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Resumen

Las tubulinopatias o disgenecia cortical relacionada con la tubulina son enfermedades
genéticas de reciente descripcidén causadas por mutaciones en los genes de la tubulina
(TUBATA, TUBB2A, TUBB2B, TUBB3, TUBB4A, TUBB, TUBG1, TUBAS8). Las primeras tubulinopatias
se describieron en pacientes con lisencefalia y polimicrogiria en los genes TUBATA y TUBB2B.
Actuaimente, las malformaciones cerebrales que generan las tubulinopatias incluyen:
variedad de lisencefalias, displasia cortical, microlisencefalia, entre otras. Estos fenotipos no
son exclusivos de un gen mutado de fubuling, sino que se puede presentar el mismo
fenotipo en diferentes genes mutados de tubulina. A excepcion de las mutaciones en el
gen TUBB4A, generan dos fenotipos particulares: disfonia susurrante (DYT4) e
hipomielinizacién con atrofia en ganglios basales y cerebelo (H-ABC). Las mutaciones en
TUBB4A son adquiridas o heredadas y se presentan tanto en la etapa infantil como en la
adultez, siendo la primera mds frecuente. En el aino 2017, en México se reportd el primer
caso de un paciente diagnosticado clinicamente a lo que parece ser una tubulinopatia
(Kleinert-Altamirano et al., 2016). El objetivo de este estudio es encontrar la mutacién
subyacente en el paciente a través de un diagndstico genético. El diagndstico genético
del paciente se llevo a cabo con la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) vy
secuenciacion de Sanger bidireccional en el gen TUBB4A. Ademds, se propuso und
estrategia con PCR Multiplex para el diagnéstico genético de futuros casos con
tubulinopatias distinguibles para los demds genes de tubulina. Los resultados obtenidos en
el diagndstico con PCR semicuantitativo mostraron la mutacién 745 G>A (p. Asp249Asn) en
el gen TUBB4A. Esta mutacion previamente reportada es considerada como la mutacion
cldsica para el fenotipo: “Hipomielinizacién con atrofia en ganglios basales y cerebelo (H-
ABC)" (Hamilton et al.). Sin embargo, existen pacientes diagndsticados con la mutacién
cldsica pero solo presentan la hipomieliniacién, asi mismo, hay pacientes con mutaciones
distintas ala cldsica en el gen TUBB4A que presentan el fenotipo H-ABC, pero mds agresivo.
Esto demuestra la amplia plasticidad fenotipica en el gen TUBB4A. E paciente
diagnosticado presenta la mutacién cldsica para la tubulinopatia H-ABC. Este estudio
pretende ampliar el panorama de estas enfermedades para la comprension de futuros

casos clinicos.



Infroduccion

La mielina

La mielina es una membrana lipidica del sistema nervioso vertebrado, que funciona como
aislante eléctrico aumentando la velocidad de los estimulos que se transmiten entre el
cuerpo de una célula nerviosa y su objetivo. Las membranas de mielina se originan y forman
parte de las células de Schwann en el sistema nervioso periférico y las células
oligodendrogliales en el sistema nervioso central. La vaina de mielina se enrolla a lo largo
de todo el axdén en forma espiral, generando segmentos cubiertos lamados internodos y
espacios sin mielina conocidos como nodos (Nave and Werner, 2014, Raine, 1977)

En el sistema nervioso central, las células gliales comprenden los astrocitos, oligodendrocitos
y microglia. Los oligodendrocitos derivan de las células progenitoras de oligodendrocitos
(OPC), que tienen la capacidad de proliferar, migrar y diferenciarse en oligodendrocitos
mielinizantes. La desmielinizaciéon es el proceso o estado resultante de la pérdida o

destruccién de la mielina (Figura 1)(Domingues et al., 2016, Joshi and Cleveland, 1989)

CNS

O!iqodendrocy'e

Neuron N | !
cell body
)
Initial L Axon
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= Y astrocyte

Nerve
terminals

Figura 1. Estructura de axones mielinizados. Los oligodendrocitos son células gliales que
forman la vaina de mielina envolviendo su membrana varias veces alrededor del axén
(Poliak and Peles, 2003).

Microtibulos

Los microtUbulos (Mts) son estructuras dindmicas y son el componente principal del
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citoesqueleto que participan en diversas funciones celulares como la separacién de
cromosomas durante la mitosis, el transporte infracelular, la polaridad celular y la motilidad
en cilios y flagelos, entre otros (Cooper and Hausman, 2000, Stringham et al., 2012). Los MTs
también son esenciales durante la neurogénesis, la migracién neuronal, y cuando las
neuronas alcanzan su posicién final, ayudan a estabilizar los procesos axonales para mediar
la comunicacién celular en la sinaptogénesis (Collombat et al., 2003).

Los Mts estdn formados por la proteina globular tubulina. Las subfamilias a-tubulina y -
tubulina se unen para formar heterodimeros que componen los MTs (Cooper and Hausman,
2000, Risinger et al., 2009). La subfamilia de y-tubulinas se unen a los heterodimeros de «a-
tubulina y B-tubulina para llevar a cabo la nucleacion y ensamblaje de microtUbulos
(Dutcher, 2003). Los dimeros de a vy PR-tubulina se ensamblan polarmente para formar
protofilamentos lineales, a su vez estos protofilamentos se unen para formar la estructura de
cilindro hueco que da forma al microtUbulo. La subunidad «a-tubulina tiene el extremo
negtivo y se une con el extremo positivo de las subunidades p-tubulina (Figura 2) (Nogales
and Wang, 2006). En consecuencia, los microtUbulos son estructuras polares y esta
polaridad es una consideracién importante para determinar la direccién de su movimiento
y redlizar funciones como: la separacidén cromosdémica durante la mitosis, el transporte
intracelular en neuronas etc. (Cooper and Hausman, 2000). La y-fubulina forma los
complejos tetrdmeros (y-TuSC) y el complejo anillo (y-TURC) que moldean y catalizan el
ensamblaje de los protofilamentos de microtUbulos. El complejo tetramerico y el complejo
anillo, ambos sirven para la nucleacién de microtUbulos. (Figura 3)(Wade, 2009, Wakefield
et al., 2018).

tubulin dimer microtupule

P ™

Figura 2. Estructura del microtibulo. El microtubulo estd formado por dimeros de « -tubuling,
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representado con esfera negra y B-tubulina, representado con esfera blanca. Estos dimeros
forman protofilamentos lineales. La uniéon de 13 protofilamentos forma la apariencia de cilindro
hueco del microtibulo (Janke, 2014).

)
)
% yTuRC ||
attachment | |

Figura 3. Estructura del complejo tetramérico (y-TuSC) y complejo anillo (y-TuRC) formados
por y-tubulina. La proteina y-tubulina interactua con los dimeros de @- y PB-tubulina
promoviedo la nucleacion de los microtibulos y formando el complejo (y-TuSC). Este
complejo se ensambla con otras proteinas en complejo de anillo (y-TURC) creando un
casquete que sirve como plantilla para organizar los protofilamentos y generar microtibulos
simétricos (Kollman et al., 2010).

Inestabilidad dindmica de los microtubulos

La inestabilidad dindmica de los microtUbulos se refiere a la variacidén entre el ciclo de
crecimiento y el ciclo de despolimerizaciéon en los microtUbulos. Este proceso depende de
la hidrdlisis de guanosin trifosfato (GTP) a guanosin difosfato (GDP). Los heterodimeros de
tubulina orientan los extremos del microtUbulo con carga negativa y positiva. La a -tubulina
tiene un motivo que se une especificamente a GDP formando el extremo negativo y la p-
fubulina tiene un motivo que se une a GIP formando una tapa con extremo positivo, el cudl
promueve el crecimiento del microtUbulo adhiriéndose nuevos heterodimeros. Cuando la
enzima GTPasa hidroliza el GTP a GDP en el extremo de B-tubulina se cambia la carga
positiva a negativa promoviendo la despolimerizacién de los microtUbulos. Ambos procesos
ocurren simultdneamente y la velocidad va a favorecer uno de los 2 ciclos, es decir, si las
nuevas moléculas de tubulina unidas a GTP se agregan mds répidamente de lo que se
hidroliza GTP, el microtUbulo continua el crecimiento. Pero si la velocidad de la hidrdlisis de
GTP a GDP es mds rdpida se conduce al desmontaje y contraccion del microtubulo (Figura

4)(Cooper and Hausman, 2000). Las proteinas asociadas a microtUbulos o MAP son
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proteinas que interactian con los microtUbulos. Las MAP pueden modificar el
comportamiento de los MTs dentro de la célula, regulan el proceso de polimerizacion y
estabilizan los microtUbulos en ubicaciones particulares. Estos procesos determinan a su vez

la polaridad de la célula (Romaniello et al., 2018).
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Figura 4. Inestabilidad dindmica de los microtibulos se refiere a la polimerizaciéon y
despolimerizacion de los microtibulos. A) Estructura del heterodimero de tubulina: la « -
tubulina tiene un motivo que se une especificamente a guanisin frifosfato (GDP) generando
un extremo del microtibulo con carga negativa (-) y en el otro extremo del microtibulo, la
B-tubulina tiene un motivo que se une tanto a guanosin trifosfato (GTP) como a guanosin
difosfato (GDP), variando la carga de positiva a negativa y viceversa. B) Polimerizacion del
microtUbulo: los heterodimeros de tubulina se polimerizan formando filamentos ordenados
en forma de cilindro hueco, la polimerizciéon es dirigida por la carga positiva en el extremo
de B-tubulina unido a GTP. Existen proteinas asociadas a microtUbulos (MAP), las cuales
regulan la polimerizcién y transportan cargas. Las proteinas motoras como: la quinesina y
dineina son los “vehiculos” transportadores de cargas intracelulares a fravés de los
filamentos de tubulina. El transporte retrogrado es mediado por las dineinas que en el caso
de las neuronas reciben los impulsos eléctricos de la sinapsis, el fransporte anterogrado es
mediado por las cinesinas que transportan cargas para enviar los impulsos eléctricos a ofra
neurona. C) Despolimerizacion del microtibulo: el extremo de B-tubulina unido a GTP
genera un microtibulo estable con carga positiva, cuando la enzima GTPasa se une a GTP

hidroliza la molecula convirtiéndola a guanosin difosfato (GDP) con carga negativa que
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crea tensidon en las paredes del polimero conduciendo la despolimerizacion. La
despolimerizacion de los microtUbulos también es promovida por las enzimas de corte de

microtUbulos (Alazami ef al.) (Extraido de (Romaniello ef al., 2018)).

Organizaciéon de los microtubulos en las células nerviosas

El citoesqueleto de las neuronas estd formado principalmente por microtUbulos vy filamentos
de actina. Las neuronas son estructuras polares y el trasporte de cargas es realizado por las
proteinas asociadas a microtUbulos o MAP. Las quinesinas, dineinas y miosinas son proteinas
motoras de fipo MAP, fundamentales para llevar a cabo los procesos neuronales. Las MAP
transportan la carga para propagar un impulso nervioso, se desplazan en el axén y las
dendritas a través de los filamentos de tubulina. Las MAP transportan varios tipos de
vesiculas membranosas y complejos de proteinas. En las dendritas la polaridad de los
microtUbulos es mixta, los Mts estdn orientados en ambas direcciones para realizar: el
transporte anterégrado que va del cuerpo celular a la periferia y el transporte retrégrado
gue se redliza de la periferia al cuerpo celular. Los microtUbulos ubicados en el axdn solo
estdn orientados con el extremo positivo a la periferia para realizar el transporte
anterégrado (Hirokawa et al., 2010). Se sabe que las mutaciones en tubulina o MAP pueden
interumpir las interacciones entre ambos generando defectos cito esqueléticos

relacionados a enfermedades (Niwa et al., 2013) (Figura 5).
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Figura 5. Polaridad neuronal. Los microtibulos ubicados en las dendritas estan orientados con
la polaridad mixta permitiendo el tfransporte anterégrado con las cargas positivas orientadas
hacia la periferia y el transporte retrogrado con las cargas positivas orientadas al cuerpo
celular. En el axén los microtibulos solo estdn orientados para transportar las cargas en sentido

anterégrado, enviando los impulsos nerviosos a otras neuronas. Imagen adoptada de (Cooper
and Hausman, 2000) .

Tubulinas

La tubulina es una proteina dimérica que compone a los microtUbulos (MTs) (Cooper and
Hausman, 2000). Las fubulinas constituyen una superfamilia que ademds de las a- y B-
tubulinas también estd conformada por las de tipo y-, 6-¢-, n-, ¢, I, 6- y k-tubulinas, siendo
estas Ultimas menos relacionadas evolutivamente con las de tipo a -y B-tubulinas (Figura 6)

(McKean et al., 2001, Dutcher, 2001, Dutcher, 2003, Luduena and Banerjee, 2008).

FtsZ € K
1

Common Ancestor (LCFTA)

Figura 6. Hipotesis evolutiva de la superfamilia tubulina. La @ - y p-tubulina convergen de un
ancestro en comun, esta cercania significa que estdn mas relacionadas evolutivamente que la

Y- tubuling, sin embargo las fres tubulinas (o, B y y) provienen de un ancestro en comin,
(Dutcher, 2003).

Las -y B- tubulinas son componentes principales de los microtUbulos y generalmente son
polimerizadas por la y-tubulina (Moritz and Agard, 2001, Leguy et al., 2000). La y-tubulina
desempeina un papel importante en la nucleacién para el ensamblaje de los microtUbulos
(Marchler-Bauer et al., 2016). Las tubulinas a -y B- son idénticas en un 40% de su secuencia.
En su estructura tienen tres regiones segun su funcién: la regidén de unidn en el extremo

nucledtido amino-terminal, una regién intermedia y la regidén carboxi- terminal que
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probablemente constituye la superficie de unién para las proteinas motoras (Marchler-
Bauer et al., 2016). Existen diferentes isofomas para «- y B- fubulina que difieren en la
secuencia de aminodcidos y codifican para diferente gen (Sullivan and Cleveland, 1986,
Luduena, 1997). Los Mts compuestos de dimeros con diferentes isotipos cambian su
dindmica y unién a otras proteinas (Panda et al., 1994). En el humano, las isoformas de
tubulina se expresan diferencialmente en los tejidos (Roach et al., 1998). En 2010 se realizd
un estudio para conocer la expresion de las isoformas de B-tubulina en el tejido humano:
tumoral y no tumoral. Se cuantificd la expresidon de ARNm de las isoformas codificadas por
los genes: TUBB (clase 1), TUBB1 (VI), TUBB2A (lla), TUBB2B (llb), TUBB2C (IVb), TUBB3, TUBB4A
(IVa) y TUBB6 (V)). Las tubulinas con mayor expresion en el cerebro fueron: TUBB2A, TUBB2B,
TUBB3, TUBB y TUBB4A, lo cual sugiere que dichas Isoformas neuronales son especificas dado
gue en otros tejidos se expresan, pero a una concentracién menor. La TUBB4A es la isoforma
de mayor expresidn en el cerebro y se expresa a menor concentraciéon en tejidos como: el

bazo, los testiculos y gldndulas suprarrenales (Figura 7) (Leandro-Garcia et al., 2010).

RPKM

Figura 7. Expresiéon cuantitativa de la proteina TUBB4A en el humano medido en RPKM
(lecturas por millén de kilobase) (Fagerberg et al., 2014).

El gen TUBB4A

El gen TUBB4A presenta diversos nombres en la literatura que pueden causar confusién. Se
pueden encontrar sindnimos como TUBB4, DYT4 o beta-5, aunque el Unico simbolo
aprobado en la nomenclatura es: TUBB4A. El gen TUBB4A se encuentra ubicado en el
cromosoma 19 enla regidon 6,494,319 - 6,502,848 pb de la secuencia NC_000019.10 (Figura

~12 ~



8) https://www.genenames.org/data/genegroup/#!/group/778.
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Figura 8. Ubicacién del gen TUBB4A en el cromosoma 19 sefialado con el recuadro verde.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/browser/2context=gene&acc=10382
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El gen TUBB4A estd formado por cinco exones separados por secuencias intronicas. El gen posee

cinco Isoformas incluidas en la regién exdnica senalada del gen (Figura 9).

5041 cccecacccg caaaccagat cgocgetocg gageccecag cccactggga gggetcegegg 11521 agttactagt attcaactac tagaggocct ccaggtggtg gagagacaga gtcaagggtt
5101 tractgcaag gattctggcg aatgaggtct aaatagaatg agaagggggy ctgeggaccg 11581 ggggetcccc ataactgoat gtgtgtcccc tecccttecc tcotctaggec aatccggage
5161 agaaactgag gcaaggcctg gggcgggagg gtggaggeta agggggaggg geaggacttc 11641 cggcaacaac tgggcaaagg ggcactacac ggagggegca gagetggtgg acgetgtect
5221 tcagatgcct grttaccagg Cgoteccete CCtTectecg cccaattict gogggtggee 11701 ggacgtagre cggaaggagyg ccgagagetg cgactgectt cagggettec agetgaccca
5281 aagcctgget gggggctggg acgggggaga ctgcactggt ggctccctaa ggggectcac 11761 ctogetgggg ggtggcacgg ggtccggaat gggcacgetg ctcatcagta agatccgega
5341 ccccaaggea ggggtcggag cacgtggcegt coccggacttc tctgggaggce ccoctgggga 11821 ggagttceca gaccgeatca tgaacaccett cagegtggtg coctegecca aagtgtcaga
5401 gggaggrcce tGCaccacct CCCCCcacee Cageccccte catcatcccy gggegggace 11881 cacqgguggty gagecctaca acgocacget gtetgtgcac cagetggtgg agaatacgga
5461 aaggggcgga GCcgggagggt gaccggccgt gacgegtgec ccgcccgctc atatagegge 11941 tgagacctac tgcatcgaca acgaggeact ctacgacatc tgtttecgca ccoctcaaget
5521 £CCCYYIPYC geagggaccy TYCTcegecy TELCcgeege atcttecace ctegecgecy CC acctacgggy acctcaacca cotggtgteg gocaccatga geggggreac
5581 ccgcagetcc Ccgegetcgt gecaccgecg cogoegtccac cotcagegee accgecatge cacctgecty Cgetteccygy gecagetgaa cgccgaccty cgcaagetgg ccgtcaacat
5641 gggagatcgt gcacctgeag gecggecagt goggcaacca gatcggggec aaggtgotcg 12121 gghteccttt cetegeetge acttcotteat goccggettc geaccectga ccageegayg
5701 gggaacggyg c©CCggggagg cagtggcggc CECgyggage accgeggggt cggtccccgg 12181 cagecageag Taccggyece Tgacggtgee cgagetcace cagcagatgt togatgecaa
5761 agcaccccgc aacctgggag tctttggaaa ggaatgaggt ccccaggagg ccagegegec 12241 gaacatgatg gceggcgtgcg acccgegeca cggocgetac ctgaccgtgg ccgoecgtgtt
12301 ccggggecge atgtccatga aggaggtgga cgageagatg ctgagegrge agagcaagaa
12361 cagcagctac ttegtggagt ggatccccaa caacgtgaag acggccgtgt gegacatccee
Accggcttce CCtctctcaa CLCLLCCGAc cacctetctc tetagttttg ggaggttate 12421 goccocgogge ctgaagatgg ccgogacctt catcggcoaac agcacggeca tccaggaget
1 agtgacgaac atggcatcga ccccacagge acataccatg gggacagtga cctgcaactg 12481 grtcaagege atctocgage agttcacgge catgettccgy cgcaaggect tcrtgcactg
1 gagaggatca acgtgtacta Caacgagygcc acaggraggy cgaaggaggce accttccagg 12541 gtacacgggc gagggcatgg acgagatgga gttcaccgag gocgagagca acatgaatga
tgggaagggy cagctgggag ggaacaggat gcetaccggge gcoctgtggtt cctggcacge cctggtatct gagtaccage agtaccagga cgccacggocc gaggagggeg agttcgagga
1 atcgaactgc cctccatctg tttccctgea ggaggaaatt atgrecccag ageggtgerg 12661 ggaggeggag gaggaggtgg cctaggetge teccatcget tcccacctgt cccctegagg
6481 gtggacctygy AAccCggeac catggactet gtecgLtetg gecccttcegg teagatcttt 12721 cttcotgacct ttgatccgcet aggeccccca tctctgaace ctagagcccc gottteecte
6541 cggccggaca acttogtgtt tggtgagtcce cccagcaggg agccagaggc tggaaaacct
6601 cctrattcct gctaacacca cagagtcaac agccaccace ggggceccaca gaccagagat

Figura 9. Secuencia parcial del gen TUBB4A, se muestran los 5 exones del gen sombreados
con color amarillo.

