos ErfONEO0S.......cccvviiiiii e, 23
2.2.2 Caracteristicas SENETICAS .....uuuuuuuuuurei s 23
2.2.3 EpidemiolOgia. . uuueeeeeeeeeeiiiiiiiii s 24
2.2.4 Caracteristicas CliNICAS........eeie i e 26
2.2.5 Caracteristicas moleculares de 105 tUMOres .......c..eeeeiiieiiiiiiieie e 28
2.2.6 Deficiencia de reparacion en tejido N0 NEOPIASICO ....uuuuuuniiiiiiiiiiiiiicieccceeeeaa, 29
2.3 Otros sindromes asociados a deficiencia del sistema MMR ..........cccooiiiiiiiiieennnnee. 31
2.4 Fenotipos intermedios entre SLy CMMRD y sindromes con fenotipo solapante ...... 32

3. Diagndstico molecular y manejo clinico de los sindromes asociados a deficiencia del
SISEEMA IMIIMIR .t e et e e e e e e ettt e e e e e e e ettt e e e e e eeeeenaaan 36

3.1 Diagndstico y manejo del sindrome de LyNCh .......eceeiviiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeveevveeeeeeeeens 36



3.1.1 Criterios de seleccidn y algoritmo diagndstico del sindrome de Lynch .............. 36

3.1.2 Asesoramiento genético del sindrome de Lynch..........ccccoeeiiiii, 39
3.1.3 Estrategias de prevencion y seguimiento........cccccceeeeiiiiii, 39

3.2 Diagndstico y manejo del sindrome CMMRD .........uuvvvvviviiieieeeeieeeessiseeereeeeeeneereee. 41
3.2.1 Criterios de seleccién y algoritmo diagndstico del sindrome CMMRD ............... 41
3.2.2 Asesoramiento genético del sindrome CMMRD...............ceeiiiiiiiiii, 43
3.2.3 Estrategias de prevencion y seguimiento........ccccccceiiiiiii, 44

B = Tol Y Tor- Fe [l e [ o= Vo ] Lol e F PP PPPPPPPRE 45
3.3.1 Cribado molecular de 10S tUMOIES ........oeeeiiiiiiieiiiiie e 45
3.3.2 Técnicas de diagndstico molecular............cccooeee 48

4. Clasificacion de variantes en genes MMR ..., 54
4.1 Tipos de evidencias utilizadas para la clasificacidon de variantes..........cccceeeeveeiiiennnn. 54
4.1.1 Evidencias basadas en la secuencia de DNA .......coccieiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 54
4.1.2 Evidencias clinico-moleculares..........cocueeiiriiiiieiiiieie et 55
4.1.3 Evidencias fUNCIONAIES.......cocuveiiiiiiiiieieiee e e 56
4.1.4 Calculos MUIEITactOriales........ueeiiiiieiei e e 60

4.2 Categorias de clasifiCation...........ueeeeeuie s 60
4.3 Guias de clasificacion de Variantes ..........cooovieieiiiiieee i 61
4.4.1 Guias de clasificacidon gen-especificas.........cccccceviiiii 61
4.4.2 Guias generales de clasificacion............cccccc 62

4.4 Bases dE AtOS .....ueeeeiiiieiiiiiiee ettt s st e e e s 63
HIPOTESIS ..ottt bbbt 67
OBUETIVOS ...ttt ettt sttt ettt s ettt e st e e e bt e e s bt e e s abeeenteesabeeesabeeesnneeeneeas 73
RESULTADOS .......coiititeitieeeitte ettt ettt e ettt e sa et e sat e e sttt e sabe e e subeeebeeesabeeesabeeebeeesbeeesnseeennreaans 77
ARTICULO L oottt 81
ARTICULO 2 oottt 105
ARTICULO 3 ottt 159
DISCUSION ......uuiimiiiiintieisite ittt 193

1. Evaluacion de la patogenicidad de las variantes MMR............ouvvviveviivireveeeeiiiveveeveneennns 195



1.1 Reclasificacidn de variantes en genes reparadores mediante su caracterizacion

EXNAUSTIVA 1eeeiieeeeeee e e e e e e e e e e e s bbb ee e e e e e e e aanes 195
1.1.1 Estrategias de evaluacién de la patogenicidad de las variantes.........ccccuvvveeees 195
1.1.2 Sistemas de clasificacion de las variantes..........ccccceeeeeiniiiiieiieie e 204
1.1.3 Rendimiento de la caracterizacion exhaustiva .......ccccooeviiiiieiieee i, 205

1.2 Validacidn del ensayo in vitro de actividad reparadora...........ccccccceeiiiii. 209
1.2.1 Tipos de ensayos in vitro de actividad reparadora con extractos celulares...... 209

1.2.2 Interpretacién de los resultados del ensayo in vitro de actividad reparadora..212

1.2.3 Utilidad del ensayo in vitro de actividad reparadora para determinar la
patogenicidad de 1as Variantes .........uuueiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieeeeeeereeeeeeseereeeerreeererr . 213

2. Deteccidn con alta sensibilidad de la MSI en tejido normal .......ccccceeeeeiiiiiiiiiiiiieiiienn, 217

2.1 El analisis hs-MSI como metodologia para la determinacidn con alta sensibilidad de la

VIS ettt s e e e e st e e st e e r e e e snre e e e s arees 217
2.1.1 Aproximaciones basadas en el analisis de MSI con alta sensibilidad mediante
NGS ettt s e st r e et e e e r et e e e nr e e e e snnees 217
2.1.2 Aportacidn del analisis hs-MSI al diagndstico de CMMRD ........ccccoeeeeiiiiiiiinnnn. 220
2.2 FUTUFAS PEISPECTIVAS cevuuiiiiiiieiiiiiie e eetie e e et et e e et s e e et s e e eeas s e eeaa s s e eaaaseaannaneans 222
2.2.1 Propuestas para la mejora del rendimiento del ensayo........cccccoeeeeiiiiiieieiennnn. 222
2.2.2 Deteccidn de MSI en tejido normal de individuos con sindrome de Lynch....... 224
2.2.3 Usos alternativos del panel hsS=-MSl ............uuiiiiiiicccccccececceccccs e 227
CONGCLUSIONES ..........oeiiiiiiiee ettt ettt e ettt e e st et e s st e e e s st e e sambbe e e s sabbeeeeeaaneeeens 233
BIBLIOGRAFIA ...ttt 237
ANEXO I. OTRAS PUBLICACIONES...........cooiiiiiiieiiiieeeiitee ettt ee e e beee e s eeeeee s 277
ARTICULO 4 ..ottt 279
ARTICULO 5 oottt 299
ARTICULO B ..ttt 331

ANEXO II. INFORME DE LOS DIRECTORES .........ccooiiiiiiiiiiiiiiii 379






Abreviaturas generales

Abreviatura

Nomenclatura oficial en inglés

Nomenclatura oficial en
castellano

ACMG

ADP
AFAP

AMP

ASE

ATP

AUC
C4ACMMRD
CALM
CCFR
cDNA
CIMRA

CMMRD
o BMMRD

DNA

EMAST

ENIGMA

evMISl
FAP
FFPE

American College of Medical

Genetics and Genomics

Adenosine DiPhosphate

Attenuated Familial Adenomatous

Polyposis

Association for Molecular

Pathology

Allele-Specific Expression
Adenosine-5’-TriPhosphate

Area Under the Curve

Care for CMMRD
café-au-lait macules

Colon Cancer Family Registry
complementary DNA

Cell-free In vitro MmR Activity

Constitutional (or Biallelic)
MisMatch Repair Deficiency

DeoxyriboNucleic Acid

Elevated Microsatellite Alterations
at Selected Tetranucleotide
repeats

Evidence-based Network for the
Interpretation of Germline Mutant

Alleles

ex vivo MSI
Familial Adenomatous Polyposis

Formalin-Fixed Paraffin-
Embedded

Adenosina difosfato

Poliposis adenomatosa familiar
atenuada

Expresién especifica de alelo
Adenosina trifosfato

Area bajo la curva

Manchas café con leche

ADN complementario

Actividad MMR in vitro libre de
célula

Deficiencia Constitucional (o
Bialélica) de Reparacion de
Apareamientos Erréneos

Acido desoxirribonucleico (ADN)
Elevada inestabilidad de

microsatélites en repeticiones de
tetranucledtidos

ex vivo MSI
Poliposis adenomatosa familiar

Fijado en formalina e incrustado
en parafina




gMSI
gnomAD
HNPCC

hs-MSl
HTH
IARC

IHC
InSiGHT

LCL

LOH
LOVD
LR
MLPA

MMR

MNNG
mRNA
MSI
MSI-H

MSI-L

MS-MCA

MS-MLPA

MSS

germline MS|
Genome Aggregation Database

Hereditary NonPolyposis
Colorectal Cancer

high sensitivity-MSl
helix-turn-helix

International Agency for Research
on Cancer
ImmunoHistoChemical

International Society for
Gastrointestinal Hereditary
Tumours

Lymphoblastoid Cell Lines

Loss Of Heterozygosity
Leiden Open Variation Database
Likelihood Ratios

Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification

MisMatch Repair

MethylNitroNitrosoGuanidine
messenger RNA
MicroSatellite Instability

MicroSatellite Instability-High

MicroSatellite Instability-Low

Methylation Specific-Melting
Curve Analysis
Methylation-Specific Multiplex
Ligation-dependent Probe
Amplification

MicroSatellite Stable

MSI germinal

Céancer colorrectal hereditario no
polipdsico
MSI de alta sensibilidad

Hélice-vuelta-hélice

Inmunohistoquimica

Lineas linfoblastoides
inmortalizadas
Pérdida de heterocigosidad

Razones de verosimilitud
Amplificacion dependiente de la
ligacién de sondas multiplexadas

Reparacién de apareamientos
erréneos

Metilnitronitrosoguanidina
ARN mensajero

Inestabilidad de microsatélites
Alta inestabilidad de

microsatélites

Baja inestabilidad de
microsatélites

Andlisis de la curva de fusidn
especifica de metilacion

Amplificacién dependiente de la
ligacién de sondas multiplexadas
especificas de metilacion

Estabilidad de microsatélites



NaMe-Pro

NF1
NGS

NLS
NMD

PCPE-PCR

PCR

PPAP

PWWP

RNA
ROC

RT-PCR
SL

SLL
smMIP

SNuPE

SoP

SP-PCR
TCGA

TIL
Vus

Nuclease-assisted Minor-allele
enrichment with Probe-Overlap

Neurofibromatosis type 1

Next-Generation Sequencing

Nuclear Localization Signal

Nonsense-Mediated mRNA Decay

Probe Clamping Primer Extension-
PCR

Polymerase Chain Reaction

Polymerase Proofreading-
Associated Polyposis

Proline-Tryptophan-Tryptophan-
Proline

RiboNucleic Acid

Receiver Operating Characteristic

Reverse Transcription PCR
Lynch Syndrome (LS)
Lynch-Like Syndrome (LLS)

single-molecule Molecular
Inversion Probes

Single Nucleotide Primer
Extension

Standard Operating Procedures

Small-Pool PCR

The Cancer Genome Atlas
program
Tumor-Infiltrating Lymphocytes

Variant of Unknown Significance

Enriquecimiento del alelo menor
asistido por una nucleasa con una
sonda solapante

Neurofibromatosis tipo 1

Secuenciacion de nueva
generacion
Senal de localizacion nuclear

Degradacién del ARN mensajero
mediada por mutaciones
terminadoras

PCR de extensién del cebador
unido a la sonda

Reaccion en cadena de la
polimerasa

Poliposis asociada a polimerasas
con prueba de lectura

Prolina-Triptéfano-Triptofano-
Prolina

Acido ribonucleico (ARN)
Caracteristica operativa del
receptor

PCR con transcriptasa inversa
Sindrome Lynch
Sindrome Lynch-Like

Sondas moleculares invertidas
con molécula Unica

Secuenciacion de la reaccion de
extension del nucledtido

Procedimientos operativos
estandar

PCR de pequena cantidad de DNA

Linfocitos infiltrantes de tumor

Variante de significado
desconocido




Genes

Simbolo Nombre HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee)

APC Adenomatous Polyposis Coli

BRAF B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase

BRCA1 BRCA1 DNA repair associated (previous name: Breast Cancer 1, early
onset)

BRCA2 BRCA2 DNA repair associated (previous name: Breast Cancer 2, early
onset)

BUB1 BUB1 mitotic checkpoint serine/threonine kinase

CDH1 Cadherin 1

CTNNB1 Catenin beta 1

EPCAM Epithelial cell adhesion molecule (previous symbol: TACSTD1)

EXO1 Exonuclease 1

FAN1 FANCD2 and FANCI associated nuclease 1

KRAS KRAS proto-oncogene, GTPase (previous name: Kirsten rat sarcoma 2
viral oncogene homolog)

MCMO9 Minichromosome maintenance 9 homologous recombination repair
factor

MLH1 mutL homolog 1

MLH3 mutL homolog 3

MSH2 mutS homolog 2

MSH3 mutS homolog 3

MSH6 mutS homolog 6

MUTYH mutY DNA glycosylase

NF1 Neurofibromin 1

PCNA Proliferating cell nuclear antigen

PD-1 (PDCD1)

PD-L1
(cp274)

PMS1

Programmed cell death protein 1
Programmed Death-ligand 1 (CD274 molecule)

PMS1 homolog 1, mismatch repair system component



PMS2
PMS2CL
POLD1
POLE
PTEN
RFC
RPA
SETD2
SPRED1

PMS1 homolog 2, mismatch repair system component
PMS2 C-terminal like pseudogene

DNA polymerase delta 1, catalytic subunit

DNA polymerase epsilon, catalytic subunit

Phosphatase and tensin homolog

Replication factor C

Replication protein A

SET domain containing 2, histone lysine methyltransferase

Sprouty related EVH1 domain containing 1




vi

Terminologia en inglés

En esta tesis doctoral se ha decidido mantener la palabra original, sin traducir, de los

siguientes conceptos listados:

Concepto Descripcion

Frameshift Mutacidn con "desplazamiento, desfase o cambio del marco de
lectura"

Hit "Golpe", referido al hecho de que se produzca una mutacion

Missense Mutacion con "con cambio de sentido"

Molecular barcodes "Cddigo de barras molecular"

Nonsense Mutacidn "sin sentido" que provoca la aparicion de un coddn
de terminacidn prematuro

Primer "Cebador"

Proofreading Capacidad "prueba de lectura" de algunas DNA polimerasas

Slippage "Patinaje" de la polimerasa sobre la hebra de DNA

Splicing "corte y empalme", referido al procesamiento del RNA
mensajero

Two-hits "dos golpes"

Wild-type Referido al alelo "salvaje"
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Introduccién _

1. Sistema de reparacion de apareamientos erréneos

1.1 Descripcidn del sistema de reparacidn de apareamientos erréneos

El sistema de reparacién de apareamientos erréneos o MMR (de sus siglas en inglés
MisMatch Repair) es un sistema de reparacion postreplicativo del DNA que tiene la funcion
de corregir los errores principalmente introducidos por las DNA polimerasas durante la
replicacion del genoma. Estos errores consisten en apareamientos erréneos de las bases
nitrogenadas, causados por la incorporacion accidental de una base errénea, y pequefias
inserciones o deleciones de nucledtidos debidas al deslizamiento o “slippage” de las
polimerasas sobre secuencias cortas y repetitivas también llamadas microsatélites (Jiricny,
2013; Reyes et al., 2015). Por lo tanto, aunque generalmente el DNA es replicado con
precisién gracias a la alta especificidad de las polimerasas y su capacidad para corregir sus
propios errores o “proofreading”, el sistema MMR representa el segundo mecanismo de
control de calidad que posee la célula para asegurar la integridad de la informacién genética
a lo largo de generaciones sucesivas (Kunkel, 2004; Kunkel & Erie, 2015). Asimismo, este
sistema de reparaciéon no solo corrige los errores que han escapado de la actividad
proofreading de las polimerasas, sino que también corrige los errores que se forman durante
la recombinacidn, las modificaciones quimicas de las bases (por ejemplo a causa de agentes
guimioterapéuticos). Cabe destacar que muchos de sus componentes intervienen en
diferentes procesos celulares como el control del ciclo celular, la apoptosis, la
hipermutacién somdtica de los genes de las inmunoglobulinas o la expansion de tripletes de
nucledtidos (Altieri et al., 2008; Harfe & Jinks-Robertson, 2000; Jun et al., 2006; Li, 2008;
Pefia-Diaz & Jiricny, 2012).

El sistema de reparacion MMR fue inicialmente identificado en bacterias, donde se
observé que su inactivacidn comportaba un aumento de mutaciones espontdneas en

Escherichia coli (Fazakerley et al., 1986; Modrich, 1991; Radman & Wagner, 1986). La



_ Introduccién

reaccion bdsica de reparacidn, que consiste en la escisién de parte de la cadena que contiene
el error y resintesis de la misma, se ha conservado de bacterias a seres humanos
(Groothuizen & Sixma, 2016) donde se han descrito proteinas homodlogas a las que
conforman el sistema MMR en E. coli (Tabla 1). La relevancia de su funcién se demuestra
por el grado de conservacion del proceso de reparacién entre las diferentes especies asi
como la especializacién y/o superposicion del funcionamiento de algunas proteinas a lo

largo de la evolucién.

Tabla 1. Relacidn de las proteinas del sistema MMR en E. coli, S. cerevisiae y H. sapiens. Adaptado
de (Reyes et al., 2015).

E. coli S. cerevisiae H. sapiens Descripcion
MSH2-MSH6 MSH2-MSH6 Complejo de reconocimiento del apareamiento erréneo.
(MutSa) (MutSa) Homodimero en E. coli y heterodimero en eucariotas.
MUtS-MUtS o MutSa y MutSB presentan cierta especificidad solapante en
MSH2-MSH3 MSH2-MSH3 el reconocimiento del errory son parcialmente
(Mutsp) (MutsB) redundantes
Homodimero en E. coli y heterodimero en eucariotas. En E.
MLH1-PMS1 MLH1-PMS2 coli, MutL promueve la reaccidn de corte de la cadenavia
(MutLa) (MutLa) MutH, mientras que en eucariotas MutLa tiene actividad
________________________________________________________ endonucleasaintrinseca
MutL-MutL MLH1-MLH2 MLH1-PMS1 MutLp es un factor accesorio para la reparacion del
(MutLB) (MutLB) apareamiento erréneo

Mutly puede substituir a MutLa en una pequeiia fraccion de

MLH1-MLH3 MLH1-MLH3 . ) — .
apareamientos erréneos, pero principalmente acttaen la

MutL MutLy
( V) ( V) recombinacion meidtica
X Promueve la metilacion de los sitios d(GATC), sirve como
Metilasa Dam Absente Absente - L, )
sefial de descriminacién de cadena en E. coli
Endonucleada, corta la cadena hija usando los sitios
MutH Absente Absente R R
d(GATC) hemi-metilados
Ninguno EXO | EXO | 5'-3'dsDNA exonucleasa, actia en la reaccién de escision
Recl, EXO VII Ninguno Ninguno 5'-3' dsDNA exonucleasa, actla en la reaccion de escisidon
EXO I, EXO VII, ) ) Ve . L. .
EXO X Ninguno Ninguno 3'-5' dsDNA exonucleasa, actia en la reaccion de escision
) ) DNA helicasa Il, promueve reaccién de escision, activado
UvrD Ninguno Ninguno
por MutS
B-clam PCNA PCNA Factor de procesividad de la DNA polimerasa. En eucariotas
P estimula la actividad endonuclesa de MutLa
y-Complejo RFC RFC Se une a B-clamp / PCNA
Proteina de unién a ssDNA, interviene en la reaccion de
SSB RPA1-3 RPA1-3 . . .
escision y resintesis
DNA polimerasa que resintetiza el fragmento escindido de
DNA Pol 11l POLS POLS, POLe
la cadena de DNA
DNA ligasa Desconocido Ligasa | Liga las cadenas después de la resintesis del DNA
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En la especie humana, el proceso de reparacién MMR se estructura en diferentes

fases secuenciales (Kunkel & Erie, 2015; Reyes et al., 2015).

Inicialmente, el error es reconocido por los heterodimeros formados por las
proteinas MSH2-MSH6 o0 MSH2-MSH3 (también llamados MutSa o MutSB, respectivamente,
siendo ambos homoélogos al MutS bacteriano). Aunque existe cierto solapamiento de
funciones, el complejo MSH2-MSH®6 se une preferentemente a bases desapareadasy a zonas
de insercion/delecion de menos de 2 bases, mientras que MSH2-MSH3 se une a zonas de
insercion/delecion de mas de 2 bases y soélo reconoce un espectro limitado de
apareamientos erréneos (Harrington & Kolodner, 2007; Srivatsan et al., 2014). El complejo
MSH2-MSHS6 es, en la especie humana, unas 10 veces mds abundante que MSH2-MSH3 y
representa el principal complejo de reconocimiento de errores. Cabe sefialar que los
defectos en MSH6 tienen un menor impacto funcional que los defectos en MSH2,
probablemente a causa de la presencia de MSH2 en ambos complejos. Por otro lado, se ha
descrito que MSH2-MSH3 juega un papel importante en la expansién de tripletes de
nucleétidos, elemento caracteristico de enfermedades hereditarias como el sindrome X
Fragil o la enfermedad de Huntington (Flower et al., 2019; McMurray, 2010; Slean et al.,
2008).

El complejo MSH2-MSHE6 tiene, al igual que su homdlogo bacteriano, una actividad
intrinseca de unidn e hidrdlisis del ATP. Una vez unido a la regién con el apareamiento
erroneo, hidroliza el ATP y se produce un cambio conformacional que da lugar a una
estructura en forma de pinza. Esta conformacion permite que el complejo pueda moverse
por la region con el error asi como facilitar la interaccién con otras proteinas (J. B. Lee et al.,
2014). A continuacion, al complejo activado de MSH2-MSHS6, se le une el heterodimero
formado por las proteinas MLH1-PMS2 (también llamado MutLa y homdlogo al MutL
bacteriano). MLH1-PMS2 tiene actividad endonucleasa, localizada en PMS2, y representa un
elemento clave para la reparacién del error. Aparte del complejo MLH1-PMS2, existen otros

dos complejos homodlogos al MutL bacteriano, MLH1-PMS1 (MutLB) y MLH1-MLH3 (MutLy).
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MLH1-PMS1 carece de dominio endonucleasay se ha propuesto como un factor accesorio a
la reaccion MMR (Campbell et al., 2014). En cambio MLH1-MLH3 conserva la actividad
endonucleasa y se encuentra involucrado de manera principal en la recombinacién meidtica
(Manhart & Alani, 2016; Nishant et al., 2008). De hecho se ha descrito que MLH1-MLH3
puede llegar a reparar una pequefia proporcion de inserciones/deleciones interactuando

con MSH2-MSH3 (Flores-Rozas & Kolodner, 1998; Nishant et al., 2008).

Tras la union de MLH1-PMS2 a MSH2-MSH6, PCNA (proliferating cell nuclear
antigen) y RFC (replication factor C), ambos componentes de la maquinaria de replicacion,
son reclutados al complejo activando al funcién endonucleasa de MLH1-PMS2 gracias a un
proceso dependiente de ATP. Seguidamente, MLH1-PMS2 introducird un corte en la cadena
donde se ha producido el error y la exonucleasa 1 (EXO1) sera la encargada de degradar el
fragmento de DNA que contiene el apareamiento erréneo. Mientras que EXO1 estd
actuando, las proteinas RPA (replication protein A) se uniran al DNA de cadena sencilla para
protegerlo de las nucleasas. Existen otros dos mecanismos alternativos a la eliminacién del
error mediante EXO1: el primero consiste en la escisidn de la cadena que contiene el error
por el desplazamiento de la misma a causa de la sintesis de una nueva cadena de DNA por
parte de las polimerasas (strand-displacement synthesis) (Kadyrov et al., 2009). El segundo,
es la escisidn la actividad exonucleasa 3’-5’ de las polimerasas POL § y POL g, aunque este
mecanismo aun no se ha demostrado in vivo y sigue siendo controvertido (D. Liu et al., 2017;
McCulloch et al., 2004). Una vez eliminado el error, la cadena de DNA se resintetiza por
accion de las polimerasas POL 6 o POL € en presencia de PCNA, RFC y RPA. Finalmente, la
DNA Ligasa | unira los dos extremos del fragmento sintetizado con la cadena de DNA (Figura

1).
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Reconocimiento
del error

Cambio conformacional
a abrazadera movil
(dependiente de ATP)

Reclutamiento de
MLH1/PMS2

Corte de la cadena hija
por MLH1/PMS2
(mediado por PCNA)

Eliminacién del error

Resintesis

l

Ligacion

Figura 1. Sistema de reparacién de apareamientos erréneos en eucariotas. Adaptado de (Kunkel &

Erie, 2015).
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Las mutaciones germinales deletéreas en alguno de los cuatro genes principales del
sistema MMR (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2) son la causa de los sindromes de predisposicion
hereditaria a cancer asociados a deficiencia del sistema MMR, en concreto el sindrome de
Lynch (SL) (OMIM #120435) y el sindrome de Deficiencia Constitucional de Reparacion de
Apareamientos Erréneos (CMMRD, de sus siglas en inglés Constitutional MisMatch Repair
Deficiency) (OMIM #276300), que se describiran mas adelante (Lynch et al., 2015; Sijmons
& Hofstra, 2016; Wimmer et al., 2014). Recientemente, se ha descrito que mutaciones
germinales bialélicas en MSH3 y MLH3 causan poliposis adenomatosa familiar (FAP, de sus
siglas en inglés “Familial Adenomatous Polyposis”) o su version atenuada (AFAP) (Adam et

al., 2016; Olkinuora et al., 2019).

1.2 Principales genes involucrados en el sistema MMR

MLH1

El gen MLH1 de la especie humana (NM_00249.3) se localiza en el brazo corto del
cromosoma 3 (3p21.3) y fue identificado por primera vez en 1994 gracias al analisis de
ligamiento en familias con sindrome de Lynch (Bronner et al., 1994; Papadopoulos et al.,
1994). Consta de 19 exones, comprende una region de 72557 pb y su transcrito principal
tiene una longitud de 2752 pb (Figura 2A). La proteina resultante se compone de 756
aminoacidos y su peso molecular es de 84,6 kDa. Actia como heterodimero uniéndose
mayoritariamente a PMS2 y su funcién principal es reclutar otras proteinas y modular su
actividad. En el dominio N-terminal se localiza el dominio de uniéon e hidrdlisis del ATP,
primordial para el cambio conformacional que ha de sufrir MLH1-PMS2 para poder realizar
su funcion (Groothuizen & Sixma, 2016; Raschle et al., 2002), mientras que en el extremo C-
terminal se encuentra el lugar de unién a PMS2, PMS1 y MLH3. MLH1 y PMS2, o
alternativamente PMS1 o MLH3, dimerizan por su extremo C-terminal (Schmutte et al.,
2001) y, en ambos casos, los respectivos dominios N- y C-terminal se encuentran unidos por

una secuencia de enlace sin estructura (Groothuizen & Sixma, 2016; Kunkel & Erie, 2015)
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(Figura 2B). Aparte de estos dominios, MLH1 cuenta con un dominio central de interaccién
con MSH2, MSH6 y MSH3, vy otro para EXO1l. Por ultimo, también tiene sefiales de
localizacion nuclear (NLS) ya que su funcidn la realiza en el nucleo (Brieger et al., 2005; Leong

et al., 2009) (Figura 2A).

A

At 1-116 117-207 208-306 307-380 381-453 454-545 546-588 589677 676-790 791-884 885-1038 10391409 1410-1558 1550-1667 1668-1731 17321896 1697-1989 1990-2103 2104-227
aa 1-39 3969 70-102 103127 127-151 152182 182-196 197-226 226-264 264-295 205-346 347470  470-520 520-556 556-577 576-632 633-663 664-701 702756

L2 (] (4 O (o] @ o] [o] [l (o2 Jiw] [w] [J [se] [r] [t (o]

————— L )
u ATPasa 147 40 |nteraccion con EXO | %0
L )  ———————————————
! Interaccién con MSH2/MSH6/MSH3 2 05" Interaccién con PMSZ/Pl\gSl/MLﬂs I
469 478 585 505 650 663
NLS NES NES
B
MLH1 PMS1

DNT

Figura 2. Representacion del gen y proteina MLH1. A) Representacion gréfica del gen y la proteina
MLH1 humana. Adaptado de las guias “MMR gene variant classification criteria” de InSiGHT
(https://www.insight-group.org/criteria/). B) Diagrama de la estructura de MLH1/PMS1 (hPMS2) en
S. cerevisiae. Recuadrado en negro se muestra la vista ampliada de los aminoacidos conservados que
componen el sitio con actividad endonucleasa, localizado en PMS1 (hPMS2). DNT, dominio N-
terminal; DCT, dominio C-terminal. Adaptado de (Reyes et al., 2015).

PMS2

El gen PMS2 (NM_000535.5) se localiza en el brazo corto del cromosoma 7 (7p22.2)
y fue identificado en 1994 por Nicolaides y colaboradores (Nicolaides et al., 1994) gracias a
la conservacidn de su secuencia respecto a su homadlogo en levadura. Esta formado por 15

exones, comprende una region de 35886 pb y su transcrito principal tiene una longitud de
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2855 pb (Figura 3). La proteina codificada consta de 862 aminoacidos y tiene un peso de
95,8 KDa. Actua como heterodimero uniéndose a MLH1 por su extremo C-terminal y de esta
unién depende su localizacidn nuclear y su estabilidad (Brieger et al., 2005; Chang et al.,
2000). En su dominio C-terminal también se encuentra localizado el dominio de actividad
endonucleasa, primordial para su funcion dentro del sistema de reparacion MMR (Kadyrov
et al., 2006) (Figura 2B). Finalmente, en la regidon N-terminal, se encuentra el dominio de

unién e hidrdlisis del ATP (Figura 3).

El andlisis del gen PMS2 es especialmente complejo debido a la presencia de
multiples pseudogenes. Catorce de ellos comparten una elevada homologia con el extremo
5’ del gen, mientras que otro, el llamado PMS2CL, es homélogo a los exones 9 y 11-15
(Blount & Prakash, 2018) (Figura 3). Para poder realizar el analisis mutacional del gen PMS2,
se han disefiado estrategias concretas para evitar la amplificacién de sus pseudogenes
(Clendenning et al., 2006; Etzler et al., 2008; Vaughn et al., 2010; Wimmer & Wernstedt,
2014).

Nt 1-23 24-163 164-250 251-353 354-537 538-705 706-803 804-903 904-988 989-1144 1145-2006 2007-2174 2175-2275 2276-2445 2246-2589
aq 1-8 855 5584 84-118 118-179 180-235 236-268 268-301 302-330 330-382 382-669 669-725 725-759 759-815  816-862

| 2] (o [ L5 e ](7] [e] [s] [o] 0 [12] [ [14] [15]

— H
ATPasa R S2 Interaccion con MLH1 -
-_—----
PMS2CL

Pseudogenes PMS2

Figura 3. Representacion grafica del gen y la proteina PMS2 humana y sus pseudogenes. Adaptado
de las guias “MMR gene variant classification criteria” de InSiGHT (https://www.insight-
group.org/criteria/) y de (Sugano et al., 2016).
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MSH2

El gen MSH2 (NM_000251.2) se localiza en el brazo corto del cromosoma 2 (2p21) y
fue identificado en 1993 por Richard Fishel y Fredrick Leach (Fishel et al., 1993; Leach et al.,
1993). Esta compuesto por 16 exones, comprende una regién de 80259 pb y su transcrito
principal tiene una longitud de 3307 pb (Figura 4A). La proteina codificada consta de 934
aminodcidos y tiene un peso de 104,74 kDa. MSH2 actia como heterodimero uniéndose
mayoritariamente a MSH6 por su extremo C-terminal y en esta region se encuentra el
dominio de interaccion con MSH6 y MSH3, el dominio ATPasa y un dominio HTH (helix-turn-
helix). Estos dos dominios, el ATPasa y el HTH, también se ven involucrado en la dimerizacién
con MSH6 vy, cuando ésta se produce, los dominios ATPasa de ambas proteinas quedan
parcialmente entrelazados (Figura 4B). En funcién de su unién a ATP o ADP, estos dos
dominios modulan la conformacién de todo el heterodimero (Groothuizen & Sixma, 2016;
Obmolova et al., 2000). En el extremo mas N-terminal, en cambio, se localiza el dominio de
interaccion con el DNA. A continuacidén, se encuentra el dominio conector, que une el
dominio de unién al DNA con el resto de la proteina y, ademas, se encarga de las
interacciones intramoleculares y las sefiales alostéricas producidas entre los diferentes
dominios (Warren et al., 2007). Seguidamente, un dominio palanca o lever que une a un
dominio abrazadera o clamp y a otro dominio palanca. Cada dominio palanca se encarga de
conectar respectivamente el dominio de unién al DNA y el dominio ATPasa con el dominio
abrazaderay, seguidamente, el dominio abrazadera es el encargado de enviar sefiales entre
ambas zonas de la proteina (Gammie et al., 2007). Por otro lado, MSH2 también cuenta con
un dominio de interaccion con MLH1-PMS2 y otro para interaccionar y estabilizar EXO1

(Figura 4A).
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Figura 4. Representacion del gen y proteina MSH2. A) Representacidn grafica del gen y la proteina
MSH2 humana. Adaptado de las guias “MMR gene variant classification criteria” de InSiGHT
(https://www.insight-group.org/criteria/). B) Diagrama de la estructura de MSH2/MSH6 en humanos.
Recuadrado en negro se muestra la vista ampliada de la regiéon que interactia con las bases mal
emparejadas, localizada en MSH®6. Se indican los residuos fenilalanina 432 (F432) y acido glutamico
432 (E432), asi como las bases mal emparejadas guanina (G) y timina (T). Adaptado de (Reyes et al.,
2015).

MSH6

El gen MSH6 (NM_000179.2) se localiza también el brazo corto del cromosoma 2
(2p16) y fue identificado en 1997 gracias a la cosegregacion de una mutacion deléterea en
este gen en una familia con SLy multiples individuos afectos de cancer (Miyaki et al., 1997).
Estd formado por 10 exones, comprende una region de 23871 pb y su tradnscrito principal
tiene una longitud de 4328 pb (Figura 5). La proteina codificada tiene 1360 aminodcidos y
un peso molecular de 152,79 kDa. MSH6 actla junto a MSH2 formando un heterodimero y
esta union contribuye a la estabilidad de MSH6. La dimerizacion de MSH2 y MSH6 forma un
complejo asimétrico en el que MSH6 es el encargado de reconocer el error en el DNAy entrar

en contacto con él a través de la fenilalanina 432 y el acido glutamico 434, ambos situados
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en el dominio conector de MSH6 (Groothuizen & Sixma, 2016; Jiricny, 2013; Reyes et al.,
2015; Warren et al., 2007) (Figura 4B). Aparte del dominio de unidn al apareamiento erréneo
y el dominio conector, MSH6 consta de un dominio de interaccién con PCNA y un dominio
PWWP, que es el responsable de que la cromatina pueda reclutar el complejo MSH2-MSH6
(Laguri et al., 2008), ademas de otros dominios que cumplen las mismas funciones que los
dominios que llevan el mismo nombre en la proteina MSH2: el dominio de unién al DNA, el
dominio de interaccidn con MSH2, los dos dominios palanca, el dominio abrazadera y el
dominio ATPasa. Por ultimo, MSH6 también cuenta con sefiales de localizacidon nuclear NLS

(Gassman et al., 2011) (Figura 5).

1-260 261-457 458-627 628-3172 3173-3438 3439-3556 3557-3646 3647-3801 3802-4001 4002-4083
nt
aa 1-87 87-153 153-209 210-1058 1058-1146 1147-1186 1186-1216 12161267 1268-1334 1134-1361
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Figura 5. Representacion grafica del gen y la proteina MSH6 humana. Adaptado de las guias “MMR
gene variant classification criteria” de InSiGHT (https://www.insight-group.org/criteria/).
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2. Sindromes hereditarios de predisposicion a cancer asociados a
deficiencia del sistema de reparacién de apareamientos erréneos

2.1 Sindrome de Lynch

2.1.1 Historia del sindrome de Lynch

El sindrome de Lynch (SL) (OMIM #120435), previamente denominado céncer
colorrectal hereditario no polipdsico (HNPCC, de sus siglas en inglés Hereditary NonPolyposis
Colorectal Cancer), debe su nombre al Dr. Henry Lynch, que en la década de los 60 describid
varias familias con una alta agregacién de tumores malignos y acuid por primera vez el
concepto de “sindrome familiar de predisposicion a cancer” (Boland & Lynch, 2013; Lynch
et al., 2015). Estas fueron las llamadas Familias N y M (Lynch et al., 1966). No obstante, la
primera descripcion que se conoce del SL se remite a casi un siglo antes, en 1895, cuando el
Dr. Aldred Scott Warthin, patélogo de la Universidad de Michigan, empez6 a recopilar datos
de una familia con una agregacién desproporcionada de tumores gastricos, intestinales y
endometriales, a edades muy jovenes y en diversas generaciones. A esta familia la llamé
Familia G y en sus publicaciones sobre el caso ya intuyé que el fenotipo de céncer era
compatible con una herencia mendeliana autosémica dominante (Warthin, 1913). Décadas
después, y tras describir a las familias N y M, H. Lynch recuperd la Familia G y contactd con
los descendientes, confirmado la predisposicion a cancer de la familia (Lynch & Krush, 1971).
En 1984, el SL pasé a denominarse HNPCC para enfatizar sus diferencias con la poliposis
adenomatosa familiar; sin embargo, dado que el término HPNCC sdlo hacia referencia al
cancer colorrectal y el sindrome predispone a tipos tumorales, esta terminologia cayd en
desuso y por consenso se decidid recuperar el término “sindrome de Lynch” para este tipo

de predisposicidn a cancer (Boland, 2005; Jass, 2006).
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2.1.2 Caracteristicas genéticas

El SL es una condicidn autosémica dominante con penetrancia incompleta causada
mayoritariamente por mutaciones patogénicas germinales en los genes MLH1, MSH2, MSH6
0 PMS2,y, en una pequefia proporcion de casos, por deleciones en el extremo 3’ de EPCAM
(también conocido como TACSTD1), que comporta el silenciamiento epigenético de MSH2
(Lynch et al., 2015; Yurgelun & Hampel, 2018). También se han descrito epimutaciones
constitucionales en el gen MLH1 como causa del SL, que comportan la metilacién hemialélica
del promotor del gen en todos los tejidos del organismo. Entre éstas, las epimutaciones
primarias (sin mutacién genética asociada detectada) son de origen desconocido y no siguen
un patrén de herencia mendeliano (Damaso et al., 2018; Hitchins et al., 2007; M. Morak et

al., 2008; Suter et al., 2004; Ward et al., 2013).

Para entender como el hecho de ser portador de una mutaciéon patogénica
predispone a desarrollar cancer, hay que remitirse al modelo propuesto por Knudson en el
afio 1985 y que fue Ilamado modelo “two-hits” (Knudson, 1985). En él, la pérdida del alelo

salvaje o wild-type (no mutado) en las

Hereditario Esporadico
células somaticas comportaria la
pérdida total del sistema MMR en Gen Gen
wild-type defectivo
dichas células y el establecimiento de (no mutado) {mytaco)
un fenotipo mutador que acabaria Mutacién espontanea Mutacién espontanea
(“second hit”) (“first hit”)
promoviendo la tumorogénesis (Figura
6). Esta inactivacion del alelo wild-type 1
se da habitualmente por mutaciones
‘ Mutacion espontanea
(“second hit”)

puntuales, deleciones del gen o
Tumor

pérdida de heterozigosidad o LOH (de
sus  siglas en inglés Loss Of Figura 6. Modelo two-hits
Heterozygosity) (de la Chapelle, 2004;  propuesto por Knudson.

Hemminki et al., 1994). T‘""°’
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Casi en el 90% de las familias que cumplen criterios Amsterdam con tumores MSI se
detectan mutaciones en los genes MMR (Peltomaki, 2016; Elena M. Stoffel et al., 2018).
Segun los datos recogidos en 2018 de la International Society for Gastrointestinal Hereditary
Tumours (InSiGHT) database (Plazzer et al., 2013) (https://www.insight-database.org/) y de
la base de datos de ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), dos repositorios de
variantes MMR, el 35% de las variantes patogénicas y probablemente patogénicas
reportadas se localizaron en el gen MSH2 y el 34% en MLH1, mientras que el 21% fue en
MSHG6 y sélo 9% en PMS2, aunque es probable que esta distribucion se deba a los criterios
clinicos de derivacién de los pacientes SL utilizados hasta el momento (Soto & Castillejo,
2019). Segun el tipo de mutacién y el cambio predicho a nivel de proteina, la mayoria (entre
el 51% al 84% segun el gen) de las variantes patogénicas reportadas fueron mutaciones
truncantes (nonsense y frameshift). En una proporcion mucho menor, se encontraron las
mutaciones que implican el cambio del aminoacido codificado (missense) (6-14%) o las que
afectan al sitio consenso de splicing del RNA (5-16%) (Figura 7). Ademas, los grandes
reordenamientos representaron entre un 3-20% del total de las alteraciones patogénicas

(Soto & Castillejo, 2019).

Figura 7. Distribucion
de las variantes
patogénicas segun el
gen MMR afectado y
PMS2 la naturaleza de la

mutacion. Adaptado
16% .

de (Soto & Castillejo,
N 8%
\ 25%

2019)
= Frameshift © Nonsense = Missense = Procesamiento RNA = Cerca del gen = UTR
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2.1.3 Epidemiologia

Tradicionalmente, se ha calculado la prevalencia del SL a partir de datos de pacientes
con historial clinico de cdncer. De esta manera, el SL representa el 3% de todos los casos con
cancer colorrectal y el 1,8% de los de endometrio (Biller et al., 2019). Sin embargo, estudios
en la poblacién general postulan que el SL es mas frecuente y menos penetrante de lo que
se habia pensado. En un estudio reciente realizado por Win y colaboradores, se utilizaron
datos del Colon Cancer Family Registry (CCFR) (CCFR: http://coloncfr.org) (Newcomb et al.,
2007) para estimar la prevalencia del SL en la poblacién general y observaron que ésta es
del 0,36% o 1:279 (IC 95% 1:192-1:402) (Win et al., 2017). Curiosamente, las mutaciones
patogénicas en PMS2 fueron las mads prevalentes, presentando una frecuencia del 0,14%
(1:714), seguidas de las mutaciones en MSH6 con una frecuencia del 0,13% (1:758). En
contraposicion, MLH1 y MSH2 presentaron unas frecuencias de 0,051 (1:1946) y 0.035
(1:2841) respectivamente (Win et al., 2017). Estas diferencias en la prevalencia son un
reflejo de la variable penetrancia del sindrome en funcién del gen afectado, siendo PMS2,
por ejemplo, el gen que confiere un riesgo mas moderado a cancer de los 4 involucrados en

el sindrome (Biller et al., 2019; Moller et al., 2018; Yurgelun et al., 2017).

Por otro lado, la prevalencia del SL puede variar entre poblaciones e incluso
aumentar debido al efecto de las mutaciones fundadoras, como es el caso de la poblacién
islandesa, la franco-canadiense o la afroamericana, entre otras (Castellsague et al., 2015;
Guindalini et al., 2015; Haraldsdottir et al., 2017; Ponti et al., 2015). En el caso de Islandia
concretamente, la prevalencia del SL es del 0,44% (1:226) como consecuencia de 3
mutaciones fundadoras (2 en MSH6'y 1 en PMS2), una cifra bastante superior a la observada
en el CCFR. No obstante, el riesgo a sufrir cancer colorrectal en esta poblacidon no se ve
aumentado, seguramente debido a la naturaleza menos penetrante de MSH6 y PMS2

(Haraldsdottir et al., 2017).
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2.1.4 Caracteristicas clinicas

A nivel clinico, el SL se caracteriza por la predispocion a desarrollar tumores a edades
jovenes, principalmente en colon y endometrio. La edad media de aparicién del cancer
colorrectal en estos pacientes es de 45 afios, en contraposicién de los 65 afios del cdncer de
colon esporadico (Hampel et al., 2005; Lynch et al., 2015). Los tumores se localizan de forma
preferente en el colon derecho y acostumbran a darse multiples neoplasias sincrénicas
(diagnosticadas a la vez) o metacrénicas (diagnosticadas mas de 6 meses después de la
cirugia). Ademads, a nivel histolégico, estos tumores suelen ser poco diferenciados, con
rasgos mucinosos, presencia de células en anillo de sello y linfocitos infiltrantes de tumor
(TILs), alta infiltracidn linfocitaria general (reaccién de Crohn) y crecimiento medular (Risio
etal., 1996). Por otro lado, estos pacientes presentan una carcinogénesis acelerada, siendo
el proceso adenoma-carcinoma inferior a 3 afios, en contraposicién a los 10 o 15 afios

observados en los tumores esporadicos (Lynch et al., 2015).