El gen TUBB4A estd conservado en eucariotas (HomoloGene: 55952). En el humano, esta
proteina se expresa altamente en cerebelo, putamen y sustancia blanca (Kancheva et al.,
2015). Las mutaciones en TUBB4A causan defectos funcionales en la dindmica y la
estabilidad de los microtUbulos (Kancheva et al., 2015), se presentan fenotipos con distonia
(Lohmann and Klein, 2014), torsién y leucodistrofia hipomielinizante en la mayoria de los
casos (Blumkin et al., 2014, Kancheva et al., 2015, Miyatake et al., 2014, Purnell et al., 2014,
Simons et al., 2013).
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Capitulo I: “Diagnéstico genético en fenotipo H-ABC”

Antecedentes

Leucoencefalopatias

Las leucoencefalopatias son aquellas enfermedades que afectan la materia blanca
cerebral. Los transtornos hipomielinizantes estdn incluidos en estas enfermedades ya que se
caracterizan por tener un déficit de mielina (Van Der Knaap et al., 1999, Van der Knaap et
al., 2002). Existen leucoencefalopatias con origen desconocido, las cuales no pueden
diagnosticarse de manera definitiva pues no coinciden con ninguna enfermedad
reportada. Estas leucoencefalopatias se pueden presentar tanto en la infancia como enla
etapa adulta vy, son enfermedades que pueden heredarse o adquirirse. Las
leucoencefalopatias infantiles de origen desconocido son enfermedades muy raras. Si
existe probabilidad de herencia no se puede diagnosticar en el embarazo, y resultan un
problema tanto para los pacientes como para los padres porque no se le puede dar un
tfratamiento ya que no se conoce la causa (Van Der Knaap et al., 1999). Para conocer el
origen de estas patologias se propuso un primer paso que fué desarrollar un modelo de
andlisis con base en diferentes variables que pudieran clasificar las imadgenes de las
resonancias magnéticas (RM) de los pacientes diagnosticados con leucoencefalopatias de
origen desconocido. Como resultado se obtuvieron 7 categorias de las cuales la
hipomielinizacion resultd la categoria mds grande (Van Der Knaap et al., 1999). Esta
contribucién tuvo como objetivo tener una referencia de las nuevas enfermedades para
gue los neuroradiologos y neurdlogos pediatras pudieran diagnosticarlas correctamente, y

a través de la investigacién conocer el origen de las mismas.
Hipomielinizacion con atrofia en los ganglios basales y cerebelo

En 2002 Van Der Knaap describié por primera vez la enfermedad conocida como:
“hipomielinizacion con atrofia en los ganglios basales y cerebelo” atribuyéndose el
acréonimo H-ABC (Van der Knaap et al., 2002). Una leucodistrofia rara y de naturaleza
esporddica que se distingue por su inicio en la etapa infantil. Identificd patrones en un grupo

de siete pacientes que compartian anomalias en los movimientos extrapiramidales,
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ataxia y espasticidad; incluyendo deterioro motor y cognitivo. Ningun paciente tenia un
familiar ofectado. Las imdgenes de RM fueron consistentes en todos los pacientes
presentando hipomielinizacién, atrofia de los ganglios basales y el cerebelo (Van der
Knaap et al., 2002). La atrofia del vermis y de los ganglios basales puede ocurrir de forma
temprana o tardia de acuerdo al proceso degenerativo de la enfermedad (Otero
Dominguez et al., 2018). La atrofia del putamen puede presentarse de forma tardia o
puede estar ausente en H-ABC y cuando el putamen se encuentra sano, no debe
descartarse el diagndstico de H-ABC si hay otros criterios que lo indiquen (Ji et al., 2018).
También se ha reportado un caso clinico que ademds de padecer la sintomatologia
cldsica de H-ABC, se informaron nuevos hallazgos como la falta de mielina en los nervios
Spticos, gliosis severa y pérdida desigual de axones en H-ABC no reportados previamente

en la descripcién de Van Der Knaap en 2002 (Van der Knaap et al., 2002, Joyal et al., 2018)

Diagndsticos genéticos en pacientes diagnosticados clinicamente con H-
ABC

Con el motivo de conocer la mutacién responsable de su fenotipo neurodegenerativo, se
han realizado diagndsticos genéticos a pacientes diagnosticados clinicamente con H- ABC
y otros con leucodistrofia hipomielinizante. En 2013, Simons et al., realizaron un estudio
genético aislando el exoma de 11 pacientes diagnosticados con H-ABC. Los resultados de
la secuenciacion sugieren que la mutacion es dominante de novo y estd asociada al gen
TUBB4A presentando un cambio de nucledtido que modifica al dcido aspdrtico por
asparagina en el aminodcido 249 (p.Asp249Asn) (Simons et al., 2013). Por su parte, Hamilton
et al., realizaron un estudio genético en 42 pacientes diagnosticados con H-ABC, 25 de ellos
presentaron la mutacion heterocigdtica p.Asp249Asn en TUBB4A, ya descrita (Simons et al.,
2013) y los 16 pacientes restantes presentaron 13 mutaciones de novo y no reportadas hasta
entonces en Tubb4a: p.Arg2Trp, p.Arg2Gin, p.Cys239Phe, p.Gly244Ser, p.Gly244Val,
p.Met323Arg, p.Ala352Thr, p.Cys354Tyr, p.Phe3é7lle, p.Pheldé7Leu, p.Met388Vdal,
p.Met388Thr, p.Met388lle. En otro estudio, Miyatake et al., realizaron la secuenciacion del
exoma en 8 pacientes, é de ellos fueron diagnosticados clinicamente con H-ABC y 2 sin
clasificar. Dos de los pacientes con H-ABC presentaron la mutacion p.Asp249Asn en
heterocigosis ya descrita (Simons et al., 2013). El resto presentd cinco nuevas mutaciones no
sinbnimas en heterocigosis p.Glu410Lys, p.Glu410Lys, p.Arg2GIn, p.Met388Val, p.Asp249Asn
p.Thr178Arg, p.Arg262His. La mutacién p.Glu410Lys, estaba presente en los dos pacientes sin

clasificar, lo que sugiere una variante de fenotipo patolégico causado por la anomalia
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TUBB4A; todas las mutaciones fueron de novo. En 2014 fueron identificadas dos mutaciones
nuevas con origen de novo: p.Gly224Ser para paciente con H-ABC y p.Phe394Cys para
paciente con leucodistrofia hipomielinizante, ambos en TUBB4A (Carvalho et al., 2014).
Shimojima et al., realizaron un estudio e identificaron la mutacidén de novo en p.Arg262His
asociada al fenofipo H-ABC, ya descrita (Miyatake et al., 2014); sin embargo, el paciente
no mostré caracteristicas neuroldgicas que sugirieran el fenotipo H-ABC. En otro estudio, Erro
et al., realizaron el diagnéstico clinico en cuatro pacientes, basado en los criterios de RM
de H-ABC, debido a que el fenotipo que presentaron los pacientes no era especifico; a
través del diagndstico genético identificd la mutacién comuin p.Asp249Asn en dos de ellos
y dos nuevas mutaciones en el resto p.Ala314Val y p.Met300lle; fodas las mutaciones fueron
heterocigotas y con origen de novo (Erro et al., 2015). En 2018 otro estudio en 119 pacientes
con trastornos hipomielinizante, identificd a 3 pacientes con H-ABC con mutacion en el gen
TUBB4A: las mutaciones p.V180M, p.W325L fueron nuevas y p.R262H ya descrita (Miyatake
et al., 2014, Jiet al., 2018). En 2018 fue reportado un estudio en el que secuenciaron el gen
TUBB4A de un paciente que presentaba caracteristicas de H-ABC, identificé la mutacion
tipica p.Asp249Asn en heterocigosis, sin embargo no se conoce si el origen fué de novo
(mutacién adquirida) ya que los padres no fueron estudiados (Otero Dominguez et al.,
2018). En el mismo afo, se reportd otro estudio donde se secuencid el gen TUBB4A de un
paciente que presenta caracteristicas consistentes con H-ABC y se identificé la mutacion
p.Thr178Arg (Miyatake et al., 2014, Joyal et al., 2018). Recientemente se localizd el primer
caso en México de un paciente, cuya resonancia magnética presentd caracteristicas de
H-ABC (Figura 10).
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Figura 10. Imdgenes A) y B), corresponden a la RM de un nifio sano de 8 anos (Van der
Knaap et al., 2002). A) Imagen axial en T2, la materia blanca mielinizada tiene baja
intensidad de senal. Se muestra el tamano normal de los ganglios basales: el putamen es
un nucleo grande (punta de flecha), el globo pdlido es pequeiio (flecha sélida) y el nicleo
caudadoindicado con flecha abierta. B) Imagen sagital en T1, se muestra el tamano normal
del vermis cerebeloso (flecha roja). Imagenes C) y D), comresponden a la RM del paciente
diagnosticado como probable tubulinopatia. C) Imagen axial en T2, hiperintensidad de la
sustancia blanca indica ausencia de mielina (hipomielinizacién), los ganglios basales no
son visibles, lo que senala que se encuentran atrofiados. D) Imagen sagital en T1, muestra
cerebelo atrofiado (flecha roja).

Justificacion

Las leucodistrofias relacionadas con TUBB4A comprenden un espectro fenotipico de muy
reciente descripcién. Por tal motivo, existen muy pocos casos reportados en la literatura y
se sabe muy poco de su fisiopatogenia. Se ubicd el caso de un paciente con datos
clinicos que sugieren que podria tratarse de H-ABC. Las caracteristicas observadas en las

RMs son el principal recurso para impulsar el andlisis genético (Erro et al., 2015). La
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literatura reporta que la enfermedad H-ABC estd asociada a una mutacién en TUBB4A en
Homo sapiens, también puede incluir: retraso en el desarrollo, hipotonia, nistagmo, deterioro
de la funcién motora (Ji et al., 2018). Sin embargo, estas caracteristicas neurolégicas y
neurorradiolégicas son variables entre los pacientes con H-ABC, en muchos de los casos los
pacientes no presentan los criterios de la enfermedad, dificultando la prediccion del
prondstico y diagndstico genético (Shimojima ef al., 2015). Este estudio tiene una
importancia fundamental ya que busca realizar el diagndstico de precisién en quien, hasta

nuestro conocimiento, seria el primer caso reportado con este tipo de patologia en México.

Hipotesis

La patologia presente en el paciente se debe a una mutacidon en el gen TUBB4A.

Objetivos

Objetivo general

Determinar el estado del gen TUBB4A en un caso diagnosticado clinicamente con H-ABC

mediante diagndstico genético.

Objetivo particular

l. Disenar primers especificos para TUBB4A.

. Evaluar la especificidad de los primers a través del andlisis de
expresion utilizando DNA gendmico por PCR semicuantitativo
para cada amplicén.

lll.  Optimizar la PCR mediante enzimas de alta fidelidad

IV. Optimizar la PCR mediante agentes desnatfuralizantes

V. Determinar si el gen TUBB4A se encuentra mutado en el

paciente diagnosticado mediante secuenciacion.
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Materiales y métodos

Métodos para la identificacion y andlisis de transtornos de migraciéon

neuronal.

La descripcion de las RMs son el primer paso para relacionar las caracteristicas de imagen
con los trastornos de la funcién de los microtUbulos en las neuronas (Mutch et al., 2016). Los
patrones presentes en las RMs de los pacientes permiten clasificar las enfermedades y a
través del andlisis genético se detecta el tipo de mutacién y el gen causante de la
enfermedad (Cuesta et al.). Es fundamental el previo asesoramiento genético en los
pacientes, considerando que distintos tipos de mutaciones pueden afectar el mismo gen
(Goswami and Harada, 2020). La tubulina tiene el potencial de modular la estructura, la
dindmica vy las interacciones de los microtUbulos y de las proteinas asociadas (MAPs)
(Chakraborti et al., 2016). Las mutaciones en los genes de tubulinas (TUBATA, TUBB2A, TUBAS,
TUBAS3E, TUBB2B, TUBB3, TUBB4A, TUBB5, TUBG1) afectan las categorias de neurogénesis,
migracion y rutas axonales (Mutch et al., 2016). El diagndstico genético implica la deteccion
de mutaciones patogénicas en muestras de ADN o ARN a través de técnicas moleculares
(Korf and Pagon, 2003). Se puede utilizar cualquier tejido accesible como fuente de ADN,
por ejemplo: sangre periférica o las células de revestimiento bucal (Seidman et al., 1995).
Las herramientas moleculares permiten realizar un diagndstico genético desde un solo gen
hasta la secuenciacién del exoma (WES) y genoma completo (WGS) (Cuesta et al.). E
enfoque de cada herramienta molecular varia dependiendo del tipo de mutacién
(Goswami and Harada, 2020).

Las herramientas moleculares implementadas comUnmente en el diagnédstico genético de
los trastornos de migracién neuronal (TMN) son: 1) Los microarrays: sirven para la
identificacién de deleciones, duplicaciones y otras malformaciones en la estructura.
Consiste en hibridar el ADN del paciente con ADN sano de referencia. El microarray estd
disenado para proporcionar redundancia con alta sensibilidad y especificidad para la
deteccion de trastornos bien caracterizados (Cheung et al., 2005). 2) El andlisis de
microarray cromosémico (CMA): se utiliza para detectar variacion en el nimero de copias

gendmicas basadas en matrices. 3) Array de hibridacién gendmica comparativa (aCGH):
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es un método para conocer el nUmero de copias (CNV) de un loci, comparando la muestra
de andlisis con una de referencia. También se pueden detectar variaciones como
deleciones, duplicaciones y aneuploidia cromosémica. Los métodos citogenéticos
tradicionales como el cariotipo y FISH proporcionan tanto la deteccién del nimero de
copias como la ubicacién espacial del desequilibrio. Aunque aCGH tiene mayor
rendimiento y cobertura que los métodos citogenéticos tradicionales debe considerarse un
método complementario, ya que la técnica es visible pero no identificable
citogenéticamente (Miller et al., 2012, Hamilton et al., 2014). Por ejemplo, aCGH puede
identificar dos dreas de desequilibrio cromosdémico debido a una translocacién, pero solo
FISH puede mostrar la ubicacién de cada segmento de la translocacion (Miller et al., 2012).
Los laboratorios clinicos ofrecen pruebas de aCGH con una variedad en el diseno de
plataformas y cobertura. Un paciente que realice el ensayo de un gen en laboratorios
diferentes podria obtener resultados distintos debido a la falta de estandarizacién (Shaffer
et al., 2007). 4) Andlisis por PCR: es mds frecuente el uso de la PCR para la identificacion de
mutaciones puntuales que por andlisis de hibridacién Southern blot (Seidman et al., 1995).
El andlisis de PCR se realiza en genes donde se sospecha el cambio de base responsable
de la enfermedad, en la cual se disefian primers especificos para amplificar la regién de
interés. La mutacién no sinbnima es cuando el cambio de base codifica para un
aminodcido distinto y, la mutacién sindbnima es cuando el cambio de base codifica para el
mismo aminodcido. La deteccidon de mutacion puntual por RT-PCR se realiza con andlisis
del ARNm del gen candidato, la enzima transcriptasa reversa genera la cadena
complementaria de ADN. Un cambio en el tamano de la banda amplificada indicaria una
delecién o incersion. Aungue debe considerarse la existencia de splicing alternativos, que
pueden conducir a la heterogeneidad de tamano del ARNm. La PCR se realiza para genes
especificos, seguido de la secuenciacion del ADN es la forma mds directa de discriminar
una secuencia sana (Korf and Pagon, 2003). 5) La secuenciacién del exoma clinico:
involucra la fraccion de ADN que codifica proteinas de los genes involucrados en
enfermedades clinicas. El estudio del exoma es ideal para casos de pacientes que a pesar
de la bUsqueda exhaustiva se desconoce el gen mutado. El andlisis de exoma filtrado se
realiza a través de un panel génico donde se eligen genes potenciales al fenotipo de
interés, es decir, se conoce la enfermedad que causa si los genes presentan mutacion. El
panel génico se puede realizar con diseio propio o elegir un panel comercial compatible
(Cuesta et al.). El andlisis de paneles con genes involucrados en el desarrollo cortical
representa una herramienta rdpida y rentable para el diagndéstico genético de estas

malformaciones (Parrini et al., 2016), el diagndstico en genes de tubulina ha resultado una
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identificacién mds rdpida (Alazami et al., 2015, Poirier et al., 2013, Simons et al., 2013).
También existe el exoma en trios, consiste en anadlizar el exoma del paciente y sus
progenitores, lo que facilita la comprensién y herencia del fenotipo patolégico. 6)
Secuenciacién del genoma completo (WGS): la secuenciacidon de proxima generaciéon
(NGS) se usa cada vez mds en el entorno clinico, ya que puede detectar una serie de
anomalias, desde mutaciones puntuales hasta reordenamientos cromosdmicos, asi como
aberraciones dentro del transcriptoma (Goswami and Harada, 2020). La prueba clinica de
WGS ha demostrado ser exitoso en la identificaciéon de las causas genéticas de
enfermedades no diagnosticadas y trastornos raros, la precisién de los resultados depende
del andlisis bioinformdtico e interpretacion clinica. Cada laboratorio valida el rendimiento
de sus métodos y el tiempo de andlisis generalmente es de 3 a 4 meses. Finalmente, para
interpretar las variantes del genoma es necesario evaluar el posible efecto patogénico en
el contexto del fenotipo de cada paciente, se sugiere una estrecha interaccion entre los

médicos de referencia y los bidlogos moleculares (Parrini et al., 2016, Song et al., 2018).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Kary Mullis descubrié la técnica “reaccidon en cadena de la polimerasa” (PCR)(Mullis et al.,
1986) . La PCR es una herramienta en biologia molecular que permite amplificar in vitro,

secuencias de acidos nucleicos en un corto tiempo (Kuslich et al., 2018).

La PCR se redliza preparando una mezcla de reactivos en un fubo para PCR. Este tubo debe
contener la plantilla de ADN que se desea amplificar, el par de primers complementarios a
la secuencia de ADN, la ADN polimerasa, los cuatro trifosfatos de desoxirribonucledtidos
(dATP, dCTP, dGTP y dTTP), una sal con un catién divalente (Mg?*) y un amortiguador con
sal simple (KCI). Esta mezcla se infroduce en una serie de ciclos con cambios en el tiempo

y la temperatura, generando la amplificién exponencial del producto (Kuslich et al., 2018).

Las etapas de la PCR son: desnaturalizacién, alineacién y extensién. La etapa de
desnaturalizaciéon: la mezcla se calienta de 92 ° a 96 ° C y la duracién suele ser de 0.5 — 2
min dependiendo de la longitud de la plantilla y su contenido de GC (%). También debe
conocerse la temperatura dptima de desnaturalizacién de la ADN polimerasa que se utiliza,
ya que si el tiempo o temperatura de desnaturalizacidon es mayor al tolerado se puede
perder actividad de la enzima. La temperatura inicial no debe superar los 96 ° C. En esta
etapa se promueve la separacién de la doble cadena de ADN para transformarla en dos

cadenas sencillas (Kuslich et al., 2018, Najafov and Hoxhaj, 2006). Adicionalmente, se
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recomienda realizar una desnaturalizacion inicial antes de comenzar el primer ciclo, para
asegurar la degradacién de enzimas potencialmente dafinas (por ejemplo, las
DNasas)(Figura 11 y Figura 12) (Najaofov and Hoxhaj, 2006).

La etapa de alineacién: la temperatura se modifica con 4 °© C menor a la temperatura de
fusion de los primers, y varia de 55 a 60 ° C permitiendo la hibridaciéon de los oligos
complementarios ala cadena de ADN sencilla (Figura 11 y Figura 12) (Najafov and Hoxhaj,
2006, Kuslich et al., 2018).

La etapa de extension: la temperatura éptima es de 72 °© C, aunque hay ADN polimerasas
que pueden tener una temperatura dptima de extension mds baja o alta. La duracion de
la extension depende de la longitud de la secuencia objetivo (Tabla 1). Generalmente es
de 72 ° C / 5-10 min, obteniendo asi, las secuencias de doble cadena conocidas como

amplicdnes (Figura 11 y Figura 12) (Najafov and Hoxhaj, 2006, Kuslich et al., 2018).

Tabla 1. Tiempos de extensidon para secuencias objetivo de varias longitudes, obtenido de
(Najafov and Hoxhaj, 2006).

Secuencia objetivo (kb) | Tiempo de extensidén (min)
<1 0.5-1.0
1-5 3
6-9 6
10-20 12

Los pasos de desnaturalizacion, alineacion y extension se repiten tipicamente de 30 a 40
ciclos (Kuslich et al., 2018). Si la plantilla es ADN gendmico, es mejor establecer el nUmero
de ciclos de 33 a 35 ciclos. Sila plantilla es un pldsmido, 25 ciclos son suficiente en la mayoria

de los casos dependiendo de la aplicacién posterior (Figura 11) (Najafov and Hoxhaij, 2006).
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95°C 95 °C 4 5
3 72°C 72°C
F 4 - o, r— R 6
A) ; ‘ 56 62 C 3 4°C
denaturation  denaturation annealing extension | extension » hold
< 35x
2:00 0:15 0:30 1:00 5:00 0
min sec sec min min
1 2
94 °C 94 °C 4 5
, 3 72°C| | 72°C
. " _E7o . 6
B) N 55-57°C 4°C
denaturation denaturation annealing extension ' extension ‘ hold
< 25-35x
5:00 0:15 0:30 0.5-1 5:00 00
min sec sec min min

A)Figura 11. Diagramas de ciclos de PCR estandar. A) obtenido y modificado de (Kuslich et al.,
2018), B) obtenido y modificado de (Najafov and Hoxhaj, 2006). Etapa 1 desnaturalizacién:
para iniciar el ciclo, se recomienda realizar una desnaturalizaciéon previa para degradar
enzimas dahinas. El aumento de la temperatura promueve la apertura de la cadena de ADN
molde en dos cadenas sencillas, la temperatura mdaxima es de 96 ° C, dependiendo la
tolerancia que tenga ADN polimerasa sin afectar su actividad enzimatica. La etapa 2 de
desnaturalizacién se abre la cadena de ADN, la etapa 3 de alineacién se adhieren los oligos
a la cadena sencilla, y la etapa 4 de extensién se polimeriza la cadena sencilla generando
la cadena de doble cadena conocida como amplicén, estas etapas (2,3 y 4) se repiten de
25 a 40 veces. Se sugiere 25X para ADN plasmidico, y de 30-35x para ADN genémico (Kuslich
et al., 2018, Najafov and Hoxhaj, 2006). La etapa 5 de extension final, ocurre al terminar los
ciclos anteriores y es la Ultima etapa de la reaccion. La etapa 6 se refiere al tiempo donde
ya finalizada la reaccién, el termociclador baja la temperatura a 4° C para conservar la
muesira amplificada.
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Figura 12. Pasos de la PCR obtenido de (Kuslich et al., 2018).