Ademas de tumores colorrectales, los individuos con SL también presentan un riesgo
incrementado a desarrollar tumores extracolénicos como cancer de endometrio, ovario,
gastrico, intestino delgado, tracto biliar, pancreas y de las vias urinarias (Moller et al., 2018;
Vasen et al., 2013). El cancer de endometrio representa el tipo de tumoral mas frecuente
entre las mujeres con SLy acostumbra a ser de tipo endometriode debutando, en promedio,
a los 50 afios (Moller et al., 2018). Es mas, la prevalencia del cadncer de endometrio en la
poblacién con sindrome de Lynch afecta de cancer varia segun el gen, siendo las portadoras
de mutaciones en MSH6 las que presentan un mayor riesgo a desarrollar este tipo de

tumores (Hendriks et al., 2004; Lynch et al., 2015).

El riesgo para cada tipo de neoplasia varia en funcion del gen MMR mutado. Asi, los
portadores en seguimiento de mutaciones en MLH1y MSH2 presentan un riesgo acumulado
a los 70 afios de sufrir cancer colorrectal del 40,1% (95% Cl 33,5% - 46,7%) y 40,8% (95% ClI
31,6% - 50,1%) respectivamente, mientras que los portadores de mutaciones en MSH6

presentan un riesgo del 15,0% (95% Cl 3,3% - 26,6%) (Moller et al., 2018). Para el cancer de
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endometrio, el riesgo acumulado a los 70% para los genes MLH1, MSH2 y MSH6 fue del
40,3% (95% Cl 31,5% - 49,1%), 52,7% (95% CI 38,7% - 66,8%) y 46,3% (95% Cl 27,3% - 65,0%)
respectivamente. En este estudio, los riesgos acumulados para el gen PMS2 eran negiblibles
pero el numero limitado de casos no permitié derivar conclusiones. No obstante, en un
estudio realizado en 284 familias con mutaciones en PMS2, el riesgo acumulado a los 80
afios de sufrir cancer colorrectal o de endometrio fue del 13% para ambos casos (Ten Broeke
et al., 2018). En otro estudio realizado en 1108 pacientes SL afectos de cancer colorrectal,
se observd que el riesgo a sufrir este tipo de tumor en pacientes con mutaciones en PMS2
era del 25,9% (95% IC 7% - 71%), que podria ser incluso superior al riesgo de los portadores
de mutaciones en MSH6 (6,3%; 95% IC 0% - 12,8%) (Sanchez et al., 2017). En este estudio el
numero de portadores de PMS2 era muy limitado. En la Tabla 2 se resume el riesgo

acumulado para cancer colorrectal y de endometrio observado en estos diferentes estudios.

Tabla 2. Riesgo acumulado de cancer colorrectal y de endometrio a los 70 afos. RA, riesgo
acumulado; CCR, cancer colorrectal; IC, intervalo de confianza; H, hombres; M, mujeres; CE, cancer
de endometrio. Adaptado de (Biller et al., 2019).

Numero de familias o Genes estudiados

Referencia pacientes (ndmero de pacientes) % RA de CCR(95% IC)* % RA de CE (95% IC)*
Moller, Seppalaetal. 3119 pacientes SL MLH1 (n=1473) MLH1:40,1% (33,5-46,7) MLH1:40,3% (31,5-49,1)
2018 MSH2 (n=1060) MSH2: 40,8% (31,6-50,1) MSH2: 52,7% (38,7-66,8)

MSH6 (n=462) MSH6': 15,0% (3,3-26-6)  MSH6: 46,3% (27,3-65)

PMS2(n=124) PMS2:0 PMS2: 26,4% (0,8-51,9)
Ten Broeke, van der 284 familias PMS2 PMS2 (n=797) PMS2*: PMS2*:13% (7,0-24)
Klift et al. 2018 (H): 13% (7,9-22)

(M): 13% (7,0,24)

Sanchez, Navarro etal. 1108 pacientes SL MLH1 (n=449) MLH1: 25,6% (13,2-38,2)
2017 MSH2 (n=371) MSH2: 22,1% (11,3-35,1)

MSH6 (n=197) MSH6: 6,3% (0-12,8)

PMS2 (n=68) PMS2:25,9% (7-71)

* La serie de Ten Broeke reporta el RA alos 80 afios, no a los 70.
2.1.5 Caracteristicas moleculares de los tumores asociados a SL

Como se ha comentado anteriormente, la inactivacién somatica del alelo wild-type

conlleva la pérdida completa de la funcién del sistema MMR en el SL. Esta pérdida de la
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funcién reparadora puede llevar, en algunas células, a la acumulacidon de errores en
secuencias repetitivas del DNA dando lugar a inestabilidad de microsatélites (MSI, de sus
siglas en inglés MicroSatellite Instability) y, bajo estas condiciones, la tasa de mutacion se
incrementa entre 100 y 1000 veces, aumentando la probabilidad de que otros genes
supresores de tumores y oncogenes se vean afectados y se promueva la tumorogénesis
(Pinheiro et al., 2015; The Cancer Genome Atlas et al., 2012). Este proceso mutacional
somatico subyace a la signatura mutacional 6 definida por Alexandrov y colaboradores,
caracterizada por un largo nimero de substituciones y pequefios indels (principalmente de
1 base) en regiones microsatélites y observada en tumores colorrectales, uterinos y de
pancreas, entre otros (Alexandrov et al., 2013). Por otro lado, también se ha descrito que
algunas mutaciones en los microsatélites se dan de forma recurrente en los diferentes tipos

tumorales (Giannakis et al., 2016; Hause et al., 2016).

Asi, la gran mayoria de los tumores del espectro desarrollados en portadores de SL
se caracterizan por la pérdida de la expresion de las proteinas reparadoras y/o presencia de
MSI en el tejido tumoral. No obstante, la deficiencia reparadora también se ha observado
en el 10-15% de los tumores colorrectales esporadicos, principalmente causada por la
metilacion somdtica del promotor de MLH1 y que se ha visto estrechamente relacionada
con la mutacidn V600E en el gen BRAF (Gausachs et al., 2012; Yamamoto & Imai, 2015). Por
este motivo, la hipermetilaciéon de MLH1 y la mutaciéon en BRAF V600E, se utilizan para
diferenciar los tumores colorrectales MSI y/o MMR deficientes posiblemente asociados a LS

de los tumores esporadicos (mas informacion en el apartado 3.1).

Actualmente es motivo de debate la secuencia de lesiones que conducen a la
aparicién de tumores colorrectales del SL. Tradicionalmente, se habia propuesto la
deficiencia MMR como un evento tardio en el desarrollo del tumor, es decir, el pdlipo
apareceria siguiendo el mismo mecanismo que los pdlipos esporadicos (mediado por la
inactivacion de APC) (The Cancer Genome Atlas et al., 2012), tras el cual se produciria la

inactivacion del sistema MMR que comportaria la acumulacién de mutaciones somaticas (p.
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ej. MSIl) y que, a su vez, aceleraria el proceso carcinogénico (Yurgelun et al., 2012). Sin
embargo, estudios recientes postulan que existen dos rutas alternativas a ésta en las que la
deficiencia del sistema MMR ocurriria al inicio del proceso. En ellas, la presencia de una
cripta deficiente en reparacién en la mucosa intestinal, histolégicamente normal y sin
evidencias de malignidad, derivaria en un adenoma deficiente en reparacién que
evolucionaria a un tumor o, alternativamente, pasaria de forma directa a un crecimiento
invasivo sin pasar por la fase de pdlipo gracias a mutaciones en el exén 3 del gen CTNNBI,
que codifica para la proteina beta-catenina, y que se asocian a un peor prondstico (Ahadova
et al., 2018; Akiyama, 2000) (Figura 8). Este nuevo modelo de carcinogénesis, con 3 posibles
vias de las que aun se desconoce la contribucién relativa de cada una de ellas al proceso,
podria explicar la aparicion de los llamados tumores colorrectales de intervalo,

diagnosticados entre colonoscopias de seguimiento (Biller et al., 2019).

Figura 8. Modelo de Ia
carcinogénesis colorrectal en el
sindrome de Lynch. El desarrollo
de los tumores colorrectales en
el SL sigue 3 posibles rutas: (1)
formacién de un adenoma con
actividad MMR que adquiere la
deficiencia de reparacion de
forma secundaria;, o una
inactivacién inicial del sistema
MMR en la mucosa coldnica que
conduce a (2) formacion de un
adenoma deficiente en
reparacion o (3) invasion directa
de la pared coldnica y desarrollo
de un carcinoma. Pintado en
rojo se indica el momento en el que se produce la inactivacion del sistema MMRy, en azul, cuando la
via MMR ya estd inactivada. Adaptado de (Ahadova et al., 2018).

2.1.6 Deficiencia de reparacion en tejido no neoplasico
Ademas de la pérdida de expresion de las proteinas reparadoras y presencia de MSI
en los tumores del espectro del SL, en los ultimos afios se ha reportado que estas

caracteristicas también se pueden detectar, pero a muy baja frecuencia, en tejido no
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neopldsico de pacientes con SL. Alazzouzi et al. Analizaron el marcador de inestabilidad
BAT26 en dos familias con SL mediante técnicas de clonal sequencing (clonacion del
producto de PCR de interés dentro de una bacteria para su posterior analisis) y observaron
que, en linfocitos de sangre periférica, la frecuencia de los alelos inestables de BAT26 era de
promedio el 5,6% (102/1814), mientras que en los controles negativos (no portadores de
mutacion en los genes MMR) no se detectaba ningln alelo inestable (Alazzouzi et al., 2005).
Del mismo modo, en Coolbaugh-Murphy et al. también se detectaron niveles bajos de MSI
en sangre periférica de pacientes con SL (11,8% de alelos inestables) utilizando otra técnica
llamada small-pool PCR (SP-PCR), que consistia en diluir el DNA del paciente a equivalentes
de genoma, amplificar los microsatélites dinucledtidos D2S123, D5S346 y D17S518, y
posteriormente secuenciarlos (M. |. Coolbaugh-Murphy et al., 2010). Utilizando la misma
técnica, también se observd que la MSI incrementaba con la edad en individuos control (M.
I. Coolbaugh-Murphy et al., 2005) y que era posible detectar niveles bajos de MSI en saliva
de individuos con SL (Hu et al., 2011).

En linea con la teoria de las 3 posibles vias para la carcinogénesis colorrectal en el SL
se han identificado criptas deficientes en reparacion (presentando pérdida de expresién de
proteinas MMR y MSI) en mucosa coldnica aparentemente normal de individuos con SL
(Kloor et al., 2012; Pai et al., 2018; Shia et al., 2015; Staffa et al., 2015). Estas criptas se
distribuyen a lo largo de todo el epitelio intestinal con una frecuencia de 1 por cada 1063
criptas, correpondiente a 1 cripta deficiente por cada 8,6 mm? de mucosa coldnica (Pai et
al., 2018), y no han sido descritas en individuos con cancer colorectal esporadico o controles

sanos.

Recientemente, también se ha descrito pérdida de la expresion de las proteinas
MMR en endometrio normal o con hiperplasia simple o compleja, con y sin atipia, en

mujeres SL (Nieminen et al., 2009; Niskakoski et al., 2018).
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2.2 Sindrome de Deficiencia Constitucional de Reparacion de

Apareamientos Erréneos

2.2.1 Historia del sindrome de Deficiencia Constitucional de Reparacién de
Apareamientos Erréneos

El sindrome de Deficiencia Constitucional de Reparacion de Apareamientos
Erroneos (CMMRD, de sus siglas en inglés Constitutional MisMatch Repair Deficiency)
(OMIM #276300) fue descrito por primera vez en el afio 1999 en dos familias consanguineas
con SL y portadores de una mutacién patogénica en MLH1. Parte de la descendencia habia
heredado los 2 alelos mutados por parte de sus progenitores, siendo en consecuencia
homocigotos para la mutacién patogénica. Los portadores homozigotos presentaban un
fenotipo de cancer mucho mas agresivo que el descrito en el SL desarrollando tumores
hematoldgicos y cerebrales a edades infantiles (en un rango de los 14 meses a los 6 afios) v,
ademas, presentaban lesiones no neoplasicas que recordaban a las de la neurofibromatosis

tipo 1 (NF1) (Ricciardone et al., 1999; Wang et al., 1999).

Como se puede sospechar, la identificacion y manejo de los pacientes con CMMRD
es complicada y a lo largo de la Ultima década se han puesto en marcha iniciativas como el
consorcio europeo “Care for CMMRD” (CACMMRD), el consorcio internacional para la
deficiencia bialélica del sistema de reparacién de apareamientos erréneos (BMMRD, de sus
siglas en inglés Biallelic MisMatch Repair Deficiency) y la European Reference Network para
sindromes raros con riesgo a cancer (ERN-GENTURIS), que han ayudado a mejorar la
comprension del sindrome y ofrecido guias para su manejo (Durno et al., 2017; Suerink,

Ripperger, et al., 2018; Tabori et al., 2017; Vasen et al., 2014; Wimmer et al., 2014).

2.2.2 Caracteristicas genéticas
El sindrome CMMRD es una condicidon autosémica recesiva de predisposicion a

cancer causada por mutaciones patogénicas bialélicas en alguno de los genes MMR (MLH1,
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MSH2, MSH6 y PMS2) vy, a diferencia del SL, no requiere de un segundo hit somatico para
iniciar el proceso tumorogénico. Su penetrancia es practicamente completa, ya que es
extremadamente raro que un paciente no desarrolle algln tipo de neoplasia antes de Ia
tercera década de vida (Bakry et al., 2014; Lavoine et al., 2015; Wimmer et al., 2014). Esto
convierte el sindrome CMMRD en uno de los mas penetrantes entre todos los sindromes de

predisposicion a cancer infantil o del adulto joven.

Hasta la fecha sélo se han reportado alrededor de 200 casos CMMRD en todo el
mundo. Wimmer et al., recogieron datos de 146 pacientes de 91 familias y se observo que
el 58% de los casos correspondia a mutaciones bialélicas en PMS2 mientras que el 20% a
MSH6 y el porcentaje restante, un 22%, a mutaciones en MLH1 o MSH2 (Wimmer et al.,
2014). Esto contrasta notablemente con lo observado en el SL, dénde la mayoria de casos
son portadores de mutaciones en MLH1 o MSH2, y se especula que podria ser un reflejo de
la baja penetrancia de las mutaciones patogénicas en PMS2 cuando se dan de forma
monoalélicas y de su elevada frecuencia en la poblacién normal en comparacién con el resto
de genes MMR (Wimmer et al., 2014; Win et al., 2017). Ademds, también esta en discusion
la posible letalidad de las mutaciones bialélicas de pérdida de funcién (nulas) para MLH1 y
MSH2, que contribuiria a explicar la distribucidn polarizada de las mutaciones (Tabori et al.,
2017). Por otro lado, la mayoria de mutaciones que se dan en el sindrome CMMRD son de
naturaleza truncante, aunque alrededor del 30% de las mutaciones identificadas son
mutaciones missense, mas frecuentes en MLH1 y MSH2 que en MSH6 y PMS2, y algunas
pueden retener parte de la expresion de la proteina (Colas et al., 2018; Lavoine et al., 2015;

Wimmer et al., 2014).

2.2.3 Epidemiologia

La incidencia exacta del sindrome CMMRD sigue siendo desconocida ya que sélo se
han reportado alrededor de 200 casos en todo el mundo. No obstante, se cree que es un
sindrome infradiagnosticado a causa del desconocimiento médico, su presentacion clinica

variable y su fenotipo solapante con otros sindromes. Actualmente se propone que su
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frecuencia en la poblacidn general debe depender de la frecuencia de portadores de
mutaciones monoalélicas en los genes MMR y, basdndose en los datos publicados en Win et
al., se ha estimado que la incidencia del sindrome CMMRD en nifios de padres no
emparentados debe ser 1:1.000.000 (Figura 9), aunque esta incidencia puede aumentar
considerablemente en poblaciones con mutaciones fundadoras o alta consanguinidad

(Suerink, Ripperger, et al., 2018; Win et al., 2017).

El sindrome CMMRD comparte caracteristicas no neopldsicas con otros sindromes
como NF1 o el sindrome de Legius, causados por mutaciones patogénicas en los genes NF1
y SPRED1 respectivamente, y se cree que un pequefio porcentaje de los pacientes con
sospecha de estos dos sindromes pero sin mutaciones identificadas podria presentar
CMMRD. Teniendo en cuenta la frecuencia estimada del sindrome CMMRD, el porcentaje
de mutaciones detectadas en NF1/SPRED1 en los casos con sospecha de NF1 o sindrome de
Legius y la incidencia de mutaciones de novo en estos sindromes, se ha estimado que
aproximadamente el 0,4% (1/258) de estos casos sin mutacion identificada corresponderia

a casos CMMRD (Figura 9) (Suerink, Ripperger, et al., 2018).

Incidencia de nacimientos CMMRD. En base a la estimacion de las frecuencias de
los portadores de mutaciones MMR, el nimero de parejas no emparentadas en las
que ambos individuos son portadores de mutaciones MMR en el mismo gen es:

1 N g X past iy i
1926) *\28a1) *\788) *\712) ~ 242500
Por lo tanto, el nimero de nifios homocigotos o heterocigotos compuestos sera:

.
47 244500  977.999

~1en1.000.000

Las mutaciones de novo en NF1 tienen una incidencia de:

1/6.000 = 167 en 1.000. 000 nacimientos

En base a una ratio de deteccién de mutaciones en NF1/SPRED1 del 56,4%, el
nimero total de individuos con sospecha de mutaciones de novo en NF1 es:

167/0,564 = 296 en 1.000.000

Asumiendo que el 50% de los pacientes CMMRD presentan un fenotipo sugestivo de NF1 antes del desarrollo del primer tumor, la
frecuencia de CMMRD en los casos sin mutacién identificada en NF1/SPRED1 es:
0,5/(269 — 167) =0,5/129 = 1/258 ~ 0,4%

Figura 9. Frecuencia estimada de CMMRD en los casos con sospecha de NF1 o sindrome de Legius
sin mutacién identificada en NF1/SPRED1. CMMRD, deficiencia constitucional de reparacion de
apareamientos errdoneos; NF1, neurofibromatosis tipo 1. Adaptado de (Suerink, Ripperger, et al.,
2018).
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2.2.4 Caracteristicas clinicas

A diferencia del SL, el sindrome CMMRD se caracteriza por la predisposicion a un
amplio abanico de neoplasias a edades muy jovenes, normalmente durante la infancia, que
se pueden agrupar en 3 grupos principales: tumores hematoldgicos, tumores cerebrales y
tumores asociados a SL, predominando los tumores del tracto digestivo por encima de los
de endometrio o de las vias urinarias. La edad media de aparicidn del primer tumor es a los
7,5 afos, en un rango que va de los 4 meses a los 39 afios (Wimmer et al., 2014). La edad de
diagndstico y la prevalencia del tipo tumoral varian en funcién del gen afectado; asi, los
portadores de mutaciones en MLH1 o MSH2 debutan, en promedio, a los 5 afios y presentan
una incidencia mayor de tumores hematolégicos que los portadores de mutaciones en PMS2
o MSH6, que debutan en promedio a los 10 y 8 afios, respectivamente, y en los que los
tumores cerebrales suelen ser mas frecuentes que en los bialélicos por mutaciones en MLH1
o0 MSH2 (Wimmer et al., 2014). La supervivencia promedio después del diagndstico del
primer tumor es inferior a los 30 meses, por lo que la mayoria de pacientes no logra alcanzar
la edad adulta, aunque los bialélicos de PMS2 presentan una mayor supervivencia al primer
tumor y, por tanto, mayor riesgo a desarrollar tumores metacrénicos (Lavoine et al., 2015;
Wimmer et al., 2014). En la Tabla 3 se recoge la penetrancia estimada para cada tipo de
neoplasia en relacién al conjunto de casos CMMRD reportados hasta el afio 2017 (Aronson
et al., 2016; Herkert et al., 2011; Lavoine et al., 2015; Vasen et al., 2014; Wimmer et al.,
2014).



Introduccién _

Tabla 3. Penetrancia estimada de neoplasias malignas y premalignas en CMMRD. Adaptado de
(Durno et al., 2017).

Penetrancia Edad media de

g estimada, % diagndstico (rango), afos Referencia

Adenomas del intestino delgado® 50 12 (10-20) Aronson, Gallinger et al. 2016, Herkert, Niessen
etal. 2011

Adenomas colorrectales® >90 9(6-15) Aronson, Gallinger et al. 2016, Herkert, Niessen
etal. 2011

Céncer de intestino delgado 10 28 (11-42) Aronson, Gallinger et al. 2016, Lavoine, Colas et
al. 2015, Vasen, Ghorbanoghli et al. 2014,
Wimmer, Kratz et al. 2014

Cancer colorrectal® 70 16 (8-48) Aronson, Gallinger et al. 2016, Lavoine, Colas et
al. 2015, Vasen, Ghorbanoghli et al. 2014

Tumores cerebrales de alto grado® 70 9(2-40) Lavoine, Colas et al. 2015, Vasen, Ghorbanoghli
et al. 2014, Wimmer, Kratz et al. 2014

Linfoma 20-40 5(0,4-30) Lavoine, Colas et al. 2015, Vasen, Ghorbanoghli
et al. 2014, Wimmer, Kratz et al. 2014

Leucemia 10-40 8(2-21) Lavoine, Colas et al. 2015, Vasen, Ghorbanoghli
et al. 2014, Wimmer, Kratz et al. 2014

Cancer de endometrio <10 (19-44) Lavoine, Colas et al. 2015, Vasen, Ghorbanoghli
et al. 2014, Wimmer, Kratz et al. 2014

Céancer de la vias urinarias <10 (10-22) Lavoine, Colas et al. 2015, Vasen, Ghorbanoghli
et al. 2014, Wimmer, Kratz et al. 2014

Otros® <10 (1-35) Lavoine, Colas et al. 2015, Vasen, Ghorbanoghli

et al. 2014, Wimmer, Kratz et al. 2014, Herkert,
Niessen et al. 2011

?Adenomas de bajo y alto grado con una rapida progresion probablemente.
PLos pacientes se someten a una colectomia subtotal y anastomosis ileoanal, lo que disminuye el riesgo a cdncer colorrectal.
‘Glioma de alto grado, meduloblastoma y tumores neuroectodérmicos primitivos.

9Se han informado menos de 5 casos de las siguientes neoplasias: neuroblastoma, tumor de Wilms, rabdomiosarcoma, osteosarcoma, cancer de
mama, melanoma, tumor neuroectodérmico primitivo de ovario, pilomatricoma y adenoma hepdtico.

Aparte de las neoplasias descritas, los individuos con CMMRD también presentan
caracteristicas no tumorales que recuerdan a las observadas en NF1y el sindrome de Legius,
como se ha mencionado anteriormente. La principal de ellas es la presencia de maculas café
au lait o CALMs. Casi el 80% de los individuos CMMRD presentan 2 o mas CALMS y, aunque
éstas normalmente presentan un borde mas irregular que las clasicas CALMS reportadas en
NF1, también se han identificado individuos con CALMs clasicas. Ademas, también se han
reportado otros signos tipicos de NF1 como neurofibromas o nddulos de Lisch. Por otro lado,
practicamente todos los pacientes con CMMRD acaban desarrollando multiples adenomas
colorrectales sincronicos en la tercera década de vida, que recuerdan a la versidn atenuada
de FAP, y también se han reportado casos CMMRD con areas de piel hipopigmentada,

anomalias venosas, agénesis del cuerpo calloso y descenso de los niveles de
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inmunoglobulinas, entre otras (Tabla 4) (Aronson et al., 2016; Tabori et al., 2017; Wimmer

etal., 2014).

Tabla 4. Caracteristicas no neoplasicas de CMMRD. Adaptado de (Wimmer et al., 2014).

Caracteristicas no tumorales N2 de individuos*
Maculas café au lait o areas de piel hiperpigmentadas 91

Maculas café au lait y otros signos reminiscentes a NF1 27

Areas de piel hipopigmentadas 9

Descenso o absencia de las inmunoglobulinas 1gG2, IgG4o IgAy/o 12
incremento de IgM
Agénesis del cuerpo calloso con o sin heterotopia de la materia gris

Hemangioma cavernoso cerebral

Hemangiomas capilar

= N W D

Deformaciones congénitas (asplenia, isomerismo izquierdo,
defecto del tabique ventricular)
Lupus eritematoso 2

2.2.5 Caracteristicas moleculares de los tumores

Igual que en el SL, muchos de los tumores del sindrome CMMRD se caracterizan por
pérdida de la expresidon de las proteinas reparadoras y presencia de MSI. Es mds, esta
deficiencia del sistema MMR también se observa en tejido normal, como se explicard mas
adelante (apartado 2.2.6). No obstante, se han descrito casos de mutaciones missense que
retienen parte de la expresién de la proteina que se detecta al analizar el tumor (Wimmer
et al., 2014). Ademas, en algunos tipos tumorales, como es el caso de los hematopoyéticos,
es sumamente complicado realizar el andlisis de expresién de las proteinas MMR sobre el
tumor.

En cuanto a la deteccidon de MSI, la mayoria de los tumores gastrointestinales en
pacientes CMMRD, asi como el resto de tumores asociados a SL y la mayoria de las
neoplasias hematoldgicas, presentan MSI al utilizarse las técnicas convencionales de
deteccion. Sin embargo, estas técnicas fallan a la hora de analizar tumores cerebrales y otras

neoplasias, por lo que estos tumores suelen clasificarse como estables aunque se ha visto
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qgue pueden llegar a tener cambios sutiles en el nimero de repeticiones del microsatélite

(Bakry et al., 2014; Giunti et al., 2009; Wimmer et al., 2014).

Por otro lado, en los ultimos 5 afos se ha demostrado que la mayoria de los tumores
cerebrales asociados a CMMRD son ultra-hipermutados (>250 mutaciones / Mb). Esta tasa
excepcionalmente alta de mutaciones somaticas estd asociada a mutaciones somaticas que
ocurren al inicio del proceso tumorogénico en los genes que codifican para las polimerasas
replicativas (POLE o POLD1) y que inactivan la capacidad proofreading de éstas. La
combinacion de la deficiencia MMR con la deficiencia de la actividad proofreading de las
polimerasas provoca el incremento de la tasa mutacional y confiere esta ultra-
hipermutabilidad, caracteristica de este tipo de tumores (Shlien et al., 2015; Waterfall &

Meltzer, 2015).

2.2.6 Deficiencia de reparacién en tejido no neoplasico

Como hemos mencionado anteriormente, la deficiencia constitucional en MMR
también se observa en tejido no neopldsico de los pacientes con CMMRD de manera que en
todos los tejidos normales de los individuos CMMRD se puede observar pérdida de la
expresion de las proteinas MMR mediante inmunohistoquimica (IHC, de sus siglas en inglés
ImmunoHistoChemical) (Figura 10). Asi, la concordancia de la pérdida de expresidn entre el
tumor y el tejido normal se considera un rasgo diagndstico del sindrome (Wimmer J Med

Genet 2014, Bakry Eur J Cancer 2014).

En cuanto a la deteccion de MSI en tejidos normales, se requiere de técnicas
altamente sensibles para su deteccién. En 2013, Ingham y colaboradores (Ingham et al.,
2013) desarrollaron un método sencillo y mucho mas sensible que las PCR convencionales
para detectar MSI germinal (gMSI) en sangre periférica. El método consistia en el analisis de
3 microsatélites dinucleétidos (D2S123, D175250y D175791) mediante electroforesis capilar
y cuantificacion del pico principal que presentaba el microsatélite y los picos tipicamente

asociados a artefactos de PCR.
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|

Pérdida de la
proteina PMS2

Figura 10. Andlisis de expresion de las proteinas MMR mediante inmunohistoquimica en un
paciente CMMRD portador de una mutacion bialélica en PMS2. En las imagenes se muestra la tincion
IHC para cada proteina MMR en colon normales (N) y en un adenocarcinoma invasivo (T). La expresidn
de las proteinas MMR se identifica como una tincién marrdn oscuro de los nucleos de las células. La
contratincion de los nucleos estd hecha con hematoxilina, en azul. Adaptado de (L. Li et al., 2015).

En Ingham et al. observaron que la proporcidn de estos ultimos picos en relacién al
pico principal era significativamente mayor en muestras CMMRD y que se podia establecer
un punto de corte para diferenciar los pacientes CMMRD portadores de mutaciones en
MLH1, MSH2 y PMS2, de los controles. No obstante, la técnica no tenia suficiente
sensibilidad para detectar los bialélicos de MSH6, posiblemente porque MSH6 se encuentra
principalmente involucrado en la reparacion de repeticiones mononucledtidas (de una Unica
base). Con intencidn de resolver esta limitacion, otros autores desarrollaron métodos mas
complejos basados, por ejemplo, en la obtencién de lineas linfoblastoides inmortalizadas
(LCL, de sus siglas en inglés Lymphoblastoid Cell Lines) a partir de linfocitos del paciente.
Estas lineas inmortalizadas se cultivan durante 3 o 4 meses para dar tiempo a que se
acumulen errores y, pasado este tiempo, se analiza la llamada MSI ex vivo (evMSl). Para
complementar los resultados de la evMSI, se somete las células a un ensayo de tolerancia a
la citotoxicidad de agentes metilantes como MNNG o la 6-tioguanina, ya que las células con
un sistema MMR deficiente presentan resistencia a estos agentes (Bodo et al., 2015). La
combinacion de la evMSI con el ensayo de tolerancia a agentes metilantes presenta una
sensibilidad mayor que el ensayo gMSI de Ingham et al. y es capaz de detectar a los

portadores de mutaciones de MSH6. No obstante, su implementacién en la mayoria de
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laboratorios de diagndstico molecular es dificil y el largo tiempo requerido hasta el

diagndstico es una limitacidn, ya que a veces un resultado rdpido es crucial para el paciente.

2.3 Otros sindromes asociados a deficiencia del sistema MMR

Aparte de los sindromes previamente descritos y asociados a deficiencia
constitucional de alguno de los genes principales del sistema MMR (MLH1, MSH2, MSH6 y
PMS2), recientemente se han descrito otros sindromes vinculados a defectos en alguno de

los otros genes del sistema, como MSH3 o MLH3.

La proteina MSH3 forma actia como heterodimero uniéndose a MSH2 y se
encuentra involucrada en la reparacién de inserciones o deleciones de mas de 2 bases
(Harrington & Kolodner, 2007; Srivatsan et al., 2014). La pérdida de la funcién de MSH3 ya
se habia descrito previamente en tumores colorrectales esporadicos, causando inestabilidad
en las regiones microsatélite tetranucledtidas o EMAST (de sus siglas en inglés Elevated
Microsatellite Alterations at Selected Tetranucleotide repeats). La EMAST se asocia a un mal
prondstico de los tumores tipicamente definidos como estables o con inestabilidad baja, ya
que la clasificacion en tumor estable o inestable viene definida por la presencia de
inestabilidad en marcadores mono- y -dinucleétidos pero no en tetranucledtidos (Carethers,
2017). Sin embargo, recientemente se ha reportado que mutaciones germinales bialélicas
en MSH3 causan AFAP y pdlipos duodenales. El fenotipo de estos pacientes bialélicos es
consistente con la pérdida de la funcidon de MSH3 ya que el tejido tumoral presenta EMAST
y, al igual que en los casos con CMMRD, se puede observar pérdida de la expresién de la
proteina MSH3 tanto en tumores como en el tejido normal. Por otro lado, mutaciones de
MSH3 en heterocigosis con el wild-type no parecen aumentar la predisposicon (Tabla 5)

(Adam et al., 2016).

En cuanto a MLH3, actia cdmo heterodimero uniéndose a MLH1 y, aunque puede

substituir al complejo MLH1-PMS2 en una pequefia fraccion de apareamientos erréneos,
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principalmente actua en la recombinacién meiética (Flores-Rozas & Kolodner, 1998; Nishant
et al., 2008). Se ha reportado que mutaciones bialélicas germinales en este gen causan FAP
y AFAP, aunque en este caso los tumores son estables y lo que presentan es inestabilidad

cromosdmica (Tabla 5) (Olkinuora et al., 2019).

Taula 5. Fenotipo asociado a mutaciones en los genes del sistema MMR segun su dosis génica. SL,
sindrome de Lynch; CMMRD, deficiencia constitucional de reparacién de apareamientos erréneos;
FAP, poliposis adenomatosa familiar; MSI, inestabilidad de microsatélites; MSS, estabilidad de
microsatélites; EMAST, inestabilidad en regiones microsatélite tetranucleétidas .

Gen Dosis génica  Fenotipo asociado Caracteristicas en tumor y tejido normal
MLH1 Monoalélico SL Pérdida de expresion en tejido tumoral, MSI

Bialélico CMMRD Pérdida de expresion en tejido normal y tumor, MSI
MSH2 Monoalélico SL Pérdida de expresion en tejido tumoral, MSI

Bialélico CMMRD Pérdida de expresion en tejido normal y tumor, MSI
MSH6 Monoalélico SL Pérdida de expresion en tejido tumoral, MSI

Bialélico CMMRD Pérdida de expresion en tejido normal y tumor, MSI
PMS2 Monoalélico SL Pérdida de expresion en tejido tumoral, MSI

Bialélico CMMRD Pérdida de expresion en tejido normal y tumor, MSI
MSH3 Monoalélico Sinfenotipo asociado -

Bialélico Poliposis Pérdida de expresidn en tejido normal y tumor, EMAST
MLH3 Monoalélico Sinfenotipo asociado -

Bialélico Poliposis Pérdida de expresion en tejido normal y tumor, MSS e

inestabilidad cromosomica

2.4 Fenotipos intermedios entre SL y CMMRD y sindromes con fenotipo

solapante

Como se ha ido comentando a lo largo de los apartados anteriores, aunque a nivel
molecular cada sindrome se encuentra bien definido, su diagndstico clinico, esencial para
guiar el posterior andlisis molecular, no siempre es facil a causa de la existencia de fenotipos
intermedios entre SLy CMMRD o fenotipos solapantes con otros sindromes no relacionados

con la deficiencia del sistema MMR.
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Fenotipos intermedios entre SLy CMMRD

Existe cierto solapamiento fenotipico entre el SL y el sindrome CMMRD (Bougeard
et al., 2014; Carethers & Stoffel, 2015; Maletzki et al., 2017). En la literatura se pueden
encontrar reportados casos atenuados de CMMRD cuya edad de debut del primer cancer
sobrepasa los 30 afios, tipicamente asociados a mutaciones hipomarficas (con penetrancia
reducida), mientras que también hay casos extremadamente agresivos de SL con un primer
cancer diagnosticado antes de los 15 afios (Ahn et al., 2016; Aronson et al., 2016; Bodas et
al., 2008; C. A. Durno et al., 2015; Kets et al., 2009; L. Li et al., 2015). Todos estos datos
apoyan la teoria sobre la existencia de un continuo fenotipo clinico que va desde los
fenotipos menos severos de CMMRD, que mimetizan con el SL, hasta los mas agresivos de
SL que se confunden con el sindrome CMMRD (Bodo et al., 2015; Fernandez-Rozadilla et al.,

2019; Lavoine et al., 2015; L. Li et al., 2015).

Solapamientos fenotipicos entre CMMRD y otros sindromes

El sindrome CMMRD también presenta solapamiento fenotipico con otros
sindromes, como NF1 y el sindrome de Legius, a causa de las caracteristicas no neoplasicas
gue comparten (apartado 2.2.4). Ademas, el sindrome CMMRD también se puede confundir
con FAP o AFAP por la presencia de pdlipos colorrectales y con el sindrome Li-Fraumeni al
tener ambos sindromes un espectro tumoral similar compuesto de tumores hematoldgicos
y cerebrales a edades jovenes (Aronson et al., 2016; Michaeli & Tabori, 2018; Shuen et al.,
2019; Wimmer et al., 2014). Recientemente, también se han reportado mimetismos entre
CMMRD y la poliposis asociada a la actividad reparadora de las polimerasas o (PPAP, de sus
siglas en inglés Polymerase Proofreading-Associated Polyposis), causada por mutaciones
patogénicas heterocigotas en los genes POLE y POLD1. Este mimetismo entre CMMRD y
PPAP se debe, principalmente, al fenotipo ultra-hipermutado de algunos tumores cerebrales
CMMRDYy a la presencia de CALMs u otras caracteristicas CMMRD en alguno de los pacientes

con PPAP (Wimmer et al., 2017).
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Solapamientos fenotipicos entre SL y otros sindromes

Cuando un paciente cumple criterios de SL, es decir, presenta un tumor del espectro
del SL con pérdida de expresidon de las proteinas reparadoras y/o MSI (en absencia de
metilacidn del promotor de MLH1), pero no se le encuentra mutacidn patogénica causal en
los genes MMR, ya sea porque no se ha detectado ninguna variante o porque lo encontrado
es una variante de significado desconocido (VUS, de sus siglas en inglés Variant of Unknown
Significance), pasa a denominarse sindrome Lynch-Like (SLL) (Rodriguez-Soler et al., 2013).
Aproximadamente el 50% de los pacientes con tumores colorrectales deficientes en el
sistema MMR entrarian dentro de esta categoria. Pertenecer a este grupo impide un manejo
clinico apropiado asi como una estimacion del riesgo en el paciente y sus familiares, ya que
se considera que tienen un riesgo intermedio entre el LS y la poblacidn general a desarrollar

cancer (Buchanan et al., 2014).

Existen ciertos sindromes y condiciones que pueden llegar a mimetizar el fenotipo
de SL al provocar, en ultima instancia, deficiencia del sistema MMR. Estos sindromes
solapantes explicarian parte de los casos SLL en los que no se encuentra ninguna variante en
los genes MMR. Las mutaciones bialélicas en MUTYH, un gen asociado a AFAP, llegan a
representar del 1y al 3% de todos los casos SLL (Castillejo et al., 2014; M. Morak et al., 2014).
Asi, los defectos en la reparacion mediada por MUTYH pueden llegar a causar mutaciones
somaticas en los genes MMR y mimetizar las caracteristicas tumorales del SL. De forma
similar, recientemente se ha reportado que las mutaciones patogénicas en los genes POLE y
POLD1 en linea germinal pueden asociarse a tumores con deficiencia MMR, probablemente
a causa de mutar somaticamente los genes MMR, y explicar algunos casos SLL (Elsayed et

al., 2015; Jansen et al., 2016).

Por otro lado, gracias a las mejoras en la secuenciacion masiva o NGS (de sus siglas
en inglés “Next-Generation Sequencing”), se han identificado mutaciones germinales en
heterocigosis en otros genes como FAN1, MCM9, BUB1, SETD2 e incluso BRCA1y BRCA2, en

pacientes SLL, por lo que estos genes han empezado a emerger como posibles candidatos
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para explicar los casos con fenotipo de SL pero sin mutacién en los genes MMR (de Voer et

al., 2013; Q. Liu, Hesson, et al., 2016; Vargas-Parra et al., 2017; Yurgelun et al., 2015).

Por ultimo, en una proporcion variable de tumores esporadicos se han observado
dobles hits somaticos en los genes MMR, lo que confiere al tumor caracteristicas de SL.
Dentro del grupo de pacientes SLL, estos casos representarian del 30 al 82% de los casos,
aunque debido a su naturaleza somatica, su implicacidon en una predisposicidn genética al
cancer es poco probable (Vargas-Parra Int J Cancer 2017, Geurts-Giele J Pathol 2014,

Mensenkamp Gastroenterology 2014, Sourrouille Fam Cancer 2013).
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3. Diagndstico molecular y manejo clinico de los sindromes
asociados a deficiencia del sistema MMR

3.1 Diagndstico y manejo del sindrome de Lynch

3.1.1 Criterios de seleccién y algoritmo diagndstico del sindrome de Lynch

Con el objetivo de poder identificar aquellas familias candidatas a tener un
diagndstico de SL, en 1991 se consensuaron unos criterios exclusivamente clinicos para ello
basados en la historia personal y familiar de cancer colorrectal del paciente. Fueron los
Ilamados criterios de Amsterdam | (Tabla 6) (Vasen et al., 1991). Mas tarde, en 1999, estos
criterios se revisaron para incluir también los tumores extracoldnicos asociados a SL,
definiéndose asi los criterios de Amsterdam Il (Tabla 6) (Vasen et al., 1999). Aunque estos
criterios eran altamente especificos, a la vez resultaron demasiado restrictivos, asi que,
debido al tamafo reducido de algunas familias o la falta de historia familiar, se elaboraron
en paralelo los criterios de Bethesda (Rodriguez-Bigas et al., 1997), cuyo objetivo era
incrementar la sensibilidad en la deteccién del sindrome incluyendo el analisis de MSI. En
2004, estos criterios también fueron revisados, pasandose a llamar criterios de Bethesda

revisados (Tabla 6) (Umar et al., 2004).

Con el objetivo de incrementar la tasa de deteccidn del SL, en 2009 se propuso el
cribado universal de todos los tumores colorrectales y de endometrio mediante el estudio
de la expresidn de proteinas reparadoras con IHC y/o andlisis de MSI (Hampel, 2010; Hampel
et al., 2008; Hampel et al., 2005). Moreira y colaboradores determinaron que la estrategia
mas coste-efectiva era realizar el cribado en todos aquellos individuos con tumores de célon
a una edad inferior a los 70 afios o que cumplieran criterios de Bethesda (criterios de
Jerusalen revisados) (Moreira et al., 2012). A dia de hoy, el cribado universal o el de los
menores de 70 afios es el que realiza la mayoria de hospitales. Con todo, debido a la

aparicién de la NGS, actualmente se encuentra en discusidn si la secuenciaciéon de los
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tumores mediante NGS resultaria mas efectiva que el cribado universal tradicional a la hora

de identificar a los pacientes con SL (Biller et al., 2019; Hampel et al., 2018).

Tabla 6. Criterios de Amsterdam |, Amsterda Il y criterios de Bethesda revisados. Adaptado de (Lynch
et al., 2015).

CRITERIOS DE AMSTERDAM |

Para la seleccion de una familia candidata a sufrir SL, los criterios de Amsterdam I requieren al menos tres familiares
con cancer colorrectal verificado histolégicamente y que se cumplan los siguientes criterios:

1. Uno es pariente de primer grado de los otros dos.

2. Al menos dos generaciones sucesivas estan afectadas.

3. Al menos uno de los familiares ha habido de ser diagnosticado de cancer colorrectal antes de los 50 afios.
4. FAP ha sido excluida.

CRITERIOS DE AMSTERDAM |1

Para la seleccion de una familia candidata a sufrir SL, los Criterios de Amsterdam Il requieren al menos tres
familiares con un tumor asociado a SL (cancer colorrectal, endometrio, ovario, estémago, intestino delgado, tracto
biliar, tracto urinario y sistema nervioso central) y que se cumplan los siguientes criterios:

1. Uno es pariente de primer grado de los otros dos.

2. Al menos dos generaciones sucesivas estan afectadas.

3. Al menos uno de los familiares ha habido de ser diagnosticado de un tumor asociado a SL antes de los 50 afios.
4. FAP ha sido excluida en los casos con céncer colorrectal.