Variaciones de PCR

Actualmente se han desarrollado distintos métodos de PCR que cumplen con necesidades
especificas para los diferentes estudios. A continuacién, se muestra una tabla con la
descripcién general para cada variante de PCR (Tabla 2). Mds adelante se realiza una
descripciéon detallada de la PCR multiplex, ya que es fundamental conocer esta variante

de PCR para entender la propuesta que se provee en el Capitulo 2 de este estudio.
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Tabla 2. Tipos de PCR, extraida y modificada de (Kuslich et al., 2018)

Aplicacion Descripcién Referencia
Polimorfismos en | La técnica AFLP es una técnica de huella genéticade | (Vos et al.,
la longitud de fingerprinting que requiere la digestion del genoma 1995)
fragmentos con enzimas de restriccion seguido de la ligacién de
amplificados espaciadores especiales con colas universales que
(AFLP) eliminan el sitio de restriccion y después se amplifican
por PCR con conjuntos especiales de cebadores.
Alu-PCR Alu PCR es una técnica rdpida y facil de realizar (Cardelli, 2011)
“fingerprint DNA" basada en el andlisis simultdneo de
muchos loci gendmicos flangueados por elementos
repetitivos de Alu, que permite la deteccién de
polimorfismos genéticos y mutaciones en genomas
humanos y primates.
PCR asimétrica Esta PCR se usa para producir mayor nUmero de (Shyamala &
copias de una hebra de la cadena, generada por Ames, 1989)

tener mayor concentracién del primer que
corresponde a la cadena deseada.

PCR clonaciéon

Clonacioén facilitada de regiones de ADN especificas

(Scharf, Horn, &

por amplificacién utilizando primers especificos con Erlich, 1986)
una secuencia de reconocimiento de enzimas de

restriccién anadida al extremo 5’ de manera que los

amplicénes se digieren con la enzima de restriccion y

se insertan en el vector de clonacién con ese sitio de

restriccioén.

PCR de colonia | Cribado de colonias bacterianas para secuencias (Riley,
especificas por toma de células de una coloniaenla | Woodman, &
placa de cultivo y colocado directamente en tubo de | Stevenson,
PCR. 2008; Zon,

Dorfman, &
Orkin, 1989)

PCR primer Uso de primers degenerados con baja temperatura de | (Carter, Bebb,

degenerado alineacién para permitir gue el ADN de especies Nordenskjo,

(DOP-PCR por independiente se amplifique. Ponder, &

sus siglas en Tunnacliffe,

inglés) 1992)
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PCR de Identificacién de cambios en la expresion de genes de | (Liang &
visualizacion diferentes tejidos, se utilizan primers especificos para la | Pardee, 1992)
diferencial (DD) | PCR con transcriptasa inversa (RT) y los productos se

analizan en un gel de alta resoluciéon
PCR inversa Este método amplifica secuencias de ADN que (Ochman,
(IPCR) flanguean una regién de secuencia conocida. Se Gerber, & Hartl,

utilizan primers orientados en sentido inverso y la
plantilla de los primers tiene un fragmento de
restriccién que se ha ligado sobre si mismo para formar
un circulo.

1988)

ADN polimérfico | Amplificacién con primers de secuencia aleatoria. (Williams,
amplificado al Permite tomar fingerprinting del genoma sin necesidad | Kubelik, Livak,
azar (RAPD)/PCR | de conocer las secuencias gendmicas, a menudo se | Rafalski, &
con realiza primero en bajo y luego en alto rigor Tingey, 1990)
oligonucledtidos | proporcionando fingerprinting mds extensas para

arbitrarios (AR- diferenciar especies.

PCR)

Mutaciones Induccién de mutaciones aleatorias dentro de una (Lin-Goerke,
aleatorias por regiéon de ADN implementando una PCR propensa a Robbins, &

PCR

errores cambiando Mg2+* por Mn2+en el buffer de
reaccion.

Burczak, 1997)

Amplificacién
répida de los
extremos del

Amplifica uno o ambos extiremos (3'y 5') de ADNc
utilizando una secuencia interna conocida y una
cartilla arbitraria. Debido a la limitada informacién

(Hébert,
Basilico,
Goldfarb,

ADNc (RACE) sobre las secuencias de ADN disponible para ese gen. | Haub, & Martin,
1990)

Transcriptasa Amplificaciéon de las especies de ARN mediante la (Eldadah et al.,

reversa PCR (RT- | implementacién tipica un sistema de dos enzimas. La | 1991)

PCR) primera enzima, la transcriptasa reversa copia el ARN
para formar la cadena de ADNc seguido por la PCR
con ADN polimerasa.

Touchdown PCR | ComUnmente se utiliza para identificar secuencias de | (Don, Cox,
ADN con primers disenados a partir de la secuencia de | Wainwright,
proteinas por tener codones alternativos. Al inicio de la | Baker, &

PCR se programa con alta temperatura de alineacién | Mattick, 1991)

seguida de una disminucion gradual para promover la
amplificacion especifica del amplicon.
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Evoluciéon de la tag polimerasa

En los comienzos de la PCR se utilizaba una ADN polimerasa que era inactivada con la
temperatura de desnaturalizacion. Esto hacia que se tuviera que agregar nueva enzima d
la mezcla de PCR en cada ciclo antes de la etapa de extensiéon. En 1988, se infrodujo una
ADN polimerasa termoestable para altas temperaturas (95 °C), aislada de la bacteria
termofila Thermus aquaticus (Taq) automatizando la especificidad, el rendimiento, la
sensibilidad y la longitud de los amplicénes en la PCR (Saiki et al., 1988). La Tag polimerasa
tenia una tasa de error (mutacién por nt por ciclo) de 2 x 104 en la PCR, la cual era
ineficiente para realizar PCR de alta fidelidad (Saiki et al., 1988). En la bUsqueda de una
polimerasa fermoestable y con alta fidelidad, en 1991 se propuso la primera ADN polimerasa
termoestable con actividad exonuncleasa de correccién de 3'-5', comUnmente conocida
como la VentTM polimerasa o Tli, la cual fué obtenida de Thermococcus litoralis, una
especie de archaea que habita en los respiraderos térmicos en el océano profundo
(Mattila et al., 1991). La VentTM ADN polimerasa posee alta fidelidad en la sintesis de ADN
in vitro con una tasa de mutacién en el rango de 30 x 106 siendo 4-5 veces mds baja
comparada con otras polimerasas, Esta caracteristica brinda altas posibilidades para
mantener la informacién genética intacta del ADN original en la PCR (Mattila et al., 1991).
En el mismo ano, se propuso la ADN polimerasa Pfu proveniente de la archaebacteria
hipertermdfila Pyrococcus furiosus (de Vries et al., 2005), un organismo que vive en los
respiraderos del océano profundo donde las temperaturas del hdbitat son mayores de 100
° C. A diferencia de la Tag polimerasa, la ADN polimerasa Pfu posee una actividad de
exonucleasa de 3 'a 5' que permite ala polimerasa corregir errores, consiguiendo una tasa
de error de 1.6 x 10-¢, por esta caracteristica los autores la propusieron como ideal para
realizar técnicas que requieran sintesis de ADN de alta fidelidad, como la clonacién directa
de productos de amplificacion por PCR, mutagénesis y amplificacién para detectar
mutaciones puntuales (Lundberg et al., 1991). La eleccién de la polimerasa adecuada
depende de la aplicacién. A continuacidn, se muestra un resumen con descripciéon parcial
de las diferentes ADN polimerasa mds comunes, su tasa de mutacién y la fuente que la
propone (Tabla 3) (Terpe, 2013). Para mayor detalle sobre las ventajas y desventajas de
cada una, consultar la revisidon “Overview of thermostable DNA polymerases for classical
PCR applications: from molecular and biochemical fundamentals to commercial systems”
(Terpe, 2013).
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Las polimerasas de ADN termoestables tienen un rendimiento optimo a temperaturas
elevadas; sin embargo, a temperaturas bajas una cantidad significativa de enzima queda
activada generando amplificaciones no deseadas. A través de los ciclos, estos amplicones
reducen la eficiencia de la amplificacién objetivo y el consumo de reactivos. Por este
moftivo, se han disenado las Hotf-start polimerasas que son un fipo de ADN polimerasa
modificadas para permanecer inactivas hasta la primera etapa de desnaturalizacién. Los
métodos mds frecuentes para inactivar la enzima son: la inhibicion de ligandos vy la
modificacién quimica. La inhibicidén de ligando consiste en la unidn especifica de varios
ligandos al sitio activo de la polimerasa, inhibiendo la actividad enzimdtica dependiente
de la temperatura. Después de calentar a 95 ° C durante varios minutos, estos ligandos se
disocian de la polimerasa y del sitio de unidn al sustrato quedando disponible para la
extension del primer (Kuslich et al., 2018). La modificacidon quimica consiste en realizar
modificaciones quimicas covalentes en aminodcidos especificos del sitio activo de la ADN
polimerasa, el calentamiento de la mezcla a un pH bajo elimina la modificacion de los
aminodcidos y restaura la actividad de la enzima (Birch et al., 1996). H método de PCR se
ha optimizado con la creacidn de termocicladores y el perfeccionamiento de las
polimerasas. Los termocicladores son instrumentos capaces de realizar distintos ciclos a
temperaturas reguladas en cada ciclo de la reaccién. Se han disenado desde 1986 vy
actualmente, existe una gran gama de termocicladores alfamente sofisticados y precisos,
los cuales pueden ser reprogramados a las necesidades del usuario (Kuslich et al., 2018). En
el caso de las polimerasas, actuamente se comercializan diferentes tipos de ADN
polimerasas para replicar el ADN, las md&s comunes son de tipo Taq v le siguen las de tipo
Pfu y Vent. Las polimerasas se distinguen por tener cualidades particulares; por ejemplo:
para realizar andlisis mutacional, las Pfu polimerasas tienen mayor fidelidad que las Tag
polimerasas, pero las Pfu suelen ser mds costosas que las Tag. En el caso de las Hot-start
polimerasas son fipicamente mds costosas que las demds debido a las modificaciones
quimicas que proveen beneficios como la reduccidén de contaminacion, incremento en la
especificidad y la reproducibilidad. Estas caracteristicas de costo-beneficio deben tomarse

en cuenta al readlizar el presupuesto de un proyecto (Kuslich et al., 2018)
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Tabla 3. Lista de las ADN polimerasas mas comunes, extraida y modificada de (Terpe,
2013).

Nombrfa ol Especie de origen Referencias
ADN polimerasa
Cline et al ., 1996, Huang and
Deep Veni™ Pyrococcus species GB-D I(<eohc1vong, 1996) ?
KODI1 Thermococcus kodacaraensis |(Takagi et al ., 1997)
Pab (lsis™) Pyrococcus abyssi (Dietrich et al ., 2002)
Pfu Pyrococcus furiosus (Kim et al., 2007, Cline et al ., 1996)
Pwo Pwo Pyrococcus woeseli (Dgbrowski and Kur, 1998)
Tagq . (Ecker‘r and Kunkel, 1990, Flaman et
Thermus aquaticus , 1994, Lee et al ., 2010)
Tor (DyNAzyme™) [Thermus brokianus No publlco
Tca Thermus caldophilus (Park et al., 1993)
il Thermus filiformis (Choi et al., 1999, Zheng et al ., 2006)
Tfl Thermus flavus (Kaledin et al ., 1981)
Tfu Thermococcus fumiculans (Cambon-Bonavita et al., 2000)
Tgo Thermococcus gorgonarius (Bonch-Osmolovskaya et al ., 1996)
. (Cline et al ., 1996, Mattila et al .,
T (vent™) Thermococcus litoralis 1991)
Dioz and Sabino, 1998, Flaman et
Tma (UTma™) Thermotoga maritima ( ., 1994)
TNA1_pol Thermococcus sp. NAT (K|m et al., 2007)
Tne Thermotoga neopolitana (Chatterjee et al ., 2002)
Tpe Thermococcus peptonophilus |(Lee et al., 2010)
Tth Thermus thermophilus (Carballeira et al., 1990)
Tzi (Pfx50™) Thermococcus zilligii (Griffiths et al . 2007)

Electroforesis

La electroforesis es una técnica que se utiliza para purificar, determinar la presencia o ausencia,
tamano, estructura, canfidad y modificaciones de las proteinas y los dcidos nucleicos
(Gallagher, 2014).

El fundamento de la electroforesis es el movimiento de una molécula cargada bajo la
influencia de un campo eléctrico. Por ejemplo, en el andlisis de d&cidos nucleicos, las
moléculas estdn cargadas negativamente debido a sus esqueletos de fosfato. La muestra
se coloca en el extiremo del electrodo negativo del tanque de gel. Cuando se aplica
energia, estas moléculas cargadas negativamente migrardn al electrodo positivo,
permitiendo visuadlizar la presencia y cantidad de alguna secuencia de ADN o ARN
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(Gallagher, 2014).

La técnica de electroforesis se utiliza para determinar la pureza y tamano de la muestra,
andlisis genético para conocer las mutaciones en el ADN y la expresion génica en los niveles
de ARNm y de proteina, también se utiliza para la deteccidn de modificaciones
postraduccionales en proteinas e identificacion de anticuerpos contra organismos
patdégenos que indican infeccién. La electroforesis emplea el enfoque isoeléctrico en un
gel. Se utilizan dos tipos de geles, el primero es el gel de acrilamida Util para fragmentos
pequenos de ADN vy para la mayoria de las proteinas. El segundo es el gel de agarosa
formado de poros mds grandes que permiten la separacion de fragmentos mds grandes de
ADN utilizados comUnmente en las técnicas de biologia molecular (Gallagher, 2014). Para
analizar secuencias de ADN, los resultados de la PCR se analizan con electroforesis en gel
de agarosa, se tine el ADN vy se visuadliza (Kuslich et al., 2018), después se purifica y se
secuencia para determinar si hay alguna mutacion o polimorfismo en la secuencia de ADN
(Gallagher, 2014).

Preparacion del gel de agarosa vy visualizacion de las moléculas

Los geles de agarosa se preparan calenfando el amortiguador de electroforesis para
disolverla agarosa. Una vez que la agarosa estd fundida se tine con reactivos, por ejemplo:
SYPRO Orange o SYPRO Red para proteinas, SYBR Green o bromuro de etidio para ADN, se
vierte en una bandeja de gel para solidificar y formar el gel rectangular con pequenas
cavidades donde se cargard la muestra de ADN o ARN (Gallagher, 2014). Cuando el gel
estd cargado con la muestra se coloca en la cdmara de electroforesis para que la muestra
migre en direccién al polo opuesto de su carga. Las moléculas con menor peso molecular
avanzan mds rdpido gue las de mayor peso molecular. Finalmente, el gel se expone en luz
ultravioleta en un transiluminador para producir una excitacién y se visualizan las bandas

por la fluorescencia emitida (Gallagher, 2014).

Secuenciacion

La secuenciacion es el proceso que determina la secuencia nucleotidica o de péptidos.
Desde un fragmento de secuencia hasta un genoma completo. Conocer la secuencia de
las bases provee informacién para identificar mutaciones, alelos, entre otfras aplicaciones

etc. Actualmente existen siete enfoques para realizar este proceso: a) secuenciacion
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dideoxi; b) secuenciacién por base sdélida; c) secuenciacién por hibridacién, d)
espectrometria de masas; €) secuenciacion por arreglos ciclicos; f) microelectroforesis y g)
secuenciacién por nanoporos (Shendure et al., 2011). Cuando la muestra presenta la pureza
y concentraciéon ideales, hoy en dia se logran lecturas exitosas de hasta 800 pb, aun con
esta tasa de éxito la secuenciacion automatizada estd en constante mejora para hacer el

proceso mds eficiente (Touchman, 2009).

Secuenciacion Sanger

La secuenciacion Sanger es un método de secuenciacion que utiliza el enfoque de cadena
de terminacion mediada por didesoxirribonucledsido (ddNTP), esta ha sido la tecnologia
dominante desde 1977 (Sanger et al., 1977, Shendure et al., 2011). La secuenciacidén Sanger
consiste en desnaturalizar la cadena de ADN con calor generando dos cadenas sencillas.
La hebra complementaria de direccidon 3'-5' es reconocida por el primer complementario
alasecuencia. Se anade ADN polimerasa a la reaccion y la mezcla se separa para generar
4 reacciones. En cada reaccion se agregan los desoxinucledtidos trifosfatos dNTPs que son
moléculas compuestas de base nitrogenada (A, C, G o T), azUcar y fosfato. También se
agregan pequenas cantidades de didesoxinucledsidos trifosfatos (ddNTP) son moléculas
marcadas con fluorocromos y modificadas con un -H en vez de un —-OH en el carbono 3 de
la ribosa. Cuando esta molécula se incorpora a la extensiéon de la cadena de ADN su
modificacién evita la formacién del enlace fosfodiéster interrumpiendo la elongacién de
la cadena y generando fragmentos amplificados con el ddNTP terminal marcado. Esta
reaccion se repite varias veces generando amplicénes de diferente tamano y con diferente
base terminal de ddNTP. Para identificar el orden de la secuencia, los amplicones que
difieren en tamano de un solo nucledtido se separan por electroforesis de alta resolucion.
La electroforesis consiste en cargar la mezcla por inyeccion electrocinética en un tubo
capilar de vidrio lleno de gel. Después se aplica una corriente eléctrica mds potente al
capilar para extraer los productos de reaccion separando por tamano los fragmentos. Los
fragmentos son discernibles a medida que el tubo capilar pasa por una ventana de
deteccidon, donde se enfoca la luz Idser. La luz Idser excita la molécula fluorescente
contenida en el ddNTP terminal de cada fragmento emitiendo una longitud de onda
especifica para A, C, G o T. La emisién de luz de los tintes fluorescentes es detectada por
un instrumento de secuenciacidén automatizada y enviado a una computadora que
construye el orden de los nucledtidos en base a los fragmentos que pasan por el detector,

el orden de los nucledtidos es visualizado por el usuario en un electroferograma (Figura 13)
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(Touchman, 2009).

1) Purify femplate DNA to be sequenced.
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Electroferograma

El electroferograma es la imagen digital que arroja el secuenciador por cada nucledtido
detectado en el gel. El conjunto de imdgenes obtenidas de la secuenciacién de un
fragmento son documentadas en un archivo para su posteriormente andlisis mediante
programas computacionales, en este estudio se utilizd el programa Finch TV (Moomaw et
al., 2014).

Interpretacion de un electroferograma

La calidad del electroferograma depende de la resolucion, a resoluciones mds altas mdas
bandas son detectables. Cuando el pico es grande en el electroferograma significa que el
nucledtido detectado tuvo alta resolucidn. El programa Finch TV coloca barras grises
encima de cada nucledtido para indicar alta o baja resolucidn, esto facilita la
interpretacion en el andlisis manual (Moomaw et al., 2014). Una buena secuenciacion se
distingue por la distorsidén de los picos en las primeras 15 bases aproximadamente, seguido
de picos bien definidos en el resto de la secuencia. Al término, los picos se ensanchan vy su

calidad disminuye progresivamente (Figura 14).

e Nu-w-w-1--k
GCTr TAC B CATG 76 T6 TECCC TccCC

R T N N R N R E R RN F IESTT Bru e B 3
AGCAGTACCGGGCCCTGACGGTGCCCGAGCTCACCCAGCAGAAATGTTCGAAC AAA
600 610 620 630 640 650

V.

~33 ~



Recoleccidn de muestra

La muestra de ADN se recolectd de la saliva del paciente con un Oragene DNA (0G.500)

por el Dr. Victor Hugo Herndndez.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se obtuvo de la muestra por el departamento de Servicios
Gendmicos — UGA Langebio Cinvestav. El ADN purificado se re suspendié en amortiguador
TE 1X (10Mm Tris pH=8.0 /TMm EDTA).

Cuantificacidon de la muestra

La concentracidon de ADN se cuantificd por dos métodos:

Cuantificacién por espectrometria:
Volumen =210 yL  concentracién =17.1 ng/ uL
Il. Cuantificacion por fluorometria

Volumen =210 yL  concentracion =7.4 ug.