5. Los tumores se han de verificar histolégicamente siempre que sea posible.

CRITERIOS DE BETHESDA REVISADOS

Un individuo es candidato a sufrir SL si cumple al menos uno de los siguientes criterios:

1. Un diagnéstico de cancer colorrectal antes de los 50 afios.

2. Presencia de tumores colorrectales sincronicos o metacronicos u otros tumores asociados a LS,
independientemente de la edad.

3. Cancer colorrectal con histologia de MSI-H (presencia de TILs, reaccion linfocitaria similar a la de la enfermedad de
Crohn, diferenciacién mucinosa/presencia de células en anillo de sello o crecimiento medular) diagnosticado antes
4. Un diagnéstico de cancer colorrectal u otro tumor asociado a SL antes de los 50 afios en al menos un familiar de
primer grado.

5. Diagndstico de cancer colorrectal u otro tumor asociado a SL a cualquier edad en dos familiares de primer o
segundo grado.

Por otro lado, a raiz de los criterios clinicos anteriormente comentados, se han
desarrollado modelos predictivos para calcular el riesgo que tiene un individuo a sufrir SL.
Los modelos mas destacados son el MMRPro (Chen et al., 2006), PREMM1, 2, 6 (Kastrinos et

al., 2011) y PREMMS5 (Kastrinos et al., 2017), donde se recomienda analizar los genes MMR
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cuando la probabilidad de riesgo supera el 5%. PREMMS5 es el Unico que incluye PMS2 y

EPCAM en sus algoritmos y se recomienda testar estos genes si el riesgo supera el 2,5%.

Dicho esto, el algoritmo diagndstico para la identificacion de individuos SL consiste
en una primera seleccién de los candidatos (cribado poblacional o criterios clinicos
(Amsterdam o Bethesda)) seguido del estudio de MSI y/o IHC sobre el tumor, el analisis de
BRAF y/o la hipermetilaciéon del promotor de MLH1. En el caso la proteina MLH1 no se
exprese si el gen BRAF esta mutado o en ausencia de metilacion de MLH1, se realiza el
estudio genético (Figura 11). Cabe que recordar que, en caso de que el paciente presente
hipermetilacién del promotor de MLH1 pero el debut del tumor haya sido a edad joven o
presente multiples tumores, seria aconsejable analizar la metilacién germinal de MLH1 para
confirmar o descartar un posible caso de Lynch causado por metilacién constitucional de

MLH1 (Hitchins & Ward, 2009).

| Sospecha de cancer colorrectal hereditario I

I Sindromes polipésicos | Sindromes no polipdsicos
= (Sindrome de Lynch)
Poliposis Adenomatosa I I Poliposis No Adenomatosa l / \
>20 Adenomas Criterios clinicos propios de i-_-K/I_ST;/-c;I:IC_aI_t;'_aE;-__: S S
1

o cada sindrome (Cowden, -
210 Adenomas a la edad de <40 Peutz-Jeghers, etc)

afios o un familiar con cdncer N T T e !
colorrectal antes de los 60 afios

L J

T ! Andlisis BRAF y metilacién i
s promotor MLH1 1
Anélustsdde‘l,Pla_nel .de i Detenero
genes de Poliposis S
BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6, APC, MUTYH, POLE segundo
(exones 7-14), POLD1 (exones 6-13), NTHL1, BMPRI1A, tumor

SMAD4, PTEN*, STK11*

Andlisis del Panel de genes de Cancer
colorrectal y endometrio

*Unicamente si el fenotipo lo sugiere.

BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2t, EPCAM (exons 8-9), MUTYH, POLE
(exons 7-14), POLD1 (exons 6-13), TP53%

1 Si hay pérdida de la expresion en la IHQ o en todos los casos si la técnica lo permite
(validez analitica garantizada).
# Si cumple criterios de Chompret.

Figura 11. Algoritmo diagndstico de los casos con sospecha de cancer colorrectal hereditario.
Algortimo basado en el consenso catalan (2019) sobre el uso de paneles de genes en el diagndstico
de cancer hereditario.
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3.1.2 Asesoramiento genético del sindrome de Lynch

La identificacién de individuos en riesgo de padecer SL, asi como cualquier otro
sindrome de predisposicidn hereditaria a cancer, es fundamental para reducir la mortalidad
y morbilidad de la enfermedad. El asesoramiento genético es el proceso que ayuda al
paciente a entender la contribucidn de la predisposicion genética a la aparicién del cadncer y
que facilita la comprensién y la aceptacion de las implicaciones médicas, psicoldgicas y
familiares que conlleva esta predisposicion genética (National Society of Genetic Counselors'
Definition Task et al., 2006). Es importante que el asesoramiento empiece antes del
diagndstico genético, ya que durante el proceso de consejo genético se obtiene la
informacién clinica personal y familiar del paciente sobre los antecedentes de céncer, se
construye y evalla el drbol genealdgico, se determina el riesgo de susceptibilidad hereditaria
a cancer y se informa al paciente de las posibles implicaciones de ello. Si el diagndstico
genético resulta ser positivo para el SL, serd la unidad de consejo genético quién informe al
paciente y sus familiares del riesgo asociado a padecer los diferentes tumores del espectro
del SL asi como las estrategias de prevencién y seguimiento. Ademas, respondera de forma
personalizada cualquier duda que tenga la familia sobre su condicidn hereditaria,
asegurando el soporte psicosocial en caso de ser necesario (Giardiello et al., 2014; Hampel,
2016). Por lo tanto, el asesoramiento genético se ha de considerar parte integral del proceso
de diagndstico y ha de ser realizado por un equipo de profesionales especializados
debidamente capacitados para el consejo genético (Rantanen et al., 2008; Rolnick et al.,

2011).

3.1.3 Estrategias de prevencion y seguimiento

Dado que los tumores del SL se desarrollan a edades jévenes y presentan una
carcinogénesis acelerada, tanto la prevencién como la deteccién precoz de dichos tumores
suponen una mejora de la calidad de vida y una mayor supervivencia (Moller et al., 2018).
La mayoria de guias para el manejo clinico del SL recomiendan la realizacion de
colonoscopias cada 1-2 afios a partir de los 20-25 afios y control ginecoldgico anual a partir

de los 30-35 afios, que incluye un exdmen pélvico, el andlisis de una biopsia de endometrio
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y una ecografia transvaginal. Ademas, se recomienda la realizacién de una histerectomia y
una salpingooforectomia bilateral profilactica en todas aquellas mujeres mayores de 40 afios
qgue hayan cumplido sus deseos reproductivos (Giardiello et al., 2014; Valle et al., 2019;
Vasen et al., 2013; Yurgelun & Hampel, 2018). Por otro lado, se ha demostrado que el
consumo diario de aspirina tiene un efecto quimiopreventivo en los pacientes con SL y
reduce el riesgo a desarrollar tumores colorrectales (Burn et al., 2011). Por ultimo, debido a
que la deficiencia en la reparaciéon comporta la acumulaciéon de mutaciones frameshift en
los microsatélites y que se pueden predecir tanto estas mutaciones como los neoptidos
inmunogénicos asociados a ellas, se han empezado a realizar ensayos clinicos para
determinar la viabilidad de una prevencién del cdncer mediante inmunoterapia, por ejemplo
utilizando vacunas con estos neopéptidos (Biller et al., 2019). En la Tabla 7 se resumen las

principales estrategias de seguimiento para los diferentes tumores asociados a SL.

Tabla 7. Principales estrategias de seguimiento en el sindrome de Lynch. Adaptado de (Giardiello et

al., 2014).
Tipo de cancer Inicio del seguimiento Procedimiento
, . N Colonoscopias cada 1-2 afios hasta los 40 afios. A partir de
Cancer colorrectal A partir de los 20 - 25 afios .
entonces, colonoscopias anuales.
Cancer de Examen pélvico anual y analisis de biopsia de
. A partir de los 30- 35 aflos p' y P
endometrio endometrio.
Céancer de ovario A partirde los 30- 35afos  Ecografia transvaginal anual.

Esofagogastroduodenoscopia con biopsia del antro cada
Céncer gastrico A partirde los 30-35afios  2- 3 afios y tratamiento de la infeccidn de Helicobacter
pylori si se detecta.

Céncer de intestino No existen datos suficientes que sugieran el beneficio
delgado del seguimiento.
Cancer del tracto

A partirde los 30- 35afios  Urianalisis anual.

urinario
Céncer del tracto No existen datos suficientes que sugieran el beneficio
biliar del seguimiento.

No existen datos suficientes que sugieran el beneficio
del seguimiento.

Tumor cerebral -
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3.2 Diagndstico y manejo del sindrome CMMRD

3.2.1 Criterios de seleccién y algoritmo diagndstico del sindrome CMMRD

Dada la agresividad del sindrome CMMRD, es necesario efectuar el diagndstico
rapido de estos pacientes para poder adaptar el tratamiento del cancer a la deficiencia de
reparacidn e iniciar los protocolos de seguimiento adecuados, sobre todo teniendo en
cuenta el alto riesgo a desarrollar una segunda neoplasia. La diversidad clinica y el hecho de
que el historial clinico familiar suele ser no informativo, ya que los progenitores
acostumbran a ser demasiado jévenes como para haber desarrollado ya tumores del
espectro SL, no es facil identificar criterios de seleccion claros. El consorcio europeo
C4CMMRD propuso en 2014 un sistema de puntuaciones para identificar los pacientes
candidatos a padecer CMMRD basado en unas pocas caracteristicas altamente asociadas al
sindrome. Este sistema asigna una cantidad variable de puntos (de 1 a 3) a cada
caracteristica sugestiva de CMMRDy, si se alcanzan los 3 puntos, existe una alta probabilidad
de padecer el sindrome y se recomienda iniciar el consejo genético y los analisis genéticos
pertinentes para confirmarlo (Tabla 8) (Wimmer et al., 2014). Ademds, se recomienda
aplicar este sistema de puntuaciones sobre todos aquellos pacientes con cancer colorrectal
infantil y a todos los casos con tumores hematoldgicos de células T y gliomas malignos, en
especial a los que provengan de regiones o etnias asociadas a alta consanguinidad

(Ripperger & Schlegelberger, 2016; Tabori et al., 2017; Wimmer et al., 2014).

La identificacion de mutaciones bialélicas patogénicas en alguno de los cuatro genes
MMR es la Unica manera de confirmar y validar el diagndstico de CMMRD; sin embargo,
dado que muchas veces se necesita un diagndstico rapido para efectuar el tratamiento, que
el analisis de ciertos genes como PMS2 puede llegar a ser complicado o que se identifican
variantes de significado desconocido que imposibilitan el diagndstico, se han propuesto
aproximaciones alternativas para confirmar con alta fiabilidad la sospecha de CMMRD. Estos

analisis son la evaluacién de la expresion de las proteinas reparadoras en el tejido normal y
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tumoral del paciente mediante IHC, el andlisis de MSI y, mas recientemente, la

determinacién de la tasa de mutacidon de los tumores si se trata de un tumor cerebral. La

pérdida de expresidn de alguna de las proteinas reparadoras y/o la presencia de MSI en el

tejido normal y tumoral, asi como una tasa de mutacién superior a 100 mutaciones/Mb en

tumores cerebrales, son patognomanicas. Es mas, realizar estos anadlisis antes del analisis de

los genes MMR permite, en algunos casos, dirigir el estudio genético vy, asi, ahorrar tiempo

y recursos (Bakry et al., 2014; C. Durno et al., 2017; Tabori et al., 2017; Wimmer et al., 2014).

Tabla 8. Sistema de puntuaciones para la deteccion de individuos con sospecha clinica de padecer

CMMRD. Adaptado de (Wimmer et al., 2014).

Criterios para testar la condicion CMMRD en un paciente enfermo de cancer 23 puntos
Neoplasias y lesiones premalignas: una es obligatoria; si hay mas de una en el paciente,

se agregan los puntos

Tumor del espectro del SLa una edad de <25 afios 3 puntos

Multiples adenomas intestinales a la edad de <25 afios y ausencia de mutaciones en APC /
MUTYH o un solo adenoma con displasia de alto grado a la edad de <25 afios

3 puntos

Glioma de grado Il o IV (segun la Organizacion Mundial de la Salud) a la edad de <25 afios 2 puntos
Linfoma no Hodgkin de células T o tumor neuroectodérmico primitivo supratentorialala 2 puntos
edad de <18 afios

Cualquier neoplasia antes de los 18 afios 1punto
Caracteristicas adicionales: opcional; si hay mas de una de las siguientes, se agregan los

puntos

Caracteristicas reminiscentes a NF1y/o >2 alteraciones de la piel hiper- o 2 puntos
hipopigmentadas de @>1 cm en el paciente

Diagnostico de SLen un pariente de primer o segundo grado 2 puntos

Tumor del espectro del SL antes de los 60 afios en un pariente de primer, segundo o tercer
grado

Un hermano con un tumor del espectro del SL, un glioma de alto grado, un linfoma no
Hodgkin de células T o un tumor neuroectodérmico primitivo supratentorial

Un hermano con cualquier tipo de cancer infantil
Presencia de multiples pilomatricomas en el paciente
Presencia de un pilomatricoma en el paciente
Agénesis del cuerpo calloso

Padres consanguineos

Descenso o ausencia de las inmunoglobulinas 1gG2, 1gG4 o IgA

1punto

2 puntos

1 punto
2 puntos
1 punto
1 punto
1punto
1 punto
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3.2.2 Asesoramiento genético del sindrome CMMRD

El diagndstico confirmado del sindrome CMMRD en un individuo supone el
diagndstico del sindrome de Lynch en los progenitores y, en caso de que haya mads
descendencia, ésta tendra un 25% de probabilidades de sufrir también el sindrome CMMRD
y un 50% de padecer SL, por lo que es sumamente importante que el asesoramiento genético
se inicie antes que las pruebas diagndsticas y acompafie a la familia a lo largo de todo el
proceso para asegurar que ésta comprenda todas las implicaciones del diagndstico. Ademas,
teniendo en cuenta el impacto de este sindrome, se recomienda que el apoyo psicoldgico se

ofrezca de forma sistematica a las familias (Durno et al., 2017; Wimmer et al., 2014).

Sin embargo, el problema ético aparece cuando se trata de diagnosticar a un nifio
sano, ya sea porque tiene un hermano con CMMRD, con caracteristicas de NF1 o que sume
3 0 mas en el sistema de puntuacién (Suerink, Ripperger, et al., 2018). Entre los beneficios
de un diagnédstico precoz se encuentra la oportunidad de iniciar los protocolos de
seguimiento y prevencién antes del desarrollo del tumor, pudiendo detectarlo en estadios
muy iniciales y mejorando el tratamiento; el diagndstico del SL en los progenitores y el resto
de familiares, iniciando también el seguimiento en ellos, y la posibilidad de tomar medidas
reproductivas en caso de que los padres deseen tener mas hijos. Por el contrario, los
potenciales dafios de realizar un estudio genético en un nifio sano son los riesgos asociados
a unintenso seguimiento cuando su eficacia no ha sido comprobada, ademas de la existencia
de fenotipos atenuados; el riesgo de identificar una variante de significado desconocido, que
imposibilita el manejo clinico y puede llegar a inducir estrés y ansiedad en el paciente y sus
familiares, y, por ultimo, la posibilidad de diagnosticar SL en un menor, credndole una carga
psicoldgica innecesaria a su edad (Suerink, Ripperger, et al., 2018). Serd la unidad de consejo
genético quién determine cudl es el mejor procedimiento a seguir (Suerink, Potjer, et al.,

2018; Suerink, Ripperger, et al., 2018).
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3.2.3 Estrategias de prevencion y seguimiento

Las estrategias de seguimiento actuales se basan en los datos disponibles sobre Ia
frecuencia de los tumores segun la edad extraidos de los pocos casos CMMRD que hay
reportados en la literatura, por lo que su eficacia es desconocida y requiere de estudios
prospectivos para su evaluacion. Teniendo esto en cuenta, se recomienda empezar el
seguimiento a partir de los 2 afios realizando una resonancia magnética cada 6 o 12 meses
para el cribado de los tumores cerebrales, mientras que se aconsejan colonoscopias anuales
a partir de los 8 afios para el cribado del cancer colorrectal. Para los tumores hematoldgicos,
la recomendacidn es contaje de células sanguineas cada 6 meses a partir del afio de vida
(Bakry et al., 2014; Durno et al., 2017; Tabori et al., 2017; Vasen et al., 2014). En la Tabla 9

se resumen las principales medidas de seguimiento para cada tipo de tumor.

Tabla 9. Principales estrategias de seguimiento en el sindrome CMMRD. Adaptado de (Vasen et al.,
2014).

Tipo de cancer Inicio del seguimiento Procedimiento

Tumor cerebral A partir de los 2 afios Imagen por resonancia magnética, 1 cada 6 - 12 meses.

Tumores del tracto digestivo

. . . Cépsula endoscopia, esofagogastroduodenoscopia anual.
Céncer de intestino

A partir de los 10 afios Se realiza alavez que la colonoscopia y bajo anestesia
delgado
general.
Cancer colorrectal A partir de los 8 afios Ileocolonoscopia anual

Tumores hematolégicos

Linfoma no Hodgkin y Examen clinico cada 6 meses. Opcional: ecografia

A partir de 1afio

otros linfomas abdominales cada 6 meses.
Leucemia A partirde 1afio Contaje de células de la sangre cada 6 meses.
Tumores asociados a . " Anual: examen ginecolégico, ecografia transvaginal
A partir de los 20 afios o Coe T . o
SL biopsia de endometrio, citologia de la orina y uriandlisis.

Se aconseja a los padres y pacientes que contacten con su médico ante cualquier signo

Todos los tumores , ; . . . L L,
o sintoma inusual, independientemente de cuando se hizo la Gltima revision.

Por otro lado, recientemente se ha empezado a debatir si, al igual que ocurre en el

SL, la aspirina podria tener un efecto quimipreventivo en los paciente con CMMRD. No
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obstante, alin no se disponen de suficientes datos para su recomendacién (Leenders et al.,

2018).

3.3 Técnicas de diagndstico

3.3.1 Cribado molecular de los tumores

La deficiencia reparadora es la caracteristica molecular de los tumores asociados a
los sindromes de predisposicidn a cdncer debidos a defectos en el sistema MMR. Asi, para
la identificacion de la deficiencia MMR se realiza, como ya se ha ido indicando en los
apartados anteriores, el analisis de MSI y de la expresién de las proteinas reparadoras
mediante IHC sobre el tumor, y, para descartar que se trate de un caso esporadico, se analiza
la metilacién del promotor de MLH1 y/o las mutaciones en BRAF en caso de pérdida de la

proteina MLH1.

Analisis de la inestabilidad de microsatélites

La MSI se define como cambios en el patrén de repeticiones que presenta un
microsatélite al analizarlo en el tumor frente al patréon que presenta en el tejido normal del
mismo paciente (Figura 12) (Yurgelun & Hampel, 2018). Histéricamente, la inestabilidad se
ha determinado mediante el analisis por PCR convencional de un panel de microsatélites
llamado panel de Bethesda. Este panel estd formado por 5 microsatélites: 2
mononucleétidos (BAT26 y BAT25) y 3 dinucleétidos (D25123, D55346 y D175250). Cuando
mas de 2 microsatélites muestran inestabilidad, el tumor es clasificado como altamente
inestable (MSI-H), mientras que si solo un marcador da positivo para la inestabilidad, el
tumor es clasificado con baja inestabilidad (MSI-L). Por el contrario, si ningin marcador ha
resultado ser inestable, el tumor es definido como estable (MSS, de sus siglas en inglés
MicroSatellite Stable) (Boland et al., 1998; Umar et al., 2004). Se ha demostrado que los

marcadores dinucledtidos muestran una sensibilidad y especificidad menor que los
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mononucledétidos, asi que posteriormente se propuso un panel de 5 microsatélites
mononucleétidos cuasimonomoérficos para analizar la MSI en tumores. Este panel esta
formado por los marcadores BAT26, BAT25, NR21, NR22 y NR24, y, aparte de mostrar mayor
sensibilidad para detectar MSI (especialmente en tumores de portadores de mutaciones en
MSH6), permite el estudio de los tumores colorrectales y endometriales sin necesidad de

tener tejido normal aperado (Suraweera et al., 2002).

Ma3s recientemente, gracias al continuo desarrollo de las tecnologias de NGS, se han
descrito algunos estudios que determinan la inestabilidad de los tumores mediante
secuenciacion de exomas y/o paneles NGS de microsatélites (Niu et al., 2014; Salipante et
al., 2014; Zhu et al., 2018).

Tejido normal
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Figura 12. Esquema de la inestabilidad de microsatélites. Izquierda, ilustracién de la variacién de la
longitud de un microsatélite dinucledtido de timina y adenima a causa de la MSI. Derecha,
electroferograma de un microsatélite en tejido normal y tumoral del mismo individuo. MSI,
inestabilidad de microsatélites; MSS, estabilidad de microsatélites. Adaptado de (Lazaro et al., 2018).

Inmunohistoquimica de las proteinas MMR
El andlisis de la expresién de las proteinas MMR consiste en la tincién
inmunohistoquimica con anticuerpos anti MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, en la muestra de

tejido tumoral y normal adyacente, normalmente conservado en parafina (FFPE, de sus



Introduccién _

siglas en inglés Formalin-Fixed Paraffin-Embedded), para comprobar la posible pérdida de
expresion. Ademads de proporcionar evidencia de SL o CMMRD, la pérdida de expresidon de
alguna de las proteinas reparadoras servira de guia para los posteriores estudios genéticos
en linea germinal, ya que el que patron de tincidon es caracteristico de cada alteracion
molecular subyacente. Asi, ante la pérdida de expresion de MLH1 y PMS2, el defecto suele
encontrarse en MLH1, ya que PMS2 requiere de MLH1 para estabilizarse y sin él no es
estable; por el contra, si sélo se observa pérdida de PMS2, se puede suponer que es en este
gen donde se encuentra la mutacién. Gracias a la redundancia del sistema MMR, en ausencia
de PMS2 MLH1 se puede unir a otras proteinas y permanecer estable. Lo mismo se observa

con MSH2 y MSH6 (Gruber, 2006).

Tanto el analisis de MSI como la IHC de las proteinas MMR presentan una
sensibilidad y especificidad similar, aunque la IHC puede dar en algunas ocasiones falsos
positivos a causa de que el anticuerpo hibride con un fragmento de la proteina truncada
(Vasen et al., 2007) y de que no todas las mutaciones patogénicas causan pérdida de la
expresion proteica, especialmente las que producen cambios missense (Pineda et al., 2010).
Por lo tanto, ambos enfoques son complementarios y necesarios para determinar la

sospecha de SL o CMMRD.

En relaciéon con los pacientes CMMRD, cabe recordar que también se observa
pérdida de la expresién de las proteinas reparadoras en tejido normal y que dicha pérdida
en tejido no tumoral no se ha de interpretar como un fallo de la tincidn. Es mds, en aquellos
tumores en los que es practicamente imposible evaluar la expresion mediante IHC, como es
el caso de los tumores hematoldgicos, se recomienda testar directamente la expresion
proteica mediante IHC en tejido normal para determinar si se trata de un caso con sospecha

de CMMRD (Wimmer et al., 2014).
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Anilisis del promotor de MLH1 y mutaciones en BRAF

Debido a que un porcentaje considerable de tumores esporadicos presenta pérdida
de la expresion proteica de MLH1 y PMS2 a causa de la hipermetilacién somatica del
promotor de MLH1, analizar el estado de metilacidon de este promotor representa un buen
método de preseleccién para descartar los casos esporadicos y asi reducir el coste del
andlisis genético (Cenin et al., 2018; Gausachs et al., 2012; Perez-Carbonell et al., 2010).
Existen diferentes técnicas para evaluar la metilacidn, como la pirosecuenciacién, el analisis
de la curva de fusion especifica de metilacién (o MS-MCA, de sus siglas en inglés Methylation
Specific-Melting Curve Analysis) o la amplificacion dependiente de la ligacidon de sondas
multiplexadas especificas de metilacion (MS-MLPA, de sus siglas en inglés Methylation-
Specific Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), entre otras, y algunas requieren
de un paso previo de desaminacion de las citosinas no metiladas, convirtiéndolas en uracilos,
como es el caso de la pirosecuenciacion o el MS-MCA (Kurdyukov & Bullock, 2016). En la
literatura se han reportado diferentes rangos de especificidad segun la técnica, el punto de
corte y los criterios utilizados para la seleccion de los casos (Moreira et al., 2015; Newton et
al., 2014). Alternativamente, en los tumores colorrectales se ha propuesto el cribado de la
mutacion BRAF V600E como un método vélido para detectar los casos esporadicos, ya que
se encuentra presente en el 69-78% de los casos con metilacién del promotor de MLH1 y
Unicamente de forma ocasional en tumores Lynch (Adar et al., 2017; Deng et al., 2004;
Gausachs et al., 2012; Palomaki et al., 2009). Es importante recordar que, aunque se da de
forma poco frecuente, la presencia de hipermetilacién constitucional del promotor de MLH1

también debe considerarse como una posible causa de SL.

3.3.2 Técnicas de diagndstico molecular

Tras analizar el tumor, aquellos pacientes con MSI y/o pérdida de expresion de
alguna de las proteinas reparadoras en el tumor, y en los que se haya descartado que se
trate de un caso esporadico, pasaran a analizarse a nivel genético en la linea germinal para

los genes MMR. Existen diversas metodologias para analizar estos genes, desde la
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secuenciacién Sanger de hace unos afios hasta la secuenciacidn NGS de determinados genes
o de todo el exoma o genoma, técnicas que ya se estan implementando en los laboratorios
de diagnéstico genético. La identificacién de una o dos mutaciones patogénicas germinales

en los genes MMR conducird al diagndstico de SL o CMMRD, respectivamente.

Deteccidn de mutaciones puntuales mediante secuenciacion Sanger

La secuenciacidn Sanger todavia esta considerada como la técnica de referencia para
el anadlisis mutacional de cualquier gen. Dicho analisis debe incluir el estudio de toda la
region codificante del gen, sus limites intrén-exdn y, aunque no de forma obligada, también
se recomienda secuenciar la regidon del promotor ya que se han descrito mutaciones

patogénicas causales (Q. Liu, Thompson, et al., 2016).

Cabe remarcar que la secuenciacién de PMS2 es mas compleja debido a la presencia
de pseudogenes y que un analisis convencional no podra distinguir entre las variantes
localizadas en el gen o en el pseudogen. Para resolver este problema, una de las estrategias
mas utilizada es la realizacion de una PCR long-range para amplificar de manera especifica

el gen antes de la secuenciacidn sanger (van der Klift et al., 2010; Vaughn et al., 2010).

Deteccidn de grandes reordenamientos

Aparte de las mutaciones puntuales, el defecto en el gen también puede deberse a
deleciones o duplicaciones de uno o varios exones del gen. Por ejemplo, cuando se trata del
analisis de MSH2, es importante realizar también un estudio de grandes reordenamientos
en EPCAM, ya que se ubica a 5’ del promotor de MSH2 y deleciones de los ultimos exones
de EPCAM provocan la hipermetilacién del promotor de MSH2, provocando un efecto clinico
similar al de las mutaciones patogénicas en MSH2 (Kovacs et al., 2009; Ligtenberg et al.,

2009).

Dado que por secuenciacion Sanger no se pueden detectar estos grandes

reordenamientos, se han desarrollado diversos métodos para ello. EIl mas comiUnmente
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utilizado es la amplificacion dependiente de ligacidon de sondas multiplexadas (MLPA, de sus
siglas en inglés Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), en el que solo se
amplifican las regiones del DNA hibridadas con la sondas. Su visualizacion en un
electroferograma permitira su cuantificacion relativa. Alternativamente a este método, las
variaciones a nivel de nimero de copia del DNA también se pueden estudiar por PCR
cuantitativa a tiempo real o por PCR multiple cuantitativa de fragmentos fluorescentes
cortos. Con todo, este tipo de mutaciones representan alrededor del 10% de todas las

mutaciones reportadas en los genes MMR (Lazaro et al., 2018).

Secuenciacion por Next-Generation Sequencing

La secuenciaciéon mediante NGS ha ido substituyendo a la secuenciacion Sanger a lo
largo de los ultimos afios gracias a sus precios cada vez mas competitivos y por ofrecer un
mejor rendimiento sin perder la calidad del proceso (Feliubadalo et al., 2013). La ventaja que
presenta la NGS por encima de las otras metodologias es que permite secuenciar
simultdneamente centenares o miles de genes a una mayor profundidad y a un precio y
plazo de tiempo competitivos (Rohlin et al., 2017; E. M. Stoffel et al., 2018; Susswein et al.,
2016; Yurgelun et al., 2015). Segun la regidon que se quiera analizar, la secuenciacién
mediante NGS se divide en 3 categorias diferentes: secuenciacion de todo el genoma del
individuo (whole-genome sequencing), secuenciacion de todo el exoma del individuo
(whole-exome sequencing) o secuenciacion de un grupo concreto de genes o regiones del
genoma. A estos conjuntos de genes o regiones se les denomina “paneles de genes” y
presentan la ventaja de que es el propio investigador, o la casa comercial, quién disefia y
escoge qué genes o regiones del genoma se integraran en el panel. Por esta razdn, los
paneles de genes son la opcidn mas utilizada en la practica clinica ya que permiten escoger
y analizar a la vez todos los genes asociados a un fenotipo clinico concreto (Lazaro et al.,

2018).

En la actualidad existen multitud de metodologias diferentes para realizar la NGS,

cada una de ellas con un protocolo de realizacién y un proceso quimico propios y una
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plataforma de secuenciacion especifica. Las plataformas mas utilizadas hoy en dia son las
desarrolladas por lllumina, en las que la secuenciacidn se realiza mediante la sintesis de DNA
utilizando dideoxinucledtidos terminadores reversibles fluorescentes (Bentley et al., 2008),
y las plataformas de lon Torrent, en la que los nucledtidos naturales se van afiadiendo de
forma secuencial y lo que se detecta es el protdn que se libera al unirse dos nucledtidos

(Rothberg et al., 2011).

En cuanto a los diferentes métodos para realizar la NGS, en general se pueden
distinguir dos métodos conceptuales bdsicos para capturar la region de interés del DNA y
enriquecerla: los métodos basados en captura por hibridacidon (en inglés capture
hybridization-based method) o los basados en amplicones (en inglés amplicon-based
method). Los métodos basados en captura por hibridacion normalmente empiezan con la
fragmentacion del DNA por sonicacidn, seguido de la captura de la region de interés
mediante la hibridacidn con una sonda complementaria. Ejemplos de esta aproximacion
serian las tecnologias SureSelect (Agilent Technologies, Inc.), SeqCap (Roche NimbleGen,
Inc.) o Nextera (lllumina, Inc.). Por otro lado, los métodos basados en amplicones utilizan
oligonucleétidos complementarios a los extremos 5 y 3’ de la regidén de interés como
cebadores o primers de PCRy, asi, amplifican Unicamente la regidén que se quiere analizar.
En el caso de la tecnologia Haloplex (Agilent Technologies, Inc.), primero hay un paso de
fragmentaciéon enzimdtica antes de hibridar con los oligonucleétidos, que seran
complementarios a los extremos de los fragmentos generados; en cambio, en la tecnologia
lon AmpliSeq (lon Torrent, Thermo Fisher Scientific), no existe este primer paso de
fragmentacién (Figura 13). Cada método presenta unas ventajas y limitaciones diferentes,
por lo que un método serd mas adecuado que otro, en funcién de lo que se quiera analizar

y los requerimientos propios del laboratorio (Samorodnitsky et al., 2015).
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Figura 13. Esquema de diferentes ejemplos de metologias para realizar la NGS. SureSelect y SeqCap
se clasifican como métodos basados en la captura por hibridacién debido a que fragmentan el DNA
mediante sonicacion y utilizan oligonucleétidos para hibridar y capturar las regiones de interés. Por
el contrario, HaloPlex y AmpliSeq se clasifican como métodos basados en amplicones porque usan los
oligonucledtidos como primers de PCR para generar los amplicones. Adaptado de (Samorodnitsky et
al., 2015).

En los ultimos afios se ha empezado a incluir en todas las diferentes tecnologias de
NGS el uso de los llamados molecular barcodes - secuencias de oligonucledtidos
degenerados que se unen a moléculas individuales de DNA - que permiten identificar post-
amplificacidn el origen de cada nueva molécula y con ello minimizar el impacto de los errores
de PCR y secuenciacion (Figura 14) (Peng et al., 2015; Schmitt et al., 2012). Gracias a su

utilizacién, se ha incrementado la sensibilidad y especificidad de la NGS, asi como la



capacidad de detectar variantes ultra-raras a muy baja frecuencia (Kou et al., 2016;

MacConaill et al., 2018; Salk et al., 2018).
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Figura 14. Funcionamiento de los molecular barcodes para minimizar el impacto de los errores de
PCR y secuenciacion. Adaptado del seminario online de Agilent Technologies, Inc., “Ultra High
Sensitivity Sequencing using Targeted Molecular Barcodes” impartido por el Dr. Eric Duncavage.

A pesar de las multiples ventajas que presenta la NGS, también tiene limitaciones
entre las que cabe destacar: (i) la necesidad de validar los hallazgos mediante secuenciacion
Sanger, sobre todo cuando el resultado es diagnéstico; (ii) las dificultades a la hora de
capturar ciertas regiones del DNA, por ejemplo regiones ricas en GC, como seria el caso de
promotores y primeros exones de algunos genes; y (iii) el andlisis de las secuencias

repetitivas como los microsatélites o, en el caso de los genes MMR, el gen PMS2 al no poder

4, Secuencias
consensus a partir
familias de barcodes

5. Llamada de las
variantes

diferenciarlo facilmente de sus pseudogenes (Lazaro et al., 2018).
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4. Clasificacion de variantes en genes MMR

4.1 Tipos de evidencias utilizadas para la clasificacién de variantes

La identificacién de mutaciones patogénicas en alguno de los genes reparadores
permite el diagndstico de los diferentes sindromes asociados a deficiencia del sistema MMR
y el manejo clinico de portadores y familiares. Alrededor del 30% de las variantes que se
encuentran en la rutina de diagndstico son VUS, lo que impide el diagndstico de portadores
y familiares (Aceto et al., 2009; Peltomaki, 2016; Thompson et al., 2014). Como consecuencia
de la implementacion del cribado universal de los tumores colorrectales y de endometrio
para detectar SL y el uso de paneles NGS multigénicos en la rutina diagndstica, esta
aumentado considerablemente la deteccidn de variantes de este tipo (Howarth et al., 2015;

Rohlin et al., 2017; Susswein et al., 2016; Yurgelun et al., 2015).

Para poder categorizar una variante, ya sea como patogénica o como benigna, es
necesario integrar de forma rigurosa multiples lineas de evidencias tanto cualitativas como
cuantitativas. Dichas evidencias pueden ser de tres tipos: evidencias basadas en la secuencia
de DNA, evidencias clinico-moleculares y evidencias funcionales. Ademas, estas evidencias
se pueden integrar en cdlculos multifactoriales que daran un valor cuantitativo de

patogenicidad que puede ayudar a objetivar el peso relativo de las diferentes evidencias.

4.1.1 Evidencias basadas en la secuencia de DNA

Las evidencias basadas en la secuencia de DNA son aquellas evidencias derivadas de
la naturaleza de la variante y su localizacién dentro de la secuencia génica. Por ejemplo, para
una proteina donde la pérdida de funcién es el mecanismo de patogenicidad, los cambios
gue truncan un dominio funcional (por ejemplo cambios nonsense y frameshift) o los

cambios que alteran las posiciones candnicas para el procesamiento del transcrito de RNA o
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splicing tendran una alta probabilidad de ser patogénicos. Por contra, las consecuencias de

los cambios missense o en posiciones intrénicas seran mas dificiles de predecir.

4.1.2 Evidencias clinico-moleculares
Dentro de las evidencias clinico-moleculares quedan englobadas la cosegregacion
de la mutacidn con la enfermedad en la familia, la frecuencia poblacional de dicha mutacion,

las caracteristicas moleculares del tumor y la co-ocurrencia con otras mutaciones.

Cosegregacion: Una elevada cosegregacion de la variante en los individuos afectos
de cancer indica una mayor probabilidad de ser la causa de la enfermedad; no obstante, este
analisis no siempre es facil debido a la penetrancia incompleta en el caso del SL, la

posibilidad de fenocopias y el tamafio de las familias analizadas.

Frecuencia alélica: Si la variante se encuentra a una frecuencia elevada en la
poblaciéon general, se le atribuye una baja probabilidad de patogenicidad. Por ejemplo, se
dan como neutras todas aquellas variantes con una frecuencia poblacional mayor al 1%
(Goldgar et al., 2008). Sin embargo, hay que tener en cuenta que ciertas mutaciones
patogénicas pueden darse a una elevada frecuencia debido a un efecto fundador o porque
se localicen puntos calientes (hotspots) de mutacion. Actualmente existen diversas bases de
datos publicas con este tipo de informacién en series amplias de pacientes, como la Genome

Aggregation Database (gnomAD, http://gnomad.broadinstitute.org/) o el 1000 Genomes

Project (http://www.internationalgenome.org/).

Caracteristicas moleculares del tumor: Como se ha comentado anteriormente, la
pérdida de expresion de las proteinas MMR vy la presencia de MSI son indicadores de la
deficiencia reparadora. La presencia de deficiencia MMR en los tumores de portadores de

una determinada variante sera sugestiva de patogenicidad.
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Co-ocurrencia: Para aquellas variantes que se detectan junto a una variante
patogénica en el mismo gen, el estudio de la fase alélica es sumamente importante porque
este dato, en combinacién con la informacién del fenotipo del individuo portador, puede
ayudar en su clasificacién. Por ejemplo, en un individuo con fenotipo de SL, la presencia de
una mutacion patogénica en trans (en el otro alelo) indicaria una baja probabilidad de
patogenicidad de la variante en estudio, ya que de ser patogénica también, se asociaria a

fenotipo de CMMRD.

4.1.3 Evidencias funcionales

Los estudios funcionales que incluyen las predicciones in silico, los estudios
funcionales a nivel de RNA y los estudios a nivel de proteina, son clave para evaluar la
patogenicidad de una variante ya que interrogan de forma directa el impacto de ésta a
diferentes niveles moleculares (Heinen & Rasmussen, 2012; Pefia-Diaz & Rasmussen, 2016).
Sin embargo, la relevancia clinica de los resultados experimentales es a menudo limitada, ya
que para poder respaldar firmemente la patogenicidad de una variante y aplicar estos
resultados al diagndstico, es necesario que dichos ensayos estén bien establecidos y sean
robustos. Ademds, la falta de estandarizacién puede provocar resultados contradictorios
entre diferentes laboratorios (Hoskinson et al., 2017; Richards et al., 2015). En 2014, el
comité para la interpretacion de variantes del InSiGHT propuso un diagrama de flujo para

facilitar la interpretacién de los resultados funcionales (Figura 15) (Thompson et al., 2014).

Predicciones in silico

Hoy en dia existen numerosos algoritmos que predicen in silico el posible impacto
funcional de una variante a nivel de RNA o de proteina (Richards et al., 2015). Debido a su
moderada sensibilidad y especificidad, estas evidencias deben considerarse como
evidencias adicionales a otras y es recomendable el uso de diferentes programas,
considerando la coincidencia en el resultado de los mismos como un elemento importante.
Por otro lado, los resultados de estos predictores también se encuentran actualmente

integrados en los célculos multifactoriales como una probabilidad de patogenicidad previa
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a la observacién de otras evidencias. Estos predictores también son utiles a la hora de

priorizar qué ensayos funcionales se realizaran.

Variante génica MMR

Indel in-frame o Variante sinénima,
variante missense intrénica o en UTR
l Regulacion aberrante (p. ej. defecto en la
—| RNA aberrante (p. ej. defecto en el splicing) I transcripcién) o NMD/RNA aberrante (p. ej. =
l defecto en el splicing)

Ensayo de actividad MMR (in vitro con extractos celulares
/mamiferos): 2 laboratorios independientes
|

Investigacion adicional
— validéndola contra los

Reparacién similar al Reparacion similar al wild- datos dlinlcos
control patogénico type o al control
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¥
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Figura 15. Diagrama de flujo para la interpretacion de resultados funcionales. MMR, mismatch
repair; NMD, nonsense-mediated decay. Adaptado de (Thompson et al., 2014).

Estudios funcionales a nivel de RNA
Los estudios funcionales a nivel de RNA evaltan, entre otras caracteristicas, el

impacto de una variante sobre el splicing o procesamiento del RNA mensajero y si existe una

expresion alélica diferencial (ASE, del inglés “Allele-Specific Expression”) de éste. Siempre
gue sea posible, es preferible realizar los ensayos a partir de RNA de linfocitos del paciente
y habiendo inhibido antes el sistema Nonsense-Mediated mRNA Decay (NMD) mediante la
suministracién de puromicina o cicloheximida al cultivo celular. El sistema NMD se encarga
de degradar los transcritos de RNA mensajero aberrantes y su inhibicion permite observar
todos los transcritos aberrantes generados por la mutacién sin que estos queden

enmascarados por la accién del NMD (Wimmer & Wernstedt, 2014). Sin embargo, dado que

muchos laboratorios no disponen de este tipo de muestra, se han desarrollado ensayos de
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RNA in vitro como los minigenes, que presentan una buena correlacién con los ensayos en
linfocitos (Gaildrat et al., 2010; Thompson et al., 2015; Tournier et al., 2008; van der Klift et
al., 2015).

Estudios funcionales a nivel de proteina

Los principales estudios a nivel de proteina que se recomiendan realizar para las
variantes MMR son los dirigidos a determinar (i) la expresion y estabilidad de la proteina, (ii)
la localizacién subcelular de ésta y (iii) su capacidad reparadora, siendo esta ultima
caracteristica la que ha sido considerada como clave para evaluar la patogenicidad
(Thompson et al., 2014). No obstante, también se han desarrollado ensayos que estudian
otras funciones de la proteina MMR, como la interaccién con otras proteinas reparadoras,

la unién al DNA o la unién e hidrdlisis del ATP (Heinen & Rasmussen, 2012).

i) Expresion y estabilidad de la proteina: Los estudios de expresidn y estabilidad de
la proteina se realizan, de manera mayoritaria, mediante la técnica de Western blot. Para
generar la proteina con la variante, normalmente se transfecta de forma transitoria un
plasmido de expresidn con la variante a estudio en una linea celular deficiente en el gen en
cuestion y, dias después, se extraen las proteinas para su cuantificacién (Borras et al., 2012;
Hinrichsen et al., 2013; Kosinski et al., 2010; Takahashi et al., 2007). Sin embargo, la
interpretaciéon de los resultados obtenidos no siempre es facil, ya que tanto la
sobreexpresion como la subexpresiéon de la proteina debido al mismo sistema de
transfeccion pueden influir en los resultados. Es mas, teniendo en cuenta que la dosis de
proteina también afecta a la capacidad reparadora, estos fendmenos podrian tanto

enmascarar una pérdida parcial de la actividad como simularla (Hinrichsen et al., 2013).

ii) Localizacion subcelular: Para poder realizar su funcién, es necesario que las
proteinas reparadoras se localicen en el nucleo. Para evaluar si la variante esta afectando

esta localizacidn, se pueden realizar estudios de inmunotincién o fusionar la proteina con un
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fluorocromo y analizarla mediante microscopia confocal (Borras et al., 2012; Borras et al.,

2013).

ili) Actividad reparadora: Dentro de la gran diversidad de ensayos utilizados para
evaluar a nivel funcional las variantes MMR, se proponen aquellos métodos dirigidos a testar
la capacidad reparadora los de referencia para estudiar este tipo de variantes (Couch et al.,
2008; Thompson et al., 2014). Existen multitud de ensayos para medir la actividad
reparadora, pero en general se pueden agrupar en 3 categorias: los ensayos in vivo en
levadura, los ensayos basados en células de mamiferos o ex vivo y los ensayos in vitro que
utilizan extractos celulares y que, por lo tanto, son independientes de célula (también
conocidos como in vitro cell-free MMR assays por su terminologia en inglés). Actualmente,
los métodos mas utilizados son los in vitro con extractos celulares, ya que presentan ventajas
significativas. Estos ensayos consisten en la reconstitucién de extractos nucleares de células
deficientes en reparacion con proteinas reparadoras humanas purificadas o generadas in
vitro que portan la variante a estudiar y un sustrato a reparar. En funcidn de si el sustrato es
reparado o no, se puede determinar si la variante estd afectando la capacidad reparadora
de la proteina. Esta condicidn evita que las condiciones fisioldgicas de la célula, o que la
acumulacién de mutaciones en ellas tras multiples rondas de replicacién, afecten al proceso
de reparacion y falseen los resultados. También, el uso de proteinas humanas permite el
estudio de todas las variantes detectadas en los pacientes, y no solo las ubicadas en los
dominios conservados en levadura, y la posibilidad de extrapolar los resultados de las
modificaciones post-traduccionales y otros aspectos del sistema de reparaciéon (Pefia-Diaz &
Rasmussen, 2016). Ademas, recientemente se ha demostrado que este tipo de ensayos son
utiles para el diagndstico de CMMRD a partir de tejido no neopldsico, realizando el ensayo
de reparacién con proteinas purificadas de los linfocitos del paciente (Shuen et al., 2019).
Sin embargo, la solidez de estos ensayos de reparacion in vitro, punto critico para su uso

clinico, rara vez se ha evaluado.
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4.1.4 Célculos multifactoriales

Muchas de las evidencias previamente mencionadas se han incorporado en la
actualidad a algoritmos bayesianos multifactoriales tras ser calibradas para ello. Estos
algoritmos se basan en razones de verosimilitud (LR, del inglés “Likelihood Ratios”) que
comparan para cada componente la probabilidad de que se observe un dato asumiendo que
la variante es patogénica frente a la probabilidad en caso de que sea neutra. Las LR para
cada tipo de evidencia pueden ser combinadas para obtener una probabilidad posterior de
patogenicidad. En el caso de los genes MMR, el modelo multifactorial combina el resultado
de las predicciones in silico, las LR de cosegregacién y las LR de las caracteristicas
moleculares de los tumores (MSI y BRAF) (Thompson, Greenblatt, et al., 2013). A pesar de
su utilidad para clasificar las variantes desde un punto cuantitativo, estos modelos aln
necesitan mejorar para ser mas precisos. La inclusion de los resultados de la IHC sobre el
tumor o de los resultados de los estudios funcionales deberian ser el siguiente paso para

refinar su utilidad.