Método para el diseno de primers especificos

Primer-BLAST, es una herramienta de libre acceso desarrollada por El Centro Nacional de
Informacidn Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés) para crear primers especificos a

la plantilla de interés (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Utiliza el software

Primer 3 para disenar los primers, después readliza una alineacién global con BLAST para
evitar amplificaciones no deseadas (Ye et al., 2012). El diseio de los primers se realizd con
las siguientes caracteristicas: 1) Longitud ideal entre 20-25 nucledtidos, Il) La temperatura de
fusion del par de primers de 50-65 °C (Hersheson et al., 2013), lll) El contenido GC en un
40-60%, IV) La auto-complementariedad debe ser evitada para minimizar la formacion de
estructuras secundarias y los dimeros de primer, V) Debe tener un 100% de apareamiento
con el molde, VI) El tamano mdéximo de las secuencias a amplificar fue de 800 pb ya que
asi lo sugirié el laboratorio de Servicios Gendmicos del Laboratorio Nacional de Gendmica

para la Biodiversidad (LANGEBIO), para asegurar la calidad de los resultados.
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Los primers se disefiaron en Primer-BLAST, se anadié la secuencia parcial del gen TUBB4A en
formato FASTA del primer y segundo exén como plantilla de la PCR para generar el par de
primers del amplicén 1. Después se anadid la secuencia parcial que incluye el tercer y
cuarto exén para generar el par de primers del amplicdn 2. Finalmente, la secuencia del
exén 5 se dividid por mitad ya que el tamano excede las 800 pb. Aqui se ingresd la primera
parte del exdn 5 para generar el par de primers de amplicdn 4 y después la segunda parte
del exén 5 para generar el par de primers del amplicén 5. El tamano de los primers se
delimitd a un rango de longitud de 19-22pb. Los primers se diseiaron a una distancia de al
menos 10 pb anterior a la secuencia de interés, debido a que en la secuenciaciéon por
Sanger genera mala calidad en las primeras bases. Cabe resaltar que el primer Reverse 3'-
> 5' de la primera mitad del exdn 5 y el primer Forward 5'->3' de la segunda mitad del exdn
5 se disefaron para que traslapen en aprox. 10 pb. De esta forma se buscd incrementar la

calidad de secuenciacion en todos los exones.

Evaluacion de los primers especificos

Una vez disenados los primers en Primer-BLAST, se realizd un andlisis para confirmar su
especificidad y verificar que ningun par de primers fuera complementario para amplificar
alguna secuencia no deseada en el resto del genoma humano. BLAST- nucleotide es una
herramienta de libre acceso para la alineacién local. El andilisis de especificidad se realizd
alineando cada primer por separado en BLAST-nucleotide con el genoma humano (Homo
sapiens GRCh38.p12 [GCF_000001405.38]). Los primers fueron disenados en direccién de 5'-
3', el extremo 3' es donde se inicia la replicacién. Si las condiciones fueran éptimas vy el
extremo 3’ de algun primer se dlinea en una region del genoma formando apareamiento
con ofro primer, esta regidén no deseada puede llegar amplificarse. Para evitar la
amplificaciéon en regiones no deseadas, se evaluaron los sitios de coincidencia de los
primers disefados con el genoma, verificando que los traslapes en la regidon 3' no fuesen
complementarios con otro primer. De tal modo, al redlizar la alineacién con BLAST-
nucleotide se eligieron las coincidencias representadas al limite izquierdo o derecho de la

alineacién, que es donde traslapa la region 3’ (Figura 15).
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Figura 15. Ejemplo de alineacion con BLAST-nucleotide del primer Revers 3'->5’ del amplicén
1 con el genoma humano, los rectangulos rojos senalan las regiones de traslape del
exiremo 3’ del primer con el resto los cromosomas.

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi#alnHdr 568815594

Una vez identificados los cromosomas con los que se alined el primer, se eligieron las

coincidencias hasta con un minimo de 13 pb (Figura 16).

[Download v GenBank Graphics sortby: | E value v

Homo sapiens chromosome 4, GRCh38.p12 Primary Assembly
04.12 Length: 190214555 Number of Matches: 172

Range 1: 91818672 to 91818687 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
32.2 bits(16) 1.3 16/16(100%) 0/16(0%) Plus/Plus
Features: o
Query 4 CAACCTGGGAGTCTTT 19

[IEEL] \
Sbjct 91818672 CAACCTGGGAGTCTTT 91818687
Range 24: 188685536 to 188685548 G nk Graphics WV Next Match A Previous Match 4 First Match
Score Expect Identities Gaps Strand
26.3 bits(13) 81 13/13(100%) 0/13(0%) Plus/Plus
Features: 5 n ligase TRIML1 isofo 2
Query 5 AACCTGGGAGTCT 17

[ELELETTT
Sbjct 188685536 AACCTGGGAGTCT 188685548

Figura 16. Ejemplo del primer alineado con el cromosoma 4 del genoma humano, se
tomaron las secuencias con coincidencias mayores a 13 pb, marcado en el rectdngulo
rojo. hitps://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_5688155%94
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MUSCLE es un software de libre acceso para dlineacién de secuencias multiples

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/. Este software se utilizd para alinear la lista de las

coincidencias obtenidas en BLAST-nucleotide de cada cromosoma con los primers, la lista
se introdujo en MUSCLE para redlizar la alineacion mdltiple para cada cromosoma,
evidenciando el posible traslape en la region 3' (Figura 17). Una vez confirmado, se
considerd la direccidon del primer y se analizd manualmente que no fuera funcional para

formar par con algin otro primer que pudiera traslapar cerca de la regién, ya que podria

amplificar si estuviera en direccidon complementaria.

MUSCLE

Input form ’ Web services Help & Documentation Bioinformatics Tools FAQ

Tools > Multiple Sequence Alignment > MUSCLE

Results for job muscle-120190420-214400-0510-17008484-p1m

Result Summary Phylogenetic Tree = Submission Details
Download Alignment File = View result with Jalview = Send to Simple Phylogeny Send to MView

CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8)

13cré4 --GAACATCTGTTGGGTG
l4cra 0 --e--- ATCTGCTGGGTgEﬁ}
l6cré 00 ------ ATCTGCTGGGT
Cebador TCGAACATCTGCTGGGTGAG
19crs: 000 cmemes CATCTGCTGGGTGA-
18cr4:. 00 meee- CATCTGCTGGGTGA-
7erd:. 00 =ee-a CATCTGCTGGGTGA-
15¢cr4 00 -ee-- CATCTGCTGGGTGA-

xxxxxxxxxxxx

Figura 17. Ejemplo de alineaciéon multiple en MUSCLE con la lista de coincidencias de un
primer con el cromosoma 4. La complementariedad del extremo 3’ se identifica cuando la
secuencia es alineada en el exiremo 3’ del primer, sehalado con el rectdngulo rojo.

hitps://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/toolresult.ebi?jobld=muscle -120190420-214744-0589 -
49152503-p1m

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Alicuotas de ADN

La muestra de ADN gendmico purificado del paciente tuvo un volumen total de 210 pL.
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Este volumen se dividié en cuatro alicuotas con un volumen de 52 L cada una en un tubo
de 1.5 mL. Tres de las alicuotas se almacenaron a -80 °Cy la cuarta se almacend a 4 °C para
trabajar con ella. Se tomd la concentracién de 17.1ng obtenida por cuantificacion de

espectrometria.

Dilucidon de primers

Los primers se recibieron liofilizados del proveedor con una cantidad de: amplicén 1 (P.
Forward 24.3 nmol y P. Revers 24.27 nmol), amplicén 2 (P. Forward 24 nmol y P. Revers 24.36
nmol), amplicén 3A (P. Forward 22.24 nmol y P. Revers 24.56 nmol), amplicén 3B (P. Forward
24.74 nmol y P. Revers 22.54 nmol) se agregd la cantidad de cada primer por 10 en volumen
de agua (ulL) para obtener una solucidon a 100 yM. Utilizando la féormula Ci1Vi=CaV2, se tomd
volumen de cada primer para obtener la solucién madre a concentracion final de 88.36 uM
(Tabla 4).

Obteniendo la solucién madre de todos los primers a la misma concentracién (88.36 uM) se
tomaron 5.65 UL de la solucién madre y se disolvieron en 50 UL de agua formando “la
solucidn trabajo” a una concentraciéon de 10 uM. Después se tomaron 0.4 UL de “la solucion
trabagjo” y se disolvieron en 20 yL de agua formando “la solucién para PCR" a una
concentracién de 0.2 uM, de esta solucién final es donde se extrajo el volumen para realizar
las PCR.

Tabla 4. Dilucién de primers para obtener solucién madre

Amplicén 1 P. Forward Amplicdn 1 P. Reverse
(100 uM) (243pL) = (88.36 (100 uM) (247.6pL) = (88.36
MM) (x) = 275uL MUM) (x) =280.21uL
Amplicén 2 P. Forward Amplicdn 2 P. Reverse
(100 uM) (240pL) = (88.36 (100 uM) (243.6 L) = (88.36
MM) (x) =271.61 L UM) (x) = 275.69 pL
Amplicén 3A P. Forward Amplicon 3A P. Reverse
(100 uM) (232.4 L) = (100 uM) (245.6 L) = (88.36

(88.36 UM) (x) = 263.01uL MUM) (x) = 277.95 L

Amplicén 3B P. Forward Amplicén 3B P. Reverse
(100 uM) (247.4 L) = (100 uM) (225.4 L) = (88.36

(88.36 UM) (x) =279.9 uL MUM) (x) = 255.09 L
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Métodos para la optimizacion de la amplificacion por PCR

Para estandarizar el protocolo de la PCR se realizaron pruebas con volumen de 20 L,
procedimiento identificable como PCR analitico. Cuando las condiciones fueron éptimas
se realizaron PCRs con mayor volumen de reaccién en un rango de 50 L, 100 uL 6 150 L.
Reaccioén identificable como PCR preparativa. Las pruebas de PCRs analiticas vy

preparativas se encuentran resumidas en la Tabla 5.

Tabla 5. Resumen de las PCRs

PCR |ADN polimerasa Potenciadores Volume [TA Amplif. Secuenc. |Calidad |Fidelidad|Mutacion|{Mutacion 3
Analitica y preparativa 1| 2[3A
Ensayo 1 |Taqg Platinum 20 pl 60 °C X |/ |V
Ensayo 2 | Hot Start Tagq Master Mix 20 pl 60 °C v/ |2 |o |2
Ensayo 2 |Taqg Polimerase PR 100 Acurris 20 pl 60 °C X |o |2 |2
Prep. 1 [TaqgPlatinum | 1504l [60°C e [V [X E v :]olto alta no hay m|incerfidumb
Prep. 1 Hot Start Tag Master Mix 60 °C v oo o [/ baja
Disminucién en la temperatura de alineacién
Ensayo 3 [Taqg Platinum [ 100 [56°C [V |o|e e [ baja
Ensayo 3| Hot Start Tag Master Mix 20 pl 56°C |/ |o |o |o |/ baja
Ensayo 3 [Taqg Polimerase PR 100 Acurris 50 pl 56 °C v (o |o|o |/ baja
Prep. 2 |Taqg Platinum 100 pl |56 °C X |o |2 |2
Prep.2 |TaqgPlatinum 100yl [56°C |o |@ | X |2
Prep.2 [TaqgPolymerase PR 100 Acuris 50 pl 56°C o [@ |/|o |/ alta baja
Prep. 2 |TaqgPlatinum | 100 I [56°C (o |2 |@
Prep.3 |TagPolymerase PR 100 Acurris 50 pl 56°C |2 o | X
Prep.3 |TagPolymerase PR 100 Acurris 50 pl 56°C |o |2 |o alta baja
Optimizacion de la PCR con agentes desnaturalizantes
Ensayo 4 |Taq Platinum DMSO 5% | BSA 10(21.2 ul |56 °C X |o | X
Ensayo 4 |Taqg Platinum DMSO 2% | BSA 5u|[20.15 pl [56 °C X |o | X
Ensayo 4 |Taqg Platinum DMSO 7% 20.7 yl [56 °C X|o |X|o
Ensayo 4 |[Taqg Platinum DMSO 2% 20uL (56 °C X |o |/ |o
Ensayo 4 |Taqg Platinum DMSO (control)sin|20 l 56 °C X |o | X
Prep. 4 [Taq Plafinum DMSO 2% 50u [56°C X |@ [/ v/ i cta alfa sihay  |Aehay muf
Prep. 5 |Taqg Platinum DMSO 2% 100yl [56°C |@ |@ |/ |2 |/ alta alta sihay
Ensayo 5 [Tag Platinum ADN plasmidico | [20.45 ul |56 °C |2 [@ |2 |@
Ensayo 5 [Tag Platinum Se anade: 5.46 pyl |26 pl 56 °C X |2 |2 |2
Ensayo 5 |Taqg Platinum BSA 20uL (56 °C X |o |2 |2
Ensayo 5| Hot Start TagMaste|BSA 20 pL 56 °C v |2 |o |2 |/ media-alt|alta no hay muta.
Ensayo 5| Hot Start TagMaste| DMSO 20 L 56 °C v oo |o [/ media-alt|alta no hay muta.

Ensayo 1: verificacion de primers

La primera prueba se realizd para verificar que los primers disefados amplificaran las
secuencias esperadas.

Se prepararon 8 tubos para PCR, de los cuales 4 fueron control y 4 fueron de los amplicénes.
Cada tubo contenia 0.5 pL de ADN gendmico, 0.4 uL de primer Forward y 0.4 uL de primer
Reverse, 18 ulL de Mix Tag Platinum y se agregd 0.7 uL de agua para adquirir un volumen
total de 20 uL. El par de primers que se agregd fue especifico para cada amplicén vy los
tubos control para cada amplicdn se le agregd también el par de primers, Mix Taq Platinum,

agua y sin ADN. La PCR se corrié a 30 ciclos (30X) (Figura 18).
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Figura 18. Diagrama de las etapas de PCR, condiciones implementadas en el ensayo 1.

Optimizacion de la PCR con amplificacion de alta fidelidad

Para optimizar la fidelidad de las secuencias de ADN amplificadas, se probaron diferentes
enzimas. Las ADN polimesas utilizadas en este estudio son de tipo Tag y con modificaciones
para inactivacion, es decir, “Hot-start”. Dos de las polimerasas se encontraban en un tubo
con presentacién Master Mix (Platinum Hot Start Master Mix de ThermoFisher y Accuris
PR1001-HS-S Hot Start Tag Master Mix) y la tercera polimerasa estaba en un fubo

independiente del resto de los compuestos (Tag polymerase PR 1000 Accuris™).

Ensayo 2: Concentracion ideal de ADN para el amplicén 1 con Taq Hot Start

Esta prueba se realizé para probar la Tag Hot Start en el amplicén 1. Se prepararon 3 tubos
variando la concentraciéon de ADN con 0.5 pL, 1 yLy 3 pL, después a cada uno se agregd
0.8 uL de primer Forward, 0.8 uL de primer Reverse, 10 UL de Tag Hot Start y se completd
con agua hasta obtener un volumen total de 20 pL. También se incluyd otro tubo con
Master Mix Platinum con primers para el amplicén 1 solo para confirmar que esta Tag no
funciona. La PCR se corrié a 32 ciclos (32X) (Figura 19).

Preparativa 1

Se realizé una PCR preparativa con volumen de 150 pL para cada reaccion de los
amplicénes 2, 3A y 3B, se implementaron los pardmetros del Ensayo 1. En el amplicdn 1 se

realizé una reaccidén con volumen de 150 plL implementaron los pardmetros del Ensayo 2.
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Figura 19. Diagrama de las etapas de PCR, condiciones implementadas ensayo 2 y
preparativa 2.

Optimizacion de amplificaciéon a diferentes temperaturas de apareamiento
Ensayo 3: Disminucion de la temperatura de alineacion

Para encontrar las condiciones ideales de amplificaciéon se disminuyd la temperatura de
alineacién a (TA) 4°C por debajo de la temperatura de fusién (Hersheson et al., 2013) de los
primers, modificando de 60°C a 56°C para TA.

Se realizaron pruebas para el amplicdn 1 con diferentes Tag Polimerasa. El primer tubo de
20 uL contenia Tag Hot Start, el segundo tubo de 50 L contenia Tag polymerase PR 1000
Accuris, y el tercer tubo de 100 UL contenia Taqg Platinum. Se corrieron a 32 ciclos (32X)
(Figura 20).

Preparativa 2

Para el amplicdn 1 se prepard un tubo de 100 pL con Taq Platinum como en el ensayo 3,
para el amplicén 3A se prepararon 2 tubos, el primero de 100 uL con Taq Platinum y el
segundo de 50 pL con Tag polymerase PR 1000 Accuris. Finalmente, para el amplicén 3B se

prepard un tubo con volumen de 100 L para Taqg Platinum.

Preparativa 3
La preparativa 2 amplificé la Taqg polymerase PR 1000 Accuris en 3A. Se realizd el mismo
procedimiento de la preparativa 2 para amplificar los amplicénes 3A y 3B con Tag

polymerase PR 1000 Accuris en volumen de 50 L.
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Figura 20. Diagrama de las etapas de PCR, condiciones de tiempo y temperatura
estandarizadas para las PCRs.

Optimizacion de amplificaciéon por agentes desnaturalizantes (DMSO y BSA)
Ensayo 4: Pruebas con potenciadores

Las regiones ricas en G/C disminuyen el rendimiento de la PCR, existen agentes y aditivos
que mejoran la reaccién logrando amplificar apropiadamente (Frackman et al., 1998). El
DMSO es un agente comunmente utilizado para mejorar la reaccion y, la albUmina de suero
bovino (BSA) es un co-potenciador del DMSO. Cuando se agregan ambos reactivos a una
mezcla se ha observado que incrementa el potencial de la reacciéon (Farell and Alexandre,
2012). De acuerdo con esta informacidn se probaron diferentes concentraciones de DMSO
con BSA puesto que el amplicén 1y 3A son regiones ricas en G/C. Todos los ensayos se

corrieron a 32 ciclos (32X).

Ensayo 4.1 DMSO 5% y BSA 10 ug/ uL:

Se prepard un mix que contenia: Platinum 54 L, ADN 1.5 pL, DMSO 3 Ly BSA 2.7 L,
obteniendo un volumen de 61.2 uL. Este volumen se dividid en tres partes iguales a 20.4 L
y se agregd 0.4 ulL de P. Forward y 0.4 uL de P. Reverse a cada tubo comespondiente al

amplicén 1, 3A y 3B. Adquiriendo un volumen final de 21.2 uL en cada muestra.

Ensayo 4.2 DMSO 2% y BSA 5 ug/ ul:

Se prepard un mix que contenia: Platinum 54 uL, ADN 1.5 ulL, DMSO 1.2 yL y BSA 1.36 pL,
obteniendo un volumen de 58.06 L. Este volumen se dividid en tres partes iguales a 19.35
uLy se agregd 0.4 ulL de P. Forward y 0.4 L de P. Reverse a cada tubo comespondiente al

amplicdn 1, 3A y 3B. Adquiriendo un volumen final de 20.15 uL en cada muestra.
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Ensayo 4.3 DMSO 7%:

Se prepard un mix que contenia: Platinum 36 L, ADN 1 uL y DMSO 2.8 uL obteniendo un
volumen de 39.8 L. Este volumen de dividid en dos partesiguales a 19.9 uLy se agregd 0.4
uL de P. Forward y 0.4 plL de P. Reverse a cada tubo correspondiente al amplicén 1y 3A.

Adquiriendo un volumen final de 20.7 plL en cada muestra.

Ensayo 4.4 DMSO 2%:

Se prepard un mix que contenia: Platinum 36 pL, ADN 1 yL, DMSO 0.8 uL y Agua 0.6 L
obteniendo un volumen de 37.8 uL. Este volumen de dividid en dos partesiguales a 19.2 L
y se agregd 0.4 uL de P. Forward y 0.4 uL de P. Reverse a cada tubo corespondiente al

amplicon 1y 3A. Adguiriendo un volumen final de 20 plL en cada muestra.

Ensayo 4.5 (control):

Se prepard un mix que contenia: 54 pL, ADN 1.5 uL, DMSO 0.8 puL y Agua 2.1 uL obteniendo
un volumen de 57.6 UL. Este volumen de dividié en tres partesiguales a 19.2 ulL y se agregd
0.4 pLdeP. Forward y 0.4 uL de P. Reverse a cada tubo correspondiente al amplicdn 1, 3A

y 3B. Adquiriendo un volumen final de 20 L en cada muestra.

Preparafiva 4:

De acuerdo con los resultados obtenido de la amplificaciéon del el amplicén 3A con DMSO
2% y Taq Platinum del ensayo 4.4 de esta seccién. Se redlizd una PCR preparativa con
volumen de 50 pL paralos amplicones 3A, 3By 1 esperando que amplifique con un volumen

mayor que en el Ensayo 4.4 de métodos.

Preparativa 5:

Se reqlizd la repeticidn de la preparativa 4 para el amplicdén 3A con un volumen de 100 pL.

Ensayo 5:
Este ensayo consistid en realizar varias pruebas para amplificar el amplicén 1, incluyendo
una prueba para conocer la fluorescencia de BSA en el gel de agarosa, sin amplificar
(Ensayo 5.2). Todos los ensayos se corrieron a 32 ciclos (32X).
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Ensayo 5.1:
Se prepard un mix que contenia: Platinum 18 L, ADN 0.6 uL, Mg 5.46 uL, P. Forward 0.52
uLy P. Reverse 0.52 pL de amplicéon 1y H20 0.9 L, obteniendo un volumen de 26 L.

Ensayo 5.2:

En el ensayo 4.1 y 4.2 el gel mostrd una banda amplificada, pero se quedd en el pozo y no
migroé. Esta prueba se realizd para conocer si la fluorescencia es debido a la BSA aun sin
amplificar o que la banda observada se debia a la amplificacidon esperada. Se prepard un
mix que contenia: ADN plasmidico 0.5 pL, BSA 0.45 pL y H20 19.05 pL, obteniendo un
volumen de 20.45 uL.

Ensayo 5.3:

Esta prueba se realizd para probar la eficiencia BSA como potenciador. Se prepard un mix
que contenia: BSA 0.45 pL, Platinum PCR Super Mix 18 uL, ADN 0.5 uL, P. Forward 0.4 uLy P.
Reverse 0.4 pLy H20 0.25 pL, obteniendo un volumen de 20 L.

Ensayo 5.4:

Esta prueba se realizd para probar la eficiencia BSA como potenciador, pero con Taq
diferente al ensayo 5.3. Se prepard un mix que contenia: Hot Start Tag Master Mix 10 uL, ADN
0.5 L, P. Forward 0.8 pLy P. Reverse 0.8 L, BSA 0.45 pyL y H20 7.45 pL, obteniendo un

volumen de 20 pL

Ensayo 5.5:

Esta prueba se realizé para probar la eficiencia de DMSO como potenciador con Hot Start
Taqg Master Mix. Se prepard un mix que contenia: Hot Start Tag Master Mix 10 uL, ADN 0.5 uL,
P. Forward 0.8 uL, P. Reverse 0.8 uL, DMSO 0.40 pyL y H20 7.45 pL, obteniendo un volumen
de 20 pL.

Gel de agarosa

Se utilizd gel de agarosa 1% para todas las electroforesis y se agregd SYBR Green como

colorante para ADN. La proporcién fue de 1/10,000 es decir, para 50 mL de gel de
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agarosa se utilizé 5 uL de colorante, asilo sugiere el manual. En las muestras de PCR se utilizé
azul de bromofenol en proporcién de 3 uL por 20 YL de muestra como marcaje para

visudlizar las muestras durante la electroforesis.

Adquisicion de bandas amplificadas del gel de agarosa y purificacion de los

fragmentos amplificados

Con el objetivo de extraer las bandas amplificadas, se visualizd el gel de agarosa en el
transiluminador. Una vez identificadas las bandas, se cortd una a la vez con la navaja vy se
colocd en un tubo de 2 mL previamente nombrado con el nimero de amplicdn
correspondiente. Para evitar contaminaciones cruzadas de los amplicdnes, se cambid la
navaja a cada banda extraida del gel.

Los fragmentos de gel fueron purificados con el kit de extraccion de gel QIAquick de
QIAGEN. Obteniendo muestras de ADN diluidas en agua por requisito de servicios
gendmicos de LANGEBIO para su posterior secuenciacion. La metodologia adoptada fue
la siguiente:

Se peso el fragmento de gel contenido en el tubo de 2 mL en la balanza analitica. El peso
del gel no debe ser mayor a 200 mg en cada tubo, puesto que se le agregard un total de
5 veces su peso volumen. Se agregd 3 veces su peso en volumen con Buffer QG, tomando
la equivalencia de 100mg ~ 100mL. El tubo de 2 mL se incubd a 50 °C por 10 min agitédndolo
cada 3 min para permitir que se disolviera la agarosa y crear una mezcla uniforme. Una vez
disuelta la agarosa adquirid un color verdoso, lo que indicé un pH ideal. Después se agregd
su peso en volumen de isopropanol a la mezcla y se tomaron 800 ulL del tubo de la mezcla
para pasarlos a la columna de centrifugado. La columna se centrifugd x 1 min a 13,000 g.
La mezcla centrifugada se desecha y se repite este paso colocando el restante que quedd
del tubo de 2 mL a la columna para centrifugar nuevamente. Se agregd 500 mL de Buffer
QG ala columna, se centrifugd x 1 min a 13,000 g y se desechd el restante. Para el lavado,
se agregd 750 pL de Buffer PE. Después de 5 min de reposo se centrifugd y se desecho el
residuo. Se colocd la columna dentro de un tubo de 1.5 mL y se agregd 50 ulL de agua
estéril. Después de 4 min de reposo se centrifugd por 1 min y se aimacend el residuo en un
tubo a 4 °C.
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Cuantificaciéon de ADN

La cuantificaciéon de ADN se redlizd en el espectrofotdbmetro Take3 Micro-Volume Plate de
BioTek Instruments. Se tomaron 2 uL de cada muestra previamente purificada y se colocaron
en el espectrofotdmetro, tratando cada vez de incluir una o dos réplicas de la misma

muestra.

Finch TV

Finch TV es un software de libre acceso creado por Geospiza. Inc. Los cromatogramas son
el tipo de archivo que contiene los resultados de secuenciacion Sanger. La secuenciacion
de las muestras se realizd en el departamento de Servicios Gendmicos — UGA Langebio
Cinvestav. Los resultados fueron recibidos en electroferogramas sin edicién y visualizados en

el software Finch TV para asi poder interpretarlos (hitps://www.geospiza.com/finchtv).

Resultados

Primers especificos disenados para el gen TUBB4A

Se obtuvieron 4 pares de primers especificos para el gen TUBB4A. La longitud de los exones
en el gen TUBB4A: es de 33 pb para el exdn 1y de 217 pb para el exén 2, entre ellos se
localiza una secuencia intrénica. El primer par de primers se disend para amplificar ambos
exones y laregién intrénica generando un amplicdn de 690 pb (amplicdn 1). Esta estrategia
también se implementd para el exdén 3 que mide 109 pb y el exdn 4 que mide 111 pb,
igualmente interferidos por una regién intrénica, el segundo par de primers se disend para
amplificar una regién de 422 pb (amplicén 2). En el caso particular del exdn 5 su longitud
excede las 800pb, asi que se disenaron 2 pares de primers diviendo el exdn 5. El tercer par
de primers se disend para amplificar la primera mitad del exdn 5 con 674 pb (amplicdn 3A)
y el cuarto par de primers se disefd para amplificar la segunda mitad del exdn 5 con 562

pb (amplicdn 3B) (Figura 21).
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5041 cccccacccg caaaccagat cgccgctccg gagcccccag cccactggga gggc-
5101 EESCEGEEsGIgatEctoocy aatgaggtct aaatagaatg agaagggggg ctgcggaccg
5161 agaaactgag gcaaggcctg gggcgggagg gtggaggcta agggggaggg gcaggacttc
5221 tcagatgcct gtttaccagg cgctcccctc ccttecctecg cccaatttct gcgggtggee
5281 aagcctggct gggggctggg acgggggaga ctgcactggt ggctccctaa ggggcctcac
5341 ccccaaggca ggggtcggag cacgtggcgt cccggacttc tctgggaggc ccecctgggga
5401 gggaggtccc tgcaccacct ccccccaccc cagccccctc catcatcccg gggcgggace
5461 aaggggcgga gcgggagggt gaccggccgt gacgcgtgcc ccgcccgcetc atatagegge
5521 teeegggagc gcagggaceg tgctecgecg tetecgecge atcttecace ctegecgeey
5581 ccgcagctcc ccgcgetcgt gocaccgccg ccgcgtccac cctcagcgcc accgccatge
5641 gggagatcgt gcacctgcag gccggccagt gcggcaacca gatcggggcc aaggtgctcg
5701 gggaacgggg cccggggagg cagtggcgge cccggggage accgeggggt cggtccccgg
5761 agcaccECHclBEEEtaUUaUNESEBEocaaa ggaatgaggt ccccaggagg ccagegegec

6181 accggcettec ceteteteaa ctcttccgac cacctctctc tctagttttg ggaggttatc
6241 agtgacgaac atggcatcga ccccacaggc acataccatg gggacagtga cctgcaactg
6301 gagaggatca acgtgtacta caacgaggcc acaggtaggg cgaaggaggc accttccagg
6361 tgggaagggg cagctgggag ggaacaggat gctaccgggc gcctgtggtt cctggcacge
6421 atcgaactgc cctccatctg tttccctgca ggaggaaatt atgtccccag agcggtgctg
6481 gtggacctgg aacccggcac catggactct gtccgttctg gccccttcgg tcagatcttt
6541 cggccggaca acttcgtgtt tggtgagtcc cccagcaggg agccagagae tggaasacet
6601 geEtattcct getaacacca cagagtcaac agccaccace ggggceccaca gaccagagat

11521 agttactagt attcaactac tagaggccct ccaggtggtg _

11581 .ggctcccc ataactgcat gtgtgtcccc tccccttcce tctctaggecc aatccggagc
11641 cggcaacaac tgggcaaagg ggcactacac ggagggcgca gagctggtgg acgctgtcct
11701 ggacgtagtc cggaaggagg ccgagagctg cgactgcctt cagggcttcc agctgaccca
11761 ctcgctgggg ggtggcacgg ggtccggaat gggcacgctg ctcatcagta agatccgcga
11821 ggagttccca gaccgcatca tgaacacctt cagcgtggtg ccctcgccca aagtgtcaga
11881 cacggtggtg gagccctaca acgccacgct gtctgtgcac cagctggtgg agaatacgga
11941 tgagacctac tgcatcgaca acgaggcact ctacgacatc tgtttccgca ccctcaagct
12001 gaccaccccc acctacgggg acctcaacca cctggtgtcg gccaccatga gcggggtcac
12061 cacctgcctg cgcttcccgg gccagctgaa cgccgacctg cgcaagctgg ccgtcaacat
12121 ggttcccttt cctcgcctgc acttcttcat gecccggecttc gcacccctga ccagccg-
12181 | ooccc toacggtgce coa tgccaa
12241 gaacatgatg gcggcgtgcg acccgcgcca cggccgctac ctgaccgtgg ccgeccgtgtt
12301 ccggggccgc atgtccatga aggaggtgga cgagcagatg ctgagcgtgc agagcaagaa
12361 cagcagctac ttcgtggagt ggatccccaa caacgtgaag acggccgtgt gcgacatccc
12421 gccccgcgge ctgaagatgg ccgcgacctt catcggcaac agcacggcca tccaggagct
12481 gttcaagcgc atctccgagc agttcacggc catgttccgg cgcaaggcct tcttgcactg
12541 gtacacgggc gagggcatgg acgagatgga gttcaccgag gccgagagca acatgaatga
12601 cctggtatct gagtaccagc agtaccagga cgccacggcc gaggagggcg agttcgagga
12661 ggaggcggag gaggaggtgg cctaggctgc tcccatcgct tcccacctgt cccctcgagl
12721 t aggcccccca tctctgaacc ctagagcccc gctttccctce

Figura 21. Secuencia parcial del gen TUBB4A. Las secuencias subrayadas en amarillo
corresponden a los 5 exones del gen y las secuencias en verde corresponden a los primers
complementarios del amplicén 1 (690pb), en azul claro corresponde a los primers del
amplicén 2 (422pb), en rosa corresponde a los primers del amplicén 3A (674pb) y por Ultimo
en azul fuerte corresponde a los primers del amplicén 3B (562pb).

Los primers utilizados en este estudid fueron elaborados por T4 OLIGO. Todos los pares de
primers disenados tienen en promedio una temperatura de fusion de 60 °Cy amplifican en
promedio un fragmento de 800 pb, esto permite incluir diferentes muestras en el

termociclador para llevar a cabo la PCR (Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas de los primers disenados para este estudio

Primer par de primers para exon 1y 2
| Secuencia 5'->3'’ | Tamafio [ Tm | GC%
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Forward primer | TCGCGGITACTGCAAGGATT 20 60.04 | 50.00

Reverse primer | AAAGACTCCCAGGITGCGG 19 59.93 57.89
Segundo par de primers para exon 3y 4

Forward primer | CCGGCITTCCCCTCTCTCAA 19 60.99 63.16
Reverse primer | AGGAGGITITCCAGCCTCTG 20 59.30 55.00
Tercer par de primers para exon 5 parte |

Forward primer | GAGAGACAGAGTICAAGGGITGG | 22 60.03 | 54.55
Reverse primer | TCGAACATCTGCTGGGTGAG 20 59.75 55.00
Cuarto par de primers para exén 5 parte Il

Forward primer | GGGCAGCCAGCAGTACC 17 60.09 70.59
Reverse primer | GCGGATCAAAGGTCAGAAGC 20 59.27 | 55.00

Evaluar la especificidad de los primers a través del andlisis PCR

semicuantitativo para cada amplicon.

Para evaluar la secuencia de cada amplicén debe cumplir con los siguientes puntos: 1) la
banda amplificada debe tener el tamano correcto, 2) el andlisis de secuenciaciéon debe
ser de alta calidad, y 3) La enzima Taqg polimerasa debe tener alta fidelidad para obtener

resulfados certeros en la secuencia amplificada.

Amplificaciéon por PCR y secuenciacion del amplicon 1

Lograr la amplificaciéon y secuenciacién del amplicén 1 fué el mayor reto de los 4
amplicénes. Se realizé variacion en el uso de 3 enzimas diferentes, se cambid la temperatura
de alineacién de los primers y se probaron diferentes concentraciones de los potenciadores
BSA y DMSO. Los electroferogramas obtenidos de la secuenciacidon es el resultado que
permite evaluar y proponer nuevas variaciones en la PCR hasta conseguir una secuencia

de alta fidelidad y calidad. Las pruebas de PCR estdn resumidas en la Tabla 7.

Tabla 7. Resumen de la amplificacion por PCR y secuenciaciéon para amplicén 1

PCR [ ADN polimerasa Potenciadores Volume| TA |Amplifi|Secue Calidad Fidelidad [Mutacion
Analitica y preparativa 1
Ensayo 1|Taqg Platinum 20l [60°C| X
Ensayo 2| Hot St art Tag Master Mix (ADN) 20l [60°C| v
Ensayo 2 |Taq Polimerase PR 100 Acurris 20yl |60 °C X
Prep. 1 Hot St art Tag Master Mix 150 L 60°C| Vv v baja
Ensayo 3 |Taqg Platinum 100l [56°C| v 4 baja
Ensayo 3| Hot St art Tag Master Mix 20l (56°C| v v baja
Ensayo 3 |Taqg Polimerase PR 100 Acurris 50ul [56°C| v v baja
Ensayo 4|Tag Platinum DMSO 5% | BSA 10pg/ul | 21.2 4l |56°C| X
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Ensayo 4 |Taq Platinum DMSO 2% | BSA 5pg/ul | 2015 pl (56 °C| X
Ensayo 4 |Taqg Platinum DMSO 7% 20.7 yl |56°C| X
Ensayo 4 |Taq Platinum DMSO 2% 20l |56°C| X
Ensayo 4 |Taq Platinum DMSO (control) sin ADN| 20l [56°C| X
Ensayo 5 |Taq Platinum Se anade: 5.46 ylde Mgl 26 ul |56 °C| X
Ensayo 5|Taq Platinum BSA 20l |56°C| X
Ensayo 5| Hot St art Tag Master Mix BSA 20uL |56°C| v v alta alta X
Ensayo 5| Hot St art Tag Master Mix DMSO 20 |56°C| v v alta alta X

En el ensayo 1 no se logré la amplificacion del amplicén 1 con la enzima Tag Platinum PCR
Super Mix. Se evalud la enzima Hot Start Tag Master Mix, realizando el ensayo 2 para obtener
la proporcién de volumen ideal de ADN en la reaccién con la enzima Hot Start Tag Master
Mix, las muestra con volumen de 0.5 ulL de ADN y 3 pL de ADN mostraron mayor intensidad
en la banda que la muestra con 1 plL de ADN. Se estandarizd la proporcion de 0.5 pL de

ADN para una reaccién de 20 uL con Hot Start Tag Master Mix (Figura 22).

250
100

Figura 22. Gel de agarosa del ensayo 2. Obtencién del volumen ideal de ADN con Hot Start
Taq Master Mix para amplicon 1. 1) Amplificaciéon de la banda, comresponde a la
prueba con volumen de 0.5 pL de ADN, 2) Amplificacion de la banda, corresponde a la
prueba con volumen de 1 pLy 3) Amplificacion de la banda, corresponde a la prueba con
volumen de 3 uL. 4) Ladder de 1kb.

Para obtener mayor volumen de ADN amplificado se realizd la PCR preparativa 1,
incrementado el volumen de reaccién a 150 uL con Hot Start Tag Master Mix. Se adquirié
la amplificacién de la banda, se purificd y secuencid. Los resultados de secuenciacion
mostraron baja calidad en el electroferograma porlo que no se logrd visualizar la secuencia
de nucledtidos (Figura 23). Esto se puede deber a la poca cantidad de ADN o al bajo
reconocimiento del primer (Forward y Reverse) hacia la secuencia reduciendo la intensidad

de senal (Touchman, 2009).
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Figura 23. Gel de agarosa de la preparativa 1. (A.1) Banda amplificada del amplicén 1 con
Hot Start Taq Master Mix, (A.2) Ladder de 1kb. (B) Electroferograma de la secuenciacion del
amplicon 1 con Hot Start Taq Master Mix, presenta ruido y no se discierne lasbases.

Con el objetivo de lograr la secuenciacién de alta calidad, se modificé la temperatura de
alineacién de los primers a 56 °C en la PCR y se evaluaron 3 reacciones con enzimas
diferentes: Tag Platinum PCR Super Mix, Taq Polymerase PR 1000 y Hot Start Tag Master Mix
con volumenes de 50 pL -100 L, descrito en el ensayo 3. Se logrd la amplificacién de las
bandas en las 3 reacciones, se purificaron y secuenciaron. Los resultados de secuenciacion
mostraron baja calidad en los electroferogramas de las 3 reacciones, por lo que no se logrd

visualizar la secuencia de nucledtidos (Figura 24)
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Figura 24. Gel de agarosa del ensayo 3. (A.1) Banda amplificada con Taq Platinum PCR
Super Mix, (A.2) Banda amplificada con la Taq Polymerase PR 1000, (A.3) Ladder de 1kb y
(A.4) Banda amplificada con Hot Start Taq Master Mix. (B) Electroferograma de la
secuenciacién del amplicéon 1 con Taq Platinum PCR Super Mix, presenta ruido y no se
discierne las bases. (C) Electroferograma de la secuenciaciéon del amplicén 1 con Taq

Polymerase PR 1000 para p.Forward y Hot Start Taq Master Mix para p. Reverse, se muestran
con baja calidad.

En vista de que no se consiguid una secuenciacion de alta calidad con el uso de diferentes
enzimas. Se probd la adicidon de potenciadores en la PCR. El DMSO disminuye la formacion
se estructuras secundarias y la BSA mejora la PCR como aditivo (Frackman et al., 1998,
Kreader, 1996). Las pruebas se realizaron con diferentes concentraciones de BSA y DMSO
conla enzima Taq Platinum PCR Super Mix. Las pruebas se describen en el ensayo 4. Ninguna
de las pruebas logré amplificar la muestra del amplicén 1 pero en el caso de éxito del
amplicdn 3A se realizaron pruebas con potenciadores y la muestra amplificd con DMSO 2%
con la enzima Taq Platinum. Las amplificaciones realizadas con la enzima Hot Start Tag
Master Mix presenta afinidad al amplicén 1 en comparacién con la enzima Tag Platinum,
en base a esta observacion se realizé un ensayo con potenciadores y la enzima Hot Start
Taqg Master Mix para amplicdn 1:la primera prueba contenia DMSO 2% vy la segunda prueba
contenia BSA 5 ug/ ul (esta prueba de describe en el ensayo 5). Se logrd la amplificacion
de ambas muestras, se purificaron y secuenciaron. Los resultados de secuenciacidn
mostraron electroferogramas de alta calidad y la secuencia nucleotidica no presentd

ninguna mutacién en la regién del exdn 1y 2 del gen TUBB4A (Figura 25).
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Figura 25. Gel de agarosa, ensayo con potenciadores. (A.1) Banda amplificada con Hot
Start Taq Master Mix y BSA ug/ ul, (A.2) Banda amplificada con Hot Start Tag Master Mix y
DMSO 2%, (A.3) Ladder de 1 kb. (B) Electroferograma con alta calidad de la secuenciacion
del amplicén 1 con Hot Start Taq Master Mix y BSA ug/ pl para el p.Forward y Hot Start Taq
Master Mix con DMSO 2 % para el p. Reverse.

Amplificaciéon por PCR y secuenciacion del amplicéon 2

El amplicdn 2 tuvo menor dificultad para amplificar que los demds amplicdnes. Se realizd
una PCR andlitica para evaluar la especificidad de primers, cuando se consiguieron las
condiciones éptimas se realizd una PCR preparativa para amplificar mayor volumen de

ADN y secuenciar. Las pruebas de PCRs estdn resumidas en la Tabla 8.

Tabla 8. Resumen de la amplificacion por PCR y secuenciacion para amplicén 2

PCR ADN polimerasa | Volumen TA Amplifica [Secuenciacién | Calidad |[Fidelidad |Mutacién
Analitica 2
Ensayo 1 Tag Platinum 20 pl 60 °C v
Preparativa
Prep. 1 | Tag Platinum 150 pl 60 °C v v alta alta X

La evaluacién realizada en el Ensayo 1 mostré especificidad de los primers para el amplicén
2 con la enzima Tag Platinum PCR Super Mix. Para obtener mayor volumen de ADN se realizd
la PCR preparativa 1 con volumen de reaccion de 150 pL obteniendo la amplificacién de
la banda, la cual se purificd y secuencid. Los resultados de secuenciacion mostraron un

electroferograma de alta calidad y la Taq Platinum PCR Super Mix mostrd alta fidelidad en
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la secuencia, la lectura de los electroferogramas mostrd una secuencia sana

correspondiente a la regién del exén 2y 3 del gen TUBB4A (Figura 26).
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Figura 26. Gel de agarosa de la preparativa 1 con Taq Platinum PCR Super Mix. (A.1) Ladder
de 1kb, (A.2) Amplificacion de PCR preparativa con Platinum PCR Super Mix. (B)
Electroferograma de alta calidad, obtenido de la secuenciacion: preparativa 1 con Taq
Platinum PCR Super Mix en ambos primers.