4.2 Categorias de clasificacion

Actualmente existen varios esquemas para la clasificacién de variantes genéticas,
todos ellos destinados a categorizar de forma estandarizada las variantes segln su potencial
impacto clinico. El mas cominmente utilizado es el esquema en 5 categorias propuesto por
la International Agency for Research on Cancer (IARC), que clasifica las variantes en
patogénicas (clase 5), probablemente patogénicas (clase 4), de significado desconocido
(clase 3), probablemente benignas (clase 2) y benignas (clase 1). Cada categoria puede
vincularse a una probabilidad de patogenicidad concreta (datos cuantitativos) y/o a una
interpretacion de datos cualitativos validados. Estas categorias de clasificacion estan
asociadas a unas recomendaciones clinicas de manejo y vigilancia especificas (Tabla 10)
(Plon et al., 2011). Asi, para las variantes de clase 5 y 4 se recomiendan estudios predictivos

en los familiares y un seguimiento de alto riesgo, mientras que para las variantes de clase 1
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y 2 se aconseja tratar a los individuos como no portadores de variantes responsables. El
problema reside, sin embargo, en las recomendaciones para las variantes de clase 3. Para
estas variantes no se recomiendan estudios predictivos y se ofrece un seguimiento a todos
los miembros de la familia basado en la historia familiar y otros factores de riesgo, ya que

no se puede realizar un seguimiento selectivo en funcion de ser portador o no de la variante.

Tabla 10. Sistema de clasificacion de variantes en 5 clases y recomendaciones de seguimiento.
Adaptado de (Plon et al., 2011).

Probabilidad de Estudio predictivoen Recomendaciones de seguimiento en

Clase
patogenicidad __ familiares enriesgo  familiares portadores

5. Patogénica >0,99 Si Seguimiento de alto riesgo

4. Probablemente
patogénica
3. De significado

0,95-0,99 Si * Seguimiento de alto riesgo

Basado en historia familiar y otro factores

L 0,05 - 0,949 No * )

incierto de riesgo

2. Pr.obablemente 0,001 - 0,049 No * Tratado como individuo sin varian:ces

benigna responsables detectadas para el sindrome
Tratado como individuo sin variante

1. Benigna <0,001 No * coMOINCIVIAUO sin variantes

responsables detectadas para el sindrome

* Se recomienda ampliar el estudio en el probando si existen técnicas adicionales disponibles (p. ej. estudio de
grandes reordenamientos).

4.3 Guias de clasificacion de variantes

4.4.1 Guias de clasificacion gen-especificas

En 2014, el comité para la interpretacidon de variantes del InSiGHT desarrollé un
esquema de clasificacidn estandarizado especifico para variantes en genes MMR utilizando
las 5 categorias propuestas por la IARC (Figura 16). Este esquema se basa en multiples lineas
de evidencias, incluyendo datos clinico-moleculares y funcionales, y gracias a su aplicacion
se pudieron reclasificar dos tercios de las variantes informadas hasta el momento
(Thompson et al., 2014). Los criterios InSiGHT para los genes MMR se encuentran

disponibles en su pagina web (https://www.insight-group.org/criteria/) y estan sujetos a

revisiones periddicas en base a nuevos hallazgos que puedan contribuir al refinamiento de
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las reglar de interpretacion. Por este motivo, se recomienda su uso para la clasificacion de

variantes MMR.

Clase 5. Patogénica Clase 4. Clase 3. De Clase 2. Clase 1. Benigna
Probablemente significado incierto Probablemente
Patogénica benigna
| Truncante o frameshift l Sitio candnico de | PP =0,05-0,949 FA 21% en grupos FA 21% en grupos
o splicing pero sin ) étnicos especificos control de referencia
| Gran delecién l £ lomcinel Evidencias insuficientes 2 9
o o para clasificar Variante sinénima o l PP <0,001
Gran duplicacion con | PP =0,95-0,99 | intrénica sin splicing o
confirmacién de o aberrante confirmado 3 puntos de evidencia
resultar en un cambio 2 puntos de evidencia: o si no hay pérdida de
frameshift Pérdida de funcion o PP=0,001-0049 | __funcion, sino 4:
o CMMRD o en o Sin pérdida de funcién
Inactivacién completa haplotipos diferentes 2 puntos de evidencia o0 co-ocurrencia cin
del alelo con la si no hay pérdida de CMMRD
variante por splicing Cosegregacién con la funcién, sino 3:
aberrante enfermedad Sin pérdida de funcién FA=0,01-1%
o 0 co-ocurrencia cin
I PP >0.99 I Al menos 2 tumores CMMRD No cosegregacion con
4 con fenotipo molecular la enfermedad
S de SL FA=0,01-1%
4 puntos de evidencia: ’

Al menos 3 tumores

Pérdida de funcién o No cosegregacién con MSS o con IHC
CMMRD o en laentermedad inconsistente
haplotipos diferentes
Al menos 3 tumores Probabilidad <4 en
Cosegregacion con la MSS o con IHC estudios caso-control
enfermedad con IC >95%

inconsistente

Al menos 2 tumores
con fenotipo molecular
de SL

Probabilidad <4 en
estudios caso-control
con IC>95%

No reportada en el
proyecto 1000
Genomas

Figura 16. Descripcion general de las reglas de clasificacion InSiGHT en 5 niveles para los genes MMR.
PP, probabilidad de patogenicidad; CMMRD, deficiencia constitucional de reparacion de
apareamientos erréoneos; SL, sindrome de Lynch; FA, frecuencia alélica; MSS, estabilidad de
microsatélites; IHC, inmunohistoquimica; IC, intervalo de confianza. Adaptado de (Thompson et al.,
2014).

4.4.2 Guias generales de clasificacion

En 2015, debido a la ausencia de criterios especificos para algunos genes, la
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) junto con la Association for
Molecular Pathology (AMP) estandarizaron la interpretacion clinica de variantes genéticas

asociadas a enfermedades mendelianas (Richards et al., 2015). Para ello, establecieron
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también 5 niveles de categorizacidn con 28 criterios de clasificacidon basados principalmente
en datos poblacionales, in silico, funcionales y de segregacion. En la actualidad, estas reglas
ACMG-AMP se han empezado a refinar para poderse aplicar de forma especifica a algunos
genes. Asi, encontramos guias especificas basadas en el sistema ACMG-AMP para, por
ejemplo, los genes PTEN o CDH1, causantes del sindrome tumoral hamartomatoso asociado
a PTEN y céncer gastrico difuso, respectivamente (K. Lee et al., 2018; Mester et al., 2018;
Rivera-Munoz et al., 2018). Para facilitar la aplicacién de estas reglas, existen diversas

herramientas informaticas gratuitas online, como InterVar (http://wintervar.wglab.org/) (Q.

Li & Wang, 2017) o Franklin (https://franklin.genoox.com/).

Por otro lado, la compaiiia Invitae también ha intentado refinar los criterios iniciales
de clasificacidon de las guias ACMG-AMP a través del sistema Sherloc, que define un total de
33 reglas con 108 refinamientos adicionales, proporcionando un enfoque mas coherente y
transparente para la clasificacién de variantes (Nykamp et al., 2017). Sin embargo, Sherloc
es hoy en dia poco utilizado y la mayoria de laboratorios siguen refiriéndose a las guias

ACMG-AMP cuando no existen guias gen-especificas.

4.4 Bases de datos

Actualmente existen diversas bases de datos globales con acceso libre para el
registro e interpretacion de variantes. En el caso de las variantes en genes MMR, cabe

destacar la base de datos de InSIGHT (http://www.insight-database.org/classifications/),

gue se focaliza en recopilar y clasificar exclusivamente variantes MMR. Ademas, la base de
INSIGHT se sirve de la Leiden Open Variation Database (LOVD), un software de cédigo abierto
gue puede ser descargado e instalado libremente por cualquier persona u organizacion, para
almacenar y compartir la informacién clinica de probandos y variantes, asi como para
clasificarlas y notificarselo a las partes pertinentes. A dia de hoy, la base de datos de InSIGHT

se encuentra en la LOVDv3 (http://insight-database.org/).
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Por otro lado, la base de datos ClinVar (https://www.ncbi.nIlm.nih.gov/clinvar/), es

una recopilacién de clasificaciones de diferentes fuentes (contribuciones individuales y
paneles de expertos), por lo que, a pesar de su gran utilidad, es necesario interpretar las
clasificaciones criticamente. Recientemente, se han recopilado todos los datos agregados a
ClinVar en una nueva aplicacién web que ofrece diferentes estadisticas a nivel de gen,
variante y enfermedad, para asi facilitar la interpretacién clinica de la variacion genética

(http://simple-clinvar.broadinstitute.org/) (Perez-Palma et al., 2019).
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El sindrome de Lynch y el sindrome de Deficiencia Constitucional de Reparacién de
Apareamientos Errédneos son sindromes de predisposicion hereditaria al cancer cuyo
diagndstico molecular viene dado por la identificacion de mutaciones patogénicas en los
genes MMR en la linea germinal. Sin embargo, se estima que alrededor del 30% de las
variantes en genes MMR que se detectan en la rutina diagndstica son variantes de
significado desconocido, lo que impide el diagndstico temprano del paciente y sus familiares,

esencial para establecer recomendaciones terapéuticas y de seguimiento dptimas.

Para establecer la patogenicidad de una variante, es necesario integrar multiples
lineas de evidencia, tanto cualitativas como cuantitativas. Los ensayos funcionales han
resultados pueden muy utiles para elucidar el grado de patogenicidad de las variantes MMR.
No obstante, la falta de estandarizacidn y protocolos validados dificulta su implementacién
en el diagndstico rutinario. Por otro lado, el calculo multifactorial de probabilidad representa
una manera alternativa de determinar de forma cuantitativa la patogenicidad de una
variante MMR, aunque precisa de la recopilacion de datos clinico-patolégicos en un

importante nimero de familiares.

La presencia de inestabilidad de microsatélites es caracteristica de los tumores
asociados a los sindromes asociados a deficiencia del sistema MMR. Asimismo, la
inestabilidad de microsatélites también se ha detectado en bajas proporciones en tejido

normal de estos individuos mediante técnicas muy laboriosas o poco sensibles.

Por estas razones, la presente tesis doctoral sostiene las siguientes hipétesis:

1) La validacién del ensayo in vitro de actividad reparadora (in vitro cell-free MMR
assay), asi como el establecimiento de protocolos estandarizados para generar sus
diferentes componentes, mejorara la caracterizacién funcional de las variantes MMR vy, en
consecuencia, el manejo clinico de los individuos con sindrome de Lynch o Deficiencia

Constitucional de Reparacidon de Apareamientos Errdneos. Ademas, el analisis exhaustivo de
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estas variantes mediante la combinacion de ensayos funcionales y calculo multifactorial de
probabilidad incrementard el nimero total de variantes de significado desconocido que se

reclasificaran.

2) La evaluacidon mediante técnicas de alta sensibilidad de la inestabilidad de
microsatélites en muestras bioldgicas no tumorales de individuos con sindromes asociados
a deficiencia del sistema MMR mejorara su diagndstico, especialmente en individuos

portadores de variantes de significado desconocido.
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Obijetivo principal

Esta tesis doctoral tiene por objetivo principal la mejora del diagndstico de los
sindromes de predisposicién hereditaria al cancer asociados a una deficiencia del sistema de
reparacion de apareamientos erréneos mediante el desarrollo y puesta a punto de nuevas

aproximaciones moleculares.

Objetivos especificos

1) Mejorar la evaluacion de la patogenicidad de las variantes de significado
desconocido en genes reparadores de apareamientos erréneos mediante laimplementacion
de estudios funcionales exhaustivos, el uso de modelos multifactoriales, y la validaciéon del

ensayo in vitro de actividad reparadora.
2) Desarrollar una nueva metodologia para la deteccidn con alta sensibilidad de

inestabilidad de microsatélites en tejido normal de portadores de mutaciones germinales en

los genes del sistema de reparacién de apareamientos erréneos.
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La seccion de Resultados de esta tesis doctoral consta de dos articulos publicados y
uno pendiente de aceptacion por parte de la revista a la que se ha enviado. Ademas, en la
seccidon Anexos se adjuntan otras tres publicaciones en las que la estudiante de doctorado

ha colaborado y es coautora (Anexo I. Otras publicaciones).
ARTICULO 1

Elucidating the clinical significance of two PMS2 missense variants coexisting in a family
fulfilling hereditary cancer criteria. Familial Cancer, 2017.

DOI: 10.1007/510689-017-9981-1.
ARTiCULO 2

Validation of an in vitro mismatch repair assay used in the functional characterization of

mismatch repair variants. Manuscrito enviado.
ARTICULO 3

High-sensitivity microsatellite instability assessment for the detection of mismatch repair
defects in normal tissue of biallelic germline mismatch repair mutation carriers. Journal of
Medical Genetics, 2019.

DOI: 10.1136/jmedgenet-2019-106272
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ARTICULO 1
Elucidating the clinical significance of two PMS2 missense variants coexisting in a family
fulfilling hereditary cancer criteria

Maribel Gonzalez-Acosta, Jesus del Valle, Matilde Navarro, Bryony A. Thompson, Silvia
Iglesias, Xavier Sanjuan, Maria José Paules, Natalia Padilla, Anna Fernandez, Raquel Cuesta,
Alex Teulé, Guido Plotz, Juan Cadifianos, Xavier de la Cruz, Francesc Balaguer, Conxi Lazaro,
Marta Pineda*, Gabriel Capella*.

* Ambos autores han contribuido en igual medida a este trabajo y comparten la UGltima posicion.

Familial Cancer, 2017. DOI: 10.1007/5s10689-017-9981-1
RESUMEN:

En este trabajo se identificaron en trans dos VUS en el gen PMS2, ¢.2149G>A (p.V717M) y
€.2444C>T (p.S815L), en un mismo individuo diagnhosticado de cancer colorrectal a edad
temprana y que pertenecia a una familia que cumplia clinica criterios clinicos de cancer
hereditario. Para determinar la relevancia clinica de las dos variantes, se utilizaron los datos
clinico-patolégicos, el cédlculo multifactorial de probabilidad y los resultados de los estudios
funcionales.

El calculo multifactorial de probabilidad, basado en la cosegregacion de la variante con la
enfermedad y las caracteristicas tumorales, clasificd la variante ¢.2444C>T como patogénica,
lo que fue corroborado por los estudios funcionales que demostraron una actividad
reparadora alterada de la variante, asociada a una disminucidn de la expresion de la proteina.
Por el contrario, la variante ¢.2149G>A mostré competencia reparadora y estabilidad de la
proteina. Estos resultados, sumados a la expresidon conservada de PMS2 en tejido normal y
la ausencia de inestabilidad de microsatélites basal en sangre del paciente portador de las
dos variantes, descartaron un diagndstico de CMMRD.

En conclusion, el uso de estrategias que integran la informacion funcional con los datos
clinico-patolégicos mejord la interpretacidn clinica de las variantes germinales detectadas
en los genes MMR, aspecto clave para el apropiado manejo clinico de los sindromes de
predisposicion hereditaria al cdncer asociados a deficiencia del sistema MMR.
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Abstract The clinical spectrum of germline mismatch
repair (MMR) gene variants continues increasing, encom-
passing Lynch syndrome, Constitutional MMR Deficiency
(CMMRD), and the recently reported MSH3-associated
polyposis. Genetic diagnosis of these hereditary cancer
syndromes is often hampered by the presence of variants
of unknown significance (VUS) and overlapping phe-
notypes. Two PMS2 VUS, ¢.2149G>A (p.V717M) and
c.2444C>T (p.S815L), were identified in trans in one indi-
vidual diagnosed with early-onset colorectal cancer (CRC)
who belonged to a family fulfilling clinical criteria for
hereditary cancer. Clinico-pathological data, multifactorial
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likelihood calculations and functional analyses were used to
refine their clinical significance. Likelihood analysis based
on cosegregation and tumor data classified the c.2444C>T
variant as pathogenic, which was supported by impaired
MMR activity associated with diminished protein expres-
sion in functional assays. Conversely, the c¢.2149G>A
variant displayed MMR proficiency and protein stability.
These results, in addition to the conserved PMS2 expres-
sion in normal tissues and the absence of germline micro-
satellite instability (gMSI) in the biallelic carrier ruled out
a CMMRD diagnosis. The use of comprehensive strategies,
including functional and clinico-pathological information,
is mandatory to improve the clinical interpretation of natu-
rally occurring MMR variants. This is critical for appropri-
ate clinical management of cancer syndromes associated to
MMR gene mutations.
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Abbreviations
CMMRD Constitutional mismatch repair deficiency

CRC Colorectal cancer

gMSI Germline microsatellite instability
LR Likelihood ratio

LS Lynch syndrome

MMR Mismatch repair

MSI Microsatellite instability

VUS Variant of unknown significance
Introduction

In humans, germline mutations in five of the mismatch
repair (MMR) genes [1] can result in three currently iden-
tified hereditary cancer syndromes: Lynch syndrome
(LS), Constitutional MMR deficiency (CMMRD) and the
recently reported recessive polyposis syndrome associated
with biallelic mutations in MSH3 [2—4]. The identification
of these inherited conditions has important consequences
for clinical management, allowing targeted preventive
measures in mutation carriers.

LS (OMIM #120435), caused by monoallelic patho-
genic germline (epi)mutations in MLHI, MSH2, MSH6
and PMS2, is characterized by early adult-onset CRC
and an increased risk of other associated tumors [3, 5].
CMMRD (OMIM #276300), caused by biallelic mutations
in the same MMR genes, is a more severe syndrome char-
acterized by the development of café-au-lait skin lesions,
hematological malignancies and brain and colorectal can-
cer, most often during childhood and adolescence [4, 5].
Recently, reported cases harboring biallelic MSH3 muta-
tions were diagnosed with colorectal and duodenal adeno-
mas, CRC, gastric cancer and astrocytoma in the adult-
hood [2]. Interestingly, overlapping phenotypes have been
described between the MMR gene-associated syndromes
[2, 6-12]. At the somatic level, their associated tumors dis-
play MSI and/or loss of MMR protein expression. Of note,
MMR deficiency is also evident in non-neoplastic tissues
from CMMRD patients [413 ].

PMS2 monoallelic mutations account for a small por-
tion of LS cases (6-15%) [14, 15], though its contribu-
tion might be underestimated due to its lower penetrance
[16, 17]. In contrast, biallelic PMS2 mutations account for
over 50% of CMMRD cases [4]. Several strategies have
been developed to refine the mutational analysis of PMS2
[18, 19], hampered by the presence of highly homologous
pseudogenes [20]. Advances in the mutational analysis of
PMS?2 has lead to the increasing identification of variants of

@ Springer

unknown significance (VUS), which preclude appropriate
clinical management of carriers and their relatives [5]. In
spite of the existence of a standardized scheme based on
multiple lines of evidence, up to 30% of the MMR vari-
ants in the LOVD locus-specific database remain as VUS
[21]. Specifically, PMS2 VUS accounts for 22% of the
PMS? reported variants. Their functional characterization
is increasingly needed as current classification guidelines
hamper their classification as class 4/5 mainly due to their
low penetrance [21, 22].

Here we report the coexistence of two PMS2 variants
of unknown significance, ¢.2149G>A (p.V717M) and
€.2444C>T (p.S815L), in a women affected by early-onset
CRC. A comprehensive analysis has lead to the appropriate
management of the entire family.

Materials and methods
Patients and germline mutational analysis

A Spanish family fulfilling Hereditary Breast and Ovarian
Cancer syndrome and Amsterdam II criteria was identi-
fied. Clinico-pathological data from affected individuals
were collected, including age at diagnosis, tumor loca-
tion, MSI testing and immunohistochemistry of MMR pro-
teins. Mutational analysis of the BRCA1/2 and PMS2 genes
was performed as described in Supplementary Methods.
Informed consent was obtained from all individuals and the
ethics committee of Bellvitge University Hospital approved
the study.

PMS?2 variant frequency in controls

The variant frequencies were obtained from the NHLBI
Exome Sequencing Project (ESP) (http://evs.gs.washington.
edw/EVS), 1000Genomes  (http://www.1000genomes.
org/) and ExAC (http://exac.broadinstitute.org/) databases.
Screening of the identified PMS2 variants in a Spanish con-
trol population cohort was previously reported [14].

Multifactorial likelihood and bioinformatic analyses

Multifactorial likelihood analysis was conducted as
described [23]. Briefly, multifactorial analysis was based
on estimated prior probabilities of pathogenicity and likeli-
hood ratios (LR) for segregation and tumor characteristics
(MSI phenotype and recruitment location). The PMS2 risk
estimates from fen Broeke et al. [24] were used to calcu-
late the segregation LRs. Risk associated with each identi-
fied PMS2 variant (c.2149G>A and ¢.2444C>T) has been
analyzed separately. Variants were classified according to
the 5-class IARC quantitative scheme [25], based on their
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posterior probability. In silico analyses were performed to
evaluate evolutionary conservation and the impact of PMS2
variants on splicing, protein function and protein structure.
See Supplementary Methods for details.

Functional analyses of PMS2 variants

The effect of variants on splicing was evaluated using RNA
extracted from cultured lymphocytes, in the absence or
presence of puromycin (Sigma), from individual IV:3. Total
RNA was extracted from cultured lymphocytes and cDNA
was synthesized as described [14]. PMS2 cDNA fragments
were amplified using LaTaq polymerase (Takara) in two
overlapping fragments and sequenced [26] (see the used
primers in Supplementary Table S1). Amplified transcripts
from carriers were compared with transcripts from two
control cultured lymphocyte samples.

pcDNA3.1_MLH1 and pN1_PMS2 expression plas-
mids, kindly provided by Dr. Kolodner and Dr. Nystrom-
Lahti, were used for in vitro MMR assays and expression
analyses. The PMS2 variants p.V717M (c.2149G>A) and
p-S815L (c.2444C>T) were constructed by site-directed
mutagenesis using the QuikChange Site Directed Mutagen-
esis Kit (Agilent Technologies, La Jolla, CA), according
to manufacturer’s instructions (Supplementary Table S1).
Sanger sequencing was used to verify the presence of
the variants. PMS2 cDNAs containing each variant were
subcloned into pN1_PMS2-wild-type plasmid. In addi-
tion, three control plasmids, PMS2 p.D70N (c.208G>A),
p-P470S (c.1408C>T) and p.S46I (c.137G>T) were used
as controls, as previously described [14].

Transfection of HEK293T cells (deficient for endog-
enous MLHI1 and PMS2) was carried out as described
[27]. In brief, HEK293T cells were transfected at 30—-40%
confluence with MLH1 and PMS2 expression plasmids
(0.5 pg/ml each) and 0.05 pg/ml of pGFP, as a transfection
control, using 20 ul/ml of the cationic polymer polyethyl-
enimine (Polysciences, Warrington, Pennsylvania, USA).
After 48 h, cells were prepared for protein extraction and
cytometer analysis. MLH1 and PMS2 expression levels
were examined by Western blot as described [14]. Alpha-
actin expression was assessed in parallel and used as load-
ing control. All experiments were performed in triplicate.
See Supplementary Methods for details.

MMR assays were performed as described [27]. Repair
efficiency was measured as the quotient of the intensities
of those bands indicating repair divided by the sum of all
band intensities. Relative repair efficiency was calculated
by dividing the value of the tested variant protein by the
value of a wild-type protein that had been expressed, pro-
cessed, and tested in parallel. Experiments were performed
in triplicate. See Supplementary Methods for details.

Germline MSI (gMSI) analysis

PCR amplification of the dinucleotide microsatellites
D17S791, D2S123, and D17S250 was performed as
reported [13]. The gMSI ratios were determined by divid-
ing the height of an allele’s trailing “stutter” peak (n+ 1) by
the height of the allele’s major peak (n). See Supplemen-
tary Methods for details.

Statistical analysis

Significant differences between groups were analyzed using
the non-parametric Mann—Whitney U test for quantitative
data. All reported P values are two sided, and P <0.05 was
considered significant. All calculations were performed
using SPSS 19.0 software IBM).

Results

Two PMS2 germline missense variants, c.2149G>A
[p.(V717TM)] and c.2444C>T [p.(S815L)], were identi-
fied in a patient diagnosed with CRC at age 41. The tumor
was MSI and PMS2 loss of expression was exclusively
present in neoplastic cells (individual IV:3, Fig. 1 and
Supplementary Fig. S1) [28]. Transcript analysis demon-
strated the identified PMS2 variants were located in trans

' W= W=

Lo )

CCR72

5 .

1] [I——Q’ “))

MSI-H, PMS2 loss  ¢.2444C>T
€.2444C>T

n Z[_

PC >80

45y a4y | / 37y

v O @

CRC 41
12y 1My
\"4

MSI-H, PMS2 loss

c.2444C>T

c.2149G>A
Fig. 1 Pedigree of the reported family. Current age (or age at death)
and the carrier status of the variants PMS2 ¢.2444C>T (in black) or
¢.2149G>A (in grey) are indicated above and below the individual’s
symbol, respectively. Tumor characteristics are indicated in italics
below the individual’s symbol. An arrow indicates the proband for
PMS?2 analysis. Tumor types are represented as black sectors inside
an individual’s symbol: top right CRC colorectal cancer, fop left PC
pancreatic cancer, bottom left, OC ovarian cancer, MSI-H microsatel-
lite instability high
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(Supplementary Fig. S2). Moreover, these variants were , & N
rare in control populations: ¢.2149G>A variant was iden- 2 £ % § g 2 ig §D
tified at minor allele frequency <1% in public databases o3 o ©
and in our Spanish control cohort (Table 1) [14], and the sz g 3
€.2444C>T variant was described in one individual in the k- E % %
control population and reported in a CRC patient [29]. iéé % g s
According to the InSiGHT rules both variants were consid- 2 -
ered of unknown clinical significance (IARC class 3) [21]. 5 & §
Ad hoc dermatological evaluation identified a café-au- g 2 3 g
lait macula on proband’s left leg with a size of 3.5x2.2 cm. £ -
Her mother and maternal aunt were previously diagnosed 5 = z 8
with ovarian cancer at ages 54 and 52 respectively (Fig. 1). 2 7:; € §
Of note, the mother was previously tested negative for ger- S8 h =
mline BRCAI/2 mutations. A maternal granduncle was - 2 a
affected by CRC at age 72. 255 2 -
A comprehensive study was undertaken to elucidate " < o
the pathogenicity of the identified PMS2 variants. Test- :% § &
ing of both PMS2 variants in affected individuals III:3 .
and III:4 only identified the ¢.2444C>T variant (Fig. 1). és_:’% 8.8 g
The ovarian tumor from III:3 also showed MSI and loss AR © '
of PMS2 expression. The presence of PMS2 c.2444C>T g x E E | s
in three affected first-degree relatives resulted in a segrega- - 5
tion likelihood ratio (LR) of 1.83:1, leading to a posterior 5o ¥ @
probability of pathogenicity of 0.993 and therefore being £z & 3 2 9
classified as pathogenic (Fig. 1; Tszlle 1). The p.robablhty of N ;5 % % g %
the ¢.2149G>A was 0.7965, remaining uncertain (Table 1). 2% 5 8 < il 3
No aberrant transcripts were detected in the RNA g3 £ a B g 2
analysis of biallelic ¢.[2149G>A; 2444C>T] carrier lym- S S g =
phocytes, in line with RNA in silico predictions (Supple- 3 g % g % g % g | 3 E
mentary Fig. S3 and Supplementary Table S2) and the £ ‘ . : g
absence of splicing alterations reported in a c.2444C>T § g ;:ﬂ gm %E | : g
variant carrier [29]. At the protein level, transfection of o i . 2 =
MLH1 and PMS2 p.S815L variant in HEK293T cells SE ox LE2F S|z g
resulted in diminished PMS2 and MLHI protein expres- E 3 g8 878 8 ';; ‘;
sion (18.53+9.25 and 15.53 +8.25% of the MLH1/PMS2 £ |z £ =)
wildtype level, respectively). The p.S815L variant showed < o 2 > E E 2 &
impaired MMR activity (10.11+7.14% of the wild-type 2 - o ER-
level) in in vitro complementation assays using the same E éé 5 § % é ;
protein extracts (Fig. 2a, b respectively). Accordingly, in % ig% 8 § § ‘E §
silico predictions labeled p.S815L as deleterious (Supple- g § 23 S g = E
mentary Table S2). In contrast, p.V717M did not affect Bl2E5: |2 g < A
protein expression and was MMR proficient (Fig. 2a, b). % - - § 3
While both variants mapped at relatively external loca- = | g g g g %
tions in the MLH1 interaction domain, S815 has more resi- 'Té g’ g é % § g
due-residue interactions than V717 (Fig. 2c) and affects a 9 & & 2 £ g = <
. . g XA
more conserved residue (Supplementary Fig. S4). Of note, = |, P 2 S Q
the p.S815L variant is predicted not to affect the standard 8 E S z E. s
geometry of the Zn-binding site (Supplementary Fig. S5). f & = = § 4 g
Finally, the gMSI ratios in blood DNA in the biallelic = < = § g E
carrier for D2S123, D175250 and D175791 (0.030 +£0.001, z |z 3 3 g 55
0.041£0.001 and 0.092+0.005) were in the range of the * |5 S 23 %
two healthy controls analyzed [13], ruling out CMMRD 2. B o o % g
(Supplementary Fig. S6 and Supplementary Table S3). S |8 2 2 S ¥ i
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Discussion

Our study presents a comprehensive assessment of two
PMS2 VUS identified in an individual diagnosed with
an early-onset CRC. The PMS2 ¢.2444C>T variant dem-
onstrated decreased MLHI1/PMS2 protein expression
and impaired MMR activity in in vitro functional assays.
Accordingly, the variant has been classified as pathogenic
using multifactorial likelihood calculations, which ena-
bled the diagnosis of LS in monoallelic ¢.2444C>T car-
riers from the reported family. Interestingly, the MMR
deficiency of PMS2 ¢.2444C>T variant has also been dem-
onstrated in a recent report [30] using a different MMR
assay approach based on the production of the variant pro-
tein in vitro previous to the MMR complementation assay.
Of note, the confirmation in different laboratories of the
MMR deficiency of a given variant is mandatory to dem-
onstrate abrogated protein function according to the current
classification guidelines [21].

Although the presence of a single café-au-lait macula
has a high prevalence in the population [31], the presence
of the additional PMS2 c.2149G>A variant located in trans
in the proband (IV:3) in addition to the early-onset CRC
did not rule out the possibility of CMMRD. Six CMMRD
cases with mild phenotype—with an age of onset of the
first tumor > 30 year-old—have been reported [6—8]. Most
of them are carriers of likely hypomorphic MMR variants
and, therefore, may represent an intermediate phenotype
between CMMRD and LS [4]. The functional proficiency
in in vitro testing of c.2149G>A variant, the preserved
expression of PMS2 in normal tissue and the absence of
gMSI detection in blood, most likely rules out CMMRD
in our case. Recently, functional assays using lymphoblas-
toid cell lines have been also proposed to confirm CMMRD
diagnoses [32]. Unfortunately, this testing was not pos-
sible due to the unavailability of samples. Consequently,
the possibility of c.2149G>A being a hypomorphic allele,
although unlikely, cannot be fully discarded.

Here we show the relevance of assays demonstrat-
ing MMR deficiency, either by impaired MMR activity
or decreased protein expression, in providing strong evi-
dence supporting the pathogenicity of a given MMR vari-
ant [22]. The information obtained from functional analysis
has not been widely utilized in the classification of PMS2
variants as only a limited number of PMS2 VUS have been
analyzed at the mRNA [14, 29, 33] and protein level [14,
34] in human cell models. At a time when next generation
sequencing is being routinely implemented in diagnostic
laboratories and the detection of multiple VUS in the same
or distinct cancer genes in the same patient increases, the
need for robust assays for functional VUS characterization
becomes more relevant [35]. The identification of novel
phenotypes associated with MMR compound heterozygotes

@ Springer

further highlights the importance of appropriate variant
classification, especially for PMS2 gene.

The molecular diagnosis of LS allows for the appropri-
ate management of patients and their families, particularly
with regard to clinical follow-up of carriers, with surveil-
lance colonoscopies starting at the age of 20-25 [3, 5]. The
recent recommendation of less intense cancer surveillance
in PMS2 monoallelic carriers based on its lower penetrance
is controversial [24, 36, 37]. In fact, an important propor-
tion of PMS2 mutation carriers develop cancer before the
age of 45 [36], as the case reported here. Moreover, due
to phenotype overlapping with CMMRD, the search for a
second germline PMS2 mutation should be considered in
patients with early onset LS-associated PMS2-deficient
tumors.

In conclusion, the molecular diagnosis of cancer syn-
dromes associated to MMR gene mutations is hampered
when overlapping phenotypes and the identification of
VUS coincide. This report illustrates the utility of in-depth
characterization of naturally occurring variants, including
functional and clinico-pathological analyses, in order to
improve the clinical interpretation of genetic data.
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SUPPLEMENTARY METHODS

Germline mutational analysis in BRCA1/2 and PMS2 genes

Genomic DNA was extracted from whole blood using the FlexiGene DNA kit (Qiagen). The
analysis of point mutations in BRCA1 (NM_007294.2; NG_005905.2) and BRCA2
(NM_000059.3; NG_012772.1) genes was performed by D-HPLC. Genomic rearrangements in
these genes were analyzed using the multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA)
commercial kits SALSA P002B BRCA1 and SALSA P045 BRCA2/CHEKZ2, respectively
(MRC-Holland).

Point mutations in PMS2 (NM_000535.5, NG_008466.1) were analyzed using previously
described LR-PCR procedures [1, 2]. In brief, amplicons spanning exons 1-6 (long range
amplicon LR1), 6-10 (LR2) and 10-15 (LR3) were generated using LaTag polymerase
(TaKaRa Bio Inc). Fifteen microlitres of each PCR product were diluted in Tris-EDTA buffer
up to a final volume of 180 pl. One microlitre of this dilution was used as the template for exon
specific PCR using Megamix Double (Microzone limited) and specific primers. PCR products
were sequenced using Big Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) on
an Applied Biosystems 3130XL Genetic Analyzer. Rearrangements in PMS2 gene were
analyzed by MLPA using the SALSA P008-B1 PMS2 commercial kit (MRC-Holland). DNA
samples from relatives were screened for the two identified PMS2 variants by LR-PCR and
direct Sanger sequencing. The identified PMS2 changes have been submitted to the Leiden
Open Variation Database (LOVD) database (https://LOVD.nl). Variant nomenclature is
according to HGVS recommendations (version 2.0) with nucleotide 1 corresponding to the A of

the AT G-translation initiation codon.

Immunohistochemistry for DNA mismatch repair proteins

Immunohistochemistry was performed on 3-pum section slides from formalin-fixed, paraffin-
embedded tissue, incubating with primary monoclonal antibodies against MLH1 (clone G168-
15; BD Pharmingen), MSH2 (clone G219-1129; BD Pharmingen), MSH6 (clone 44; BD
Pharmingen) and PMS2 (clone A16-4, BD Pharmingen). Normal positive DNA MMR protein
expression was defined as nuclear staining within tumor cells, using adjacent normal non-
neoplastic tissue on the same slide as positive internal control. Negative protein expression was
defined as complete absence of nuclear staining within tumor cells. Results were confirmed on

different sample blocks or slides from the same cancers.



Microsatellite instability analysis in tumor sample

Microsatellite instability (MSI) status was studied using MSI Analysis System v1.2 kit
(Promega) following manufacturer recommendations. Briefly, the commercial kit uses five
quasi monomorphic mononucleotide markers (BAT25, BAT26, NR21, NR24, and MONO27)
for MSI determination and two polymorphic markers (PentaC and PentaD) for PBL / tumor
sample matching. Fluorescent PCR products were resolved by capillary electrophoresis using an
3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Tumor samples with two or more of the five
microsatellite markers unstable were considered MSI positive.

Clinical data and in silico prediction analyses

Reports addressing the analyzed PMS2 variants were identified using the LOVD, PubMed and
Google. DNA sequences containing the identified PMS2 variants were analyzed using several
bioinformatic tools addressed to evaluate its impact at the RNA and protein level, as previously
reported [3].

The impact of PMS2 variants was evaluated in silico using three standard pathogenicity
predictors: SIFT (http://sift.jcvi.org), PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2) and
Condel (http://bg.upf.edu/fannsdb). Protein stability changes upon mutation were obtained
from: PopMusSic (http://dezyme.com/en/Software), CUPSAT (http://cupsat.tu-bs.de), ERIS
(http://troll.med.unc.edu/eris/login.php), I-Mutant 3.0
(http://gpcr2.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/I-Mutant3.0/1-Mutant3.0.cgi) and FoldX 4
(http://foldxsuite.crg.eu).

The structure of the PMS2-MLH1 complex is a model obtained with MODELLER
(https://salilab.org/modeller/) version 9.14, default parameters. As a template, we used the
structure of yeast PMS1-MLH1 complex (PDB code: 4FMN), where PMS1 and MLH1 have
sequence similarities of 48% and 34% with human PMS2 and MLH1, respectively.

PyMOL Molecular Graphics System v1.5.0.4 (Schrodinger, LLC) was used to visualize

structures and to create Figure 2C.

Germline microsatellite instability analysis in DNA from peripheral blood lymphocytes

Germline microsatellite instability (gMSI) analysis was performed as described in Ingham et al.
2013 [4]. PCR amplification of the dinucleotide microsatellites D17S791, D2S123, and
D17S250 was performed (primers detailed in Supplementary Table B.3). PCR products were
analyzed on an Applied Biosystems 3130XL Genetic Analyzer using GeneMapper software
(Applied Biosystems, Forster City, California, USA). The gMSI ratios were determined by
dividing the height of an allele’s trailing “stutter” peak (n+1) by the height of the allele’s major



peak (n). DNA from two healthy control individuals and one CMMRD patient (homozygous
carrier of PMS2 ¢.24-2A>G, r.24_28del, p.S8Rfs*4; data not shown) were used as controls in
the analysis. Experiments were performed in triplicate.

MMR activity assay

MMR assays were performed as described [5]. In short, the reaction was performed in 15 pl
total volume with reaction buffer (25mM Tris—HCI pH 7.5, 110 mM KCI, 5 mM MgClI2, 50
pg/ml BSA, 1.5 mM ATP, 0.1 mM each dNTP), 50 ng DNA mismatched substrate
pUC19CPDC, 50 pg nuclear extract of HEK293T cells, which are deficient in mismatch repair,
and 5 pg protein extract from transfected HEK293T cells. Reactions were incubated at 37 °C for
15 min and terminated with 25 ul stop-buffer (100 mM EDTA, 10% SDS, 20 mg/ml proteinase
K) by an additional incubation for 10 min at 37 °C. Plasmids were extracted from the reaction
mixture by phenol-chloroform extraction and purified by ethanol co-precipitation with tRNA.
Subsequent digestion with Asel, EcoRV and RNAse A produced two smaller fragments besides
the linearized vector when repair was successful. Restriction digests were separated on 2%
agarose gels. Band intensity was quantified using Image Lab Software v.2.0.1 (Bio-Rad). Repair
efficiency was measured as the quotient of the intensities of those bands indicating repair
divided by the sum of all band intensities. Relative repair efficiency was calculated by dividing
the value of the tested variant protein by the value of a wild-type protein that had been
expressed, processed and tested in parallel. Assays were performed in triplicate from 3

independent transfection experiments.

MLH1 and PMS2 protein expression analysis

MLH1 and PMS2 expression levels in transfected HEK293T cells were examined by SDS-
PAGE, followed by Western blotting analysis with anti-MLH1 (clone G168-15, BD Pharmigen)
and anti-PMS2 (clone 16-4, BD Biosciencies) antibodies. Band intensities were quantified using
Quantity One v.4.4 (BioRad). Alpha-actin expression was assessed in parallel and used as
loading control. Expression of MLH1 and PMS2 was normalized to alpha-actin expression. The
relative protein expression was calculated by dividing the normalized protein expression in
variant-transfected cells by the expression in wild-type MLH1/PMS2-transfected cells,
processed and tested in parallel. Protein expression analyses were performed in triplicate from 3

independent transfection experiments.



REFERENCES

1. C.P. Vaughn, J. Robles, J.J. Swensen, C.E. Miller, E. Lyon, R. Mao, P. Bayrak-
Toydemir, W.S. Samowitz, Clinical analysis of PMS2: mutation detection and avoidance of
pseudogenes, Human mutation, 31 (2010) 588-593.

2. H.M. van der KIlift, C.M. Tops, E.C. Bik, M.W. Boogaard, A.M. Borgstein, K.B.
Hansson, M.G. Ausems, E. Gomez Garcia, A. Green, F.J. Hes, L. lzatt, L.P. van Hest, A.M.
Alonso, A.H. Vriends, A. Wagner, W.A. van Zelst-Stams, H.F. Vasen, H. Morreau, P. Devilee,
J.T. Wijnen, Quantification of sequence exchange events between PMS2 and PMS2CL provides
a basis for improved mutation scanning of Lynch syndrome patients, Human mutation, 31
(2010) 578-587.

3. E. Borras, M. Pineda, J. Cadinanos, J. Del Valle, A. Brieger, I. Hinrichsen, R.
Cabanillas, M. Navarro, J. Brunet, X. Sanjuan, E. Musulen, H. van der Klift, C. Lazaro, G.
Plotz, I. Blanco, G. Capella, Refining the role of PMS2 in Lynch syndrome: germline
mutational analysis improved by comprehensive assessment of variants, J Med Genet, 50 (2013)
552-563.

4, D. Ingham, C.P. Diggle, I. Berry, C.A. Bristow, B.E. Hayward, N. Rahman, A.F.
Markham, E.G. Sheridan, D.T. Bonthron, .M. Carr, Simple detection of germline microsatellite
instability for diagnosis of constitutional mismatch repair cancer syndrome, Human mutation,
34 (2013) 847-852.