Amplificacion por PCR y secuenciacion del amplicon 3A

Para amplificar y secuenciar el amplicdn 3A se utilizaron 2 enzimas diferentes: Taq Platinum
PCR Super Mix y Taq Taqg Polymerase PR 1000, se cambid la temperatura de alineacion de
los primers para optimizarla PCR. Finalmente se probaron diferentes concentraciones de los
potenciadores BSA y DMSO con Tag Platinum PCR Super Mix, siendo la de mayor fidelidad.
La secuenciacién de las pruebas con DMSO 2% mostraron un electroferograma con 2
mutaciones puntuales: sinbnima y no sindnima en la region del exdn 5 en el gen TUBB4A. Las

pruebas de PCRs estdn resumidas en la Tabla 9.

Tabla 9. Resumen de la amplificaciéon por PCR y secuenciacion para amplicén 3A

PCR |ADN polimerasa Potenciadores Volume| TA [Ampli[Secuenci|Calidad [Fidelidad Mutacién
Analitica y preparativa 3A
Ensayo 1 Taq Platinum 20l |60°C| v
Prep. 1 Tag Platinum 150yl |60 °C[ X
Prep. 2 Tag Platinum 100 ul |56 °C| X
Prep. 2 Taq Polymerase PR 100 Acurris 50l |56°C| v v alta baja
Prep. 3 Taqg Polymerase PR 100 Acurris S50l [56°C| X
Ensayo 4 Taqg Platinum DMSO 5% | BSA 10ug/ul | 21.2 ul [56 °C| X
Ensayo 4 Taqg Platinum DMSO 2% | BSA Sug/upl  [20.15 ulf56 °C| X

~ 53 ~



Ensayo 4 Tag Platinum DMSO 7% 20.7 yl |56 °C| X
Ensayo 4 Taqg Platinum DMSO 2% 20uL |56°C| vV
Ensayo 4 Tag Platinum DMSO (control) sin ADN [ 20yl [56 °C| X
Prep. 4 Tag Platinum DMSO 2% 50ul [56°C| v v alta alta v
Prep. 5 Taq Platinum DMSO 2% 100l [56°C| v v alta alta v

Se evalud la especificidad de los primers en el amplicdn 3A de la PCR andlitica en el ensayo
1, logrando su amplificacién. Con el objetivo de amplificar mayor volumen de ADN, se
realizd una PCR preparativa con la enzima Taq Platinum, descrita en preparativa 1, pero no
logré amplificar. Siguiendo el mismo objetivo se realizé una PCR preparativa disminuyendo
la temperatura de alineacién de los primers a 56 °C y probando 2 enzimas: Taqg Platinum
PCR Super Mix y Taqg Polymerase PR 1000, prueba descrita en preparativa 2. La muestra con
Taqg Platinum PCR Super Mix no amplificd bajo esas condiciones, pero la muestra de la
Preparativa 2 con la Tag Polymerase PR 1000 logré amplificar. La muestra se purificd vy
secuencid obteniendo electroferogramas de baja calidad, lo cual se puede deber a la
baja canfidad de ADN o bajo reconocimiento del primer hacia la secuencia reduciendo la

intensidad de senal (Touchman, 2009) (Figura 27).
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Figura 27. Gel de agarosa amplificaciéon del amplicén 3A con Taq Polymerase PR 1000. (A.1)
Banda amplificada con Taq Polymerase PR 1000, (A.2) Ladder de 1kb. (B) Electroferogramas
de baja calidad, corresponden a la secuenciacion del amplicén 3A con Taq Polymerase PR
1000.
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La amplificacién con Tag Polymerase PR 1000 en amplicdn 3A se realizd simultaneamente
con el amplicdn 3 B, y el electroferograma de alta calidad en amplicdn 3B, mostrd errores
en la secuencia, debido a la baja fidelidad de la Tag Polymerase PR 1000. Con el objetivo
de amplificar la secuencia con una enzima de alta calidad, se realizaron pruebas con la
enzima Taq Platinum PCR Super Mix y diferentes concentraciones de los potenciadores BSA
y DMSO, las pruebas estdn descritas en el Ensayo 4. De las pruebas realizadas en el Ensayo

4, el amplicén 3A logré amplificar con la Taq Platinum PCR Super Mix y DMSO 2% (Figura 28).

DMSO 5% DMSO 2% 3A 3A 3A

BSA BSA Control Ladder
10pg/ul  Sug/ul

DMSO 2% DMSO 7%
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Figura 28. Fotocomposicion del gel de agarosa del ensayo 4 en amplicén 3A. (1) Prueba
con DMSO al 5% y BSA de 10 ug/ ulL, (2) Prueba con DMSO al 2% y BSA de 5 ug/ uL, (3)
control, (4) Banda amplificada con DMSO al 2%, (5) Ladder de 1 kb y (6) Prueba con DMSO
al 7%. En el carril 1 y 2, las muestras realizadas con DMSO y BSA tomaron una consistencia
espesa sin migrar del pozo.

Las condiciones del ensayo 4 fueron 6ptimas para el amplicon 3A con DMSO 2%. Para
obtener mayor volumen de ADN. Se realizé una PCR conservando las mismas condiciones
que el ensayo anterior pero incrementando el volumen de reaccién a 50 L, descrita en
Preparativa 4. La preparativa con DMSO 2% amplificé la muestra, se purificd y se secuencio.
Los resultados de secuenciacién mostraron electroferogramas con barras grises altas,
indicador de alta calidad vy la secuencia presentd alta fidelidad permitiendo identificar 2
mutaciones puntuales: una sindnima y otra no sindnima. El alelo con mutacién sinbnima

cambia la secuencia nucleotidica de GTT por GTC sintetizando para el mismo aminodcido
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258, una valina (Val). Este dlelo ya estd registado en CLinVar con el ID: 349435. H alelo con
mutacién no sindbnima cambia la secuencia nucleotidica de GAC por AAC, modificando el
aminodcido del dcido aspdrtico (Asp/D) por una asparangina (Asn/N) en la posicidon 249.
Estd mutacién patogénica es la responsable del fenotipo H- ABC (Simons et al., 2013). Los
dos picos de color: verde y negro traslapados a la misma altura en el electroferograma
senalado con flecha roja son indicador de heterocigosis, es decir que los dos alelos del gen
son distintos. Un alelo tiene la secuencia con el nucledtido A representado con el pico

verde y el otro alelo tiene el nucledtido G en su secuencia representado con el pico negro

(Figura 29).
Primer Forward
B |§||z|xglunusg;11@1{;1:[!15111!
1 2 p --»C— GG‘ cC C\. cGcCcC 6‘20—-
- /\W‘” IV
: / \\/ / Ap
Platinum /b)( M /\ /r\/\
DMSO 2% Primer Reverse
H!Illllllllll.
‘60
Primer Forward
O B B SRR DO s --5-4--0--4--0--4-4-0--3-- 44
CGC'G-—'CGCC‘ACC‘GCGCA’-"-GC'G

Primer Reverse
!I I i I l ;

I-4
G ¢
330

iy

Figura 29. Fotocomposicion del gel de agarosa del amplicén 3A con DMSO 2%. (A1) Banda
amplificada con Platinum PCR Super Mix con DMSO 2% y (A.2) Ladder de 1kb. (B)
Electroferogramas de la secuenciaciéon con Platinum PCR Super Mix con DMSO 2%, se
muestra la mutacién puntual sindbnima en ambos electroferogramas seialada con asterisco
rojo. (C) Electroferogramas de la secuenciacion con Platinum PCR Super Mix con DMSO 2%,
se muestra la mutacién patogénica sefialada con flecha roja en ambos electroferogramas
(p.Forward y p.Reverse).

Para corroborar la mutacién patdgenica, se realizé la preparativa 5 con las mismas
condiciones. La muestra amplificd, se purificd y se secuencid con el p. Reverse, ya que la
mutacion estd situada en las Ultimas bases del amplicdn 3A. El electroferograma muestra la
mutacién patogénica en la misma posicion que los electroferogramas anteriores,

comprobando el resultado obtenido (Figura 30).
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Figura 30. Gel de agarosa del amplicén 3A con DMSO 2%. (A.1) Banda amplificada con
Platinum PCR Super Mix y DMSO 2%, (A.2) Ladder de 1kb. (B) Electroferograma obtenido de
la secuenciacién de la preparativa 5 con p.Revers, se muestra la mutacién patogénica
senalada con flecha roja.

Amplificaciéon por PCR y secuenciacion del amplicon 3B

Los primers mostraron especificidad en el amplicén 3B en la PCR analitica, con este
resultado se realizd una PCR preparativa para obtener mayor volumen de ADN, la cual se
purificd y secuenci® mostrando una mutacidon en uno de los electroferogramas. Esta
incertidumbre llevo a realizar nuevas pruebas de PCR para comprobar la mutacién. Se
modificd la temperatura de alineacion de los primers, se cambid la enzima y se realizaron

pruebas con los potenciadores DMSO y BSA. Finalmente se logré secuenciar la muestra con
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alta calidad y fidelidad de la enzima, comprobando que no existe mutaciéon en la

secuencia del amplicén 3B. Las pruebas de PCRs estédn resumidas en la Tabla 10.

Tabla 10. Resumen de la amplificacion por PCR y secuenciacién para amplicén 3B.

PCR [ADN polimerasdPotenciadores Volumen [TA Amplificad SecuencidCalidad [FidelidadMutacién
Anadlitica y preparativa 3B

Ensayo 1 Taqg Plafinum 20 pl 60 °C 4

Prep. 1 Taq Platinum 150 pl 60 °C v v alta alta ?
Prep. 2 Tag Platinum 100 I 56 °C X

Prep. 3 Tag Polymerase PR 100 Acurris 50 pl 56 °C 4 v alta baja

Ensayo 4  |Tag Platinum  [DMSO 5% | BSA 10ug/ul |121.2 pl 56 °C X

Ensayo 4  |Taqg Platinum DMSO 2% | BSA 5ug/pl (2015l 56 °C v

Ensayo 4  |Taqg Platinum DMSO (control) sin ADN|20 pl 56 °C X

Prep. 4 Tag Platinum DMSO 2% 50 ul 56 °C 4 v alta alta X

La evaluaciénrealizada en el Ensayo 1 mostrd especificidad de los primers para el amplicén

3B con la enzima Taqg Platinum PCR Super Mix. Para obtener mayor volumen de ADN se

realizd la PCR preparativa 1 con volumen de reaccion de 150

ML obteniendo la

amplificaciéon de la banda, la cual se purificd y secuencid. Los resultados de secuenciacion

mostraron un electrofergrama de alta calida y la Tag Platinum PCR Super Mix mostrd alta

fidelidad en la secuencia, sin embargo, el electroferograma seceunciaciado con el

p.Reverse mostré una mutaciéon modificando el nucledtido C por G en heterocigosis, la cual

estd ausente en el electroferograma del p.Forward. Debido a que los electroferogramas no

son consistentes, no es posible corroborar sila secuencia se encuentra sana o con mutacién

en esta region del gen TUBB4A (Figura 31).
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‘;f_;uJ Va2
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Figura 31. Gel de agarosa, preparativa 1 del amplicén 3B con Taq Platinum PCR Super Mix.
(A.1) Banda amplificada del amplicon 3B con Taq Platinum PCR Super Mix. (B)
Electroferogramas de la secuenciacion del amplicén 3B con Taq Platinum PCR Super Mix. El
electroferograma con p.Reverse muestra una posible heterocigosis con cambio de
nucledtido C por G seialado con la flecha roja, el electroferograma con p.Forward no
coincide con el resultado mostrado en p.Forward, el nucleétido permanece en C, sefialado
con flecha roja.

Para reiterar la mutacion mostrada en la preparativa 1 (Figura 31), se realizé la amplificacion
con Taq Platinum disminuyendo la temperatura de alineacién de los primers a 56 °C con
volumen de 100 L descrita en preparativa 2, pero no se logré amplificar. Asi que se realizd
una prueba cambiando la enzima Taqg Platinum por la enzima Tag Polymerase PR 1000 en
una reaccion de 50 uL descrita en preparativa 3. Esta prueba logré amplificar la muestra,
se purificd y secuencid. Los resultados obtenidos de la secuenciacién mostraron
electroferogramas de alta calidad pero la secuencia nucleotidica no fue consistente entre
electroferogramas, la Tag Polymerase PR 1000 cred 40 nucledtidos falsos positivos,

evidenciando la baja fidelidad de la enzima (Figura 32).
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Figura 32.Gel de agarosa, preparativa 3 del amplicén 3B con Taq Polymerase PR 1000 (A.1)
Ladder de 1kb, (A.2) Banda amplificada con Taq Polymerase PR 1000. (B) Electroferogramas
con alta calidad de la secuenciacién del amplicén 3B con Taq Polymerase PR 1000.

i

Se requiere de una enzima con alta fidelidad para la visualizacion confiable de la secuencia
nucleotidica. La enzima Tag Platinum tiene mayor fidelidad que la enzima Tag Polymerase
PR 1000. Para conseguir la amplificaciéon con la enzima Tag platinum se probd la adicion de
potenciadores enla PCR, utilizando diferentes concentraciones de BSA y DMSO, las pruebas
de la PCR analitica con potenciadores estd descrita en el ensayo 4. Ninguna de las pruebas
logré la amplificacion del amplicén 3B; sin embargo, el caso de éxito en el amplicén 3A, la
muestra amplificdé con una concentraciéon de DMSO 2%, estd prueba no habia sido
realizada en el amplicdn 3B. Se realizd una PCR con volumen de 50

Jl con la enzima Tag Platinum y DMSO 2%, prueba descrita en preparativa 4. Se logrd la
amplificacion de la muestra, se purificd y secuencid. Los resultados de la secuenciacion
mostraron electroferogramas de alta calidad y las secuencias mostraron alta fidelidad con
la Tag Platinum. La lectura de la secuencia nucleotidica de ambos electroferogramas (p.
Forward y p. Reverse) indican que el gen TUBB4A carece de mutaciéon en la region del exén

5 eliminando la sospecha anterior de alguna mutacién (Figura 33).
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Figura 33. Gel de agarosa, preparativa 4 del amplicén 3B con Taq Platinum PCR Super Mix y
DMSO 2%. (A.1) Banda amplificada con Taq Platinum PCR Super Mix y DMSO 2%, (A. 2)
Ladder de 1 kb. (B) Electroferogramas con alta calidad de la secuenciacion del amplicén
3B con Taq Platinum PCR Super Mix y DMSO 2%, la flecha roja senala el nucleétido C
indicando que no hay ninguna mutaciéon y ambos electroferogramas son consistentes.
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Discusion

EL andlisis genético realizado en este estudio ha demostrado que la mutacién responsable
del fenotipo H-ABC en el paciente se debe a la mutacién tipica p.Asp249Asn en TUBB4A
con heterocigosis (Figura 30). Esta mutaciéon ya habia sido descrita en mds de un estudio y
es la mds comun en los pacientes que padecen H-ABC (Simons et al., 2013, Ferreira et al.,
2014, Hamilton et al., 2014, Miyatake ef al., 2014). Debido a que no se poseen muestras
genéticas de los padres, no se puede confirmar si el origen de la mutacién es espontanea,
es decir, mutacién de novo (Samocha et al., 2014) como en la mayoria de los casos o se
trata de mosaicismo materno, como en el caso de los hermanos descrito anteriormente
(Simons et al., 2013) o en el caso descrito, de una madre asintomdtica portadora de la

enfermedad con hijos enfermos, la cual no fue posible corroborar (Hamilton et al., 2014).

Mutacion tipica p.Asp249Asn en TUBB4A

Los heterodimeros de a-y p- tubulina se ensamblan para formar microtUbulos. La TUBB4A
se expresa mayormente en el cerebelo, el putamen y la sustancia blanca supra- tentorial
(Hersheson et al., 2013, Leandro-Garcia et al., 2010). La region Asp249 en TUBB4A estd
ubicado dentro del bucle TUBB4A T7, que interactUa con el nucledtido de guanosin trifosfato
(GTP) unido al sitio N de la a-tubuling, la cual es importante para la interacciéon longitudinal
entre tubulinas (Figura 34) (Simons ef al., 2013, Love et al., 2001). Es probable que la
mutacion  p.Asp249Asn  en TUBB4A puede interrumpir el crecimiento neuronal o la
funcién axonal, generada por una dimerizacién ineficiente, reduciendo el ensamblado y

polimerizaciéon de los microtUbulos (Simons et al., 2013).
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Figura 34. Estructura del heterodimero con la mutacion Asp249. A) « -tubulina en color
morado y B-tublina en color azul B) estructura ampliada del heterodimero de tubuling,
guanosin trifosfato (GTP) en color verde, el residuo Asp249 se muestra como esferas rojas y
el lazo 17 se muestra en amarillo. Se muestra el rol de Asp249 con ellazo 17 y el GTP (Simons
et al., 2013).

Dificultad de diagndstico por PCR para H-ABC

El diagndstico genético en pacientes con H-ABC se realiza a través de dos enfoques.
Cuando el paciente muestra caracteristicas de H-ABC en la RM y en los hallazgos clinicos,
los médicos realizan pruebas dirigidas al gen TUBB4A o a un panel de genes probablemente
involucrados, mienfras que los pacientes con un fenofipo indistinguible de ofras
leucodistrofias hipomielinizantes, se diagnostican mediante pruebas gendmicas que
involucren el ADN de todos los cromosomas (Nahhas et al., 2016). Se han reportado
mutaciones puntuales y de duplicacion en TUBB4A. Las duplicaciones se han detectado
con el andlisis de ligamiento genético (GWLA) y andlisis de microarreglos cromosdmicos
(CMA); sin embargo, en el método CMA, cada laboratorio interpreta sus variables
patogénicas, siendo de Unico remitente las duplicaciones reportadas en la base de datos
Clinvar. Las mutaciones puntuales reportadas en el gen TUBB4A se han diagnosticado a
través de los métodos: Secuenciaciéon del exoma (Hamilton et al., 2014, Blumkin et al., 2014,
Pizzino et al., 2014, Purnell et al., 2014) y secuenciacién dirigida a un panel de multiples genes
(de Gusmdo et al., 2016). Ningun paciente reportado con H-ABC habia sido diagnosticado

genéticamente con la herramienta de PCR. El andlisis por PCR
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semicuantitativo implementado en este estudio permitié identificar la mutacién del
paciente, acertando el diagndstico clinico H-ABC asociado al gen TUBB4A. Redlizar PCR
para diagndstico clinico, mostré dificultad para amplificar 3 de las 4 secuencias de interés,
se qjustd la temperatura de alineacién, pero no mostrd una mejora en la amplificacion de
las muestras. Asi que se cambio la enzima Taqg Platinum PCR Super Mix por la Tag Polymerase
PR 1000, la cual logré amplificar las secuencias, pero presentd baja fidelidad en el
electroferograma de secuenciacion de alta calidad. Se volvié a utilizar la Tag Platinum PCR
Super Mix de alta fidelidad, pero no se consiguié la amplificacién. Para optimizar la PCR, se
realizaron pruebas utilizando diferentes concentracines de los potenciadores: BSA y DMSO.
Cuando se usan solventes orgdnicos como el DMSO en conjunto con la BSA, la BSA actlua
como un poderoso co-potenciador de la amplificacién por PCR en las plantillas de ADN
obteniendo mayor rendimiento (Farell and Alexandre, 2012). La combinacién de ambos
reactivos en una misma reaccién no mejord el rendimiento en ninguna de las
concentraciones probadas. En un estudio no hubo efecto significativo en la PCR al agregar
BSA solo como aditivo (Farell and Alexandre, 2012). El uso de un potenciador individual para
cada reaccion mostrd mejora en el rendimiento de la PCR, obteniendo las concentraciones
6ptimas de BSA 5 ug/ ply DMSO 2%. Los amplicones 3A y 3B amplificaron con la enzima
Platinum PCR Super Mix y DMSO 2%. En el amplicén 1, La enzima Platinum PCR Super Mix no
mostré afinidad en ninguna de las pruebas. Por lo que se cambid la enzima Platinum PCR
Super Mix por la Hot Start Tag Master Mix de alta fidelidad. Una reaccion se optimizé con
BSA 5 ug/ ul y ofra reaccién con DMSO 2%. Ambas muestras amplificaron éptimamente la
secuecia y se obtuvo una secuenciacion de alta calidad. De acuerdo con la evidencia
mostrada en este estudio, se sugiere la deteccion por PCR, cuando la condicidn del
paciente se asocie a un gen especifico (Goswami and Harada, 2020). En el diagndstico
genético por PCR es indispensable el uso de enzimas de alta fidelidad. Los potenciadores
BSA 5 pug/ Ul y DMSO 2% contribuyen a la optimizacién de la PCR sin generar cambios

negativos en la secuencia.

Correlacion genotipo-fenotipo

Se ha propuesto que los pacientes diagnosticados con H-ABC y con genotipos diferentes a
p.Asp249Asn en TUBB4A presentan efectos mds severos. Esta observacion se sugirid por
primera vez en 2014, donde a fravés de un estudio se identificd un grupo de pacientes con
mutacién distinta a la comuin en TUBB4A, el 24% presentaron los primeros signos a una edad

mds temprana, ninguno de los pacientes logré caminar sin apoyo y desarrollaron atrofia
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cerebral y callosa grave. Mientras que los pacientes con la mutacidn comUn lograron
movimiento intencional y solo desarrollaron una de las anomalias pero con efecto menor
(Hamilton et al., 2014). Mds tarde en el mismo ano, estd propuesta fue reforzada por un
estudio en el cual se identificaron a dos pacientes con anomalia del movimiento
extrapiramidal atemprana edad, esta es una manifestacion clinica clave en pacientes con
H-ABC vy es causada por mutaciones distintas a la tipica en TUBB4A (Carvalho et al., 2014).
Purnell et al. Identificaron la mutacién p.R156L en TUBB4A, no reportada. Los sinfomas del
paciente aparecieron a temprana edad y severos, la RM indica leucodistrofia
hipomielinizante estdtica sin atrofia en los ganglios basales, caracteristica que difiere del
fenotipo H-ABC (Purnell et al., 2014). Otro ejemplo es la mutacién reportada p.Glu410Lys en
TUBB4A presente en 2 pacientes con RMs similares a los pacientes con mutaciones POLR3A
o POLR3B. Los ganglios basales estaban preservados pero los signos extrapiramidales que
presentaban son atipicos en las mutaciones de POLR3A o POLR3B. Esta mutacién
(p.Glu410Lys) afecta las interacciones de proteinas motoras, mientras que las mutaciones
en pacientes con H-ABC parecen afectar interacciones longitudinales para mantener la
estructura de la tubulina (Miyatake et al., 2014). Miyatake et al. Sugieren las anomalias
extrapiramidales como clave para promover el andlisis genético de TUBB4A en pacientes
con leucoenceflopatia desmielinizante desconocida, ain si no se observa atrofia
cerebelosa (Miyatake ef al., 2014) como se trata de una enfermedad neurodegenerativa,
los signos extrapiramidales pueden aparecer a temprana edad y conforme avance la
enfermedad se presentan las anomalias en el cerebro (Hamilton et al., 2014). Si existen casos
que presentaran caracteristicas adicionales como la hipomielinizaciéon, la atrofia del
putamen o la atrofia cerebelosa son condiciones que refuerzan esta indicacién (Hamilton
et al., 2014, Miyatake et al., 2014). Blumkin ef al. Describen el fenotipo de un paciente
portador de la mutacidn p. E410K en TUBB4A no reportada, el paciente presentd
combinacién de sintomas extrapiramidales, hipomielinizacién regional sin evidencia de
ganglios basales atrofiados en su RM caracteristica que difiere del fenotipo cldsico de H-
ABC, también presentd problemas en el comportamiento asociado a pacientes con
distonia DYT4 (Parker, 1985). Este cuadro clinico-radioldégico contribuye a entender la
variacién fenotipica de sindromes en TUBB4A (Blumkin et al., 2014). En otfro estudio se
secuencid el exoma de 5 pacientes con caracteristicas de RMs similares, ninguno
presentd ganglios basales atrofiados, pero si presentaron hipomielinizacién. Se identificaron
4 mutaciones no reportadas en TUBB4A: p.Val255lle, p.Q292K, p.Arg391His vy, p.Arg282Pro
presente en dos hermanos con 5 décadas de deterioro neuroldgico, el putamen no se
mostré atrofiado (Pizzino et al., 2014). Erro et al. Sugieren que las mutaciones p.Q292K vy

p.Val255lle tienen un impacto similar como la mutacion tipica de H-ABC (p.Asp249Asn)
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donde la polimerizacién y la estabilidad de la tubulina se ve afectada (Erro et al., 2015). Las
enfermedades desmielinizantes en pacientes jdvenes deben monitorearse ya que con el
tiempo se podrian generar caracteristicas de imagen compatibles con H-ABC.
Recientemente, en otro estudio se identificd la mutacidon p.Thr178Arg presentando
caracteristicas de H-ABC pero mds severas a las afecciones que produce la mutacion tipica
p.Asp249Asn (Joyal et al., 2018). Erro et al., Miyatake et al. y Hamilton et al. Sugieren que el
movimiento extrapiramidal es una caracteristica distintiva del sindrome H-ABC, a diferencia
de los sinfomas cerebelosos y la espasticidad son manifestaciones tipicas de otros trastornos
hipomielinizantes (Ero et al., 2015). (Miyatake et al., 2014, Hamilton et al., 2014). Las
mutaciones en el gen TUBB4A estdn asociadas a los fenotipos: la distonia tipo 4 (DYT4) y H-
ABC. Estos fenotipos se han tratado como patologias diferentes, pero hay casos en
pacientes diagnosticados con H-ABC que coinciden en las caracteristicas clinicas de los
pacientes con DYT4, pero con efecto menor (Simons et al., 2013, Hamilton et al., 2014, Wilcox
et al., 2011). Autores sugieren que H-ABC y DYT4 podria tratarse del mismo espectro

fenotipico asociado con mutaciones en TUBB4A (Erro et al., 2015).

Conclusion

A través de este estudio genético se concluye que el uso de enzimas de ADN polimerasa
con alta fidelidad son indispensables en el diagndstico genético por PCR para obtener
copias idénticas al ADN del paciente; Los potenciadores: DMSO y el BSA son efectivos para
incrementar el rendimiento de la PCR. Se validd la hipdtesis planteada, identificando la
mutaciéon Asp249Asn en el gen TUBB4A del paciente diagndstico clinicamente con H- ABC.
Hasta donde tenemos conocimiento este es el primer caso comprobado de este tipo de
patologias en México. Este hallazgo es importante porque contribuye a generar
conocimiento Util para neuropediatras y neurofisidlogos en el pais puedan asociar este tipo

de patologias a sus pacientes y encontrar nuevos casos. Asimismo, permitird qué
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pacientes diagnosticados con otras patologias puedan ser rediagnosticados y asi, ampliar
el espectro genotipo-fencotipo para entender estas enfermedades, proporcionar

tratamientos mds especificos y a futuro desarrollar un tratamiento adecuado para los

pacientes.
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Capitulo II: “Estrategia molecular para diagnéstico genético en

pacientes con fenotipos asociados a tubulinopatias”

Antecedentes

Tubulinopatias

Las tubulinopatias son malformacion cerebrales de reciente descripciéon, causadas por la
mutacién en alguno de los genes de tubulina (Romero et al., 2018). Las primeras
tubulinopatias se descubrieron a través del mapeo genético en pacientes con trastornos
de lisencefalia en TUBATA (Keays et al., 2007) y polimicrogiria (PMG) en TUBB2B (Jaglin et al.,
2009). Actualmente, el fenotipo de los pacientes con tubulinopatias se caracterizan por un
amplio espectro en los trastornos que incluyen lisencefalia, polimicrogiria, patrones girales
ligeramente simplificados y microcefalia (Fallet-Bianco et al., 2014). Las caracteristicas
clinicas incluyen discapacidades motoras e intelectuales, epilepsia, convulsiones vy
deficiencias oculares (Bahi-Buisson and Cavallin, 2016). Sin embargo, se desconoce el
espectro fenotipico completo de las tubulinopatias por o que se sigue explorando (Yuen et
al., 2019).

Las tubulinopatias son causadas por la mutacidon de uno de los nueve genes que codifican
diferentes isotipos de fubulina (Tabla 11): a-tubulina (principalmente TUBATA, TUBAS y
TUBASE), B-tubulina ( TUBB2B , TUBB2A, TUBB3, TUBB) y y- tubulina ( TUBGT1) (Bahi-Buisson et al.,
2014, Cushion et al., 2014, Jaglin et al., 2009, Keays et al., 2007, Paoirier et al., 2013). Las
mutaciones en el gen TUBB4A no producen malformaciones corticales como las demds
tubulinopatia, su espectro fenotipico varia de la distonia hereditaria generalizada con
disfonia susurrante (DYT-TUBB4A), paraplejia espdstica hereditaria (HSP) e hipomielinizacion
con atrofia de los ganglios basales y cerebelo (Hamilton et al., 2014), también incluye un
espectro de anormalidades del movimiento extrapiramidales (Hamilton ef al., 2014, Nahhas
et al., 2016, Vulinovic et al., 2018). La comparacion de RMs de pacientes con mutaciones
conocidas de genes de tubulina y proteinas asociadas a microtUbulos (MAPs) como: LIST y
DCX permiten establecer correlaciones de fenotipo con genofipo para ayudar a la

identificacién y diagndstico de estos trastornos raros (Mutch et al., 2016).
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Las mutaciones de los genes MAPs suelen causar errores evidentes en la migracién neuronall
(particularmente paquigiria y agiria), mientras que las anomalias de la via axonal son mds

comunes en los pacientes con mutaciones de tubulina (Mutch et al., 2016).

Tabla 11. Lista de genes de tubulina que producen tubulinopatias.

Secuencia

de referencia Simbolo aprobado Nombre aprobado Cromosoma
de NCBI

NG_008966.1 |TUBATA alfa tubulinala 12913.12
NG_042223.1 | TUBB2A beta tubulina 2A clase lla | 6p25.2
NG_016715.1 |TUBB2B beta tubulina 2B clase llb | 6p25.2
NG_027810.1 | TUBB3 beta tubulina 3 clase I 16024.3
NG_033886.1 | TUBGI gamma tubulina 1 17921.31
NG_023429.1 | TUBAS alfa tubulina 8 22911.21
NG_034142.1 |TUBB beta tubulina clase | 6p21.33
NG_051288.1 |TUBA3E alfa tubulina 3e 2921.1
NG_033896.1 | TUBB4A metatubdinashdase 190133

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Justificacion

Las pruebas moleculares utilizadas para diagndstico en los trastornos con desarrollo cortical
son: los andlisis con CMA, CGH, exoma filtrado por paneles personalizados, exoma clinico,
exoma en trios y secuenciacion dirigida. Las pruebas del exoma y genoma completo
proporcionan una oportunidad para la deteccidén temprana e identificar riesgos genéticos
gue de ofra manera no se sospechaban (Burke, 2014). La secuenciacién de nueva
generaciéon (NGS) implementada para el diagndstico genético puede proporcionar un
gran nUmero de variantes en las pruebas genéticas; se deben considerar los resultados
potenciales: positivos, negativos, falsos positivos o indeterminados, de acuerdo al contexto
patogénico (Parrini et al., 2016, Burke, 2014). El uso de la PCR para amplificar genes
especificos y evaluar el posible efecto patogénico en pacientes con fenotipo distinguible,

es una herramienta rédpida, ideal para el diagndstico en uno o dos genes de interés.

~ 69 ~


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Hipotesis
La estrategia molecular PCR multiplex disenada para realizar diagndstico dirigido a un solo
gen o genes de tubulina, podria facilitar el diagndstico genético en pacientes con fenotipo

distinguible de otras tubulinopatias.

Objetivos
Objetivo general

l. Proponer una estrategia para amplificar los genes de tubulinas involucrados en

tubulinopatias.

Objetivo particular

l. Disefiar primers especificos para cada gen que permita la amplificacion diferencial

de tamano para cada amplicédn.

Il. Disenar primer degenerado en la subfamilia de tubulina sin comprometer la

eficiencia de la PCR Multiplex.

Materiales y métodos

PCR Multiplex

La reaccién en cadena de la polimerasa multiplex (PCR) es una variante de la PCR en la
gue dos o mas loci se amplifican simultdneamente en la misma reaccion (Henegariu et al.,
1997). La técnica de PCR multiplex se ha implementado para la deteccién de mutaciones
en el gen de la distrofia muscular de Duchenne (Chamberlain et al., 1988),con el fiempo se
han enconfrado otras aplicaciones como la deteccidn simultdneas de multiples
marcadores que contienen regiones polimdérficas con aplicacion en genética forense
(Budowle et al., 1995). La clave de esta técnica, estd en el disefo de los primers de tal forma
que generen amplicénes de tamano variable permitiendo la separacion en un gel de
agarosa o poliacrilamida sin presentar empalme (Zangenberg et al., 1999). Ademds, esta
técnica permite el ahorro de tiempo y costos, reduciendo la cantidad de tubos para la

reaccién y minimiza la posibilidad de contaminacion (Zangenberg et al., 1999).
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PCR con primer degenerado (DOP-PCR)

DOP-PCR es una técnica rdpida, eficiente e independiente de la especie para la
amplificacién general del ADN, su eficiencia se basa en utilizar una temperatura de
alineacién inicial baja garantizando el cebado de mUltiples sitios y la degeneracion de los

primers (Carter et al., 1992).

Datos de tubulinas

Las secuencias de referencia utilizadas fueron extraidas de la base de datos de NCBI 'y con
el software online *"Genome viewer map” se mapeo la regidn exogénica precisa para cada
gen (Pruitt et al., 2005, Thorvaldsdéttir et al., 2013). En la siguiente tabla se resume los datos

de las tfubulinas estudiadas para el diseno de PCR Multiplex.

El caso particular del gen TUBB3 se encontré que codifica para la isoforma vy I, cerca de la
secuencia de este gen se encuentra el gen del receptor a melanocortina 1 (MCIR) que
codifica para el alfa-melanocito TUBB3 (NM_002386.3). Se sabe que la RB-tubulina de clase
Il se expresa en melanocitos en humanos, in vivo e in vifro (Locher et al., 2013), estos genes
se encuentran muy cerca en el cromosoma y no se deben confundir. Ademds, no hay
evidencia que respalde a una tubulinopatia debido a una mutacién en la regién de MCIR,
al igual que en la base de datos de Clinvar, no hay ninguna mutaciéon patogénica
reportada, por lo que no se diseiaron primers en la regién nucleotidica que corresponde a
MCIR.

Método para el diseno de primers especificos

El diseno de primers especificos se realizd en Primer-Blast, conservando las mismas
caracteristicas expuestas en el apartado de METODOS del Capitulo 1y con una diferencia

de temperatura de fusion no mayor a 2 °C entre los pares complementarios.
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Método para el diseno de primer degenerado

El disefio del primer degenerado se redlizé de forma manual para el Ultimo exdn en la
subfamilia de las beta-tubulinas, con ayuda del software Primer-Blast se confirmd la
ausencia de amplicénes no deseados, asi como la complementariedad especifica para

cada gen.

Resultados

Diseno de primers especificos

Gamma tubulina
TUBG1

La secuencia del gen TUBG1 con el nUmero de acceso NG_033886.1, posee 12 exones

sombreados con color amarillo. Las regiones sombreadas de la secuencia con color rojo,

verde, rosa o azul; corresponden a los pares de primers descritos en la (Tabla 12).

5221 catgaacgaa ggccagtgct taaagacgtg ccattcattg ccagaactcg attctcattg
ggcgc ctgcgtcttg cggcgagcgg
ggcgcegttg cgggcgggag cggctgcaac gecggtgect gaggagceg
atcatcaccc tacagttggg ccagtgcggc aatcagagtg agcgaaactc
gg gatcctggac

5281
5341

5401 |

5461

5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241

7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
816l
8221

gagcggagga
gctggcgtgce
ccgagggaa
cggcccctca

cagacacggg
cggctcctga
ccccccagtt
gggcatcgtg
ggtgccccca
tggcctggta
ggccggaggyg
ccctcecctgga
tggacttgga
acccagagaa
gattctccca

gtcagagacc
aaagatccat
agaggtaagt
tctagaagcg
tatcaggcct
ggaagcaagg
atcctgccac
gtcactccat
atgacaggta

agttc

gctagccagg

ttccttag

2gagt - EENGHEREGAEEEEEEaEs -

ttggaacctg
gggttcgagt
gaggagttcg
gcgacttggc
ctgggaaccc
agccagagtt
ctccccttga
accccgggtg
catctacctg
ggtcgtttcc

cccggaccta
tctggaaaca
ccaccgaggg
c€gggggcggce
cgctgggcag
gggaggactt
caggcagacg
atccactcca
tcggaacatg
tattccctgg

gaggacattt
gtcccaggaa
acctgttagg
tgccagaaac
gctcgggaaa
tagatacctg

tgctgggggg
agtttgtgtt

ttgacatcat
tgctggtagg
aacaagaccc
aaggcagttg
atgggagtcc
tacactgact
acaggctctg

tggggattag
aactccatat
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gatatcttct
gctgtgecgcece
cactgaccgc
agttgcccaa
tagggccagg
cggacttggg
atgagcacta
tcctcaactce
gaggaggagc
cagggccc

ctgaccctcc
agaccgggag
agccgacatg
actcatgtac
cctaagctgt
taaaaaacta
gccceccttecec
gactgggttc
gaaaggtctc
ttgctggaac

gacgcaggcg
ttctccectg
gagcatggta
aaggacgtct
gggggcggaa
cggctggcett
ccgccecctage
catccccecgg
cccctatgece

cccagtcccce
cccgcecccectt
tcagcceccga
ttttctacca
gggaagggag
gaggagggag
tgattgggcc
gccgtgctge
aagctctaca

tggcaacaac tgggccagcg

acag

cctatgtctg tacagggaga

gcagatggta
ggcaaggctt
cctttgcact
ataagtgagg
tgagatgggt
catgcagggc
ctacctctta
caacttggct

gtgacagtct
ggcagcaccc
ggacagaagc
ggactggatg
ctagtttgac
tttgtgctgt
gaacggctga
tcctaaatgl

aggaaagagt tcttatattc



8521 ttatctgctt ctggacagtt gttagggagc gccatgttca ccaggccttc ggtctgttgce
8581 cctgatcctt tccccaaccc ccaccaggta tcctaagaag ctggtgcaga catactcagt
8641 gtttcccaac caggacgaga tgagcgatgt ggtggtccag ccttacaatt cactcctcac

8701
8761
8821

9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561

10621
10681

10741 e

actcaagagg
actctcaaca
tccattttag

ctagggtcag
cccccaggtg
ccagaaccca
ggacttgaag
ggcccataac
ccctgcgcta
ccaccccacg
taagagcagc

ctgacgcaga
ccccataccce
ccaggtgcag

gcagagctcc
gtgctggaca
tcecttetecee
ccctecttgt
atggcacgcc
ccctggctac
gctccacttc
cttcagtgtc

act

atgcagactg
actcgagtct
tggctcatga

tgtttttctt
acacagccct
agatcaacca
tggagggtca
tgtccccagg
atgaacaatg
ctcatgaccg
ccaggccagg
gccccaggag

tgtggtgagt cctggattct acctctccca
attaaatcat tttcatgtat ttaaaaaaaa
ctgtaatccc atcactttgg gaggccaagg

arccccattg atctgtgatc ctcttorgte
gaaccggatt gccacagacc gcctgcacat
gctggtgggc ccccactcct ggactccttt

tttggggaag
tgtctaccat
acctcatcgg
gctacacccc
ccggccctgg
ctaccctttg

tcagggacty geacagagt I

ctttggcttce
ctgtctcact
ggcggctgcet
actgctacat

aggcccctte atcccacacc

cctatgccca
cttcatcccg
gccctecggece
gagtctcaaa

tgccaaagag
gtcctatcag
gcagcccaag
cgccatcctce

ccccaggtcece
tggggccceg
caccgggtca
gtttgcacct

aagccaaagg
gtggccagcg
aacgtgatgg
aacatcatcc
ctggacctgc
acaagagctt
ccagcatcca
gcgggctcat
tttttcecctg

-ctgct ggccctgctt ctagcecttttt
C| tctttgaag
caagctcttc gagagaacct gtcgccagta
ggagcagttc cgcaaggagg acatgttcaa
ggagattgtg cagcagctca tcgatgagta

ctggggcacc

caggagcag

gtccccca
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gggactgtge

ggaggtccca
catgtcagcc
cctcatcgcce
tctcactacg
gcccaacagg
tggaccccaa
gctctccacc
cctgagcgcet

cccaggctga
agcaccacca
tcgctcattc
gaccagtcag
ccc
ggcgcggcege
ctccctcectge
ggccgggtcece

tgaggaagac cacggtcctggatgtcatga
tgtccacagg ccgagaccgc cagaccaacce
agggagaggt ggaccccacc caggtagggg
aggggtagag gagaggccac ctccactgcet
gcagaggatc cgggaacgca agttggccaa
ggtggccctg tcgaggaagt ctccctacct
gatggccaac cacaccagca tctcctcggt
aatcagtttc ct

tgctgtgggc atagcccagc cttggttccce
ttctttgtaa cccctgtttt ctgcacaccc
tgacaagctg cgtaagcggg aggccttcct
ggacaacttt gatgagatgg acacatccag
ccatgcggcc acacggccag actacatctc
ggacagggac cctc

caagcc ctgcctgact gaccaccccc tcagagcaca gatcagggac ctcacgcatc



Tabla 12. Caracteristicas de primers en TUBG1

Exones Primers Tamaio Tm() GC% Tamafio de amplicén color
Primer Forward
1 GTIGGG TGGAGCTGGT TGTIT 20 pb 60.76 55 213 pb rojo
Primer Revers
AGAGCGAGATCCCATIGACC 20 pb 59.82 55
Primer Forward
2y 3 TGC GGCTIGACTT CTTATCCC 21 pb 60.41 52.38 639 pb verde
Primer Revers
CCCTACCCAGCGAGTIGT 18 pb 58.61 61.11
Primer Forward
4y5 TCCCATGGTT CTGTCCCACT 20 pb 60.48 55 550 pb rosa
Primer Revers
ATATCTGCTGGGTCCCCTAGT 21 pb 59.49 52.38
Primer Forward
6 TT GTTAGGGAGC GCCATGTIC 21 pb 60.95 52.38 242 pb azul
Primer Revers
GGGTATGGGGTGTIGAGAGTIG 22 pb 60.62 54.55
Primer Forward
7,8y9 CCCCATIG ATCTGTGATC CTCTT 24 pb 60.75 50 464 pb verde
Primer Revers
GGGAAGAGAGAAAGGCTAGGACA| 23 pb 61.14 52.17
Primer Forward
10y 11 G GGCGACTITC TIGCTGACTT 21 pb 61.15 52.38 586 pb rojo
Primer Revers
ATGCAGAGAGGTIGAGGTATAGTC 23 pb 58.85 47.83
Primer Forward
12 AGCTITCTG GGCCACGTIAT 20 pb 59.67 50 303 pb rosa
Primer Revers
GGCCAACCAGTAAGGCAGAT 20 pb 60.03 55

Beta tubulina

TUBB2A

La secuencia del gen TUBB2A con el niUmero de acceso NG_042223.1, posee 4 exones

sombreados con color amarillo. Las regiones sombreadas de la secuencia con colores:

verde, azul o rosa; corresponden a los pares de primers descritos en la (Tabla 13).