5. G. Plotz, C. Welsch, L. Giron-Monzon, P. Friedhoff, M. Albrecht, A. Piiper, R.M.
Biondi, T. Lengauer, S. Zeuzem, J. Raedle, Mutations in the MutSalpha interaction interface of
MLH1 can abolish DNA mismatch repair, Nucleic acids research, 34 (2006) 6574-6586.



Supplementary Table S1.

Primers used in this study.

Primer name

Sequence

Analysis

PMS2_c.2444_F
PMS2_c.2444_R
PMS2_c.2149_F
PMS2_c.2149_R
RT_PCR1_pms2_F
RT_PCR1_pms2_R
RT_PCR2_pms2_F
RT_PCR2_pms2_R
pN1_pms2_A_dw
pN1_pms2_A_up
pN1_pms2_B_dw
pN1_pms2_B_up
pN1_pms2_C_dw
pN1_pms2_C_up
pN1_pms2_D_dw
pN1_pms2_D_up
pN1_pms2_E_dw
pN1_pms2_E_up
pN1_pms2_E_2_up
pN1_pms2_E_2_dw
pN1_pms2_F_dw
pN1_pms2_Fup
pN1_pms2_G_dw
pN1_pms2_G_up
ct-c2149-wt_up
ct-c2149-A_up
ct-c2444-wt_dw
ct-c2444-T_dw
D2S123_up
D2S123_dw
D17S250_up
D175250_dw
D17S791_up
D175791_dw

5' GAGCCTGCCGGAAGTTGGTGATGATTGGGAC 3'
5' GTCCCAATCATCACCAACTTCCGGCAGGCTC 3!
5' GCTGCAGCAGCACACCATGCTCCAGGGGCAGAG 3'
5' CTCTGCCCCTGGAGCATGGTGTGCTGCTGCAGC 3'
5' GGATCGGGTGTTGCATC 3'

5' CTTTCTCCTGAGAGTCCACATG 3'

5' GCAGCCACTGCTGGATGTTGAAG 3'

5' GGTTTGAAAAGGTTCTAAGATCAC 3'

5' GATGCGTGGCAGGTAGAAAT 3'

5' TAGCGCTACCGGACTCAGAT 3'

5' TATGCAGAGCATCGGAACAG 3'

5' CTTTGTGCACTGAGCGATGT 3'

5' CAGTGGCTGCTGACTGACAT 3'

5' CCCCTAGTGACTCCGTGTGT 3'

5' TCCGGTATCTTCCTGGTTTG 3'

5' AAATGTCAGTCAGCAGCCACT 3'

5' GAGGTGCTATGAGCCTCTGC 3'

5' AGAAAGCGCCTGAAACTGAC 3'

5' GCAAAGTGAAGGGGAACAGA 3'

5' TGACTGGAGCATTTTCATCG 3'

5' AGAAATGACACCCAGGTTGG 3'

5' TGCCACGGACGAGAAGTATAA 3'

5' GGGAGGTGTGGGAGGTTTT 3'

5' GACCACCCCTGGAACTGTC 3'

5' GCTGCAGCAGCACACCG 3'

5' GCTGCAGCAGCACACCA 3'

5' GCAGTCCCAATCATCACCG 3'

5' GCAGTCCCAATCATCACCA 3'

5' (6-FAM)AAACAGGATGCCTGCCTTTA 3
5' GGACTTTCCACCTATGGGAC 3'

5' (ROX)GGAAGAATCAAATAGACAAT 3'

5' GCTGGCCATATATATATTTAA 3'

5' (TAM)GTTTTCTCCAGTTATTCCCC 3'

5' GCTCGTCCTTTGGAAGAGTT 3'

Site-Directed Mutagenesis
Site-Directed Mutagenesis
Site-Directed Mutagenesis
Site-Directed Mutagenesis
Subcloning
Subcloning
Subcloning
Subcloning
Subcloning
Subcloning
Subcloning
Subcloning
Subcloning
Subcloning
Subcloning and splicing analysis
Subcloning and splicing analysis
Subcloning and splicing analysis
Subcloning and splicing analysis
Subcloning and splicing analysis
Subcloning and splicing analysis
Subcloning and splicing analysis
Subcloning and splicing analysis
Subcloning and splicing analysis
Subcloning and splicing analysis
Evaluation of allelic location of PMS2 variants
Evaluation of allelic location of PMS2 variants
Evaluation of allelic location of PMS2 variants
Evaluation of allelic location of PMS2 variants
gMSI analysis
gMSI analysis
gMSI analysis
gMSI analysis
gMSI analysis
gMSI analysis
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Supplementary Table S3. Germline microsatellite instability analysis of D25123, D175250 and D175791 markers. Dinucleotide
markers were amplified from genomic DNA from patient IV:3, a CMMRD control and two healthy controls. The gMSI ratios were
determined by dividing the height of an allele’s trailing “stutter” peak (n + 1) by the height of the allele’s major peak (n ). The
threshold used for elevated gMSI ratio was previously determined as follows: >0.109 for D25123, >0.074 for D175250 and
>0.095 for D175791 (8).

Microsatellite Sample Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Mean SD

Patient IV:3 0,0302 0,0293 0,0306 0,0300 0,0007

D25123 Control CMMRD 0,1094 0,1113 0,1079 0,1095 0,0017
Normal Control 1 0,0339 0,0326 0,0307 0,0324 0,0016

Normal Control 2 0,0333 0,0345 0,0464 0,0380 0,0073

Patient IV:3 0,0429 0,0417 0,0402 0,0416 0,0013

D175250 Control CMMRD 0,1139 0,1117 0,1027 0,1094 0,0059
Normal Control 1 0,0424 0,0404 0,0426 0,0418 0,0012

Normal Control 2 0,0512 0,0590 0,0572 0,0558 0,0041

Patient IV:3 0,0887 0,0983 0,0889 0,0920 0,0055

D175791 Control CMMRD 0,1931 0,1912 0,1975 0,1939 0,0033
Normal Control 1 0,0847 0,0815 0,0813 0,0825 0,0019

Normal Control 2 0,0810 0,0748 0,0765 0,0774 0,0032




Supplementary Fig. S1. Immunohistochemistry analysis for MMR proteins in the colorectal
adenocarcinoma from individual IV:3. Tumor sections immunostained with MLH1, MSH2, MSH6 and
PMS2 antibodies (x200). The nuclear expression of MLH1, MSH2 and MSH®6 is preserved in tumor and
non-neoplastic cells. In contrast, PMS2 expression is lost in neoplastic tissue but conserved in
nonmalignant cells (e.g., peritumoral and infiltrating lymphocytes as shown in the image).




Supplementary Fig. S2. Evaluation of the allelic location of PMS2 variants identified in individual 1V:3.
In order to determine the allelic location of the two genetic PMS2 variants, RNA was extracted from
cultured lymphocytes (in the absence of puromycin) of individual 1V:3 and a wild-type PMS2 control,
and reverse-transcribed as detailed in Materials and Methods. cDNA amplification was performed using
four different combinations of primers which carried specific sequences for PMS2 wild-type or variants
at the 3’-end [forward: either wild-type (WT_f) or variant c.2149A (2149A); reverse: either wild-type
(WT_r) or variant c.2444T (2444T)]. A PCR band was amplified when the indicated combination of
sequences was present on the template cDNA. The amplified bands indicated that the variants
identified in PMS2 are located in trans in individual 1V:3.
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Supplementary Fig. S3. Splicing analysis of PMS2 c.2149G>A andc.2444C>T variants. A: Agarose gel
showing the RT-PCR products amplified using primers located at PMS2 exons 10 and 15 in individual
IV:3 (c.[2149G>A];[2444C>T] carrier), and in two control individuals. The upper band corresponds to the
whole cDNA fragment, and the bottom band corresponds to an alternative transcript with exon 11
skipping. B: Direct sequencing of variant c.2149G>A. C: Direct sequencing of variant ¢.2444C>T. In B and
C, RT-PCR products were obtained from lymphocytes cultured in the absence of puromycin from the
PMS2 c.[2149G>A];[2444C>T] carrier and two control individuals. In the presence of puromycin
sequencing analysis showed the same pattern (data not shown). Abbreviations: -P; RNA obtained from
lymphocytes cultured in the absence of puromycin; +P; RNA obtained from lymphocytes cultured in the
presence of puromycin.
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Supplementary Fig. S4. Evolutionary conservation of the positions affected in the PMS2 variants.
Conservation graphic for the amino acid residues affected by the variants analyzed. Affected residues
are indicated by red boxes. Overall/individual font sizes indicate overall/individual conservation,
respectively.

V717

Conservation

Conservation

w




Supplementary Fig. S5. Structure model of the environment of the wildtype PMS2 S815 (A) and
mutant residue L815 (B). Zinc molecules and Zinc binding residues are represented with dark grey

spheres and sticks, respectively. Amino acid 815 is highlighted in pink. Dashed lines indicate their
interactions.
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Supplementary Fig. S6. Germline microsatellite instability analysis of D2S123 marker.
Electropherograms showing fluorescence PCR products of D25123 marker amplified from genomic DNA
from patient 1V:3, a CMMRD patient (homozygous carrier of the PMS2 c.24-2A>G, r.24_28del,
p.S8Rfs*4; data not shown) and two healthy controls. In patient 1V:3 and healthy controls a stable
microsatellite is detected, with very little PCR “stutter” of a size larger (n + 1) than the principal allele
peaks (n). In contrast, in the CMMRD patient the presence of higher proportion of larger alleles (n+1,
n+2) is evidenced.
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ARTICULO 2
Validation of an in vitro mismatch repair assay used in the functional characterization of
mismatch repair variants

Maribel Gonzalez-Acosta, Inga Hinrichsen, Anna Fernandez, Conxi Lazaro, Marta Pineda*,
Guido Plotz*, Gabriel Capella*.
* Ambos autores han contribuido en igual medida a este trabajo y comparten la Ultima posicion.

Manuscrito enviado al Journal of Molecular Diagnostics, en revision.
RESUMEN:

El ensayo in vitro de actividad reparadora se utiliza para evaluar la capacidad de reparacién
de las variantes en genes MMR, la funcién mds importante de una proteina MMR. Sin
embargo, la solidez del ensayo, fundamental para su uso en el entorno clinico, rara vez se
ha evaluado. El objetivo de este trabajo fue validar uno de los ensayos in vitro de actividad
reparadora para la caracterizacion funcional de las variantes MMR.

El ensayo in vitro de actividad reparadora se optimizé testando diferentes reactivos y
condiciones experimentales. También, se establecieron materiales de referencia vy
protocolos estandar. Para determinar la variabilidad intra- e inter-experimental del ensayo
y su reproducibilidad entre centros, se estudiaron funcionalmente seis variantes en MLH1,
previamente caracterizadas, en dos laboratorios independientes.

Como resultado, se establecieron los reactivos y condiciones dptimas para realizar el ensayo
in vitro de actividad reparadora. Ademas, el ensayo no demostré una variabilidad intra- o
inter-experimental significativa y presentd buena reproducibilidad entre laboratorios.

En conclusion, se ha establecido un ensayo sélido que puede proporcionar evidencias
funcionales relevantes para la evaluacién de la patogenicidad de las variantes MMR,
mejorando eventualmente el diagndstico molecular de los sindromes de predisposicion
hereditaria al cancer asociados a deficiencia del sistema MMR.
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ABSTRACT

A significant proportion of DNA mismatch repair (MMR) variants are classified as of unknown
significance (VUS), precluding diagnosis. The in vitro MMR assay is used to assess their MMR
capability, likely the most important function of a MMR protein. However, robustness of the
assay, critical for its use in the clinical setting, has been rarely evaluated. The aim of the present
work was to validate an in vitro MMR assay approach for the functional characterization of MMR

variants, as a first step to meeting quality standards of diagnostic laboratories.

The MMR assay was optimized by testing a variety of reagents and experimental
conditions. Reference materials and standard operating procedures were established. To
determine the intra- and inter-experimental variability of the assay and its reproducibility among
centers, independent transfections of six previously characterized MLH1 variants were
performed in two independent laboratories. Optimal reagents and conditions to perform the in
vitro MMR assay were determined. The validated assay demonstrated no significant

intraexperimental or interexperimental variability and good reproducibility between centers.

We have set up a robust in vitro MMR assay that can provide relevantin vitro
functional evidence for MMR variant pathogenicity assessment, eventually improving the

molecular diagnosis of hereditary cancer syndromes associated with MMR deficiency.
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INTRODUCTION

Mismatch repair (MMR) system corrects base-base mismatches errors and small insertions and

deletions mainly introduced by DNA polymerases during replication, but also mispairs formed
during recombination or chemically modified bases. 2 In humans, base-base MMR s initiated
when the heterodimer formed by MSH2/MSH6 recognizes a mismatch. Then, the MLH1/PMS2
protein complex is recruited and binds other proteins, such as PCNA and RFC. PMS2 introduces
a nick in the daughter strand, Exol degrades the sequence containing the error and the strand is

finally resynthesized.

Germline monoallelic mutations and epimutations in the major MMR genes (MLH1, MSH2,
MSH6, and PMS2) cause Lynch syndrome? (LS; MIM 120435), whereas its biallelic inactivation
underlies Constitutional MMR deficiency syndrome* > (CMMRD; MIM 276300). Hence, detection
of germline MMR gene pathogenic mutations allows the diagnosis of MMR-associated cancer
syndromes and the appropriate management of patients and their families.> 7 However, in
routine diagnosis MMR variants of unknown significance (VUS) are often identified, representing
up to 30% of all the identified variants,® precluding diagnosis for carriers and their relatives.’
Moreover, the number of MMR VUS identified is increasing by the implementation of LS
population screening of colorectal cancer and the use of multigene panel testing.®* To
facilitate classification of MMR variants in terms of pathogenicity, several guidelines have been
developed during the last years, including generic and gene-specific rules.® % 1> All of them
integrate multiple lines of evidence to classify variants, including that obtained by functional
assays. These assays evaluate the impact of a variant at different molecular levels (e.g. specific
function, expression and stability, subcellular localization), contributing to sort out uncertainty
on variant pathogenicity assessment.'® While well-established functional tests are mandatory to
support the pathogenicity of a VUS, lack of standardization may entail discordant results

between distinct laboratories.*’

Within the large diversity of assays used in functional assessment of MMR variants, methods
addressed to evaluate the MMR capability, likely the most important function of a MMR protein,
are proposed as the gold standard.!® In vitro cell-free assays, using protein extracts or human
purified proteins together with nuclei extracts and a substrate to repair, are currently the most
commonly used, providing advantage over yeast-based in vivo or cell-based ex vivo assays.® For
years, they have been used in functional assessment of MMR variants of unknown significance
identified in LS suspected individuals. Moreover, a repair assay has recently proven to be useful
for the diagnosis of CMMRD analyzing non-neoplastic tissue.’® However, the robustness of these

approaches, critical for their routine use in the clinical setting, has been rarely evaluated.?

The aim of the present work is to validate an in vitro MMR assay approach that uses cell-free

protein extracts?! by providing optimized protocols as a first step for meeting quality standards
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of diagnostic laboratories. The validation includes the evaluation of intraexperimental and

interexperimental variability of the assay, as well as reproducibility among centers.

MATERIALS AND METHODS

CELL LINES AND PLASMIDS
HEK293T cells, defective for MLH1 expression,?? were grown in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, US) with 10% fetal bovine

serum (Gibco) and 1% penicillin-streptomycin (Gibco).

pcDNA3.1_MLH1 and pSG5_PMS2 plasmids, kindly provided by Dr. Kolodner and Dr. Nystrom-
Lahti. Six selected MLH1 missense variants were constructed by site directed mutagenesis using
QuikChange Site Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, California, US)
according to the manufacturer’s instructions (Supplemental Table S1). Sanger sequencing was
used to verify the presence of the MLH1 variants in pcDNA3.1 expression plasmid. Of note, the
original pcDNA3.1_MLH1 plasmid harbored a silent variant at the 2221 position (c.2221T>C;
p.L741=) although it did not affect the MMR activity of the wild-type MLH1 (Supplemental Figure
S1). The 6 selected MLH1 variants were previously characterized at functional and expression
level®3° (Supplemental Table S1 and S2), of which MLH1 p.1219V and p.G67R variants were used
as proficient and deficient control variants, respectively. pUC19CPDC plasmid, kindly provided

by Dr. John B. Hays, was used in the construction of mismatched plasmids.

MMR ASSAY OPTIMIZATION
The in vitro MMR assay previously described by our group?! was used as the basis for assay

optimization (Figure 1).

To evaluate the optimal mismatch-nick distance and orientation for specific DNA MMR activity,
twelve pUC19CPDC mismatched plasmids were constructed at different distances and
orientations between the localization of the mismatch and the nick by using the enzymes
Nt.BbvCl or Nb.BbvCl and adding their restriction sequences at different positions of the
pUC19CPDC plasmid (Figure 2A and Supplemental Table S3). Resulting constructions were used

in the described MMR assay to determine the optimal combination.

Different amounts of whole HEK293T cell protein extract (in the range of 0 to 10 ug) containing
transfected wild-type MLH1/PMS2 proteins were tested to determine the optimal amount for
the assay. Salt concentration was evaluated by using different KCl concentrations from 45 to 180
mM. The incubation time of the MMR reaction was evaluated for 1, 2, 5, 7.5, 10 and 15 minutes.
To evaluate whether nick-ligation or protein-DNA-complex formations during pre-incubation on
ice influence repair efficiency, the reaction was pre-incubated on ice for 1, 2, 5, 10 and 15

minutes.
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IN VITRO MMR ASSAY VALIDATION

Standard Operating Procedures (SOP) for reagent preparation (SOP 1), nuclear proteins
extraction (SOP 2), HEK293T cells transfection and whole cell protein extraction (SOP 3),
mismatched plasmid substrate generation (SOP 4) and MMR assay (SOP 5) are detailed in
http://dx.doi.org/10.17632/2823yvkv9g.1.

Nuclear protein extraction
Nuclear protein extraction protocol is detailed in SOpP 2
(http://dx.doi.org/10.17632/2823yvkv9g.1). Briefly, HEK293T cells were resuspended in 3-times

their packed cell volume in ice-cold hypotonic buffer and lysed with Dounce pestle. After

centrifugation, the cytoplasmic supernatant was removed and centrifuged again to remove the
residual supernatant. The pellet was resuspended in resuspension buffer and then high-salt
buffer was added under soft agitation. Extraction was performed for 30 min at 42C and extracted
nuclei were removed by centrifugation. The supernatant was dialyzed, centrifuged and stored

in aliquots at -802C.

Transfection and whole cell protein extract preparation

The protocol for HEK293T cell transfection and preparation of whole cell protein extracts is
detailed in SOP 3 (http://dx.doi.org/10.17632/z823yvkv9g.1). In brief, HEK293T cells were
transfected at 30-40% confluence with MLH1 and PMS2 expression plasmids (0.5 pg/ml of each)

and 0.05 pg/ml of pGFP, as a transfection control, using 2 pl/ml of the cationic polymer
polyethylenimine (stock solution 1 mg/ml) (Polysciences, Warrington, Pennsylvania, US). After

48h, cells were harvested and prepared for protein extraction and cytometer analysis.

After 48h of transfection, cells were washed in PBS and resuspended in 2-times the packed cell
volume of hypotonic buffer. The suspension was frozen at -802C and thawed on ice for lysis. This
suspension was supplemented with an identical volume of hypertonic buffer. The suspension
was rocked on ice for 30 min and then centrifuged. The supernatant (the whole cell extract) was

finally stored in aliquots at -80°C.

Mismatched plasmid construction

Construction of the 3’ nicked G-T mismatched plasmid substrate is detailed in SOP 4
(http://dx.doi.org/10.17632/2823yvkv9g.1). In brief, 50 ng of pUC19CPDC Bbv 83 plasmid was
digested with N.BstNBI restriction enzyme for 3 h at 552C, which generated two single-strand

breaks. Complete digestion was assured by running aliquots of the reaction on an agarose gel.
If the enzymatic digestion was not complete, reaction was continued by adding additional
enzyme and incubating for one additional hour. The digested single stranded 32-bp oligomer
was captured by denaturing at 852C for 5 min in the presence of 50-fold excess of WHCPDPuriAS

antisense oligomer and subsequent slow cooling to room temperature. Oligomers were
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removed by centrifugation through Amicon 50K 500 ul spin columns (Millipore, Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) and extensive washing with TE buffer. Gapped plasmid was then ligated
with a 10-fold molar excess of WHpCPD7 oligomer that contains the mismatched residue.
Ligation was carried out overnight with T4 DNA ligase at 169C. Ligated product was ethanol
precipitated and subsequently treated with EcoRV and Exonuclease V to eliminate the residual
original plasmid. After another round of precipitation, the mismatched plasmid was digested
with Nt.Bbv Cl restriction enzyme in order to introduce a single strand break in a specific location
separated from the mismatched. Finally, the nicked mismatched plasmid was purified by
centrifugation through Amicon 50K 500 ul spin columns. The resulting plasmid contains one Asel
restriction site, a GT mismatch within an overlapping Asel/EcoRV restriction site as well as a
single strand nick in the 3’ position of the mismatch, which serves to direct MMR to convert the
GT mismatch to GC, thereby restoring the EcoRV restriction site. Digestion of this preparation

with Asel and EcoRV must yield only linearized vector, but no detectable fragments.

Mismatch repair assay

MMR assay conditions are detailed in SOP 5 (http://dx.doi.org/10.17632/2z823yvkv9g.1). In
short, the reaction was performed in 15 pl total volume with reaction buffer (25 mM Tris—HCI
pH 7.5, 110 mM KCl, 5 mM MgCl2, 50 pg/ml BSA, 1.5 mM ATP, 0.1 mM each dNTP), 50 ng DNA
mismatched plasmid substrate, 50 ug HEK293T cells nuclear extract and 5 pg of whole protein

extract from transfected-HEK293T cells. Reaction was incubated at 37°2C for 15 min and
terminated with 25 pl stop-buffer (100 mM EDTA, 10% SDS, 20 mg/ml proteinase K) by an
additional incubation for 10 min at 379C. Plasmids were extracted from the reaction mixture by
phenol-chloroform extraction and purified by ethanol co-precipitation with tRNA. Subsequent
digestion with Asel, EcoRV and RNAse A produced two smaller fragments besides the linearized
vector when repair was successful. Restriction digestions were separated in 2% agarose gels.
Bands intensity was quantified using ImageLab™ Software v.2.0.1 (Bio-Rad, Hercules, California,
us).

Repair efficiency was measured as follows: i) Absolute Repair value was calculated as the
percentage of the intensities of those bands indicating repair in relation to the sum of all band
intensities; ii) Relative repair: The repair efficiency of the MLH1 variants was analyzed in direct
comparison with the activity of the wild-type protein that had been expressed, processed and
tested in parallel. The relative repair value was calculated by subtracting the absolute repair
value of the non-transfected group from the absolute repair value in wild-type
and MLH1 variants and, then, dividing the result for the tested variants by that of the wild-type

protein, multiplied by 100. The minimum accepted value of wild-type absolute repair was 25%.

EVALUATION OF THE VARIABILITY AND REPRODUCIBILITY OF THE MMR ASSAY
To analyze the intra- and inter-experimental variability of the MMR assay, three independent

transfections were performed including the following plasmids: eGFP (negative control, 1 plate
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per transfection), wild-type MLH1/PMS2 (3 independent plates per transfection), 1219V-
MLH1/PMS2 (proficient control, 1 plate per transfection) and G67R-MLH1/PMS2 (deficient
control, 1 plate per transfection) (Supplemental Figure 2A). Different nuclear extracts were used
in every transfection experiment. The MMR assay reaction of each plate was performed in
triplicate. Intra-experimental variability was estimated from the observed values of the
transfection of wild-type MLH1/PMS2 plasmids in 3 independent plates in 3 independent
transfection experiments. Inter-experimental variability was determined from the observed
values of the transfection of wild-type MLH1/PMS2 as well as the control variants (1 plate per
experiment in three independent transfection experiments). One MMR assay was performed

for each condition.

To analyze the reproducibility of the technique between different centers, six MLH1 variants
(p.1219V, p.G67R, p.V716M, p.T82A, p.A618T and p.L622H) were studied in two independent
laboratories. Each laboratory carried out three independent transfections of each variant and

subsequently performed one MMR assay for each transfection.

MLH1 AND PMS2 PROTEIN EXPRESSION ANALYSIS

MLH1 and PMS2 protein expression levels in transfected HEK293T cells were examined by SDS-
PAGE, followed by Western blotting analysis with anti-MLH1 (clone G168-15) (BD Pharmingen,
BD, Franklin Lakes, New Jersey, US) and anti-PMS2 (clone 16-4, BD Pharmingen) antibodies.
Band intensities were quantified using QuantityOne v.4.4 (Bio-Rad). Alfa-actin expression was
assessed in parallel and used as loading control. Expression of MLH1 and PMS2 was normalized
to alpha-actin expression. The relative protein expression value was calculated by dividing the
normalized protein expression in variant-transfected cells by the expression in wild-type
MLH1/PMS2-transfected cells, processed and tested in parallel. Protein expression analyses

were performed in triplicate from 3 independent transfection experiments.

STATISTICAL ANALYSIS

To analyze intra-experimental and inter-experimental variability of the MMR assay, absolute
repair and relative repair values were calculated, respectively. A two-way repeated measures
ANOVA was used to compare the mean differences between and within experiments of the %
of repair. All reported p-values were 2 sided, and p<0.05 was considered statistically significant.

All calculations were performed using R version 3.1.2.

To assess reproducibility of the assay, significant differences between centers were analyzed
using the non-parametric Mann—Whitney U test for quantitative data. All reported p-values
were 2 sided, and p<0 .05 was considered significant. All calculations were performed using SPSS
19.0 (IBM, Armonk, New York, US).
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RESULTS

MMR ASSAY OPTIMIZATION
A variety of reagents and parameters were tested in order to optimize the in vitro MMR assay
previously reported by our group,?! that used HEK293T nuclei extracts reconstituted with

purified transfected proteins in the presence of a mismatched plasmid substrate (Figure 1).

Twelve DNA mismatched pUC19CPDC plasmid substrates were designed, differing in the
mismatch-nick distance and orientation (Figure 2A and Supplemental Table S3). The pUC19CPDC
Bbv 83 plasmid, with a nick-mismatch distance of 82 bp in the 3’ orientation, gave the highest
absolute repair vyield and specificity for MLH1/PMS2-dependent repair. In contrast,
MLH1/PMS2-independent 5’-repair occurred when the nick is in the 5’ orientation (Figure 2B
and 2C) as previously reported.3¥ 32 Accordingly plasmid pUC19CPDC Bbv 83-3’ was chosen for

the successive experiments.

Different amounts of whole cell protein extracts from HEK293T MLH1/PMS2-transfected cells
were used to test the dependency of the quantity of the protein extract on the efficiency of the
MMR assay. The obtained results showed a drop of repair activity below 2 ug of extract whereas
higher amounts (from 2.5 to 10 ug) offered similar repair levels (Figure 3A). KCl concentration
was not critical: 45 to 180 mM levels demonstrated to be optimal for the MMR reaction (Figure
3B). Finally, the role of the incubation time was studied: a proportional increase of repair with
time was observed from 0 to 10 minutes with negligible increases from 10 to 15 minutes. In this
time frame a good discrimination between unrepaired and repaired substrate was depicted
(Figure 3C). Of note, the preincubation of the MMR reaction on ice before the addition of the
whole cell protein extracts caused a reduction in the final repair activity proportional to the time

of preincubation (Figure 3D).

In conclusion, the plasmid substrate pUC19CPDC Bbv 83, 5 ug of whole transfected-cell protein
extracts, 110mM KCl concentration and a 15-minute reaction time without preincubation on ice
were chosen as the optimal conditions to perform the in vitro MMR assay. Subsequently,
reference materials and SOP for nuclear protein extraction, HEK293T cell transfection and whole
cell protein extraction, mismatched plasmid substrate generation and MMR assay reaction were
defined (http://dx.doi.org/10.17632/2823yvkv9g.1). Quality control measures included in the

SOPs are detailed in Supplemental Table S4.

VALIDATION OF THE IN VITRO MMR ASSAY

The MMR activity of 6 MLH1 variants was assessed using our optimized MMR assay
(Supplemental Table S1). Minimal dispersion was seen in non-transfected group as well as MLH1
p.1219V and p.G67R control variants (Supplemental Figure 2B). No significant intra-experimental

variability was observed in the absolute repair values of wild-type MLH1 protein in three
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independent experiments using distinct preparations of nuclear extracts (Figure 4A). However,
inter-experimental differences in absolute repair were observed (Figure 4A). Of note,
differences disappeared when the same nuclear extract preparation was used (Supplemental
Figure 3), suggesting that absolute repair depends on the intrinsic efficiency of each nuclear
extract preparation. Thus, the relative repair values of MLH1 variants (depicting their repair
efficiency in relation to absolute repair of the wild-type protein analyzed in parallel) were used
to evaluate the inter-experimental variability. No significant differences were detected in the
relative repair values of MLH1 p.1219V and p.G67R variants (Figure 4B), allowing a meaningful
comparison of MMR activities from different experiments even using different preparations of

nuclear extracts.

Furthermore, no significant differences were observed among the data obtained in two
independent laboratories on the evaluation of the relative repair of six MLH1 variants (Figure

4C), demonstrating reproducibility between two centers.

For the interpretation of MMR activity results, conservative cut-offs previously suggested by
INSIGHT® -set as <35% (for MMR-deficiency) and >65% (for MMR-proficiency)- were used.
Functional results were in the range of previous analyses for five of the six analyzed variants.?*
25,2930 |n contrast, our results showed MMR deficiency for the pathogenic p.L622H variant,
previously catalogued as MMR proficient, also associated with decreased expression levels
(Supplemental Table S1 and Supplemental Figure 4).2* 3 In all, the sensitivity and specificity of

our optimized assay was similar to that offered by other approaches (Supplemental Table S5).

DISCUSSION

Here we report a validated and optimized protocol to perform an in vitro cell-free MMR assay.
The dependency of the repair activity of MLH1 and the mismatched substrate on the amount of
whole protein cell extracts, the KCl concentration and the incubation time has been assessed.
Although cell-free MMR assay approaches require significant technical expertise in molecular
and cellular biology methods, the 5 SOPs reported are critical to limit intra- and inter-
experimental variability making the assay robust, as a first step towards meeting laboratory

quality standards (Supplementary Table 6).

The optimized reconstitution assay is sufficiently insensitive to small deviations of the
experimental conditions demonstrating robustness and reproducibility in the relative repair
values observed in the six MLH1 variants analyzed. Of note, our validated methodology has
already been used in the characterization of several variants including MLH1 ¢.121G>C, PMS2
€.2149G>A and PMS2 ¢.2444C>T.3*3% The impaired MMR activity of MLH1 ¢.121G>C and PMS2

€.2444C>T variants was further confirmed by other groups.3> 3¢
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The in-depth characterization of our validated MMR assay approach pointed to the MMR
efficiency of nuclear extracts as the main cause of differences in the inter-experimental absolute
repair. Nevertheless, in the analysis of MMR variants, these differences can be easily overcome
by using the relative repair, obtained as the percentage of the absolute repair of a variant
divided by the same result of the wild-type MLH1. In the in vitro MMR assay the absolute repair
reached by wild-type MLH1 is not 100%, in line with previous reports.?32> 3537 The ligation of
the 3’-nick of the mismatched plasmid substrate during the repair reaction, that would make
the substrate refractory to repair, may underlie this observation. Accordingly, the results
obtained after preincubation on ice also highlighted that a fraction of the mismatched DNA
plasmid substrate is modified in a way that subsequently does not allow repair in a time

dependent manner.

Noteworthy, our methodology allows the analysis of the MMR activity and expression of MMR
variants by using the same whole cell protein extract of transfected cells, in contrast to other in
vitro cell-free MMR assay approaches (Supplemental Table S6). For example, while the
production of recombinant proteins in Sf9 insect cells is a good strategy to generate high
amounts of protein, the levels of expression in this heterologous system do not always correlate
with those obtained from human cells.?> 38 Similarly, the expression of human mutant proteins
by in vitro translation used by Drost and collaborators, called CIMRA,?% 2> 37 which facilitates the
protein generation process, is a good approach to analyze the intrinsic MMR activity of a variant,

although it precludes the simultaneous analysis of the levels of protein expression.

The protein expression of p.L622H variant was initially analyzed because of apparently non-
concordant MMR activity results with previously reported functional assays.?* 3° This variant
represented an analytical challenge because of its milder expressivity.2® The reduced expression
observed in our analysis was also reported in other studies after transfection in HEK293T and
HCT116 cells.?* 26 27. 30 The variable level of reduction observed in those studies is probably a
consequence of its reduced stability, as reported in HCT116 cells after cyclohexamide
treatment.?® In essence, the data suggested a better sensitivity of our MMR assay when testing

variants associated with decreased protein stability.

Significant progress has been made in providing clinically calibrated cut-offs for high-throughput
functional results to differentiate deficient from proficient BRCA1 variants.3® % This is in contrast
with MMR variants since none of the previous studies using cell-free MMR assay approaches
provided thresholds for absolute or relative repair data (Supplemental Table S6). In the MMR
setting deficiency and proficiency of a given variant has been established in comparison with
control variants. A non-arbitrary threshold can only be defined after analyzing a larger set of

MMR variants and calibrating the values to other validated pieces of evidence. So far this has
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been partially approached by Drost and collaborators,? where the CIMRA assay was calibrated
with in silico variant predictions. The bayesian integration of the results obtained by the CIMRA
assay highlighted the potential and limitations of the added value of validated MMR assay

approaches.?

The HEK293T cell-based methodology presented here is a useful tool for functional assessment
of MLH1 and PMS2 variants. Interestingly, our validated approach might be eventually adapted
to the functional analysis of MSH2 and MSH6 variants. For this purpose, a MSH2/MSH6-deficient
cell line (such as LoVo cells*) would be used for nuclear protein extraction and transient
transfection of the variants of interest, followed by the optimization and validation of the MMR
assay. In this regard, LoVo cells have been previously used for MSH2 and MSH6 variant

assessment in functional®® *2 and expression studies.*

Functional analyses based on in vitro MMR assay approaches are currently making important
contributions to LS and CMMRD diagnosis.® *° Similar to the MMR assay approach used for the
identification of CMMRD,* our validated assay is also a 3’-nicked G-T mismatch-based repair
assay, suggesting its potential usefulness for CMMRD diagnosis. Irrespective of the MMR assay
approach used, standardization of the assay and establishment of quality control standards are
mandatory in order to avoid discordant results between experimental replicates and/or
laboratories. Nevertheless, validation of the obtained functional results in an independent assay

is recommended, following the InSiGHT classification rules.®

In summary, we have validated a robust in vitro MMR assay that can provide meaningful in
vitro evidence for the classification of VUS detected in MMR genes. The need for reproducible
assays for functional VUS characterization becomes even more relevant as next generation
sequencing is routinely implemented in diagnostic laboratories and the number of VUS

identified keeps increasing.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. In vitro MMR assay scheme.

The standardized operating procedures (SOP) used in each step are indicated. The reagents and
parameters that have been optimized in this work are detailed together with those previously
reported by Plotz and collaborators (18). L, linearized vector DNA; D, double-digested vector
DNA.

Figure 2. Optimization of the mismatched plasmid.

(A), Mismatch-nick distances and orientation for specific mismatched plasmids evaluated in this
work. (B), Agarose gel showing digestion products obtained in the in vitro MMR assay of nuclear
extracts complemented with 10% wild-type MLH1/PMS2-transfected cell extracts using the
designed mismatched plasmids. L, linearized vector DNA; D, double-digested vector DNA. (C),
Absolute repair obtained for each mismatched plasmid in HEK293T nuclear extracts (white
circles) and nuclear extracts complemented with 10% wild-type MLH1/PMS2-transfected cells
extracts (black circles). HEK293T nuclear extracts were tested in parallel to assess the

MLH1/PMS2-independent repair capability of the nuclear extracts.

Figure 3. Evaluation of the amount of whole cell protein extract, salt concentration and
reaction time.

(A), Percentage of substrate repaired (absolute repair) obtained from testing different amounts
of whole protein extracts from wild-type MLH1/PMS2 transfected HEK293T cells. (B), Evaluation
of the salt concentration dependency by using different KCl concentrations from 40 to 180 mM.
For each condition repair levels of the wild-type MLH1/PMS2 is shown in direct comparison with
wild-type MLH1/PMS2 at 110 mM KCl, which is the currently used concentration. (C), Effect of
the incubation time of the MMR reaction on the repair efficiency. (D), Effect of the preincubation
of the MMR reaction on ice before the addition of MLH1/PMS2 proteins (MutLa complex) on

repair efficiency.

Figure 4. Evaluation of the variability and reproducibility of the MMR assay.

(A), Result of the intraexperimental variability analysis of the in vitro MMR assay by assessing
the absolute repair of wild-type MLH1/PMS2 proteins. Statistically significant differences
between experiments (*, P<0.05) and no significances (ns, P > 0.05) are indicated. (B), Result of
the interexperimental variability of the in vitro MMR assay by assessing the relative repair of
MLH1 p.1219V and p.G67R variants. No statistically significant differences were found between
the groups (P > 0.05). (C), Result of the reproducibility analysis of the in vitro MMR assay
between two independent laboratories. Left panel: Relative repair levels of the analyzed MLH1
variants. No statistically significant differences were found between the groups (P > 0.05). Right
panel: representative agarose gel showing digestion products of the MMR assay. Absolute repair
obtained in non-transfected cells in HCP and BF laboratories was 9.17+0.65% and 8.87+2.39%
respectively. D, double-digested DNA; L, linear DNA; HCP, Hereditary Cancer Program’s lab; BF,

Biomedizinisches Forschungslabor’s lab.

17



SOP 2. Nuclear SOP 3. Cell Transfection and

extraction Whole cell protein extract

T T - <

g 3 v Transfected HEK293T \W g

ce— v v SOP 4. Mismatched

SOP 1. Reagents ‘ Nuclear 5 ug protein extract Protein plasmid
HEK293T  eygracts by
50 pg NE
Ase | |/
NGATAT LAATN
NCTATAGTTAN
Repair Buffer \ /
| SOP5.MMRassay |
110mM KCl Asel

Final vol 15 pl
SESSRISSEEEE pUC19CPDCBbv (amount / mismatch-nick

A. MMR Reaction distance / orlentatllon):
-100 ng / 141bp / 5' ( Plotz 2006)
MMR Reaction (time / temperature): -50ng /83bp /3" (optimized conditions)

-20’ / 379C (Plotz 2006)

~15" /379C (optimized conditions) B. Purification of DNA

1 Stop buffer (volume / time / temperature):
-50 ml/ 15’ / 37°C (Plotz 2006)

C. Plasmid Substrate Analysis -25ml /10’ / 372C (optimized conditions)

Diagnostic enzyme:

- Asel (Plotz 2006)
- Asel + EcoRV (optimized conditions)

Repair Do not repair
EcoRV
v |/
NGATAT(AATN NGATATE?‘«./‘:TN
NCT.’%’IA TTAN NCTA‘TA TTAN
Ase | Asel
f—— L L




Mismatch site

ga {83 3'-Repair 5'-Repair
[Ctatastta 159 '759 414 283 159 82 34 37 85 162 280 417 762
ELoRy ' ===
— el — —
278 — e S e S
b
t
so (. PUCBbVTG _
# 2 kbp y
~Y/
3 C
Asel 80-3’ /Ihl' : 5’
10 e r"{i\i/«\
Nick sites §40 L P T T —
NEBy Cl i ! L e e
5’-...[cetcagd. .. @ Gl
3-... tcq|. . . #*¥ o0 o0—o0—0—02L]
g 5 2 Y g 9588 § % B
Nb.Bbv Cl Nick-mismatch distance (bp)




A Repair and whole cell extract mass B KCI concentration and mismatch repair

=
] £100 o
g 1 ® S g0 » T~
‘s 60 - / \
S / o 80 4
® 50 ® 70
8 f 2 60
© 40 [ =
=] = 50 |
@ e
2 30 | C 40
@ 20 'g 30 |
R o 20
10 < 10
0
Oo 5 10 0 50 100 150 200
Whole cell extract (ug) KCI concentration (mmol)
C Velocity of repair D Degredation of repairable substrate
70 80
70 S Y
60 2 '\'
/{ —

i e
e

60
s \\7<
4

% Substrate repaired

% Substrate repaired
w
o

40
30
20
20
10 1
71 10
0 0
0 5 10 15 0 5 10 15

Incubation time (min) Preincubation time without MutLo (min)



>

% absolute repair

(@]

irvs WT

ve repair vs

% relati

80 1

70 1

60 1

50 1

30 1

10 A

Experiment 1

100

80

60

20 1

0 =

Experiment 2

ih

Experiment 3

p.1219v

owt1l
BwWT 2
awT 3

OHCP lab
HBF lab

p.G67R  p.TB2A p.N716M p.A681T p.L622H

% relative repair vs WT

HCP lab

BF lab

100 4

80 A

60 A

40 A

20 A

Non

transfected

p.1219v

p.1219v

p.a219v

P.G67R

p.G67R

pT82A

pT82A

p.G67R

PVT16M

PN716M

p.AGBIT

p.AGBIT

OExperiment 1
W Experiment 2
OExperiment 3

p.L622H

p.L622H




‘pawIoad 30U ‘4N ‘pa1iodal 30U ‘YN :SUONEIASIGQY

9CIF %L'ST S'STF %S'6T Apnis juaiin)
%SL-ST [£2] 0TOZ MIsuIsoy
d %l %08 [0€] €T0C UasyouuIH
‘uolssaldxa .
ursi0.d ajerpawIaly| “AjAoe (6'TA 50/60/€T02) 66'0< Apagoyped|  (4eL) %61-0 (U8Y) %8v-ST [9z] 010z suiog (Hzzo1d)
HINIIN AISN|DUODU| *66°0< ddd s1uasoyied :g sse[)  jo Aujigeqoud Jolsisod %SL-SC %C'69 [¥2] £L00T yseyedel UN/YIN/UN V<1982
SYUTF%E‘EE 9°LTF %6°1S Apnjs yuaiin)
%1t [82] TTOT WPpiEH
worssoidho %TS %66 [o€] €T0Z UasYaLUIH
ura30.d S1E1PAWLIRIY| “AARIE (6'TA 50/60/€102) 66°0< Auuagoyred [ewON %STT #[ez] so0z eaeensey (£12052€954) (1189v"d)
HININ DAISN|2UODU| *66°0< ddd J1uadoyied :g sse|)  jo Ayjiqeqoud Jolaisod %SL %869 [l L00T yseyexel UN/YIN/YN V<OIv0Zd
2’67 %809 V'6F %E°6L Apnjs juaiin)
(¥2d) %S9 “(pauoid) %0TT [sz] oToz 35040
%S9 %98 [0€] €TOC UasyauuIH
.co_mmw‘_axw ewuo 9 eleense
a1elpawaiu| ‘Ayaioe (6'TA S0/60/€102) 100°0> Awdiuagoyzed _ N #%0T1 +lezl sooz Y (Te6TESSESY) (W9TLAd)
YIAIIN 1UB121304d "T00°0> ddd oiuadoyied 10N :T sse|)  jo Aujigeqoud Jols1sod %SL-SC %1'SL [v2] L00T useyedel 8T00°0/T200°0/00°0 V<99v122
LOTF %99 S'SF%T'E Apnjs juaiin)
“Aunioe (v'zn €1/90/8102 §6°0< Aduagoyred . o sol10 (8668££18554) (vzgLd)
YNNI 3UB1PYRQ 56°0< ddd a1uaBoyred Ay iy sse|d 4o Ayljiqeqoud Jousisod A weet [62] zT0 seog 4N/S0-2667'T/4N O<VHHT™
I'8F %S‘CE L'SF%b'v Apnjs juaiin)
(¥2d) %S ‘(Pauold) %S [sz] otoz 3504
%0¢ %S [62] ZTOT ‘[92] OTOT Setiog
uoissaudxa ue0.d pue Aanoe (6°TA S0/60/€102) 66°0< Audlusgoyied i %9 +€2] 5007 eieendey (90205££9s4) (4£99°d)
YININ UB12149Q "66°0< ddd J1uadoyied :g sse|)  Jo Ayjiqeqoud Jolaisod %SC> %6°S [l £00T lyseyexel UN/UN/YUN V<6612
6ETF %SLL 9°6¥%8L Apnjs juaiin)
(¥2d) %0L ‘(p3uojd) %08 [se] oToz 3s0iq
%V6 %96 [0€] €TOC UasyauuIH
“uoyssasdxa urelold %0TT= %s6  [62] 10z ‘[92] 0TOT sesog
PuE AlABOE YINIA 3UaID140Id ewuo 9 eleenae
'%T< uone|ndod esauas (6°TA S0/60/€102) _ N %88 #lee sooe 4 (£L666LT54) (n6T2I'd)
ul Aduanbauy 93)je JoulN s1uaSoyied 10N :T sse|d dN %SL-ST %09 [¥2] £00T 1yseyexel 9/T€'0/T0TE'0/ET'0 D<VYS59°
+(1m 03 pazijewou %) x(1Lm 03 pazijewniou %) (Ovxa /
i (uotsian pue 23ep) sishieue uojssadxe THIN Aunnoe YN SRR 2 dsa/ sowoussooor) sweven THIW

juelien 1oy Sujuoseay

uoneoyissey LHOISUI

pooyijayi| |eHo1enRINIA

juauwissasse |euoildung

4VIA uonejndod

*JUBWISSSSE UOISSaJdXa U19304d Ul PAsSN 3JaM S| JUSIDIIP-YIAIN PO3I03JSUBIY WO SIOBIIXD |9 Seasaym Aesse YN
Ul PasN 2JaM S1IBJIXD S|[9 199SUI PR1IBJUI SNUIAOINIE( :SABSSE [BUORIUNY BY] Ul PASN 2JaM S10BJIXD U19104d [B10] JUaJayIq (1) *(S]192 ASu8) %S /-G uoissaidxa a1eIpawaiul ‘(S|[92 uaaud) %G /< uolssaidxa jew.ou ‘(s|j23 paydiysiy
paJ) %S> uoissaidxe paseasdap (i) (S92 Au8) %59-S€ Aunnoe areipawaiul /(s[193 Uaa48) %9< AuAnde YININ a1dyoad ‘(S92 paaySiySiy pau) %se> Alande YININ paiedoige (4) :(FTOZ “|e 312 uosdwoy]) [HDISU] JO 9aWWo)
uoliea.diaju| Juelie A 3yl JO SUOlIEpPUBWIWOI3L 3yl Suimo||o) SasAjeue [euol13dUNy JO UOIIRIRIdIDIUI 91BDIPUI S[|9D PaJ0|0) *Ss3jnsaJ Jo Azewwns pue Apnas siyj) ul pazAjeue syuelien YNNI THTN Pa319919s “TS djqel [eauawajddns



1121010 YN P20NPOIG 01314 U] “dAl SBIXD U12101d [10) ‘3L ‘S1RX3 1B3]NU ‘3N Pauniopad 10U ‘dN

128 asouese uy Aysuay

yrrewsiw 3y3 03 € dqgg

01 w212, “gyNaad uoaasues Juaisues Su an i ~gynaod uopaaysuen Juaisues Apms uaun:
1019 uRISAM ugy 13d TEVNG: 122jsuei) JualsuelL 1£62)3H spuea jo siskieuy ST 0s (Ba0)3S/ANIBTOS| L syensans Aqg>QdoeToNG ust 13d T'EVNG: 13)sueD) JUBISURIL 1E623H 1€623H pris JuaLny
0/ wia1s?, od uonIaysues JUBISUE) (98 asouee ul Asuaiul su s £l upEwISI 313 0 € A9E8 od uonoajsuen Jualsues asyouy
10/q uiIsEM usy/uve 13d EVNG! 1034sue 3 L LE6THIH spueq jo sishieuy 0T SE (341 s/ @NIBros| paYIU eASGNS AGIAdIETING usv/ure 13d EVNG: 1393Jsuey Judlsued) L€6013H 1€6213H|  [0€] ET0Z uasydLUIH

o8 asosege uy Aysuajur yorewsiw ayy 03 ¢ daeg
10/q uiRIsAM usy 13d T'EVNGad uonIysuen Juslsuel| LE6TIIH 0z 8u oot (3d1) 8 5 /(3n) 8rl 0s usy 13d TevNad uond3jsuely Julsuel L 1€6213H LE6TNIH [62] z102 sg1i08
spueq Jo sishieuy 18 I 21eASANS AGEIAIIETIN
10/q uIAISAM usy 93N39N4 £500Wd uoaajsuesn JuBSURIL 1E6243H aN [82] T10Z 3pseH
10[q usRISBM, ugy 13d £VNGad uonaaysueN UBISURIL 1€6243H dN [£2] 0T0Z Misuisoy
10/q uIAISAM ygy  auiwepdjodn £vNGad uoaajsuesn JuBSURIL 9TLIOH aN [92] 010z seiog
swawges prewsiw 3y 01 € dageT uonejsuen
" ov 8u 0ot (dn) Mzt /(3n) 8 sz 4 N a - - eyaLd ! - 9TTIOH [sz] otz 3s0:0
Juadsasonyy Jo siskjeuy 18 AL 2ALNSANS VU] 0E LOHId pue uonduouen o uy
0] U212, Ny weg-oa) d uonIBysue JuBISUE] 198 asouefe ui Asuaiul su (3d1) 811 (7661 *10 12 spuioL n d Juassues [v2] £00Z 1useyexe.
10/q uIAISAM vz 93N39N4 §-09N-AND aysuEN ¥ L 9TLIOH spueq o sshiewy 09 s 3d1) 8 ¢ U1 poQUS3P) 310135GNS ZAWETIA 4wz 93N3ONY N-AWOS L ITTIOH OTTIOH|  [v2] £00Z seyexey
o8 as0se8e uy Aysuaiuy yorewsiw ay 03 (asul)
10/q UIRISIM usy 93N3ONg IN-THING uoRIBsue JUBISURLL LE6THIH 0€ 8u0or  (3d1) 8 e/ (3aN)Bri L usy Toegisedd  Waishs uoissaIdxa snaiojndeg 9TTIOH|  [€2] S002 eseensey
spueq Jo sishieuy £ dqe9€ 1e paxo1u xa|dnposalay YNG 51199 635
Uojssaaxa Suip uopeqnou] TouspIe YN SWh junowe pused SR uopeqnou]
up101d Jo uonenjeny uopsaysuen-isod jsSesy  JopanSuwop  poyraw uomdnpoid uiRlold Y3 Jo uonEdYUEND  UOKIEAI YININ payarewsIN sPenXa UIRI0Id uopdajsuenisog  jusSesy  JowenSuuop  poylaw uopdnposd upPlold 23
AResse ywin 21egns paynewsiy SjuBLIEA YN JO UOREIBUID speINE Je3PNN Apms papioday
uojssaidxa JueLEA YINIA JO SisAjeuY| Aessy YN 04310 uf
*ApN3s JuB.4nd 33 Ul PaZAlEUE SYUBLIEA THTIA 43 JO UOIssaidxa pue ALANIE YN JO JuBWSSasse 3y} Ui papiodal ay1 Jo uondysag ‘s aiqel




[osy 9L DAQg AN AY¥023 6SL DAQG°IN 19Z 19 Aqg Ond

AY033 LTV 1DAQ9°IN |19SY viv [DAQE°IN 0Tt 19 Aqg Ond

[osy 08¢ DAQg AN AY¥023 €8¢ DAQG°IN 8,z 19 Aqg Ond

[EN 91 [DAQ9'9N AY023 65T DA IN 6ST 19 Aqg Ond

[osy S8 DAQg AN A4023 [4:; DAQE°IN €8 19 Aqg Dnd

[9sy LE [DAQ9'9N AY023 143 DAQ°IN S€ 19 Aqg ONd

Aesse YININ Ul (dq) @dueisip  yd1u ay1 wuoysad Aesse YyINIIN ul (dq) @dueisip  yd1u ay3 wuoysad piwse|d
awAzus Jnsoselq yajewsiw-a1IN 0} pasn awAzu3j| awAzus onsoseiq ydajewsiw-ydIN 0} pash awAzu3 3adI61Ind
,G 1€ pay)dIu piwse|d ,€ 18 pa)dIu plwse|d Jo adA)

*Aesse YNNI 042ia u] Jo uoneziwindo ayl ul paysa) spiwse|d payarewsiw H)AdI6TINd "€S ajgel |[eruswa|ddng




dnoJg pa3oajsues}-uoU YHM S3OUBIHIP JUedIUSIS ON

juelieAa joJjuod
1ua1ep ¥£99°d Jo sredal aaneay

juerien adA3-plIM YHM S0URI44IP Juediyiusis ON

jueliea |041U0d
anosd A6TZI'd Jo aledas annelay

%S¢< 39 p|noys dnou3 ZSINd/TH1N @dA1-pjim ayi ul Jiedas ainjosqy

dnou3 ZSINd/THIN
adAy-pjim ui Ayianoe sjedad aanjosqy

%0T> 99 p|noys dnous pajdaysuesi-uou ay} uj Jjedas anjosqy

dnous pajoaysueny

-uou ui AjiAnoe ajedas ainjosqy Aessy YNNI -S

[r/8u € :uoieIUBIUD YNQG WNWIUIA|

uonnpo.d piwseld paydrewsiin

ILIDd!

‘(TT2d1) 12 AQg°IN YHm uonsasip
J9}JE UOI3eWIOJUOI JBINJJID Y3 sey plwse|d ay3 Jeys |98 asosede ul Suiuuna Aq yoayd

yeauq pueuis 3|8uls
-,€ JO UOIIINPOJIUI BY] JO UOIIEILIDA

0IDd!

Jeadde pjnoys pueq paziieaul| 3yl AjuQ *(01Id!) 198 asosede ui Suiuuni pue
|9SY pue AY023 yum uonsadip Aq piweld [euidiio ay3 jo uoireuiwid 31a|dwod ayy AjluaA

piwse|d jeuidiio ay3
JO UOIBUIWI[ JO UOIIBIIJIIBA PUOIDS

60d! ‘82dl “£JdI

(62d1 ‘82dI “£2dI) 198 asouede ul ssa20.4d S1yy AJlIDA pue (3AIHSUSS-AYOIT SI
Yoiym) piwseld jeuiSiio ayi a1eulwi|d 01 ASSE3|INUOXT pue AY0d3 yum ajdwes ayl 1sasiq

(yarewsiw 3noyum)
piwse|d jeuiSiio ay3 jo uoneuiwi|3y

92d! ‘S2dI

(90d|) sso20.d s1y3 J914e UOIIBWIOLUOD
pa1e31| ayl pue( §od/) Jowosijo paydlewsiw ay1 Jo uolesi| pue Suljeauue syl
910490 UOI1eW.I0JU0I JB|nduId 3y} sey piwse|d ay3 1eyy |98 asoede ul Sutuuna Ag AjluaA

uonesi
pue Sujjeauue s3wosijo yajewsin

¥0dl ‘€Jdl ‘ZJd!

198 asouede uj Suiuuni Aq Jowodijo
93 suiejuod Ajuo ( yodl ‘€2dl ‘2odI) s8uiysem ajdwes wouy ySnodyimols ayi 1eyl Ajlusp

|enowaJ s2wosi|o jeuiSlio

I odl

(12dI)
|98 asoue3e ul Suluuna Aq sieaddesip Aj919|dwod pueq piwse|d pajioaiadns 1eyl 329y

uoljeiauan ajelisqns

el}s o 0 21U 3|qnho
PUERS Bt 10l 21aN0d plwse|d pPaydIewsIiAl -

/81l ¢ :uonesyuaduod wnwiuly

uoljeJljuaduod uiayoid

%01 :UOI1D34SUel) JO [9A3] WNWIUIA

19e41X3 U104 9D
Aouapyys uondsysuell gjoypn pue uondaysuel] |39 -€

%G¢ :Ajnoe Jjedas aynjosqge
wnwiul ‘s3oedixa dlwse|dolAd jJuaiosd YA d1rewse|dolAd yum uoleluswa|dwod
Aq s3oe41X3 JE3JdNU BY3 JO AYljiqeded Jjedau ay3 Aesse YA OJHA Ul Aq AjISA

Ajjigeded sjedau jo uonesydA

/81 ¢ :uonesuaduod Wnwiul

uoj3eI3UIIUO0D
uia30.d 304X Je3PNN

S0d! ‘¥Idl “€Jdl

SuoIdely ( FDd/) duelquiaw Jeajdnu pue
( £2d1) o11ewse|do1Ad 01 pasedwod ( §Id/) UOIIDLIY JOBIIXD JES|INU DY) Ul SUID104d 10BIIXD
JE3]2NU Ul JUBWYD1IUD 3Y3 AJlUI9A 03 SMO||e J3yJew Jeajdnu e jsuleSe Su1lo|q UIa1sap\

Juswiydiiua Joeaxa uiajoud Jea)dnN

( zDd1) deis sisA| ayi Jaye (paulelis-an|q) pasA| pue ( TDd/) dais sisA|

g Sulioyuow sish| |9
¢2d! 12d! ay) 210J3q (pPaUle1S-aNn|q 10U) 19BIUI BJE S|[22 18y AJLISA 01 SMO|[e Sululels anjq uedAlL Hou A UOI1DEIIXT JEBPNN -T
sjuaSeal 92UaJaal JO a5 sjuaseay -1
: Jaquinu
(9d1) 29 uondudsaq ainsaw |0.3u0d AJjenp #d0S

|0J3U0) SS32044-U]

*(dOS) sainpadouid SunesadQ paepueis ul papnjaul saunseaw |041u0d AyjenD pS ajqel |eauswajddnsg



(%001-9£°6€) %00T (%81°88-85°8€) %.°99 (%001-££°99) %00T (%S0°66-L8V/) %E'C6 (%61°S8-E€'8E) %L t9 (12 %S6) Andyioads

(%001-18°ST) %00T (%001-28°L¥) %00T (%001-28°L¥) %00T (%61°€6-01°0S) %S9/ (%001-28°L¥) %00T (1D %56) Anaisuas

v 0 0t 0 6 0 v v 11 0 %v9>

0 4 S S 0 S 4 €1 9 S %9<
ojusdoyied anuy | |esanau anuy :Alnnoe YN dnneRy

Jua8oyied anuy | |esanau and)

J1us8oyied anuy | |esanau anuy

o1us8oyied anuy | |esanau anuy

J1ua8oyied anuy [ jesanau anup

(9=u) Apmis Juaiin)

[0€] (0z=u) €T0T uasydLIUIH

[sz] (FT=U) 0OTOZ 3504Q

[vz] (ev=u) L00T yseyeyel

[€2] (zz=u) S00Z eseeAaRY

SjueleA [43N3U 10313p 03 AL

199ds pue Auanisuas 'g

(%001-18°ST) %00T (%001-28°L¥) %00T (%001-28°L V) %00T (%S8°'66-1€T/) %T't6 (%001-90°€9) %00T (12 %S6) Andyioads
(%/£'66-T'6T) %0°S/ (%99°€8-62°Z€) %0°09 (%Z/66-S/°TS) %688 (%£0°T6-S£°95) %6°9/ (%20°//-18°£2) %6°CS (1D %56) Anaisuas
4 1 S 9 S 1 91 9 S 8 %SE<
0 € 0 6 0 8 1 0¢ 0 6 %SE>
J1uadoyied anuj] :AuAnoe YN @ane|ay

J1uadoyied anuy

|eJynau anJa |

|eJanau anJj [ oluaSoyied anug

jeqinau anJ] | oiua8oyied anuj

|edinau anJ | aruaSoyied anu]

|eJinau anJj

(9=u) Apmas juaiin)

[0€] (0z=u) £T0T uasydLUIH

[sz] (¥1=u) 0TOTZ 35040

[vz] (ev=u) L00T yseyeyel

[€2] (zz=u) S00¢ eieenaey

sjuenen siuasoyjed 13919p 01 Ayd1199ds pue ANARISUIS Y

‘(uonouny [ewuou) %y9< pue (uonduny paledolqe) %SE> 18 195 249M S}J0-1Nd ‘(T “|e 19 uosdwoyy)

syinsau Aesse YIAIIN 40 uoneladisiul Joj 1YSISu| JO 991WWO0D UOIIL1aIdIS1U| JUBLIEA 3Y) JO SUOIIEPUSWWO03J Yl SUIMO||04 "SUOIIR|ND|ED 10} JUNOIJE OJUl U e} U] aAeY (d1uadoyied anul) G- pue (jeinau
anJ3) g-T ssepd se |HO|Su| Aq pauisse|d Ajpuaind pue Suidids uizoaye 1ou sjueen AjuQ “syueen THTW Ajisse)d Aj1094400 03 sayoeosdde Aesse YIAIN U434 Jo Andiydads pue AJIAINSUSS :GS d|qeL




*u0IS2.4dxa JuelIeA SSISSe 0} pasn

paysijqeiss
u3a°q j0u aney Alpjuadoyied uoj sj4o0-1nD

‘S|]apow [e14030BJI}NW Ul Uol3elSalul

‘Paystiqelss
uaaq jou aney Alpiuadoyied 1oy s}0-1nD

paysijqelss
uaaq jou aney Andluadoyied Joy s}0-1ND

9q 10U UBD UOlle[SueJ} pue uoldiosuely suonejwi]
10} pa3eJql|ed uaaq Jou aAeY S3NSaY
0J}IA Ul Aq paule1qo 3oeJaixa uiajosday] 'S|9pow |el403IB}INW Ul Uolle3a1ul 'S|9pow |e1403IBJINW Ul UoIle 31Ul
10} paleuql|ed uaag 10U aAeY S}NSd J0J} pa3euql|ed uaag 10U aAeY S} Nsd
‘uoisaJdxa u1a104d ssasse 3 poreaqll 93 4 SHNS3Y 3 poieaql 93 4 5HNS3Y
0} Pasn g 10U UED JoeJIX3 UlaloJd awes 3yl
‘uolsaJdxa u1aload ssasse
‘S|9pow pooy1[a|l| |eldo3deHINW Ul 0} pash aq OS|e ued (UOI1D3SuUBI] JUBIISURIY
91e4391ul U3aq Aj3ua23J aAey suoidipald 131 paulelqo) 10eixa uialoud
P il 93 4 wIp ‘uolsaJdxa ulaloud ssasse }e pauleiqo) 1oel 193 4L
021[IS Ul Y}IM UOIJBUIQWIOD Ul SYNSaJ YYINID ‘u13104d jo syunowe a8.e| Jo uoidnpoad
0} Pash 9q 0S|e ued (UOoI39)SuUeL] JUSIISURIY sadejuenpy

‘poyiaw aAisuas Ajlysiy
e Ag Aduadiy4a YINIIN 9Y3 O uoiedl1IUEND

3yl smo||e waisAs uoissaidxa snJinojndeg

J91je paulelqo) 1eaxa uiazoud ay |

‘Ajigpnpouadad
pue Alljigelien |eanAjeue paisa)

's|02010.4d pazipJepuels a|qe|leny

([oz] 8TOZ 3504@ ‘[ST] 0TOT 350.4Q)
Aesse

(VHWID) AiAnoe YININL 0431 Ul 9344-|19D

([€2] S00T eJeeASRY)
Aesse YNIN 04314 ul 33.4f-1j3)

([og] €TOT Uasya1uIH
‘[62] zTOT Sesioqg ‘[yz] L0OT yseyesel)
Aesse YININ 04311 U] 934f-]|3D

(Apnis 1uaund)
Aesse YIAIN 0421 Ul 33.f-|13D

*SJUBlIBA THTA JO JUBWISSISSe Ay} ul pash sayoeosdde Aesse YNNI 04344 Ul JO suolleliwi| pue saSejuenpy "9s 3|qe] |eauawajddns




Supplemental Figure S1. In vitro MMR activity of the MLH1 silent variant c. 2221T>C. A: Agarose gel
showing digestion products obtained in the MMR assay. Absolute repair obtained in non-transfected
group was 9.62+1.99%. D, double-digested DNA vector; L, linearized DNA vector. B: Quantification of
absolute repair of wild-type MLH1 and c.2221T>C variant. No statistically significant differences were
found (P > 0.05). Data was obtained from three independent experiments.
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Supplemental Figure S2. Experimental design to evaluate the intra- and inter-experimental variability
of the in vitro MMR assay and obtained results. A: Schematic representation of the experimental
design to evaluate the intra- and inter-experimental variability of the MMR assay. Each transfection
experiment includes 1 plate transfected with eGFP plasmid (negative control), 3 independent plates
transfected with wild-type MLH1/PMS2 plasmid, 1 plate transfected with 1219V-MLH1/PMS2 plasmid
(proficient control) and 1 plate transfected with G67R-MLH1/PMS2 plasmid (deficient control). The
MMR assay reaction performed by using the protein extracts from each plate was performed in
triplicate. Three independent transfections were performed. B: Absolute repair obtained for each
sample. WT, wild-type; exp, experiment.
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Supplemental Figure S3. Intraexperimental variability of the in vitro MMR assay using the same
nuclear extract preparation. Quantification of repair levels of wild-type (WT) proteins in terms of
absolute repair using the same nuclear extract preparation. No statistically significant differences were
found between the WT groups (P > 0.05).
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Supplemental Figure S4. Protein expression levels of MLH1 variants. A: Western-blot analysis of the 6
MLH1 variants analyzed in this study. B: Quantification of expression levels of MLH1 variants in direct
comparison to MLH1 wild-type. Data was obtained from three independent experiments.
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Protocol 1 Reagents

Reagents for Nuclear Extraction (Protocol 2)

Protocol 1.1 Hypotonic Buffer

HEPES pH 7.6 20 mM
KCI 5mM
MgCl, 0,5mM
DTT 0,5mM
PMSF 0,1%
Store at +4°C.

PREPARE as follows/LABEL with:

Hypotoic Buffer (Protocol 1.1)
Date prepared:

HEPES KOH 250 mM pH 7.6 (P. 1.7) 4 ml
KCl 4 M (Protocol 1.5) 62.5 pl
MgCl, 250 mM (Protocol 1.8) 0.10 ml
Fill up with water to 50 ml.

Store at +4°C
Add before use:
PMSF 1000X (Protocol 1.9) 1 pl/ml
DTT 200 mM (Protocol 1.10) 2.5 pl/ml

Protocol 1.2 Resuspension Buffer

HEPES KOH pH 7.6 50 mM
Sucrose 10% (w/v)
DTT 1mM
PMSF 0,2%
Store at +4°C.

PREPARE as follows/LABEL with:

Resuspension Buffer (Protocol 1.2)
Date prepared:
HEPES KOH 250 mM pH 7.6 (P. 1.7) 10 ml
Sucrose 5g
Fill up with water to 50 ml.

Store at +4°C

Add before use:
PMSF 1000X (Protocol 1.9) 2 ul/ml
DTT 200 mM (Protocol 1.10) 5 pl/ml

Protocol 1.3 High Salt Buffer

HEPES KOH pH 7.6 50 mM
Sucrose 10%(w/v)
KCl 840 mM
Store at +4°C.

PREPARE as follows/LABEL with:

High Salt Buffer (Protocol 1.3)

Date prepared:

HEPES KOH 250 mM pH 7.6 (P. 1.7) 2 ml
Sucrose lg
KCl 4 M (Protocol 1.5) 2.1ml

Fill up with water to 10 ml.

Store at +4°C

Protocol 1.4 Dialysis Buffer for Nuclear Extracts

HEPES KOH pH 7.6 25 mM
KClI 100 mM
EDTA 0.01 mM
DTT 1mM
PMSF 0.1%
Store at +4°C.

PREPARE as follows/LABEL with:

Dialysis Buffer for Nuclear Extracts (Protocol 1.4)

Date prepared:

HEPES KOH pH 7.6 250 mM (P. 1.7) 100 ml
KCl (Mw 74.55) 7.46¢
EDTA 100 mM (Protocol 1.6) 100 pl

Fill up with water to 1L.
Store at +4°C

Add before use:
PMSF 1000X (Protocol 1.9)
DTT 200 mM (Protocol 1.10)

1 pl/ml
2.5 pl/ml




SOP 1 Reagents

p. 2/6

Protocol 1.5 KCl4 M

PREPARE as follows/LABEL with:

KCl 4 M (Protocol 1.5)
Date prepared: )
14.92 g KCI (Mw 74.55) on 50 ml water.
Store at room temperature.

Protocol 1.6 EDTA 100 mM

PREPARE as follows/LABEL with:

EDTA 100 mM (Protocol 1.6)
Date prepared:
EDTA (Di-Sodiumsalt, dihydrate, e.g.

AppliChem #A2937, Mw 372.24 g/mol) 372.24 mg
Dissolve in 10 ml water.

Store at room temperature.

Protocol 1.7 HEPES-KOH 250 mM pH 7.6

PREPARE as follows/LABEL with:

HEPES-KOH 250 mM pH 7.6 (Protocol 1.7)
Date prepared: )
HEPES (Mw 238 g/mol) 59.52 g
Dissolve in 900 ml Water

Adjust pH with KOH to 7.6

Adjust volume with water to 1000 ml.
Store at room temperature.

Protocol 1.8 MgCl; solution 250 mM

PREPARE as follows/LABEL with:

Magnesium chloride solution 250 mM (Protocol 1.8)

Date prepared: /
MgCl, Hexahydrate (e.g. Roth 2189.2) Mw 203.3 g/mol
Dissolve in 250 ml water.

Store at room temperature.
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Reagents for whole cell protein extracts (Protocol 3)

Protocol 1.9 PMSF solution 1000x (200 mM)

PREPARE as follows/LABEL with:

PMSF solution 1000X (200 mM) (Protocol 1.9)
Date prepared: )
PMSF (Mw 174.2 g/mol) 348 mg

Dissolve in 10 ml 2-Propanol water-free (Sigma 278475)
Store at room temperature (precipitates in the cold)

Protocol 1.10 DTT solution 500x (200 mM)

PREPARE as follows/LABEL with:

DTT solution 500x (200 mM) (Protocol 1.10)
Date prepared: )
DTT (Mw 154.3 g/mol) 308 mg
Dissolve in 10 ml water.

Store at -20°C.

Protocol 1.11 Buffer A (293 Whole Cell Extract) ‘
HEPES KOH pH 7.6 20 mM -
MgCl, 5 mM PREPARE as follows/LABEL with:
EDTA 0.1 mM
Nacl 10 mM Buffer A 293 Whole Cell Extract (Protocol 1.11)
Date prepared:
HEPES KOH 250 mM pH 7.6 (P. 1.7) 8 ml 20 mM
NaCl 1 M (Protocol 1.13) 1ml 10 mM
MgCl, 250 mM (Protocol 1.8) 2 ml 5mM
EDTA 100 mM (Protocol 1.6) 0.1ml  0.1mM
Water 89.5 ml
Store at +4°C
Add before use:
PMSF 1000X (Protocol 1.9) 1 pl/ml
DTT 200 mM (Protocol 1.10) 2.5 ul/ml
Protocol 1.12 Buffer C (293 Whole Cell Extract) ‘
HEPES pH 7.6 20 mM
MgCl, 5 mM PREPARE as follows/LABEL with:
EDTA 0.1 mM
NaCl 840 mM Buffer C 293 Whole Cell Extract (Protocol 1.12)
Glycerol 40 % (v/v) Date prepared:
HEPES KOH 250 mM pH 7.6 (P. 1.7) 8 ml 20mM
NaCl (substance) 491g 840mM
MgCl, 250 mM (Protocol 1.8) 2 ml 5mM
EDTA 100 mM (Protocol 1.6) 0.1ml 0.1mM
Glycerol (substance, 6=1,26) 50.4g 40 %(v/v)
Water ad 100 ml
Store at +4°C
Add before use:
PMSF 1000X (Protocol 1.9) 1 pl/ml
DTT 200 mM (Protocol 1.10) 2.5 ul/ml
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Protocol 1.13 NaCl solution1 M

PREPARE as follows/LABEL with:

NaCl 1 M (Protocol 1.13)
Date prepared:
NaCl (Mw 58.44 g/mol) 2.922g
Dissolve in 50 ml water.

Store at room temperature.
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Reagents for MMMIR Assay (Protocol 5)

Protocol 1.14 tRNA solution 1 mg/ml

PREPARE as follows/LABEL with:

tRNA solution 1 mg/ml (Protocol 1.14)

Date prepared:

tRNA (from yeast, e.g. Roche #109517) 10 mg
{ Add 10 ml water. Aliquot to 1 ml.
Store at -20°C.

Protocol 1.15 KCl solution 500 mM

PREPARE as follows/LABEL with:

KCl 500 mM for MMR assay (Protocol 1.15)
Date prepared: )
KCl (Mw 74.55 g/mol) 373 mg
Dissolve in 10 ml water.

Store at room temperature.

Protocol 1.16 RNAse A solution 1 mg/ml

PREPARE as follows/LABEL with:

RNAse A solution 1 mg/ml (Protocol 1.16)
Date prepared:
RNAse A (bovine, lyophilized: e.g. Carl Roth GmbH, #7156) 10 mg
Dissolve in 10 ml water

Store in 1 ml aliquots at -20°C.

Protocol 1.17 SDS solution 10%

PREPARE as follows/LABEL with:

SDS solution 10% (Protocol 1.17)
Date prepared:
Sodium dodecyle sulfate 1g
Dissolve in 10 ml water

Store at room temperature.
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Protocol 1.18 MMR Repair Buffer 10x

Reagent Source Concentration in For 1 ml | Added?
10x Buffer
T4 RNA ligation buffer New England Biolabs 250 mM Tris-HCl pH 7.5 500
#B0216S 50 mM MgCl,
5 mM DTT
dCTP 100 mM Promega #U123A 1mM 10
dGTP 100 mM Promega #U123A 1mM 10
dTTP 100 mM Promega #U123A 1mM 10
dATP 100 mM Fermentas #R0441 15 mM 150
BSA solution 10 mg/ml New England Biolabs 500 pg/ml 50
#B9001S
Water - 270

Vortex, aliquot to 50 pl.
Store at -20°C.
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Protocol 2 Nuclear Extraction

Material required: Dounce Homogenizer 1 ml or 7 ml, Pestle , Tight“, on ice
Spectra/Por CE dialysis tubing 3.5-5kDa MWCO, 10 mm flat width, 0.32 ml/cm
Cell centrifuge (15 ml tubes) at 4°C
Microcentrifuge (2 ml cups) at 4°C
Cold PBS
Cold Extraction Buffers (Protocols 1.1 — 1.4) and Supplements DTT and PMSF (Protocols 1.9 and 1.10)

DATE:

CELL LINE: (typical values are given for HEK293/HEK293T cells)
NUMBER AND SIZE DISHES: (typical: 8-15 145 cm dishes)

CONFLUENCY (%): (typical: 80-100%)

CELL HARVEST approximate time required for 10 dishes: 25 min

Have ready: Open for waste, papertowel for dripping, 15 ml tube on ice to approximately measure 10 ml of PBS, 50 ml Tubes (2-
4) onice.

1.  Pour (approximately) 10 ml cold PBS into tube (8-11 ml) and put tube on ice.

2. Put stack of dishes on desk. Beginning at the top, decant medium into waste container, shortly dry edge of dish overhead
on paper towel, put dish on desk and add PBS from the tube. Move dish slightly to distribute PBS. Replace lid and continue
with 1. for the next dish.

3.  After all dishes are in PBS: begin with lowest dish and release cells softly with scraper. Use 10 ml pipette to aspirate
suspension. Flush dish once softly with suspension to collect residual cells. Aspirate and transfer to 50 ml tube on ice.

4. Continue with 3. until cells from all dishes are collected in the 50 ml tubes on ice. Take control sample IPC1 (50pl) to
analyze later by trypan blue staining and microscopy (See Figure 1). In this step, cells should be seen intact. After cell lysis
(IPC2, step 22), cells should be broken, showing blue membranes and nucleus.

5. Centrifuge tubes: 500 g room temperature 3 min.

6. Decant supernatants into waste container. Softly collect all pellets in 10 ml PBS using a 10 ml pipette. Transfer in 15 ml
tube.

7. Centrifuge: 1.850g 4°C 5 min.

HYPOTONIC INCUBATION approximate time required: 20-30 min

8.  During centrifugation, prepare 10-15 ml (this is appropriate for 1-2 ml pCV) of Hypotonic Buffer on ice by supplementing
DTT (2.5 pl/ml) and PMSF (1 ul/ml).

9. Measure packed cell volume (pCV) of the pellet and mark it on the tube with a pen.
DOCUMENT pCV: (typical: 1-2 ml)

10. Decant supernatant and shortly dry edge of tube overhead on papertowel.

11. Resuspend cells softly with 10 ml pipette in a volume of supplemented Hypotonic Buffer corresponding to .
DOCUMENT Volume for resuspending:

12. Incubate on ice for 2 min.

13. Centrifuge: 1.850g 4°C 5 min. Put back on ice.

14. Estimate the volume increase of the packed cells.

DOCUMENT Increase: (typical: 0.1-1 ml)
15. Calculate required volume of Hypotonic Buffer for lysis: | 2 x pCV = Increase |
DOCUMENT Volume Hypotonic Buffer (for use in step 17):

This will result in a final suspension with a volume of three times the pCV.
16. Remove supernatant with 10 ml pipette.
17. Resuspend pellet in the calculated volume of Hypotonic Buffer softly but thoroughly with 1 ml pipette.
18. Incubate on ice for 5-10 min.

CELL LYSIS approximate time required: 15-30 min

19. Transfer suspension to Dounce homogenizer on ice.

20. Lyse cells with pestle ,Tight” by slowly moving pestly up and down while keeping the homogenizer on ice. During upward
stroke, remove pestle completely out of suspension and re-insert cautiosuly to avoid excessive foaming. One complete
stroke (up and down) should take approximately 1-3 seconds.

21. Perform 10-15 strokes.

DOCUMENT # strokes: (typical: 10-15)
22. Transfer lysed suspension to (1 or 2) 2 ml Cups. Take control sample /PC2 (50pl) to analyze together with IPC1 (Figure 1).
23. Centrifuge 10.000 g 4°C 2 min. Remove supernatant including fatty substances and foam at the top of the cup.
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24. Centrifuge 12.000 g 4°C 3 min.

25. Remove residual supernatant accurately and put cup on ice. Keep the residual supernatant (/PC3) to analyze nuclear
protein extract enrichment by Western-blot, it is the cytoplasmic extract (Figure 2).

26. During centrifugation, clean homogenizer, rinse with demineralized water, and dry with paper towel. Put it back on ice.

27. During centrifugation, prepare 1 ml supplemented Resuspension Buffer by adding DTT (5 pl/ml) and PMSF (2 ul/ml) (double
concentration).

NUCLEAR EXTRACTION approximate time required: 1.5 hours
28. Estimate the pellet volume which contains the nuclei (pNV).
DOCUMENT pNV: (typically 75%-100% of the pCV)
29. Calculate required volume of Resuspension/High Salt Buffer for nuclear extraction: | 0.4 times the pNV |
DOCUMENT Volume Resuspension/High Salt Buffer:

30. Completely remove supernatant.

31. Add calculated volume of Resuspension Buffer to pellets.
Resuspend thoroughly with a 1 ml pipette whose tip has been shortened by cutting so as to provide a larger (2-4 mm)
aspiration hole.
Transfer suspension to cleaned Dounce homogenizer on ice.

32. Add calculated volume of High Salt Buffer (0.4 times the pNV) to suspension within Dounce homogenizer. Immediately
continue.

33. Mix and homogenize on ice by 3-8 soft strokes with Dounce pestle , Tight”.

34. Transfer suspension to 1.5 ml or 2 ml cup(s) on ice.

35. Incubate at 4°C for 30 min under rolling soft agitation.

36. Centrifuge at 20.000 g 4°C for 30 min.

37. The supernatant is the nuclear extract’. It can be shock-frosted in liquid nitrogen and stored at -80°C. Keep the pellet to
analyze nuclear protein extract enrichment by Western-blot (/PC4), it is the nuclear membrane (Figure 2).

DIALYSIS approximate time required: 3 hours

38. If the nuclear extract was frozen, thaw it slowly on ice or fingerthaw it. Keep it on ice.

39. Prepare dialysis tubing: cut appropriate length of tubing and water it in 200-400 ml on a magnetic stirrer at room
temperature.

40. Put approximately 100x the volume of the nuclear extract of dialysis buffer in a glass beaker on ice.

41. Add PMSF and DTT to the dialysis buffer; mix on magnetic stirrer.

42. Rinse dialysis tubing from the inside and from the outside with dialysis buffer. Use 1 ml pipette for rinsing the inside.

43. Clamp one end of tubing. Clear liquids out of the other end by squeezing along with two fingers.

44. Open dialysis tubing, form an open tube. Hold tube vertical, the clamp at the bottom side.

45. Enter nuclear extract (hold tubing at a slight angle to allow extract to run properly inside to the bottom).

46. Close tubing at the top with your fingers, fold top of tubing once or twice to lock the air and use the air bubble to create a
pressure to force the extract into the completely expanded bottom of the tubing above the clamp.

47. While keeping the pressure, apply second clamp just above the surface of the extract
(a small bubble may be included or a bit of extract may be lost, both is acceptable).

48. Put tubing in beaker with dialysis buffer and dialyse on a magnetic stirrer for three hours at +4°C*. Nuclear extract turns
more turbid during dialysis.

49. Remove one clip and retrieve extract with a 200 pl pipette. Transfer to 1.5 ml cup on ice. Use scissors to obstructive length
of tubing.

50. Centrifuge at 20.000 g 4°C 30 min. Transfer supernatant (dialysed nuclear extract) to new, pre-chilled cup.

51. Determine volume and protein concentration of extract. Protein concentration is acceptable above 3 pg/ul.
DOCUMENT Volume extract:
DOCUMENT Protein concentration: (usually 3-6 pg/ul)

52. Extract aliquots (100 ul) should be snap-frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. Keep 20 pg of protein (/PC5) to
analyze nuclear protein extract enrichment by Western-blot together with IPC3 and IPC4. Enrichment for nuclear extract
proteins must be seen by Western blot to ensure nuclear extract quality (Figure 2).

! The nuclear extract may show a small cloud of insoluable floating material. This does not affect its quality. You may measure the protein
concentration, which should be above 4-5 ug/ul.
2 Conductivity may be checked in comparison to dialysis buffer to confirm that dialysis is complete. Normally, 2.5 hours are sufficient.
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Figure 1. Cell lysis monitoring. Trypan blue staining and microscopy allow to determine the cell lysis state before and after the
hypotonic incubation and the corresponding cell lysis using the mechanical process of the pestle homogenizer. Figure show the
aspect of the cells before cell lysis (IPC1) and after (IPC2) this process.

IPC1 IPC2

..

Figure 2. Nuclear protein extract enrichment. Western blotting allows verifying the enrichment in nuclear proteins. The figure is
an example of the comparison between the different cellular fractions in two different experiments (1 and 2). MSH2 protein was
used as nuclear extract marker because its localization is the nucleus. Lamin B, localized in nuclear membrane, was used as
marker of the nuclear membrane fraction and Tubulin, component of the cellular cytoskeleton, was used as marker of cytoplasm
fraction.

Nuclear extract Cytoplasm Nuclear membrane
fraction (IPC5) fraction (IPC3) fraction (IPC4)

1 2 1 2 1 2

**" e VP2
; (Nuclear extract marker)

“W'” Lamin B

(Nuclear membrane marker)

M‘. Tubulin
(Cytoplasm marker)
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Protocol 3 Cell Transfection and Whole Cell Protein Extract

A. Cell Transfection using Polythylenimine (PEI)

Material required: Empty 1.5ml tubes
Polyethylenimine (PEI) (1 mg/ml solution in water)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (containing no additives)
Fetal bovine serum
Penicillin-streptomycin
Expression plasmids of the variants of interest

DATE:
CELL LINE:

NUMBER AND SIZE DISHES:

CONFLUENCY (%): (typical: 30-40%)

TRANSFECTION approximate time required for 5 dishes: 45 min

HEK293T cells are grown in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Gibco) with 10% fetal bovine serum (Gibco) and 1% penicillin-
streptomycin (Gibco). Cells should be seeded at least 6 hours prior transfection in 10 cm plates. The cell confluence at the time
of transfection should be 30-40%.

1. Mix basal medium (containing no additives ie. serum, antibiotics or other proteins) with the plasmids of interest at the
following conditions, process are exemplifying in Figure 1:

Sample
Reagent
NO DNA GFP MLH1/PMS2
Medium 980 ul Xl Xl
MLH1 plasmid - - X ul (5 ug)
PMS2 plasmid - - X ul (5 ug)
GFP plasmid - X (5 pg) X ul (0,5 ug)
PEl 1mg/ml 20 pl 20 pl 20 pl
Final volum 1000 pl 1000 ul 1000 ul

Vortex for 10 s and spin down.

Add 20 pl PEI (from 1 mg/ml solution); mix by vortexing and spin down.

Incubate for 15 min at room temperature.

Apply the mixture (1 ml volume) to cells, drop by drop. Move the dish carefully to distribute the mixture.

Incubate 48 hours at 37 2C, in a cell culture incubator.

After 48 hours, harvest the cells to determine the transfection efficiency in the cytometer and continue the protein
extraction following SOP 3.2 Whole Cell Protein Extract.

NoukwnN
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Figure 1. HEK293T transfection. HEK293T cells were transfected at 30-40% confluence with MLH1 and PMS2 expression
plasmids (3 pg/ml, respectively) and 0.5 pg/ml of pGFP, as a transfection control, using 20 ul/ml of the cationic polymer
polyethylenimine (stock solution 1 mg/ml, Polysciences). After 48h, cells were harvested and prepared for protein extraction
and cytometer analysis. Transfection efficiency should be above 40%, usually it is in a range of 50-75%.

PEI

PEGFP U Samples to transfect:
W W c¢DNA MLH1 (wt or VUS) /

\ / PMS2 (wt or VUS)

I
|

HEK293T cells
(30-40% of confluency)

l

48h

‘/\-’ Protein extraction (SOP 3.2)

Transfection efficiency
> 40%
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B. Whole Cell Protein Extract

Material required: Cell centrifuge (15 ml tubes)
Microcentrifuge (2 ml tubs) at 4°C
Cold Extraction Buffers A and C (Protocols 1.11 and 1.12)
PMSF and DTT stock solutions (Protocols 1.9 and 1.10)

DATE:

CELL LINE:

NUMBER AND SIZE DISHES:

TRANSFECTED WITH:

TRANSFECTION EFFICIENCY

(% estimated GFP): (minimum acceptable 40%)
CONFLUENCY (%): (typical: 80-100%)

CELL HARVEST approximate time required for 5 dishes: 30 min
Have ready: 10 cm dishes with transfected 293T cells

Open canister for waste, papertowel for dripping

PMSF and DTT solutions

Empty 1.5 ml cups on ice

Prepare 1-2 ml of Buffer A for usage by adding the required PMSF and DTT solutions

1. Put stack of dishes on desk. Beginning at the top, pour medium into waste container, dry edge of dish overhead on paper
towel, put dish on desk and add approximately 10 ml PBS. Move dish slightly to distribute PBS. Replace lid and continue
with 1. for the next dish.

2.  After all dishes are in PBS: begin with lowest dish and release cells softly with scraper. Use 10 ml pipette to aspirate
suspension. Flush dish once softly with suspension to collect residual cells. Aspirate and transfer to 15 ml tube.

3.  Continue with 2. until cells from all dishes are collected in the 15 ml tubes. Use 500 pl of cell suspension to measure the

transfection efficiency by flow cytometry. Transfection efficiency for HEK293T cells is accepted above 30%. Continue with

step 4 with the rest of the cell suspension.

Centrifuge Tubes: 1000 g room temperature 2 min.

Decant supernatants into waste container. Dry edge on papertowel.

Centrifuge again: 1000 g room temperature 1 min. Put tubes on ice.

Estimate cell pellet volume (packed cell volume, pCV) by comparing it to known volumes of water in reference tube.

DOCUMENT pCV: (typical: 50-100 pl)

Remove residual PBS from cell pellet with 200 pl pipette (pellet should be practically "dry").

Resuspend cell pellet in Buffer A (supplemented with PMSF/DTT) with 200 pl pipette and transfer suspension to

1.5 ml cup onice.

10. Repeat 8. - 9. for all samples.

11. Freeze samples at -80°C or in liquid nitrogen (cell lysis).

Samples may be stored at -80°C for later extraction or may be processed directly.

Nouks

Lo

CELL EXTRACTION approximate time required: 90 min
Have ready: Buffer C, PMSF and DTT solutions. Empty 1.5 ml cups on ice.

12. Thaw cell suspensions on ice or carefully rotate in fingers for thawing.

13. Meanwhile: prepare sufficient volume of Buffer C on ice by supplementing DTT and PMSF solutions.

14. Aspirate Buffer C (supplemented with PMSF/DTT) with 200 ul pipette and mix into cell suspensions by
pipetting up and down thoroughly until suspension is homogenous.

15. Incubate under soft agitation (rolling) for 30 min at +4°C.

16. Centrifuge: 20.000 g 4°C 30 min.

17. Transfer supernatant to new 1.5 ml cups on ice.

This is the whole cell protein extract. Protein concentration is acceptable above 3 pg/ul (typically between 3 and 8 pg/ul). Extracts may be
snap-frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. MutLa proteins in these preparations are very durable and resistant against many cycles of
thawing and freezing. They can be used for Western Blotting and for the Mismatch Repair Assay.
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Protocol 4 Mismatch Plasmid Substrate Generation

Material required: Maxiprep of plasmid pUC19 CPDC Bbv at a concentration of 0.6 — 1.0 pg/ul
WHCPDPuriAS (5'-gagcgactcgctaccgtcacattGatatccge-3"') at 100 mM and HPLC-
purified*

WHpCPD7 (5'-Phosphate-gcggatatTaatgtgacggtagcgagtcgectc—-3") at 100 mM and
HPLC-purified*
Amicon 50K 500 pl columns.

*HPLC-purified oligomers are critical to improve the quality of the mismatched plasmid.

For identity control, the plasmid may be test-digested and should yield the following patterns (samples run in 2% agarose gel in
TAE buffer):

sc. = supercoiled plasmid (original), runs to approxim. 1.5-2 kbp

& §: > N @béé\
~ A oy i) . . . q q a
S X & > O & & cir. = circular plasmid (relaxed by nicking), runs to approxim. 5 kbp
EF o8 £ £ &S §¥ e .
<9°’d$\ S & S ésé" 5‘5’ «@vcg’ lin. = linearized plasmid (cut once), runs to 2 kbp
h ¥ ~ = F1 = Fragmented plasmid fragment 1 (1.2 kbp)

kbp

F2 = Fragmented plasmid fragment 2 (0.8 kbp)

lin.

e sc. 2.0 ——
-]
1.5p F1
1.2 -
1.0 > S
F2
0.8
075 »
A. Nicking (double) approximate time required: 3.5 hours
1. Mix: Water to 100 ul: ul
Plasmid solution pUC CPDC Bbv (Maxipreperation), 50 ug: ul
Date: Conc.: .
NEB Buffer 3 10x 10 ul
NEB N.BstNB I Nicking Endonuclease #R0607 40U 4 pl
Final volume: 100 ul

2. Incubate: 55°C for 3 hours
Take 0.5 pl sample (In-Process Control 1, IPC1)
4.  Run plasmid (250 ng) and IPC1 on a 2% agarose gel.

w

> . . . e
ag* Nicking causes circularisation of the plasmid ("cir.").
& é@ < Supercoiled ("sc.") plasmid band should completely disappear.
¥ 9 ~
@ (@]
w S &8
gg ﬁ o cir.
20
1.5 — sC

0.5
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B. Oligomer removal approximate time required 60 min
5. Add: Water to 150 pl: 31 pl
Oligomer WHCPDPuriAS 100 uM (to 50-fold molar excess): 19 pl

6. Incubate: 85°C for 5 min

7. Let cool to room temperature slowly (over 20 min).

8. Add: Water to 500 pl: 350 ul

9. Apply to Amicon 50K 500 pl spin column. Centrifuge: 14.000 g 10 min room temperature. Store flowthrough (IPC 2).
Add 500 pl water. Centrifuge: 14.000 g 10 min room temperature. Store flowthrough (IPC 3).
Add 500 pl water. Centrifuge: 14.000 g 10 min room temperature. Store flowthrough (IPC 4).
Spin column contents into new cup. Centrifuge: 1.000 g 2 min.

10. Fill up sample with water to 90 pl.
11. Take control sample (0.5 pl) (IPC5)

C. Mismatch oligomer annealing and ligation approximate time required: overnight
12. Add: Oligomer WHpCPD7 100 puM (to 20fold molar excess): 9 pl

T4 DNA ligase buffer 10x (NEB) 11 ul

Final volume: 110 ul

13. Incubate at 80°C for 5 min
14. Let cool to room temperature slowly (over 20 min).

15. Add: DTT 200 mM (Protocol 1.14) 0.5 ul
ATP 100 mM (Fermentas #R0441) 1 ul
T4 DNA ligase 400 U/ul (NEB #M0202) (50 U): 1 pl

16. Incubate at 16°C overnight.

17. Take control sample (0.5 pl) (IPC6)

18. Run IPC2-IPC6 on a 2% agarose gel. Apply as much volume of IPC2-IPC4 as fits into the pockets. Oligomers are best visible
when detected after just a short running time (10-15 min.). Continue electrophoresis for separation of the plasmid
products afterwards.

\é % - - - - Oligomers are washed out successively in IPC2-IPC4.
§ &£ f & & & Band of ligated plasmid ("lig.") appears in IPC6 versus IPC5.

kbp < < < =N <

50 H - ]

2.0 lig.

1.5 \—y P

0.5 W

0.075
- oligomers
D. Ethanol precipitation #1 approximate time required: 30 min
19. Add: Sodium acetate 3M (1/10 of total sample volume) 11 pl
Ethanol 100% (2.5x of total sample volume) 303 pl

20. Incubate -20°C 10 min

21. Centrifuge 12.000 g 4°C 10 min.

22. Remove supernatant

23. Add Ethanol 70% 50 pl
21. Centrifuge 12.000 g 4°C 2 min.

22. Remove supernatant.

23. Dissolve in water 50 pl
24. Take control sample (0.5 ul; IPC7)
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E. Elimination of original plasmid approximate time required: 2.5 hours
25. Add: Buffer H 10x 6 pl

EcoRV (TaKaRa Bio #1042A) 4 ul

Final volume: 60 ul

26. Incubate at 37°C 1.5 hour
27. Take control sample (0.5 ul; IPC8)

28. Add: Water 16 ul
NEB Buffer 4 10x 10 ul
ATP 100 mM (Fermentas #R0441) 2 ul
Exonuclease V (NEB #M0345) 3 ul
Final volume: 100 ul

29. Incubate at 37°C 2 hour. After 1.5 hours, take control sample (0.5 pl; IPC9).
30. Run IPC7-1PCY on a 2% agarose gel. If the new band (linearized original plasmid without mismatch) appearing in IPC8 versus
IPC7 has completely disappeared in IPC9, continue to step 31. Otherwise add further Exonuclease V enzyme.

té A ® o EcoRV-sensitive original plasmid (without
. go 30 <L mismatch) appears linearized ("lin.") in
IPC8 and disappears after Exonuclease V
50 - — — treatment (IPC9).
2.0 . 4 — lin.
b A - lig
L e ] i
0.5  W—

31. Incubate at 65°C 10 min.
32. Take control sample (1.5 pl; IPC10). Digest 1 ul of IPC10 with EcoRV and Asel. If elimination of original plasmid is

completed, only the linearized band will appear, corresponding to the digestion of Asel. If fragmented plasmid bands appear,
repeat the step “E. Elimination of original plasmid” .

F. Ethanol precipitation #2 approximate time required: 30 min
33. Add: Sodium acetate 3M (1/10 of total sample volume) 10 ul
Ethanol 100% (2.5x of total sample volume) 275 ul

34. Incubate -20°C 10 min

35. Centrifuge 12.000 g 4°C 10 min.

36. Remove supernatant

37. Add Ethanol 70% 50 pl
38. Centrifuge 12.000 g 4°C 2 min.

39. Remove supernatant.

40. Dissolve in water 86 pl
G. Introduction of 3'-single strand break approximate time required: 3-4 hours
41. Add: NEB Buffer 4 10 ul

Nt.Bbv CI NEB 4 ul

Final volume: 100 ul

42. Incubate 37°C for 3 hours.
43. After 1 hour, take control sample (0.5 pl; IPC11).
44. Run IPC10-1PC11 on a 2% agarose gel:
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p. 4/4
* * Q
A g N & B g N & If nicking is not complete (like in Panel A), add further
- & go g(” - P go go 1-2 ul of Nt.Bbv CI after step 44 and continue until
ligated band (at approximately 1.5 kbp) is not
50 - — o O ! ey o detectable any more (Panel B, IPC 11 b).
2.0 [ See—' lin. 2.0 |
15 Cel— g 1 —_— lig
S g LI ]
L e ] b
05 M— 05 il
45. Incubate at 80°C for 20 min.
46.

47.

48.
49.

Centrifuge 12.000 g for 5 min.

Remove supernatant and mix with 400 pl water. Apply to Amicon 50K 500 pul spin column.
Centrifuge: 14.000 g 10 min room temperature.
Centrifuge: 14.000 g 10 min room temperature.

Centrifuge: 14.000 g 10 min room temperature.
Centrifuge: 1.000 g 2 min.

Add 500 pl water.
Add 500 pl water.
Spin column contents into new cup.
Fill up sample with water to 100 pl.
Determine DNA concentration (typical: 50-200 ng/ul).

Mw: 1320 kDa=1320 ng/pmol, 1 ng corresponds to 0.76 fmol. Typically, 25-45 ng = 19-34 fmol substrate are used per assay.
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High-sensitivity microsatellite instability assessment for the detection of mismatch repair
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¥ Ambos autores han contribuido en igual medida a este trabajo y comparten la ultima posicidn.

Journal of Medical Genetics, 2019. DOI: 10.1136/jmedgenet-2019-106272
RESUMEN:

El sindrome de Lynch (SL) y el sindrome de Deficiencia Constitucional de Reparacion de
Apareamientos Erréneos (CMMRD) son sindromes de predisposicién hereditaria al cancer
asociados a deficiencia del sistema de reparacién de errores simples de apareamiento
(MMR). Los tumores asociados a ellos muestran inestabilidad de microsatélites (MSI), que
también se ha detectado a bajos niveles en tejidos no neoplasicos. El objetivo de este trabajo
fue evaluar el rendimiento de la evaluacién con alta sensibilidad de la MSI (hs-MSI) en tejidos
no neoplasicos para la identificaciéon de SLy CMMRD.

Se analizo el DNA de sangre de 131 individuos agrupados en tres cohortes: la utilizada para
determinar el nivel basal de MSI (22 controles), la cohorte de entrenamiento (11 CMMRD,
48 SLy 15 controles) y el grupo de validacion (18 CMMRD y 18 controles). Para detectar las
inserciones y deleciones en marcadores microsatélite se disefid un panel de microsatélites
frecuentemente inestables en tumores y un algoritmo bioinformatico propio. El nivel de hs-
MSI se calculé representando el porcentaje de marcadores inestables.

La hs-MSI fue significativamente mayor en las muestras de sangre CMMRD cuando se
compard con los controles en la cohorte de entrenamiento (p<0,001). Este hallazgo se
confirmé con el grupo de validacién, alcanzando una especificidad y sensibilidad del 100%
para la deteccion de CMMRD. Ademas, se detecté un mayor porcentaje de hs-MSI en
portadores bialélicos de MSH2 (n=5) que en los portadores de MSH6 (n=15). Por otro lado,
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el andlisis hs-MSI no detectd diferencias entre las muestras de sangre SL y los controles
(p=0,564).

Nuestra aproximacién hs-MSI podria ser una herramienta valiosa para el diagndstico de
CMMRD, especialmente en los pacientes con sospecha de CMMRD sin mutacidn identificada
o en portadores de VUS en los genes MMR.
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SHORT REPORT

Diagnostics

High-sensitivity microsatellite instability assessment
for the detection of mismatch repair defects in
normal tissue of biallelic germline mismatch repair

mutation carriers

Maribel Gonzélez-Acosta,' Fatima Marin,' Benjamin Puliafito,' Nuria Bonifadi,’

Anna Fernandez,' Matilde Navarro," Hector Salvador,? Francesc Balaguer,’

Silvia Iglesias,' Angela Velasco,* Elia Grau Garces,' Victor Moreno,”®

Luis Ignacio Gonzalez-Granado,’ Pilar Guerra-Garcia,® Rosa Ayala, Benoit Florkin, "
Christian Kratz,"" Tim Ripperger,'* Thorsten Rosenbaum, "

Danuta Januszkiewicz-Lewandowska,'* Amedeo A Azizi,"” Iman Ragab, '°

Michaela Nathrath,'”'® Hans-Jiirgen Pander,'® Stephan Lobitz,° Manon Suerink,” *'
Karin Dahan,? Thomas Imschweiler,” Ugur Demirsoy,* Joan Brunet,"* Conxi Lazaro,’

Daniel Rueda,” Katharina Wimmer,2® Gabriel Capell,” ' Marta Pineda

ABSTRACT

Introduction Lynch syndrome (LS) and constitutional
mismatch repair deficiency (CMMRD) are hereditary
cancer syndromes associated with mismatch repair (MMR)
deficiency. Tumours show microsatellite instability (MSI),
also reported at low levels in non-neoplastic tissues. Our
aim was to evaluate the performance of high-sensitivity
MSI (hs-MSI) assessment for the identification of LS and
CMMRD in non-neoplastic tissues.

Materials and methods Blood DNA samples from 131
individuals were grouped into three cohorts: baseline (22
controls), training (11 CMMRD, 48 LS and 15 controls)
and validation (18 CMMRD and 18 controls). Custom

next generation sequencing panel and bioinformatics
pipeline were used to detect insertions and deletions in
microsatellite markers. An hs-MSI score was calculated
representing the percentage of unstable markers.

Results The hs-MSI score was significantly higher in
CMMRD blood samples when compared with controls in
the training cohort (p<0.001). This finding was confirmed
in the validation set, reaching 100% specificity and
sensitivity. Higher hs-MSI scores were detected in biallelic
MSH2 carriers (n=5) compared with MSH6 carriers
(n=15). The hs-MSI analysis did not detect a difference
between LS and control blood samples (p=0.564).
Conclusions The hs-MSI approach is a valuable tool
for CMMRD diagnosis, especially in suspected patients
harbouring MMR variants of unknown significance or
non-detected biallelic germline mutations.

INTRODUCTION

Lynch syndrome (LS; OMIM #120435), the
most prevalent hereditary colorectal and endome-
trial cancer syndrome, is an autosomal dominant
cancer-susceptibility disease caused by inactivating
heterozygous germline mutations in mismatch repair
(MMR) genes (MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2)."

1

Constitutional mismatch repair deficiency (CMMRD;
OMIM #276300) is a rare devastating cancer
syndrome caused by biallelic germline mutations
in the same genes and mainly characterised by the
development of haematological, brain and colorectal
tumours during childhood and adolescence.*® Over-
lapping phenotypes have been described between LS
and CMMRD,*’ as well as between CMMRD and
other cancer syndromes such as neurofibromatosis
type 1 (NF1), polymerase proofreading-associated
polyposis (PPAP) and Li-Fraumeni.®”

The identification of these inherited condi-
tions has important consequences for the clinical
management of carriers.® * Molecular diagnosis of
LS and CMMRD is often hampered by the identi-
fication of variants of unknown significance (VUS)
in about 30% of all identified MMR variants and
by difficulties in sequencing PMS2 due to multiple
pseudogenes, which accounts for approximately
60% of CMMRD cases.” ¢

In LS, somatic inactivation of the MMR wildtype
allele initiates an accumulation of errors mainly
in repetitive sequences. Consequently, LS-associ-
ated tumours are hypermutated (>10 mutations/
Mb), exhibit microsatellite instability (MSI) and
lose expression of MMR proteins." In CMMRD,
the germline inactivation of both MMR alleles
together with somatic polymerase exonuclease
domain mutations leads to ultra-hypermutated
tumours (>100 mutations/Mb).!® The CMMRD
diagnostic hallmark is the loss of MMR protein
expression in both tumour and normal tissue.’ ’
However, some missense mutations are associated
with conserved expression and MSI may be nega-
tive in CMMRD tumours, especially in non-gastro-
intestinal cancers.??

Besides the recently reported in vitro repair assay

in lymphocytes,® tools have been developed to
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assess the degree of MSI in CMMRD normal tissues. The germ-
line MSI (gMSI) assay,'" based on electropherogram analysis of
three dinucleotide markers, has demonstrated high specificity
but low sensitivity due to its inability to identify biallelic MSH6
mutation carriers. The ex vivo MSI analysis,'? based on lympho-
blastoid cell lines, in combination with a methylation-tolerance
assay, showed higher sensitivity for CMMRD identification.
Recently, a next generation sequencing (NGS) approach to
detect gMSI has shown high accuracy.® None of these tech-
niques are sensitive enough to detect MSI in normal tissues from
LS carriers. Nevertheless, low-level MSI has been reported in
blood DNA from individuals with LS using laborious single-mol-
ecule analyses.'* ' Notably, MMR deficiency has been detected
in apparently normal colonic and endometrial epithelium of LS
carriers.'®

We hypothesised that an assessment of MSI markers at high
sensitivity could improve the diagnosis of cancer syndromes
associated with MMR deficiency. Our aim was to evaluate the
performance of high-sensitivity MSI (hs-MSI) assessment in
normal tissues of LS and CMMRD carriers.

MATERIALS AND METHODS

Patients and samples

Samples from 131 individuals were grouped into three cohorts:
baseline, training and validation. The baseline cohort comprised
22 healthy control samples; the training cohort included 74
blood samples from healthy controls, patients with CMMRD
and individuals with LS (online supplementary table S1); and the
validation cohort comprised 36 blinded samples from individuals
with clinical diagnosis of CMMRD? and healthy controls, kindly
provided by the European Consortium C4CMMRD (online
supplementary table S2). Some samples were also analysed in a
recent study" (online supplementary tables S1 and S2). An oral
mucosa sample from a patient with CMMRD (online supple-
mentary table S1), four cases with CMMRD-suspected diag-
nosis and mutation carriers of CMMRD overlapping syndromes
were also included (online supplementary table S3). Five DNA
samples from frozen tumours were used as controls, two classi-
fied as MSI and three as microsatellite stable (MSS), using the
MSI Analysis System (Promega). Genomic DNA was obtained
using standard protocols.

Assessment of MSI at high sensitivity (hs-MSI)

The analytical sensitivity of variant detection by using a molec-
ular barcoding-based NGS approach was initially assessed with
the ClearSeq Cancer HS panel (Agilent Technologies; online
supplementary methods).

A custom panel targeting 277 microsatellites, 91% of them
mononucleotide repeats, was designed using HaloPlex HS tech-
nology (online supplementary figure S1, online supplementary
methods). Sequencing of enriched regions was performed in a
HiSeq platform at high coverage (20 000X), reaching a mean
depth of 1312+447 reads/marker/sample after deduplication.
A set of 231 truly monomorphic microsatellites in the base-
line were selected. Among them, 186 markers were previously
reported as frequently mutated in tumours with high instability
(MSI-H). A bioinformatics pipeline for microsatellite indel
calling was customised (online supplementary figure S2, online
supplementary methods).

To assess the hs-MSI status at each microsatellite locus, the
instability level, corresponding to the sum of the frequencies of
all allele lengths different from the wildtype (mutational load
method), was calculated as (1 — wildtype allele frequency).

Alternatively, the frequencies of each alternative microsatellite
allele length were used (individual allele method). Whenever the
instability level or frequency of alternative allele exceeded the
mean value in baseline plus 3 SD and the highest value among
the individual samples of the baseline, the microsatellite was
considered unstable.

For both methods, an MSI score was calculated per sample,
representing the percentage of unstable markers. hs-MSI median
score was compared between different training set groups using
a Wilcoxon rank-sum test (online supplementary figure S2,
online supplementary methods).

Analysis of dinucleotide repeats

gMSI analysis of the dinucleotide markers D175791, D2S123
and D175250 was performed as described."' Analysis of D25123
from NGS data was described in online supplementary methods.

RESULTS

The percentage of unstable monomorphic markers frequently
mutated in MSI-H tumours included in the hs-MSI panel (n=186;
mutational load method) was higher in the DNA from MSI-H
than MSS colorectal tumours (online supplementary figure S3A).
This MSI score was significantly higher in blood DNA samples
from patients with CMMRD (median=23.58%) compared with
healthy controls (median=1.10%) (p=1.24e-05) or LS blood
samples (median=0.85%) (p=9.49¢-08), without overlapping
(figure 1A and online supplementary table S1). No evidence of
clonal expansion was seen in haematological CMMRD samples.
In contrast, no difference was detected between LS and control
samples (p=0.564) (figure 1A and online supplementary table
S1). Similar results were obtained using the whole set of mono-
morphic markers (n=231) and when an individual allele method
was used irrespective of the absolute values of the thresholds for
MSI detection in blood (online supplementary figure S3).

Using an independent blinded set of blood samples, the
MSI score accurately distinguished patients with CMMRD
(median=26.28%) from controls (median=0.57%)
(p=2.784e-07) (figure 1B, online supplementary table S2). In
this context, the hs-MSI approach displayed a specificity of
100% (95% CI 89.42% to 100%) and a sensitivity of 100%
(95% CI 88% to 100%) (online supplementary table S4). In
agreement with the results obtained in the gMSI assay, instability
at D2S123 dinucleotide marker was detected in biallelic MMR
carriers except for MSH6 (online supplementary tables S1, S2
and S5).

No correlation between MSI score and age at blood sampling
was observed in control, LS or CMMRD samples (figure 2A,
online supplementary figures S4 and S5). Moreover, no correla-
tion with age of cancer onset was noted in CMMRD (figure 2B)
or LS-affected patients (online supplementary figure S5). In
contrast, when CMMRD samples were grouped by germline-af-
fected gene, significant differences were observed between insta-
bility levels of MSH6 and MSH2 biallelic carriers (p=0.0014)
(figure 2C). Furthermore, no dependency of MSI levels and
germline affected gene was observed in LS samples (p=0.0523)
(online supplementary figure SSA).

An oral mucosa DNA sample (CMMRD-01) displayed similar
MSI score to a paired blood sample (figure 2C and online
supplementary table S1). Conversely, high hs-MSI score was
not detected in the blood from germline TP53, POLE/POLD1
and NF1 mutation carriers, early-onset LS or four cases with
a suspected but unconfirmed diagnosis of CMMRD, pointing
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Figure 1  hs-MSI analysis in the training and validation cohorts.

Monomorphic microsatellite markers frequently mutated in MSI-H tumours
(n=186) analysed using the mutational load analysis method. (A) MSI
score in blood DNA samples from LS (median=0.85, IQR=0.55-1.65,
range=0.00-3.33), CMMRD (median=23.58, IQR=21.33-25.49,
range=14.84-59.22) and healthy individuals (median=1.1, IQR=0.54—
1.65, range=0.00-3.89) from the training set. Significant differences

were observed between patients with CMMRD and negative controls
(***p=1.24e-05), while no differences were found between patients

with LS and negative controls (ns, non-significant, p=0.564). Dashed line
indicates the threshold for hs-MSI detection in blood samples. (B) MSI
score in blinded samples from the validation cohort. Patients with CMMRD
(median=26.28, IQR=19.14-38.37, range=10.56—76.50) and negative
controls (median=0.57, IQR=0-1.11, range=0-1.79) were discriminated
with no overlapping (hatched area) (***p=2.784e-07). Dashed line
indicates the threshold for hs-MSI detection. CMMRD, constitutional
mismatch repair deficiency; hs-MSI, high-sensitivity microsatellite instability;
LS, Lynch syndrome.

to the absence of CMMRD in the latter (online supplementary
table S3, online supplementary figure S6).

DISCUSSION

Accurate and prompt diagnosis of CMMRD is essential for
therapeutic decisions and surveillance recommendations.’
Here we report the performance of the novel hs-MSI approach
for high-sensitivity gMSI assessment. Our hs-MSI approach
based on the analysis of mononucleotide repeats demon-
strated higher accuracy to discriminate between controls and
CMMRD cases (including MSH6 biallelic carriers) than previ-
ously reported methods,"™" requires low DNA input (less
than 100 ng), and have an estimated turnaround time of 1
week (online supplementary table S6). In addition, the result
obtained with a CMMRD individual’s oral mucosa sample
suggests its potential for the analysis of MSI in minimally inva-
sive samples, patients with lymphopenia or after allogenic bone
marrow transplant. Moreover, the hs-MSI approach is able to
robustly discriminate between CMMRD and LS, Li-Fraumeni,
NF1 and PPAP, which may assist in classifying cases with over-
lapping phenotype.*?

The use of a control baseline eliminates the need for paired
normal-tumour samples required in other NGS-based MSI
analyses.”” Our method builds on the mSINGS tool'® using
the frequencies of allele lengths different from wildtype allele
in contrast to the absolute number of repeat lengths in control
baseline, allowing accurate detection of low-level MSI in normal
tissues indicating CMMRD. Recently, another NGS-based
approach has been developed for MSI detection in blood samples
of patients with CMMRD." A good correlation of MSI scores
between both approaches was seen in shared samples provided
by the C4CMMRD consortium (R*=0.91; online supplemen-
tary figure S7), suggesting that NGS-based hs-MSI assays can
reliably detect CMMRD. Interestingly, our MSI score did not
overlap between CMMRD samples and controls even in aplastic
samples.”” The improved separation is likely due to the higher
number of microsatellite markers analysed, although marker
selection, bioinformatics pipeline and analysis method might
also be involved.

The high accuracy and suitable turnaround time of the hs-MSI
approach, similar to the recently reported in vitro MMR assay
in lymphocytes,® makes it a valuable CMMRD diagnostic tool.
Since CMMRD can present with non-malignant features that
overlap with NF1 and Legius syndrome, our approach could be
used as a CMMRD indicator in healthy children under suspicion
without germline mutations in NF1 or SPRED1, prior to MMR
genes analysis, avoiding the potential pitfalls linked to the diag-
nosis of LS in a minor or VUS identification.”

The detection of MMR deficiency or elevated MSI score
in lymphocytes may suggest pathogenicity of identified germ-
line MMR variants (online supplementary table S7). However,
caution should be taken since other variants in cis (not yet identi-
fied) could be responsible of the phenotype. The most intriguing
variant in our series is MLH1 ¢.2146G>A (p.Val716Met). The
presence of an additional causative variant on this MLH1 allele
in patient E was excluded by transcript analysis.”> Although it
was classified as neutral by multifactorial analysis, its identifi-
cation in trans with a pathogenic MLH1 mutation in another
individual with CMMRD clinical features,"” and its slightly
decreased expression and MMR activity observed in heterolo-
gous systems (http://www.insight-database.org/classifications),
suggest that its classification should be revisited, particularly
since a hypomorphic nature cannot be totally excluded.
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Figure 2 Characterisation of the hs-MSI observed in CMMRD samples. Monomorphic microsatellite markers (selected as frequently mutated in MSI-H
tumours) have been analysed (n=186). (A) MSI score in CMMRD blood samples plotted against patient age at blood sampling. No correlation was observed
(dashed line, r=—0.04, p=0.823). (B) MSI score in CMMRD blood samples plotted against age of cancer onset. No correlation was observed (dashed line,
r=—0.15, p=0.491). (C) MSI score in CMMRD samples plotted against the germline mutated MMR gene. Samples from the same family are indicated by
the same symbol. White dots inside symbols indicate samples from the same individual. The buccal mucosa sample is indicated by an arrow. Statistically
significant differences between affected genes are indicated (**p<0.005). CMMRD, constitutional mismatch repair deficiency; hs-MSI, high-sensitivity
microsatellite instability; MMR, mismatch repair; MSI-H, tumours with high instability.

Mutations in MSH2 and MLH1 are associated with a more
severe phenotype than MSH6 and PMS2 mutations in LS,' and
this may hold true also in CMMRD,? although phenotype/geno-
type correlation in the latter is complicated by its low preva-
lence and the presence of hypomorphic MMR mutations.’
Even though MSI in MSH6 carriers is more precisely assessed
in mononucleotide than dinucleotide repeats, higher instability
levels were detected in MSH2 biallelic carriers than MSH6
carriers in our hs-MSI approach. Although the limited sample
size precludes any conclusion, the MSI level may reflect the
intrinsic MSH6 protein repair capacity of the particular type
of markers included in the panel or could be related to disease
expressivity. In contrast, no apparent differences by affected
gene were observed in CMMRD lymphocytes’ MMR assay,®
which assesses the repair of a 3’-nicked G-T mismatch. Interest-
ingly, with this method intermediate results of MMR activity and
complementation were identified in some individuals, suggesting
variant hypomorphic nature.® The analysis of hs-MSI in these
cases would be of particular interest.

In contrast to the absence of significant instability seen in LS
samples using the hs-MSI approach, previous works described
low-level MSI in blood samples by small-pool PCR" and clone
analysis."* Although those markers were included in our custom
panel design, none of them could be analysed due to insufficient
coverage, with the exception of D2S123, which did not show
instability in LS samples (online supplementary table S5). To
improve the sensitivity of MSI assessment, the use of probes with
double unique molecular identifiers tagging double-strands®
may potentially reduce the error rate and increase the sensitivity
in MSI detection.

In conclusion, the high performance of the hs-MSI approach
in detecting MSI in non-neoplastic tissue from patients with
CMMRD is a valuable diagnostic tool which has potential in
pretest selection of healthy paediatric patients, as well as in
discrimination between CMMRD and other clinically related
syndromes. Further evaluation in larger prospective series,
including other target tissues and different disease progression
stages, is needed to validate the hs-MSI approach in CMMRD
diagnostic routine.
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SUPPLEMENTARY METHODS

ASSESSMENT OF THE ANALYTICAL SENSITIVITY OF SNV AND MSI DETECTION BY USING A
MOLECULAR BARCODING BASED NGS APPROACH

Cell lines

A HCT15 cell line was cultured in RPMI 1640 medium, whereas RKO and SW480 lines were
cultured in DMEM, both supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (Thermo Fisher Scientific,
USA) and 1% PenStrep (100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin; Thermo Fisher
Scientific), maintained in humidified 37°C 5% CO; incubators. Genomic DNA was extracted using
the Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA) according to
manufacturer’s instructions. DNA quality was assessed using a Nanondrop ND 1000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) and agarose gel electrophoresis. Extracted DNA
was quantified by Qubit Flurometer with the dsDNA BR Assay (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

ClearSeq Cancer HS panel

The ClearSeq Cancer HS panel (Agilent Technologies, USA) was used to assess the analytical
sensitivity of single nucleotide variants (SNV) and microsatellite instability (MSI) detection. It is
a 79.5 kbp commercial panel targeting COSMIC hotspots in 47 genes. The panel utilizes
HaloPlexHS, an amplicon-based target enrichment method designed to detect low-frequency
allelic variants by the addition of a degenerate 10-nucleotide-long molecular barcode index to
the captured DNA fragments.

Sequencing libraries were prepared by using serial dilutions (100%, 50%, 10%, 2%, 0.4%, 0%) of
DNA extracted from the microsatellite unstable cell lines (RKO or HCT15) in DNA extracted from
the microsatellite-stable SW480 cell line. Library preparation of the target regions in the cell line
DNA mixtures was performed using HaloPlex HS Target Enrichment kit (Agilent Technologies,
USA), according to the HaloPlex HS Target Enrichment System For Illumina Sequencing Protocol
(Version CO, December 2015). Library pools were prepared with four samples for a final
concentration of 4 nM. Pools were quantified by TapeStation (Agilent Technologies, USA),
denatured, and sequenced on the lllumina MiSeq sequencer using the 150 bp paired-end
sequencing protocol using 15 pM seeding concentration and 10% PhiX spike-in with v3 cartridges
and 10 pM seeding concentration and 10% PhiX spike-in with v2 cartridges.

Bioinformatic pipeline and estimated limit of detection
Alignment (SureCall pipeline): Pair-ended sequence reads in FASTQ files from Illumina MiSeq

were initially processed with Agilent software Surecall v3.5. Afterward, the reads were aligned
to the hgl9 human reference genome (February 2009 assembly) using the default parameters
of bwa-mem. SureCall performs the molecular barcode analysis and the deduplication process.

SNV Calling (SureCall pipeline): The SNPPET algorithm uses sorted BAM files to perform the SNV
calling. Variants were filtered for quality differences between alternate and reference alleles,

proximity to 3’ ends, and other quality filters. The parameters were set to detect low frequency
variants while minimizing false positives.
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SNV and microsatellite (MS) indel calling (custom pipeline): Consensus reads generated from 1

to 3 original reads per molecular barcode were filtered out from the sorted BAM file. Sample-
level, fully local indel realignment was performed using the Genome Analysis Toolkit- 3.7.0
(GATK). In a first step we created the intervals to be realigned with the “RealignerTargetCreator”
tool using as input the sample BAM file, the reference genome and a gold standard for known
indels (Mills_and_1000G_gold_standard.indels.b37.sites.vcf). In a second step the reads are
realigned over the intervals created in the previous step using the “IndelRealigner tool”. In both
cases, the default parameters were used. After filtering and realigning, SAMtools version 1.3.1
“mpileup” command generated mpileup files for each of the final BAM files.

SNV (substitutions) were called using VarScan2 version 2.4.3 (http://varscan.sourceforge.net)[1]
“mpileup2snp” command. We set the minimum variant frequency to 0.001, the minimum read
depth to make a call to 30, and the minimum number of reads supporting the variant to 3. The
variants identified by VarScan2 were further filtered using the “fpfilter” tool, a false positive
filter included in the variant caller software, for different quality and position parameters. Only
variants in target regions were annotated.

Twelve and 9 unique SNVs respectively, not present in SW480 cell line, were called in HCT15 and
RKO cell lines. One out of the 12 SNV in 100% HCT15 was only detected by VarScan2 at a low
frequency. The frequencies of identified SNVs decreased proportionally to the factor of dilution
(Table S8). The limit of detection was established at 0.004 since possible false variants, only
present in one point of the series, were detected at very low frequencies (0.001-0.003) (data
not shown). Taking into account the two replicas performed with DNA mixtures from HCT15 and
SW480, all variants were detected at a frequency below 0.01 (Table S9).

The MSIseq package in R was used to locate MS (only mononucleotide repeat (MNR) type)
greater than 5 bp across all sequences included in the panel. This analysis revealed 499 MNRs of
a maximum length of 18 bp mostly located in low-covered regions that were further analyzed
for MSI. MNR indel calling was performed following a previously described approach.[2]
Absolute frequencies for each allele of the MNR were calculated using a custom R script. Seven
unstable or polymorphic microsatellites loci fulfilling previous criteria were identified in DNA
mixtures from HCT15 and SW480 DNA cell lines (Figure S8A) that were validated by DNA
fragment analysis and fluorescent capillary electrophoresis (Figure S8B). Stutter peaks caused
by polymerase slippage during PCR or sequencing errors were observed in electropherograms
but they were not always present in the analysis by Haloplex NGS, which demonstrated higher
specificity. Although some unstable alleles were detected at a very low frequency (below 0.01),
the limit of detection needed to be established independently for each microsatellite.
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ASSESSMENT OF MICROSATELLITE INSTABILITY AT HIGH SENSITIVITY (hs-MSI) BY USING A
CUSTOM PANEL

Custom NGS panel design and sequencing

Two hundred seventy-seven microsatellite targets (91% MNRs) were included in the custom
panel. Selected microsatellite target regions included: 1) MS markers frequently mutated in MSI-
H tumors: MNR with increased mutation frequency in MSI-H colorectal cancer, gastric cancer,
endometrial cancer and colon cell culture tumors according to SelTarbase (http://seltarbase.org,
release 201307)[3], and additional microsatellites that were present in >15% of MSI-H CRC by
whole-exome sequencing[4]; 2) MS markers from MSI diagnostic panels: microsatellite loci from
the Bethesda panel and Promega MSI Analysis System version 1.2[5], 59 MNR sites included in
the reported MSI-detection panel by Zhao et al.[6], and MT1X (T)20[6]; 3) MS within antigen
presentation genes according to SelTarbase; 4) Additional published MS targets of interest.[7, 8,
9, 10]

The custom panel was designed for the HaloPlex HS target enrichment using SureDesign
(Agilent, Santa Clara, v4.0.0.18). Target regions included 50bp flanking regions around the
microsatellite. Only probes for “on-target” amplicons that covered the entire microsatellite
region with 10bp flanks were considered. Microsatellite target regions not covered by more than
one “on-target” amplicon were excluded. Library pools were prepared with 26 samples for a
final concentration of 25 nM. Pools were quantified by TapeStation (Agilent Technologies, USA),
denatured, and sequenced at high depth (20.000x) on an Illumina HiSeq2500 sequencer using
the 150 bp paired-end sequencing protocol, 9.5 pM seeding concentration and 25% PhiX spike-
in. After deduplication process, the mean depth (+SD) was 1312 + 447 reads/marker/sample.

Optimization of the bioinformatics pipeline for microsatellite indel calling

The bioinformatics pipeline described above for microsatellite indel calling was further
optimized. After SureCall alignment, all reads that did not cover completely the microsatellite
were filtered out from the BAM file using SAMtools prior to indel calling. The PCR and
sequencing error and/or basal instability for each MS locus was assessed in 22 healthy control
blood DNA samples. The minimum read depth for each microsatellite loci was set to 100 and no
minimum of reads supporting indels was established in order to capture all PCR and sequencing
errors. Only microsatellites with valid data in at least 5 out of 22 control samples (256 out of
277) were considered. Six MS were additionally excluded because the wildtype allele in controls
did not match the reference genome. Mean frequencies plus 3 SD were calculated for each
microsatellite allele, including the wildtype, and they were used as reference values for case
sample analysis.

In order to increase the sensitivity in MSI assessment, 231 out of 256 MS, truly monomorphic in
the baseline (with a mean frequency of wildtype allele above 0.94) were selected. Among them,
186 markers (93% MNR 5-14bp of lenght) were previously reported as frequently mutated in
MSI-H tumors.[3, 4]

Indel calling in case samples was performed by using the pipeline described above for the
analysis of baseline control samples with minor modifications to add more restrictive
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parameters: the minimum frequency was set to 0.004 (since we had previously established this
limit of detection for SNV), and the minimum number of reads supporting the indel was set to
3.

MSI classification system

To assess the hs-MSI status in each microsatellite locus, the instability level, corresponding to
the sum of the frequencies of all allele lengths different from the wildtype (mutational load
method), was calculated as (1 — wildtype allele frequency). This value was compared with the
reference value (1 — mean wildtype frequency in baseline). Whenever the instability level
exceeded the mean value in baseline plus 3 SD and the highest value among the individual
samples of the baseline the MS was considered unstable.

As an alternative, the individual allele method was evaluated. Here the frequencies of each
alternative microsatellite allele length (instead of the sum of them) were compared against their
respective length frequency in the baseline. If at least one of the individual allele length
frequencies in a case sample exceeded the baseline mean frequency plus 3 SD and the highest
value among the individual samples of the baseline, then the MS was considered unstable.

For both methods, an hs-MSI score was calculated per case sample, representing the percentage
of unstable microsatellites out of the total number of valid microsatellite markers (minimum
read depth of 100 per microsatellite locus). A threshold for identifying MSI status
(positive/negative) in case samples was set to the mean hs-MSlI score of the 15 healthy controls
included in the training set plus 3 SD.

Hs-MSI score median was compared between different training set groups using a Wilcoxon
Rank Sum Test and according to germline affected gene using a Kruskal-Wallis test followed by
a Dunn’s multiple pairwise comparisons test (Bonferroni correction). MSI score association with
age at blood sampling and age at onset was analyzed using the Spearman's correlation
coefficient (rho, rs). All the analyses were performed in R software (http://www.R-project.org).

ANALYSIS OF DINUCLEOTIDE REPEATS

Germline MSI (gMSI) analysis

Germline microsatellite instability (gMSI) analysis was performed as described in Ingham et al.
2013[9] in training cohort CMMRD and 22 baseline control blood samples. PCR amplification of
the dinucleotide microsatellites D175791, D25123, and D175250 was performed. PCR products
were analyzed on an Applied Biosystems 3130XL Genetic Analyzer using GeneMapper software
(Applied Biosystems, Forster City, California, USA). The gMSI ratios were determined by dividing
the height of an allele’s trailing “stutter” peak (n+1) by the height of the allele’s major peak
(n). A gMSI ratio threshold was chosen for each microsatellite that ensured a high specificity
and sensitivity.[9] On the basis of the sensitivity and specificity data, elevated gMSI ratios were
defined as follows: >0.060 for D25123 (mean + 4 SDs), >0.069 for D175250 (mean + 4 SDs)
and >0.117 for D175791 (mean + 3 SDs). In CMMRD samples, observed gMSI ratio minus the
marker-specific threshold was calculated; positive values represented ratios above the
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threshold. If two or more markers were above the threshold, the sample was classified as gMSI
positive.

Analysis of dinucleotide repeats from NGS data

Analysis of dinucleotide D25123 was carried out by read counting in IGV v.2.4.10 platform using
hgl19 reference genome. The zygosity of each marker was previously determined in the gMSI
analysis (see above). The level of instability was calculated as the percentage of the sum of reads
of all allele lengths different from the wild-type, divided by the wildtype reads x 100. The
instability threshold value for D25123 was defined as >8.23 (mean + 3 SDs).

CLONALITY TESTING OF BLOOD SAMPLES FROM CMMRD PATIENTS

Presence of lymphoproliferative clones in CMMRD patients’ blood samples was evaluated using
standard BIOMED-2 assay.[11] Briefly, clonally rearranged immunoglobulin and T-cell receptor
genes were assayed by multiplex PCR with fluorescence primer sets for IGH VH-JH, IGH DH-JH,
IGK, IGL, TCRB, TCRG, and TCRD rearrangements and size-resolved by capillary electrophoresis.
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Supplementary material

J Med Genet

Supplemental Figure S1. Characterization of the 277 microsatellites included in the hs-MSI panel. A)
Distribution of microsatellite markers by type. MNR, mononucleotide repeat; DNR, dinucleotide repeat; TNR,
trinucleotide repeat. B) Localization of the included microsatellite markers. C) Length of the included
microsatellite markers.
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Supplemental Figure S2. Flowchart of analysis procedure.
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Supplemental Figure S3. MSI score in tumor DNA samples and blood DNA samples included in the training
cohort. A) The set of monomorphic markers selected as frequently mutated in MSI-H tumors (n=186) analyzed
by using the mutational load analysis method. B) The set of monomorphic markers selected as frequently
mutated in MSI-H tumors (n=186) analyzed by using the single allele analysis method. C) The whole set of
monomorphic markers (n=231) analyzed by using the mutational load analysis method. D) The whole set of
monomorphic markers (n=231) analyzed by using the single allele analysis method. Dashed gray line indicates
the threshold for hs-MSI detection in blood samples.
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Supplemental Figure S4. MSI score in blood samples from healthy controls plotted against age at blood
sampling. No correlation was observed (dashed line).
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Supplemental Figure S5. Characterization of the MSI levels in blood samples from Lynch syndrome
individuals. A) MSI score plotted against the germline mutated MMR gene. B) MSI score plotted against cancer
diagnosis before blood sampling. Lynch patients are divided into individuals not affected with cancer or cancer
affected. C) MSI score plotted against individual age at blood sampling. No correlation was observed (dashed
line). D) MSI score plotted against individual age of cancer onset. No correlation was observed (dashed line).
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Supplemental Figure S6. MSI score in blood DNA samples from polymerase proofreading-associated polyposis
(PPAP), Li-Fraumeni and neurofibromatosis type 1 (NF1) patients, early-onset Lynch syndrome (LS) patients
and cases with a suspected diagnosis of CMMRD. Dashed line indicates the threshold for hs-MSI detection.
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Supplemental Figure S7. Correlation of MSI scores between Gallon et al., 2019 and the current study in
shared samples. Diamonds represent samples from CMMRD patients; circles, negative controls. Dashed blue
and orange lines indicate the thresholds for MSI detection stablished in each study. Correlation between MSI
scores was observed (p<0.0001, R?=0.91) (dashed grey line).
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Supplemental Figure S8. Unstable or polymorphic microsatellite markers obtained from sequencing the
ClearSeq Cancer HS target regions in serial dilutions of HCT15 and SW480 DNA. A) Allele frequencies of the
identified seven unstable or polymorphic microsatellites loci: PTEN (chr10:89720634) 15A, WT1
(chr11:32413476) 7T, NPM1 (chr5:170837514) 13T, ERBB4 (chr2:212289143) 12A, ERBB4 (chr2:212530143) 5T,
ERBB4 (chr2:212578380) 14A, JAK2 (chr9:5073682) 10T. DNA mixtures refer to serial dilutions (100%, 50%,
10%, 2%, 0.4%, 0%) of DNA extracted from HCT15 and SW480 cell lines. Two independent replicas were
performed (batch 1 and batch 2). Each color represents a frequency range from 0 (light yellow) to 1 (orange).
The symbol (*) represents points of the series that did not reach a minimum coverage of 30. B) Results obtained
in the analysis of markers ERBB4_1 12A (chr2:212289143) (B.1), in blue, and WT1_1 7A (chr11:32413476) (B.2),
in red. Tables show frequencies and number of reads obtained for each of the microsatellite alleles in all points
of the series. Alleles were validated by DNA fragment analysis and electropherograms are shown. Stutter peaks
observed in electropherograms are not present the analysis by NGS, which demonstrated higher sensitivity.
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1. Evaluacién de la patogenicidad de las variantes MMR

1.1 Reclasificacion de variantes en genes reparadores mediante su

caracterizacion exhaustiva

En esta tesis doctoral se ha evaluado la patogenicidad de un total de 19 variantes en
genes reparadores de 28 familias con sospecha de SL: 2 en MLH1, 2 en PMS2,12 en MSH2 y
3 en MSH6 (Tabla 11) (Gonzalez-Acosta et al., 2017 — Articulo 1 y publicaciones adicionales
en Anexo 1: Pineda, Gonzalez-Acosta et al., 2014; Vargas-Parra et al., 2017; Damaso et al.,

en preparacion).

1.1.1 Estrategias de evaluacién de la patogenicidad de las variantes

Como se ha mencionado en la Introduccidn, para determinar la patogenicidad de
una variante es necesario integrar multiples lineas de evidencias, tanto cualitativas como
cuantitativas. Con el objetivo de estudiar de forma exhaustiva las 19 variantes identificadas
en genes MMR, en esta tesis doctoral se ha aplicado una combinaciéon de estudios
funcionales a nivel de RNA y proteina, predicciones in silico y calculo multifactorial de

probabilidad.

Estudios a nivel de RNA

Una importante proporcion de las variantes deletéreas identificadas en los genes
MMR son variantes que afectan la expresidon del RNA mensajero. Esto puede ser debido a la
alteracion de su expresion debido a variantes en el promotor, o bien afectando la estabilidad
del transcrito o su maduracién, que conducird a la alteracion del patron normal de splicing
y generard, en consecuencia, transcritos aberrantes no funcionales (Baralle et al., 2009;

Hinrichsen et al., 2015; Thompson et al., 2015; Thompson et al., 2014).
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Aunque existen multitud de ensayos dirigidos al estudio del impacto de una variante
en RNA, la mayoria de laboratorios siguen la estrategia convencional de RT-PCR (del inglés
“Reverse Transcription PCR”) y secuenciacién (Spurdle et al., 2008; Thompson et al., 2014).
Esta estrategia permite estudiar un amplio nimero de variantes de splicing gracias a la
secuenciacién del producto de PCR y, si se combina otras técnicas, también permite
determinar si existe expresidén alélica diferencial o ASE del transcrito con la variante
(Thompson et al., 2014; Tricarico et al., 2017). Alternativamente, las variantes de splicing
también se pueden estudiar mediante ensayos in vitro mediante minigenes. Estos ensayos
consisten en clonar dentro de un vector el DNA gendmico del paciente, o un DNA control
con la variante de interés creada mediante mutagénesis dirigida, y después transfectarlo de
forma transitoria en una linea celular para posteriormente extraer el RNA y analizarlo
mediante RT-PCR y secuenciacion (Gaildrat et al., 2010; Tournier et al., 2008). Los ensayos
con minigenes son especialmente utiles cuando no se dispone de RNA del paciente y han
demostrado tener una buena correlacién con los resultados obtenidos a partir RT-PCRs que

si utilizan RNA del paciente (van der Klift et al., 2015).

En esta tesis doctoral hemos seguido una estrategia de RT-PCR utilizando RNA del
paciente para estudiar el efecto de las variantes sobre el splicing y la expresion del transcrito.
Sin embargo, existen multitud de variaciones técnicas para realizar estos ensayos. Por un
lado, se puede analizar mediante RT-PCR el RNA extraido de sangre fresca del paciente,
cultivar previamente los linfocitos durante 3-5 dias (como en nuestro caso), o cultivar
durante periodos largos lineas linfoblastoides establecidas a partir de linfocitos (Houdayer
et al.,, 2012; Thompson et al., 2015; Whiley et al., 2014). Cultivar los linfocitos permite
obtener una mayor cantidad de RNA y ofrece la posibilidad de inhibir el sistema NMD.
Nosotros recomendamos su utilizaciéon siempre que sea posible para incrementar la
sensibilidad de la deteccidn de transcritos aberrantes, sobre todo si la visualizacidén de los
productos de PCR se hace a través de geles de agarosa, mucho menos sensibles que la
electroforesis capilar, por ejemplo (Borras et al., 2012; Borras et al., 2013; Whiley et al.,

2014; Wimmer & Wernstedt, 2014).
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Otra fuente de variaciones en el protocolo de estudio del splicing de una variante es
el disefio de la RT-PCR. Como recomiendan varios estudios, nosotros hemos utilizado la
SuperScript Il reverse transcriptase para la generacién del cDNA, ya que presenta una buena
eficiencia para la copia de transcritos largos, y hemos incluido el andlisis en paralelo de 3 a
5 muestras de individuos control para poder distinguir los transcritos fruto del splicing
alternativo, y que se dan de forma natural en las células (Thompson et al., 2015; Whiley et
al., 2014). Por otro lado, conocer la secuencia del gen que se va a analizar, los transcritos
alternativos, asi como la posible presencia de pseudogenes, es esencial para disefiar
correctamente los primers de amplificacidn, ya que un mal disefio puede llevar a la
amplificacidn sesgada de ciertos transcritos y falsear los resultados. Una de las principales
limitaciones de las RT-PCRs convencionales es que analizan los transcritos de RNA mediante
amplicones cortos, por lo que eventos que afectan a exones diferentes del que contiene la
variante son dificiles de observar. Las estrategias de long-range PCR, que se basan en la
obtencidn de amplicones largos que cubren varios exones del gen, resuelven este posible
problema (de Jong et al., 2017; Duraturo et al., 2013; Guarinos et al., 2010; Monika Morak
et al.,, 2019; Plaschke et al., 2003; van der Klift et al., 2015). En el caso de PMS2, es
recomendable realizar siempre esta estrategia para evitar la amplificacion de pseudogenes
(Blount & Prakash, 2018; Borras et al., 2013; Brea-Fernandez et al., 2014; Ganster et al.,
2010; van der Klift et al., 2016). Uno de los disefios mas utilizados es la generacién dos
amplicones grandes, solapantes entre ellos, que cubren toda la extension del gen. Para
evitar la amplificacidn de los pseudogenes, los primers para la amplificacién se encuentran
localizados en regiones que no se encuentran en el pseudogen, como por ejemplo el exén
10, y que tampoco tienen polimorfismos conocidos (Clendenning et al., 2006; Wimmer &
Wernstedt, 2014). En esta tesis se ha seguido esta estrategia para el andlisis del gen PMS2,

pero no para los otros genes MMR.
Por ultimo, los estudios de ASE son una herramienta efectiva para detectar las

diferencias de expresidn entre el transcrito con la variante y el wild-type. Estos ensayos se

basan en la cuantificacion relativa de los dos alelos del RNA mensajero gracias a la extension
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de un Unico nucledtido en la posicion donde se encuentra la variante o, en caso de que no
se haya encontrado variante causal o para variantes intrénicas, un polimorfismo exdnico en
heterocigosis (Damaso et al., 2018). El ASE se puede determinar por diferentes técnicas,
como la pirosecuenciacion (Kwok et al., 2010), extensién del primer y desnaturalizacién en
cromatografia liquida de alta eficacia (Aceto et al., 2009), o secuenciacidn de la reaccién de
extension del nucleétido (SNuPE, del inglés “Single NUcleotide Primer Extension”)
(Castellsague et al., 2010; Tricarico et al., 2017), entre otros. En esta tesis doctoral hemos
utilizado la metodologia de SNUPE ya que tiene una complejidad técnica baja y una elevada
sensibilidad (Borras et al., 2012; Borras et al., 2013; Castellsague et al., 2010; Damaso et al.,

2018).

Estudios a nivel de proteina

Como se ha comentado en la Introduccidn de esta tesis, existe una amplia variedad
de ensayos funcionales que se pueden realizar a nivel de proteina y cada uno de ellos evalua
el impacto de las variantes sobre un aspecto mole. Asi, se han desarrollado ensayos para
evaluar la actividad reparadora, la expresidn y estabilidad, la localizacion subcelular, la
interaccion con otras proteinas, la resistencia a agentes alquilantes y la union del ATP, entre
otros (Borras et al., 2013; Guerrette et al., 1998; Heinen & Rasmussen, 2012; Heinen et al.,
2002; Hinrichsen et al., 2013; Ollila et al., 2008; Rasmussen et al., 2012). Sin embargo,
alrededor del 75% de las variantes patogénicas reportadas se asocian a defectos en la
actividad reparadora o su impacto en la expresion y estabilidad de la proteina, mientras que
los defectos en la localizacidn subcelular y el resto de caracteristicas son menos frecuentes
(Hinrichsen et al., 2015). Por este motivo, los actuales algoritmos para interpretar las
variantes a nivel funcional recomiendan testar primero la proteina a nivel de actividad
reparadoray expresiony, sélo cuando no se ha detectado defecto en estos aspectos, realizar
ensayos complementarios (Couch et al.,, 2008; Hinrichsen et al., 2015; Pefia-Diaz &

Rasmussen, 2016; Thompson et al., 2014).
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En esta tesis doctoral se han realizado estudios funcionales de proteina a nivel de
actividad reparadora y de expresiéon utilizando ensayos basados en sistemas in vitro con
extractos celulares de proteinas humanas. Aunque estos tests se pueden realizar sobre
levadura o células de mamifero, se recomiendan los ensayos con extractos celulares porque
éstos permiten evaluar todo tipo de variantes independientemente de su grado de
conservacién evolutiva y recrean las condiciones genéticas y fisioldgicas que se dan en las

células in vivo (Pefia-Diaz & Rasmussen, 2016; Richards et al., 2015; Thompson et al., 2014)

Los métodos para testar la actividad reparadora se discutirdn en el apartado 1.2 de
esta discusion. En cuanto a la expresién de la proteina, ésta se ha evaluado mediante la
técnica de Western Blot y se han utilizado los mismos extractos celulares de proteinas
humanas que en paralelo se han testado para la actividad reparadora. Los extractos se han
conseguido mediante transfeccion transitoria de la proteina humana de interés en una linea
celular humana deficiente en el gen MMR correspondiente. Si bien esta metodologia
presenta una baja complejidad técnica, deben tenerse en cuenta algunas consideraciones.
Ciertas lineas no se transfectan de forma eficiente y la propia naturaleza del método implica
gue, en ocasiones, exista cierta heterogeneidad en los niveles de las proteinas exdgenas
expresadas, por lo que es importante asegurar una buena y homogénea eficiencia de
transfeccion (Heinen & Rasmussen, 2012; Thompson et al., 2014). Por otro lado, este ensayo
mide la expresién relativa de la proteina con la variante en relacién a los niveles de expresion
de la proteina wildt-type, asi que es importante afiadir en un mismo experimento varias
réplicas del extracto con la proteina wild-type asi como utilizar un control de carga
(Thompson et al., 2014). Del mismo modo, dada la variabilidad de la técnica de Western-

Blot, se recomienda hacer siempre varias réplicas experimentales.

Predicciones in silico
Actualmente existe una gran variedad de predictores in silico del efecto de las
variantes sobre el RNA y la proteina, pero se ha demostrado que su sensibilidad y

especificidad es moderada, de modo que se recomienda utilizarlos como apoyo a otras
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evidencias para la clasificacion de variantes, siempre y cuando se utilicen varios predictores
y los resultados sean concordantes entre ellos (Choi et al., 2012; Moles-Fernandez et al.,
2018; Richards et al., 2015; Thompson et al., 2014; Thusberg et al., 2011). Asimismo, las
predicciones in silico también pueden utilizarse para priorizar qué ensayos funcionales
realizar (Couch et al., 2008; Pefia-Diaz & Rasmussen, 2016) o incluirse en los célculos
multifactoriales (Thompson, Goldgar, et al.,, 2013; Thompson, Greenblatt, et al., 2013;
Thompson et al., 2014). Las normas de InSIGHT para la clasificacion de variantes en genes
MMR contemplan la utilizacién de las predicciones in silico en el calculo multifactorial de
probabilidad y para apoyar los resulados de los ensayos funcionales de RNA que se han
realizado sobre RNA extraido de una muestra bioldgica del paciente. De este modo, si una
variante ha demostrado generar un splicing aberrante en este tipo de muestray el resultado
estarespaldado por varios predictores, la variante puede clasificarse como patogénica (Clase

5) (Thompson et al, 2014) (2018-06_InSiGHT _VIC v2.4 https://www.insight-

group.org/criteria/). De forma mas laxa, las guias ACMG-AMP también contemplan las

predicciones in silico como un criterio secundario que se puede sumar a otras evidencias

para clasificar las variantes (Richards et al., 2015).

Calculo multifactorial de probabilidad

Las evidencias cualitativas, como por ejemplo la cosegregacion de la variante con la
enfermedad o la presencia de MSI en los tumores, se pueden calibrar como razones de
verosimilitud, o LR, para incorporarse a algoritmos multifactoriales Bayesianos y, asi,
obtener una probabilidad posterior de patogenicidad. El andlisis multifactorial presenta la
ventaja, por lo tanto, de proporcionar estimaciones cuantitativas de la patogenicidad de una
variante, lo que permite clasificarla de forma mas reproducible.

El modelo multifactorial para los genes MMR que se ha utilizado en esta tesis
doctoral combina, concretamente, las LR de las predicciones in silico, la cosegregacion y las
caracteristicas del tumor (presencia de MSI) para calcular esta probabilidad posterior de

patogenicidad.
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Inicialmente, el sistema del calculo multifactorial fue desarrollado para los genes
BRCA1y BRCA2 (Goldgar et al., 2004; Lindor et al., 2012) y posteriormente fue modificado
para aplicarse a los genes MMR con algunas variaciones (Thompson, Greenblatt, et al., 2013).
Por ejemplo, el modelo para los genes MMR combina las predicciones in silico de los
programas MAPP y PolyPhen-2.1 para determinar las probabilidades a priori de
patogenicidad de las mutaciones missense, en vez de utilizar el algoritmo Align-GVGD como
se hace para BRCA1y BRCA2. Para las variantes intrdnicas, en cambio, el modelo MMR aplica
las mismas LR calculadas para BRCA1y BRCA2, ya que en su momento no se disponia de una
serie suficientemente grande para calibrar esta evidencia. Por otro lado, el modelo inicial
para variantes MMR tiene también en cuenta las evidencias de cosegregacién y la MSI y
BRAF como caracteristicas moleculares de los tumores, mientras que el modelo BRCA1 y
BRCA2 también incluye las LR derivadas de la co-ocurrencia en trans con otra variante

patogénica y la historia familiar y personal del paciente.

Con el tiempo, los modelos multifactoriales han evolucionado y, actualmente, el
modelo multifactorial para BRCA1 y BRCA2 también incluye los datos de la frecuencia
poblacional y los resultados funcionales a nivel de RNA y de proteina, aunque aun es
necesario validar estos resultados en una serie de variantes mas amplia para refinar los
limites de confianza (Parsons et al., 2019). Del mismo modo, recientemente también se han
calibrado los resultados del ensayo in vitro de actividad reparadora llamado CIMRA (del
inglés “Cell-free In vitro MMR Activity”), para incluirlo en el cdlculo multifactorial de

probabilidad para los genes MMR (Drost et al., 2018) (ver apartado 1.2.1y 1.2.3).

Como se ha indicado, el modelo multifactorial para los genes MMR solo incluye
como caracteristica tumoral la MSI y BRAF, pero no los datos de IHC. Esto se debe a que, en
su inicio, se decidié no incluir los datos de IHC de los tumores para evitar posibles
sobreestimaciones de la patogenicidad (Pastrello et al., 2011; Thompson, Goldgar, et al.,
2013). Como esta decision suponia una limitacion del modelo, se ha empezado a trabajar en

lainclusion de los datos de IHC. Asi, la calibracidon de las caracteristicas tumorales tendria en
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cuenta varios escenarios: sélo datos de IHC, sélo MSI o ambos si los resultados son
concordantes entre ellos. De darse esta ultima situacion, las LR de IHC y MSI no se sumarian,
sino que se combinarian para evitar sobreestimaciones (Tabla 12) (datos no publicados

facilitados por B. A. Thompson).

Tabla 12. Razones de verosimilitud o LR (Likelihood Ratios) calculadas para la pérdida o
conservacion de la expresion de la proteina MMR en el tumor, presencia o ausencia de MSI y
combinacién de ambas caracteristicas. Datos no publicados facilitados por B. A. Thompson.

Gen donde se |Resultados IHC Resultados MSI Concordancia entre IHC y MSI

localizala Pérdidade  Expresion MSI-H / MSI-L MSI-L/MSSy
jant .. MSI-H MSI-L MSS L.

variante expresion conservada y pérdida IHC IHC conservada

MLH1 5,02 0,19 4,07 0,13 0,03 5,32 0,03

MSH2 25,2 0,07 3,9 0,14 0,07 39,7 0,08

MSH6 5,48 0,38 4,19 0,26 0,18 7,13 0,26

Tanto la calibracién del ensayo funcional CIMRA como la de los datos de IHC
suponen una mejora substancial del modelo multifactorial para los genes MMR. No obstante,
este modelo aun presenta limitaciones a tener en cuenta, principalmente derivadas de
algunas asunciones que hace. Por ejemplo, debido a que la probabilidad a priori se basa en
el efecto en proteina, ciertas mutaciones de splicing pueden presentar probabilidades de
patogenicidad a priori muy bajas que dificultard su clasificacion mediante este calculo
(Lindor et al., 2012; Thompson, Goldgar, et al., 2013; Thompson et al., 2014). Por este motivo,
recomendamos recopilar la maxima informacién disponible sobre la variante y los individuos
portadores, asi como evaluar multiples evidencias, para generar una clasificacion robusta de

las variantes.

1.1.2 Sistemas de clasificacidon de las variantes
Tras un analisis exhaustivo las variantes estudiadas en esta tesis doctoral se han
clasificado aplicando las guias elaboradas por el InSIGHT (2018-06 InSiGHT_VIC v2.4

https://www.insight-group.org/criteria/). En estas guias se indica cédmo aplicar cada

evidencia y qué criterios ha de cumplir una variante para entrar en cada categoria de
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clasificacién. Ademas, al tratarse de unas guias especificas para genes MMR, también recoge
los resultados del cdlculo multifactorial de probabilidad para el modelo MMR e indica, para
cada categoria de clasificacién, la probabilidad posterior de patogenicidad. Ademas,
también incluye cdmo interpretar los resultados de los ensayos funcionales para variantes

MMR (Thompson et al., 2014).

A pesar de su especificidad, las guias de InSIGHT son mds conservadoras a la hora de
asignar una clasificacién de patogenicidad o benignidad que las guias ACMG-AMP (Richards
et al., 2015), de caracter general para la clasificaciéon de variantes genéticas asociadas a
enfermedades mendelianas, tienen en cuenta evidencias similares que las guias de InSIGHT,
aungue no incluyen evidencias especificas asociadas a los genes MMR (caracteristicas de los
tumores, estudios funcionales especificos, calculo multifactorial...). A pesar de ello, debido
al uso extendido de las guias ACMG-AMP, el comité de interpretaciéon de variantes de
INSIGHT esta trabajando para adaptar las guias ACMG-AMP para la clasificacién de variantes
en genes MMR, como ya se ha hecho para otros genes como PTEN o CDH1 (K. Lee et al.,

2018; Mester et al., 2018).

Ademas, recientemente se ha publicado un estudio que escala los criterios para la
clasificacién de variantes de la guia ACMG-AMP y modela su combinacién para generar
probabilidades de patogenicidad y asi poder aplicar estas reglas dentro de un modelo
Bayesiano (Tavtigian et al., 2018). Esta transformacion de los criterios ACMG-AMP, antes
cualitativos, permite una clasificacidn cuantitativa de las variantes y brinda la oportunidad
de refinar los criterios de clasificacién y combinar tanto los que son a favor como en contra
de la patogenicidad para obtener una probabilidad final de patogenicidad. Ademas, abre la

puerta a combinarse con los otros cdlculos multifactoriales ya existentes.

1.1.3 Rendimiento de la caracterizacion exhaustiva
En el Programa de Cancer Hereditario del Instituto Catalan de Oncologia, los

estudios de reclasificacion de variantes en genes MMR comenzaron en 2008 con la
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identificacion de 2 variantes recurrentes en MLH1, que resultaron ser mutaciones
fundadoras en la poblacién espafiola (Borras et al., 2010). Posteriormente, el andlisis de 15
VUS adicionales, 8 en MLH1, 6 en PMS2 y 1 en MSH2, permitid reclasificar 12 de ellas a
patogénicas o probablemente neutras (Borras et al., 2012; Borras et al., 2013; Menendez et
al., 2010). Actualmente, el nimero de VUS identificadas por la Unidad de Diagndstico del
Programa ha crecido considerablemente, sobre todo desde la implantacion de los paneles

NGS en el diagnéstico (Feliubadalé et al., 2019).

En la presente tesis se analizaron 19 variantes inicialmente clasificadas como VUS
(Clase 3) o probablemente patogénicas (Clase 4) (Tabla 11). Primero, se realizaron dos
trabajos que caracterizaban de forma exhaustiva 2 variantes en MLH1 y otras 2 en PMS2
(Gonzalez-Acosta et al., 2017 — Articulo 1; Pineda, Gonzalez-Acosta et al., 2014 — Anexo 1) v,
después, se decidié estudiar las VUS dentro del contexto de los pacientes con Sindrome
Lynch-Like (Vargas-Parra et al., 2017 — Anexo 1; Damaso et al., en preparacion — Anexo 1).
La serie de pacientes SLL estaba formada por 156 individuos con sospecha de SL debido a las
caracteristicas de sus tumores. Tras el analisis exhaustivo de estos individuos, se
identificaron 6 variantes probablemente patogénicas (Clase 4) en MSH2 y 19 VUS (Clase 3)
(2en MLH1,1en PMS2,9 en MSH2y 7 en MSH6). Una de las variantes de MSH6, la c.3226C>T
(p.Arg1076Cys), fue reclasificada a probablemente patogénica (Clase 4) por el InSIGHT al
inicio del estudio por lo que se desestimé realizar estudios adicionales. De las variantes
restantes, sélo se dispuso de material bioldgico y/o datos de cosegregacion de 15 de ellas

(12 en MSH2 y 3 en MSH6) que fueron el objetivo de esta tesis (Tabla 11).

Por lo tanto, de las 29 variantes MMR identificadas en los 4 trabajos anteriores y
susceptibles a estudio de reclasificacion, se pudieron analizar 19 (Gonzdalez-Acosta et al.,
2017 — Articulo 1; Pineda, Gonzalez-Acosta et al., 2014 — Anexo 1; Vargas-Parra et al., 2017
— Anexo 1y Damaso et al., en preparacién — Anexo 1). Mediante la integracién del calculo
multifactorial de patogenicidad (donde se incluye la informacion de los datos clinico-

patoldgicos y de cosegregacion) y el resultado de los estudios funcionales a nivel de RNA y
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proteina, 17 de las variantes se han reclasificado a patogénica (Clase 5) o neutra (Clase 1)

(Tabla 11), lo que nos da una tasa de reclasificacion de las variantes del 59% (17/29).

El calculo multifactorial de probabilidad permitié reclasificar el 68% (13/19) de las
variantes estudiadas (Tabla 11). Ademads, para dos de ellas, las variantes MLH1 ¢.121G>C
(p.Asp41His) y PMS2 c.2444C>T (p.Ser815Leu), los resultados de los estudios funcionales
realizados elucidaron el mecanismo de patogenicidad, ya que ambas variantes presentaron
una actividad reparadora deficiente. Por otro lado, la variante en MSH6 ¢.1618_1620del
(r.1618_1620del, r.1607_3172del; p.Leu540del, p.Ser536_Asp1058delinsAsn) presentd un
efecto deletéreo parcial sobre el RNA al producir transcrito wild-type y aberrante. No
obstante, como no se estudié la variante a nivel de proteina, no se puede descartar que la

patogenicidad se deba Unicamente al efecto en RNA.

Por otro lado, el 21% (4/19) de las variantes pudieron reclasificarse gracias a los
resultados de los estudios de RNA. Las variantes de MSH2 c.211G>C (r.195_211del,
p.Tyr66Serfs*10), c.1276G>A (r. r.1230_1277del, p.lled11_Gly426del), la duplicacion del
exon 8 (r.r.1277_1387dup, p.Val463Glufs*11) y la duplicacion del exén 11 (r.1662_1759dup,
p.Gly587Alafs*3) presentaron un splicing aberrante y se reclasificaron a mutaciones
patogénicas (Clase 5) debido a que generaban un transcrito aberrante con un coddén de
parada prematuro o una delecién dentro de un dominio funcional (Tabla 11) (Thompson et

al., 2014).

El 11% (2/19) restante de las variantes permanecié como VUS (Clase 3). No obstante,
aunque no han podido reclasificarse, las predicciones in silico y los resultados funcionales
obtenidos hasta la fecha para las variantes PMS2 c.2149G>A (p.Val717Met) y MSH2
c.1787A>G (p.Asn596Ser) sugieren su neutralidad (Tabla 11). La variante PMS2 c.2149G>A
presentd unos niveles de actividad reparadora y expresion de la proteina similares al wild-
type y tampoco presentd defectos a nivel de splicing del RNA. De forma similar, la variante

MSH2 c.1787A>G no presentd defectos a nivel de RNA y los programas in silico la predicen
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como neutra a nivel de proteina. Con todo, serian necesarias evidencias adicionales para

poder reclasificar estas variantes mediante las guias InSIGHT.

En conclusién, gracias al andlisis exhaustivo de las variantes, éstas se han podido
reclasificar en una proporcidn significativa, confirmando asi el SL en las familias portadoras
de las mutaciones patogénicas lo que mejora su manejo clinico. Nuestros resultados
confirman la importancia de acumular diferentes evidencias para garantizar la clasificacion
sélida de las variantes (Amendola et al., 2016; Thompson et al., 2014; Tricarico et al., 2017,
van der Klift et al., 2016; Zuntini et al., 2018). Basandonos en nuestras observaciones,
proponemos una modificacion del algoritmo propuesto en Borras et al., 2012 para el estudio
de las VUS en genes MMR (Borras et al., 2012) que incluye el calculo multifactorial de
probabilidad como paso a realizar en paralelo a los estudios funcionales debido a su buena
tasa de reclasificacién. En cuanto a los estudios funcionales, mantenemos la priorizacion en
base a las predicciones in silico, sobre todo por el buen rendimiento que presentan los
estudios de splicing al combinarse con las predicciones in silico (Houdayer et al., 2012;
Moles-Fernandez et al., 2018; Thompson et al., 2014) y recomendamos realizar primero el
ensayo in vitro de actividad reparadora junto al andlisis de la expresion de las proteinas, ya

gue ambos utilizan los mismos extractos celulares (Figura 17).
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VUs
|

Frecuencia poblacional > 1% ——— | Variante benigna

Calculo multifactorial PPP > 0,95 Patogénica (Clase 4/5)

de probabilidad PPP 0,949 - 0,05 VUS (Clase 3)
- Predicciones in silico PPP < 0,05 Benigna (Clase 1/2) Bredicciohes in silico
- Caracteristicas
tumorales (IHC / MSI) Estudios de proteina I Estudios de RNA

- Cosegregacion

Sin efecto Estudios de splicing
(a partir de muestra biolégica del paciente)
Deficiencia de ) + prediccién in silico / réplica independiente
reparacion y/o Ensayo de reparacion in vitro
expresién r (2 estudios independientes) l RNA aberrante
Funcién deficiente

Estudios expresion / estabilidad de la
proteina (p. ej. western blot)
(2 estudios independientes)

Funcién deficiente

Deficiente ) .
Sin efecto en la reparacion

Y la expresion

\ Estudios localizacién subcelular Noiconcluyente
T : Vus
(2 estudios independientes)

l Sin efecto

I Funcién proteica competente I

Figura 17. Algoritmo propuesto para el estudio de las VUS en genes MMR.

1.2 Validacion del ensayo in vitro de actividad reparadora

1.2.1 Tipos de ensayos in vitro de actividad reparadora con extractos celulares

Como se ha comentado anteriormente, en esta tesis doctoral se ha utilizado un
ensayo in vitro de actividad reparadora que estd basado en la utilizacién de extractos
celulares de proteinas humanas. La utilizacién de este tipo de sistema permite estudiar todo
tipo de variantes y recrea las condiciones genéticas y fisioldgicas que se dan en las células in

vivo humanas (Pefa-Diaz & Rasmussen, 2016).

Dentro de los ensayos in vitro de actividad reparadora con extractos celulares,
existen variaciones técnicas. Una de las mas importantes es a nivel de cdmo se obtiene la

proteina mutada que se analizara en el ensayo. Nosotros (Gonzalez-Acosta et al., en primera
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revision en J Mol Diagn - Articulo 2) hemos utilizado un sistema de transfeccién transitoria
en el que la proteina con la variante se clona en un plasmido de expresidn y se transfecta en
una linea celular humana deficiente en esa proteina, para luego purificar la proteina
expresada y utilizarla en el ensayo de reparacidn. Sin embargo, existen otras aproximaciones
qgue obtienen dicha proteina mediante expresién en células de insecto Sf9 por infeccidn con
baculovirus (Ollila et al., 2006; Raevaara et al., 2005), o mediante transcripcion y traduccidn
in vitro (Drost et al., 2013; Drost et al., 2018; Drost et al., 2010; Drost et al., 2012). Ambos
métodos permiten obtener grandes cantidades de proteina, pero los niveles de expresidn
de la proteina obtenidos no suelen correlacionar con los que se darian en las células
humanas, por lo que estos extractos de proteina no se pueden utilizar para testar después
los niveles de expresion (por ejemplo, mediante western blot), la interaccién con otras
proteinas o la localizacidn subcelular. De querer estudiar alguna de estas caracteristicas, sera
necesario producirla de nuevo mediante transfeccién transitoria en células humanas
(Raevaara et al., 2005). En comparacion con otros estudios, nuestra aproximacién permite
evaluar tanto la actividad reparadora como la expresion de la proteina utilizando los mismos
extractos proteicos obtenidos mediante transfeccion transitoria, y presenta la optimizacion
tanto de los reactivos utilizados como de las condiciones de reaccion y su validacién (Borras
et al., 2012; Borras et al., 2013; Hinrichsen et al., 2013; Plotz et al., 2006; Takahashi et al.,

2007). En la Tabla 13 se resumen las principales ventajas y limitaciones de cada enfoque.

Recientemente, se ha adaptado un ensayo in vitro de actividad reparadora parecido
al nuestro para la identificacion de individuos CMMRD (Shuen et al., 2019). En este ensayo,
en lugar de complementar extractos nucleares de una linea celular deficiente en reparacion
con extractos totales de una linea transfectada con la proteina de interés, se testan
directamente extractos proteicos de linfocitos inmortalizados derivados de pacientes con
sospecha de CMMRD y se mide su capacidad de reparacion. Después, si las células derivadas
de estos pacientes son incapaces de reparar el substrato con el apareamiento erréneo, se
complementan con la proteina wild-type MMR (generada por traduccién in vitro o por

transfeccion transitoria) en un nuevo ensayo de reparacion para asegurar que el defecto de
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reparacidon observado se debe realmente a la deficiencia MMR de estas células. Si la
capacidad de reparacién se restaura, se confirma la deficiencia MMR de las células y, en
consecuencia, la condicion CMMRD. Esta aproximacién ha demostrado tener una
sensibilidad y especificidad del 100% y se ha propuesto como herramienta diagndstica para
la preseleccién de este tipo de pacientes. Este punto se discutira en mas detalle en el

apartado 2.1.2 de esta Discusion.

Eventualmente, nuestro ensayo in vitro de actividad reparadora también podria
adaptarse para este uso, teniendo a su favor una validez analitica ya comprobada,
requerimiento indispensable para poder determinar la validez y utilidad clinica antes de
implementarlo en el diagndstico (Bossuyt, Reitsma, Bruns, Gatsonis, Glasziou, Irwig, Lijmer,
et al., 2003; Bossuyt, Reitsma, Bruns, Gatsonis, Glasziou, Irwig, Moher, et al., 2003; Burke,

2014).

Tabla 13. Principales ventajas y limitaciones de los ensayos in vitro de actividad reparadora con

extractos celulares actualmente utilizados.

Ensayos in vitro de
actividad reparadora
(estudio actual)

Ensayo in vitro de
actividad reparadora
(Takahashi, Shimodaira etal.
2007; Borras, Pineda etal. 2012y
2013; Hinrichsen, Brieger et al.
2013)

Ensayo in vitro de

actividad reparadora
(Raevaara, Korhonen et al. 2005)

Ensayo in vitro de
actividad reparadora

(CIMRA)
(Drost, Zonneveld etal. 2010 y
2012; Drost, Tiersma et al. 2018)

Protocolos estandarizados

El mismo extracto proteico

El sistema de expresién en
Baculovirus permite producir

Cuantificacién de la
eficiencia de reparacién
mediante un método
altamente sensible

Resultados del ensayo

Ventajas Variabilidad analitica y se puede utilizar para . CIMRA en combinacién con
o K . grandes cantidades de o o
reproducibilidad testada analizar la expresion proteina las predicciones in silico se
han calibrado para su
El mismo extracto proteico |nteg.raC|on'en el calculo
- multifactorial de
se puede utilizar para .
analizar la expresion probabilidad
Resultados no calibrados Resultados no calibrados El mismo extracto proteico
para el calculo multifactorial [para el célculo multifactorial |no se puede utilizar para
de probabilidad de probabilidad analizar la expresion
Resultados no calibrados El mismo extracto proteico
Limitaciones para el célculo multifactorial [no se puede utilizar para

No se han establecido
puntos de corte para la
patogenicidad de las

No se han establecido
puntos de corte para la
patogenicidad de las

de probabilidad

No se han establecido
puntos de corte para la
patogenicidad de las

analizar la expresion
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1.2.2 Interpretacion de los resultados del ensayo in vitro de actividad reparadora

En nuestro trabajo hemos utilizado las variantes ampliamente caracterizadas
p.lle219Val (neutra) y p.Gly67Arg (patogénica) como variantes control del ensayo vy, para
interpretar los porcentajes de reparacion obtenidos en cada variante, hemos utilizado unos
puntos de corte conservadores de <35% para la deficiencia de reparaciéon y >64% para la
capacidad de reparacién, como sugiere el InSIGHT tras recopilar datos funcionales de
decenas de variantes analizadas mediante diferentes aproximaciones (Thompson et al.,

2014).

Como se esperaba, la variante deficiente en actividad reparadora p.Thr82Ala ha
presentado unos niveles de actividad similares a los del control deficiente claramente por
debajo del 35% de actividad reparadora (3,2% * 5,5), mientras que la variante neutra
p.Val716Met ha presentado unos niveles similares al control de reparacién por encima del
64% de actividad (79,3% + 9,4). En cuanto a las variantes p.Ala681Thr y p.Leu622His, ambas
clasificadas como patogénicas mediante el calculo multifactorial de probabilidad y con
niveles de reparacion no concluyentes segun lo reportado previamente en la literatura, la
variante p.Ala681Thr ha presentado una actividad reparadora intermedia (54,9% % 17,6)
mientras que la variante p.Leu622His ha mostrado unos niveles de reparacion por debajo

del 35% y similares al control deficiente (19,5% + 15,5).

Estudios previos al nuestro han utilizado otros criterios para interpretar los
porcentajes de reparacidn obtenidos; sin embargo, todos ellos se basan en la comparacién
con variantes control. Por ejemplo, Takahashi y colaboradores decidieron utilizar el valor de
reparaciéon obtenido en la variante neutra p.lle219Val, aproximadamente del 60% en su
ensayo de actividad reparadora, como umbral para la capacidad de reparacion, ya que los
otras variantes neutras que estudiaron en su trabajo superaban este valor (Takahashi et al.,
2007). Drost y colaboradores, en cambio, propusieron utilizar el valor medio de reparacion
obtenido en los controles deficientes como punto de corte para determinar si la variante

conservaba la actividad reparadora, es decir, si ésta presentaba unos niveles de reparacion
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significativamente mayores que los controles deficientes, se podia considerar que mantenia
la capacidad de reparacion (Drost et al., 2012). Para establecer un punto de corte especifico
para nuestro ensayo, seria necesario analizar un gran nimero de variantes clasificadas
clinicamente como patogénicas o neutras y determinar la especificidad y sensibilidad

asociada a diferentes puntos de corte.

1.2.3 Utilidad del ensayo in vitro de actividad reparadora para determinar la

patogenicidad de las variantes

Uno de los principales objetivos de esta tesis doctoral ha sido optimizar el ensayo in
vitro de actividad reparadora y validarlo para su uso en la evaluacién de la patogenicidad de
las variantes MMR. A nivel analitico, el ensayo ha demostrado robustez y reproducibilidad
en el analisis de la actividad reparadora de 6 variantes en MLHI1; no obstante, su validez
clinica, entendida como la capacidad para clasificar correctamente una variante como
patogénica o benigna (Burke, 2014), aun no se ha evaluado. Para ello seria necesario
establecer unos puntos de corte de patogenicidad y neutralidad, siguiendo la misma idea
descrita en el apartado anterior (apartado 1.2.2). No obstante, cabe tener en cuenta que la
patogenicidad de una variante MMR puede deberse también a defectos en la expresién de
la proteina o de splicing, entre otras causas. Asi por ejemplo, la variante p.Ala681Thr fue
clasificada como patogénica gracias al cdlculo multifactorial de probabilidad pero, segin lo
reportado en la literatura, retiene la actividad reparadora (69%-115%) (Hinrichsen et al.,
2013; Hinrichsen et al., 2015; Raevaara et al., 2005; Takahashi et al., 2007). En cambio, la
disminucion de los niveles de expresion de la proteina del 50% sugiere que su patogenicidad
es causada por defectos en la expresién (Hardt et al., 2011; Hinrichsen et al., 2013;
Hinrichsen et al., 2015). En nuestro ensayo, esta variante presentd actividad reparadora
intermedia (55%). Al estudiarse la expresion de la proteina mediante Western blot, los
niveles de expresion fueron del 33%, apoyando su clasificacion como variante patogénica

obtenida por el calculo multifactorial.

213



B Discusion

214

De forma similar, la variante p.Leu622His fue reportada como una variante con
expresion reducida pero actividad reparadora competente (Borras et al., 2010; Hinrichsen
etal., 2013; Kosinski et al., 2010; Takahashi et al., 2007). Es mas, un trabajo previo de nuestro
grupo la reporté como una mutaciéon fundadora espafiola con penetrancia moderada y
demostré que presentaba una estabilidad de la proteina reducida al tratar las células
HCT116 con cicloheximida (Borras et al., 2010). En nuestro ensayo, sin embargo, la variante
ha presentado niveles defectivos de actividad reparadora (19%) y expresidon (15%). Esto
podria indicar que nuestro ensayo de actividad reparadora es mas sensible a los defectos en

expresion que otros ensayos de reparacion.

Es interesante mencionar que la variante p.Val716Met se ha descrito como una
variante neutra, con una ligera reduccidn de la expresidn de la proteina pero reteniendo la
actividad reparadora, en base a los ensayos realizados en muestras obtenidas de individuos
con SL. No obstante, la naturaleza de esta variante es actualmente motivo de controversia,
ya que se ha reportado junto a otra variante patogénica en trans en dos individuos con

fenotipo de CMMRD (R. Gallon et al., 2019; Marcos et al., 2006) (ver apartado 2.2.3).

Recientemente, se han realizado importantes progresos en el desarrollo de estudios
funcionales de alto rendimiento para variantes en BRCA1, que han establecido puntos de
corte para clasificar las variantes como patogénicas, VUS o benignas, en funcién de los
resultados de los ensayos funcionales (Drost et al., 2018; Findlay et al., 2018; Starita et al.,
2018). Starita y colaboradores caracterizaron un ensayo de reparacién homadloga en BRCA1,
principal funcion de este gen, para discriminar entre las variantes patogénicas y benignas
localizadas en los primeros 192 residuos de la proteina (correspondientes al dominio N-
terminal, en el que también se incluye el dominio RING). Sin embargo, aunque obtuvieron
un 100% de especificidad para clasificar las variantes, la sensibilidad fue del 87,5%, ya que
su ensayo clasificé erréneamente aquellas variantes que presentaban defectos en otras
caracteristicas como el splicing (Starita et al., 2018). Findlay y colaboradores, en cambio,

estudiaron los efectos en la supervivencia celular de células haploides de cerca de 4000
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variantes puntuales en BRCA1 vy, a la hora de clasificarlas como patogénicas o benignas,
obtuvieron una sensibilidad y especificidad del 96,7% y 98,2%, respectivamente. Esto fue
gracias a que la supervivencia celular es una medida que permite integrar los efectos tanto

a nivel de splicing del RNA como de expresion y funcion de la proteina (Findlay et al., 2018).

En el caso de los genes MMR, Drost y colaboradores calibraron el ensayo CIMRA y
transformaron los resultados de actividad reparadora en probabilidades de patogenicidad,
estableciendo umbrales para clasificar las variantes en las 3 categorias anteriormente
mencionadas (Drost et al., 2018). Para ello, estudiaron un total de 70 variantes missense
previamente clasificadas como patogénicas (Clase 4 y 5) o benignas (Clase 1y 2). Aunque la
especificidad para clasificar correctamente las variantes patogénicas fue del 100%, la
sensibilidad del método fue del 60%. Y, para las variantes benignas, se obtuvo una
especificidad del 96% y una sensibilidad del 75%. Globalmente, su ensayo CIMRA pudo
clasificar correctamente el 65% de las variantes estudiadas, aunque el 32% fue clasificado
como VUS y un 3% presentd clasificaciones discordantes. Al combinar los resultados
funcionales con las predicciones in silico, consiguid incrementar el numero de variantes
correctamente clasificadas (87%), pero el porcentaje de discordantes se mantuvo. Una de
las variantes discordantes, erréneamente clasificada como benigna a pesar de ser
patogénica, fue precisamente la variante en MLH1 p.A681T, discutida anteriormente. En el
ensayo CIMRA, esta variante presenté un 73% de actividad reparadora y este dato, al
incluirse en el calculo multifactorial, tuvo suficiente fuerza como para clasificar la variante
como benigna. Otras variantes, clasificadas como VUS en el ensayo CIMRA, presentaron
defectos en la localizacién subcelular de la proteina o en la interaccidn con otras proteinas
MMR. Todas estas discrepancias en la clasificacion fueron consecuencia, precisamente, de
qgue el ensayo CIMRA sdélo mide la capacidad de reparacién y la patogenicidad de una

variante puede deberse a otros defectos de la proteina mutada.

La calibracién y validacién del ensayo CIMRA para su integraciéon en los modelos

factoriales abre la puerta a la posibilidad de i