4861 ccacacctcg caccgcgcece cggctccecce tcecgeggtgec gcagtcccag ccgcaccgcec

4921

5041
5101
5161
5221

cccgcggcca

agc
gcgcaccgct
gcacatccag

gaggggccecg
cggcggccce

cagccccgcec
tgggggggcyg
ccgagggcca
gcgggccagt
gggttgggac
gggctggccg

cgtcatgacg
gcggcaggte
gcgccacccg
gcggcaacca
cgagggtgcg
ggtggcacat

tcaccgggca
tctgcgcagce
ctccgcagcec
gatcggcgcecc
ggctggggcece
tccgcggcecga

g9gcgg
ccagcccgece ggtccacgec

ggcacc
aaggtgggct caccgccacg
9999cggggg ctggaggccg
ggccgccggg cggggtcegg

528lgaggctgcat gacccgccag gatgcccgca gcgccgcagce tgtgtgtgcg tttaatcggg

5341

ggcctttcga

SaoINEGEaE o cc

5461

6301
6361
6421
6481
6541

tgaatttaat

acaaaagccc
gatgcagagc
gcatgggatc
caacgtgtac
gctttccatg

tttccctggg
tcagaaactt
ttgtatattt

ctgttccaag
catggtgtgg
gaccccacag
tacaatgagg

atgtgggaga

acacagccct

gggtcggggg
ttctctacgg

tctgcgggac gcggt
tacggtcata tttattgcgc tagcttcatg
tttgaatgaa aacatgcagt gtcactggac

g2catgqo- HNNEEEEREREEEREEEREEE o-c-tcaq

ttcttttttce
gcagttacca
ctgctggtga
tgaaacgtcc
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atttcagttt tgggaggtca tcagcgatga
tggagacagt gacttgcagc tggagagaat
gtagcgggat gtgtgtgccc aggaatcctt
caggaacatg cacgtgacaa aggcatgctt



6601 cttgcatatt catttcaaat gccaactgct ggaaaaacat gttttatggt ttcctaagat
6661 tcctgcctgt ttgccacggc taagcacact caggacctcc tttttcttaa aagcagaaaa
6721tctcctgtte tccttttgtc tcagatgctg gaattgaatg ctgctgtgag tccctcccca
agcacaggcc tgagtcagtt cttatttcct
ctggtggatc tggagcctgg caccatggac
ttcagaccag acaacttcgt gttcggtatg

6781
6841
6901
6961

7501
7561
7621

7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101

acacacctt

aag

gaagagtatt caaaagagaa gaatctgcca
agtcaaaatg acagattttg aaattcctta
tggcaggcca gagtggagcc gggaataact
768lagctggtcga ctcggtcctg gatgtggtga

agggcttcca
tcatcagcaa
cctcacccaa
agctggtgga
gcttccgcac
ccaccatgag
gcaagctggc

gctgacccac
gatccgggaa
ggtgtcagac
aaacacagat
cctgaagctg
cggggtcacc
ggtgaacatg

tctctggggg
gagtacccag
acggtggtgg
gaaacctact
accaccccca
acctgcctge
gtgcccttcce

gcaggtaaca
tctgtcaggt
tagtcatgat
cacagttctt

gtctaagacc
tgttttagtg
gggccaaggyg
ggaaggagtc
gcggcacggg
accgcatcat
agccctacaa
ccattgataa
cctacgggga
gcttcccggg
ctcgcctgca

aatatgtacc
ctggaccctt
cactgggaac
agtgttcagt

agtcctacct
tctaatgttc
ccactacaca
agagagctgt
gtccgggatg
gaacaccttc
cgccacccte
cgaggccctg
cctcaaccac
ccagctgaac

tcgggccatc

cggccagatc
tggccaaatg

gccaaggtga

tctcctececat
actttccctc
gagggagccg
gactgtctcc
ggcaccctgc
agcgtcatgce
tctgtccacc
tatgacatct
ctggtgtcgg
gcagacctgc

8l6lcgcccctgac cagccggggce agccagcagt accgggcgct cacggtgccc gagctcaccce

8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001

agcagatgtt cgactccaag
tgacggtggc tgccatcttc
tcaacgtgca gaacaagaac
cggccgtgtg cgacatcccg
gcacggccat ccaggagctg
gcaaggcctt cctgcactgg

cciaiaicaa catiaaciac

caatcgtgca tccttagtga
tatggtgctc agttttgcct
cctctaaaaa ttacagtatt
aaaaccttgt ggtctgtgtt
gtataaagtg tcaaggttta
taata

aacatgatgg
cggggccgca
agcagctact
ccccgcecggece
ttcaagcgca
tacacgggcg
ctggtgtccg

ccgcctgcga
tgtccatgaa
tcgtggagtg
tgaagatgtc
tctccgagca

agggcatgga
agtaccagca

cccgcgecac
ggaggtggac
gatccccaac
ggccaccttc
gttcacggcc
cgagatggag
gtaccaggac

ggccgctacc
gagcagatgc
aacgtgaaga
atcggcaaca
atgttccgge
ttcaccgagg
gccacggccg

cttctcagat

gaggagga cgaggacga cttaaaaa
act<cHqbtgRtooEeaABCaRtOGEBEE cr act totaaac

ctgttagaaa
gtctgtgaag
ctcacttcaa
acttgctact

Tabla 13. Caracteristicas de primers en TUBB2A

ttcacactgt
gtatctatac
ataattttta
gtttttattg
ttttaattaa

tgatgtaatg atgtggaact
taataaaaaa gcatgtg -
ttctttctct aaatgcttaa
tggtaatcaa agtttaattt
taacattcct gtccttttag

Exones

Primers

Tamaiho

m() GC%

Tamaio de amplicén color

Primer Forward
GTCCCCGGGTATAAAAGACCG
Primer Revers
ATACACCCAGGGGAATGCCA

21 pb

20 pb

57.14

55

439 pb verde

2y3

Primer Forward
G GAGGACAAGG CCATCCITTAG
Primer Revers
TGCAGGGCTGITAGGAAGAAG

21 pb

21 pb

57.14

60 52.38

658 pb rosa

4 parte |

Primer Forward
TGCCA GTCTAAGACC AGTCC
Primer Revers
TGTTCTTGGAGTCGAACATCTG

20 pb

22 pb

58.73 55

58.35 45.45

719 pb azul

4 parte Il

Primer Forward
CTICTTCATG CCCGGCTICG
Primer Revers
AAGACCATGCTTGAGGACAACA

20 pb

22 pb

61.71 60

60.16 45.45

607 pb verde

4 parte lll

Primer Forward
ACGAACAAGG GGAGITCGAG
Primer Revers

CACTAAAGCAGAAATCCTACATIGC

20 pb

25 pb

59.68 55

58.74 40

390 pb rosa
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TUBB2B

La secuencia del gen TUBB2B con el nUmero de acceso NG_016715.1, posee 4 exones

sombreados con color amarillo. Las regiones sombreadas de la secuencia con colores

verde, azul o rosa; corresponden a los pares de primers descritos en la (Tabla 14).

4981 cgccagcgcg aaggggactg gggggctcgg gctgggggcg cggcctgtgc cggccgcccce

5041
5101
5161
5221
5281
5341

5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361

6421
6481
6541
6601
6661

6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041

ac

agcgccttcc cggtgacccc gcagtgggtg
cgccggacca ggaggacgct gacgaggcac
ccagtgcggc aaccagatcg gcgccaaggt
gggcgcgaac ctgggccgag agcccctcgg

gcccgceg gggccggege
tgtgagggga
C

gggcgegecg

ggtccccagg

gggat

acgcccttta aagcttcaag

ttcattgtga
ctcagttttg
gagacagtga
acccttgccce
gaccccaggg
ccctgcagta
ggtctccctt

cagaggtcct
ctcgggccat
tcggccagat
catgagggat
aagcatgaag

gccttggegt
ggaggtcatc
tttgcagctg

ggccg

ctcctgaaat
ttctgggggce
agtgatgagc
gagagaatca

C
gtgtggccct gggagagggt
tttcattggg cttccttatg
tgtttggggc aacatctgca

tgcctgaggg tctaagtcac
cctcgtggat ctggagccag
cttcagacca gacaatttcg
tcattttacg ctgggcagtg
aacatccgcg gtgtgccaac

ctttgtgccg

gttgggttgt
atcgttcatg
atgggattga
atgtttacta

ccacctt
ggactattca
ccaacagagc
tgatggcagc

tgttgttcct
gcacgatgga
tgtttggtga
gaggctgaag
ttagctttaa

tctcagcccg tcggttceccceg
ggacggacag acccagacgc

cagcggaggg ggtccaatgg
cgcggtcctg ggaaggcctg
ccgagtgtgg cctgggctag

cggaactgag tcggggacat
gctaaatgca gcctttectgt
ccccactggce agttaccatg

caatgaagcc
ctcccececttte
gtttaggatc
cctttgagaa
aggcgccaag

tgcaggtaac
ttcggttagg
gtgcctggtg
aggtgtgatt
tatagtgtaa

actggtaatc
ccttgcgtgg
cccgctettt
cctgatggtg
cccttcetcetg

aaatatgttc
tctggaccat
tggctgagag
gccagaggga
aattgtttgc

ctttcagiiloEEGe NG EaEeeE ) ccttecttat

aaatatttta acgtttggcc attttggtga taatctgaaa

ctcactgatc

agatttctct
ctacacagag
gagctgtgac
cgggatgggc
caccttcagc
caccctctcg
ggccctgtat
caaccacctg
gctgaacgca
cttcatgccc
ggtgcccgag
gcgccacggc
ggtggacgag
ccccaacaac
caccttcatc
cacggccatg
gatggagttc
ccaggacgcc

g-atgccc

cttcccggga

ta

ttccctctgg
ggagccgagce
tgtctccagg
accctgctca
gtcatgccct
gtccaccagc
gacatctgct
gtgtcggcca
gacctgcgca
ggcttcgegce
ctcacccag
cgctacctga
cagatgctca
gtgaagacgg
ggcaacagca
ttccggcgceca
accgaggccg
acggccgacg
ccgcgagacg
cgataacctg

attta
caggccagag tggagccggg
tggtcgactc ggtcctggat
gcttccagct gacccactct
tcagcaagat ccgggaagag
cacccaaggt gtcagacacg
tggtggaaaa cacagatgaa
tccgcaccct gaagctgacc
ccatgagcgg ggtcaccacc
agctggcggt gaacatggtg
ccctgaccag ccggggcagce

ttataattat attcatgaac
tagtcttatc tgagcattga
gtacaatcac cggtgactta
aataactggg ccaagggcca
gtggtgagga aggagtcaga
ctggggggcg gcacggggte
tacccagacc gcatcatgaa
gtggtggagc cctacaacgc
acctactgca ttgacaacga
acccccacct acggggacct
tgcctgcgcet tccecgggceca
cccttcecte gectgecactt

cggtggctgce
acgtgcagaa
ccgtgtgcga
cggccatcca
aggccttcct
agagcaacat
aacaagggga
ggttagggaa
gcagtggaag

~76 ~

catcttccgg
caagaacagc
catcccgceccce
ggagctgttc
gcactggtac
gaacgacctg
gttcgaggag
agcggaggag
gaaagaagca

cagcagtacc

tgatggccg
ggccgcatgt
agctacttcg
cgcggcctga
aagcgcatct
acgggcgagyg

gggcgctcac
cctgcgaccce
ccatgaagga
tggagtggat
agatgtcggc
ccgagcagtt
gcatggacga

gtgtccgagt accagcagta
gaggagggcg aggacgaggc
gaaagcgagg gggtgggggg
tggtctactt taggtgtgcg



Tabla 14. Caracteristicas de primers en TUBB2B

Exones Primers Tamano Tm() GC% Tamano de amplicén color
Primer Forward
1 CCTCCTTG CATAAAAGCC GGA 21 pb 60.68 52.38 323 pb verde
Primer Revers
AGGAAGGTCTGCATITGGCG 20 pb 60.96 55
Primer Forward
2 ATTTCATTIGTGA GCCTTGGCG 21 pb 59.8 47.62 375 pb azul
Primer Revers
ACAAAGGGAGACCCACCATC 20 pb 59.3 55
Primer Forward
3 ACCCCCACT CCCTTCAGTT TIT 20 pb 60.7 55 557 pb rosa
Primer Revers
AGGACACCAAGCTCTTAGCAG 21 pb 59.72 52.38
Primer Forward
4 parte | TATIGAGG GGTITGAGGT AAGGT 23 pb 58.82 43.48 689 pb verde
Primer Revers
TGTTICTTGGAGTCGAACATCTG 22 pb 58.35 45.45
Primer Forward
4 parte |l TCATGCCC GGCTTICGC 16 pb 60.15 68.75 627 pb azul
Primer Revers
TTICCACTGCCAGGTTATCGT 20 pb 59.02 50
TUBB3

La secuencia del gen TUBB3 con el nUmero de acceso NG_027810.1, posee 4 exones
sombreados con color amairillo. Las regiones sombreadas de la secuencia con colores
verde, azul o rosa; corresponden a los pares de primers descritos en la Tabla 15. La regién

sombreada con gris corresponde a la secuencia del gen MC1R que codifica para el alpha-

melanocito TUBB3.

2221 acgactcctt cctgettcet ggacaggact HGGCEOEGENEGOUEECECENGEGEEGHOEEN

2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181

6241
6301
6361
6421
6481
6541

ctgggctccc
acaggagccc
gtgagcttgg
tcacccatgt
aacgtgctgg
gcggtgctgce
agcctctgcet
cgctaccaca
gccagtgtcg
tgcctcgtgg
ctggcccggg
gtccaccagg
ttcctctgcet
cccacgtgcg
gccatcatcag

tcaactccac
ggtgcctgga
tggagaacgc
actgcttcat
agacggccgt
agcagctgga
tcctgggcecge
gcatcgtgac
tcttcagcac
tcttcttect
cctgccagca
gctttggcecct
ggggcccctt
gctgcatctt
accccctcat

gaggtgctga catgctcctg

ggcggcgcect cccgattggce
gectataagalgcgcgcggce
cccgtcececgca gccgcecccgcec
ggccagtgcg gcaaccagat

ccccggggcg ggaggaggga
C

ccccacagcece
ggtgtccatc
gctggtggtg
ctgctgcctg
catcctcctg
caatgtcatt
catcgccgtg
cctgccgcgg
gctcttcatc
ggctatgctg
cgcccagggc
taaaggcgct
cttcctgcat
caagaacttc
ctacgccttc

atcccccage
tctgacgggc
gccaccatcg
gccttgtcgg
ctggaggccg
gacgtgatca
gaccgctaca
gcgcggcgag
gcctactacg
gtgctcatgg
atcgcccggce
gtcaccctca
ctcacactca
aacctctttc
cacagccagg

ol gcgcgg tgcacgegge
3241 ggaggtggtg atattgtgtg gtctggttcc tgtgtgaccc

cacccgcggt
gcggtccceccg
agacgcgccc
cggggccaag
ggcgccgtgce

ggatgcgcc

~T77 ~

gacatcagcc
accctcagca
agt

gtgaggctgc
cccgcgggcece
cagcgccgcg

tggggctggce
tcttcctcag
ccaagaaccg
acctgctggt
gtgcactggt
cctgcagctc
tctccatctt
ccgttgcggce
accacgtggc
ccgtgctgta
tccacaagag
ccatcctgct
tcgtcctctg
tcgccctcat

tgccaaccag
cctggggcetyg
gaacctgcac
gagcgggagce
ggcccgggcet
catgctgtcc
ctacgcactg
catctgggtg
cgtcctgctg
cgtccacatg
gcagcgcccg
gggcattttc
ccccgagcac
catctgcaat

agctccgcag gacgctcaag
tttaagtgtg ctgggcagag
tgggcagttc cttacctccc

gatgcgaagy gcofggeege

gccagcccgg cccgcccgceyg

gcgccccgge ctgtcceccecggg
gcacctccag ctgccceccgce
ccgggcggcc gggacgcggyg



6601 gcccccgecce tgggactctc gcecctgcacct ctctgcecccct gcccaggtga cctecgggetg

1536lcgtgtaggtg tggaggtgca tatttattat ggcaattttc tgacaggtaa cagagtgtgg
tggaggc cgtgggtcaa aagccctaat tttgtagtga

15421
15481
15541
15601
15661
15721
15781

16381
16441
16501
16561
16621
16681

17641
17701
17761
17821
17881
17941
18001
18061
18121
18181
18241
18301
18361
18421
18481
18541
18601
18661
18721
18781
18841

g9

gggctaaaag
ccctctcecca
cagcggcaac
cgaggcctct
tcagcgtctg
tcccatgggt

gggcacagaa
agcccctcecte
cccggaacc

ttcatctttg
cccaggtcgg
cctgaatggt

tgggatgttc

t
cacggagggg
ctgcgactgc
catgggcacg
cttcagcgtc
gctgtccatc
gctctacgac
ccacctggta
caacgctgac

gcccgagcetce
ccacggccgc
ggacgagcag
caacaacgtg
cttcatcggg
ggccatgttc
ggagttcacc
ggacgccacg
ccagggcccce
al

gcttcacaag
ctttgtttgc
tacgtgggcg
tgtgagtgcc
actgaccagg
taggttggct

ttcagaaaga
tcccectcage

gtaagttccc

tggacgggga
gggaactcat

aggcaggggce
ccctgtacag
gcggagctgg
ctgcagggct
ttgctcatca
gtgccctcac
caccagctgg
atctgcttcc
tcggccacca
ctgcgcaagce
gcccccce
acccag
tacctgacgg
atgctggcca
aaggtggccg
aacagcacgg
cggcgcaagg
gaggccgaga
gccgaggaag

aagiiflagct

ggaaagggcc
agttctggga
actcggactt
tgccccagcece
tctcagcacc
gagatgcca

tggctggggce
agtcatcagt
gcagctggag
tccctatccce
tggactcacc

tatgggccgg tgccgacccc
gatgagcatg gcatcgaccc
cggatcagcg tctactacaa
agccctggac tgaccaggtc
agctctcagc atctctgtcc

g gcatccagac

atgagggaga ggctctggcc ctctgtgacc cgaatcaccg
tcacaagtac gtgcctcgag ccattctggt ggacctggaa

cctgctccaa
cggctgtgag
ctctccattt

tggaggtctg
gtcagagtgg
tggattcggt
tccagctgac
gcaaggtgcg
ccaaggtgtc
tggagaacac
gcaccctcaa
tgagcggagt
tggccgtcaa
tcacagcccg

tggccaccgt
tccagagcaa
tgtgtgacat
ccatccagga
ccttcctgceca
gcaacatgaa
agggcgagat
gctcgcagcet
ccggagcca

~ 78 ~

gctctgatgg
aaacaaggaa
tacagctggg

gactgcagag
ggccggcaac
cctggatgtg
ccactcgctg
tgaggagtat
agacacggtg
ggatgagacc
gctggccacg
caccacctcc
catggtgccc
gggcagccag
tg
gttccggggce
gaacagcagc
cccgceccege
gctgttcaag
ctggtacacg
cgacctggtg
gtacgaagac
ggagtgagag
tcttgctgcece

cagaccccat cacaggcaag
tggtcagctc ctcacatgat
cattggaggc ccagagaaag

tecetoo HECNEEGEEEEEEs
aactgggcca agggtcacta
gtgcggaagg agtgtgaaaa
gggggcggca cgggctcecgg
cccgaccgca tcatgaacac
gtggagccct acaacgccac
tactgcatcg acaacgaggc
cccacctacg gggacctcaa
ttgcgcttcec cgggccaget
ttccecgegece tgce

cagtaccggg ccctgaccgt
atggccgcct gcgacccgceg
cgcatgtcca tgaaggaggt
tacttcgtgg agtggatccc
ggcctcaaga tgtcctccac
cgcatctccg agcagttcac
ggcgagggca tggacgagat
tccgagtacc agcagtacca
gacgaggagg agtcggaggce
gcaggtggcg gccggggcecg
gacaccctgc tttccecteg



Tabla 15. Caracteristicas de primers en TUBB3

Exones Primers Tamano m() GC% Tamaiio de amplicén color
Primer Forward
1 GGGCCGCGGCTATAAGA G 18 pb 60.05 66.57 268 pb verde
Primer Revers
CTTTGTTGCAGGTICGCAGG 20 pb 60.32 55
Primer Forward
2 CTCTCTTIC TGAATGGGGC TCG 21 pb 60.2 57.14 407 pb rosa
Primer Revers
TGACATCCAGITACGCCTGC 20 pb 60.39 55
Primer Forward
3 TCAGAAAGA ATGAGGGAGA GGCT 23 pb 60.82 47.83 330 pb azul
Primer Revers
GCCCAGCIGTAAAATGGAGAG 21 pb 58.98 52.38
Primer Forward
4 parte | CCC CTGTCTCTTACCCCTCTIC 22 pb 61.22 59.09 651 pb verde
Primer Revers
TGTTCTTIGGCATCGAACATCTG 22 pb 59.26 45.45
Primer Forward
4 parte |l ACTICTTCATGCCCGGCTTC 20 pb 60.68 55 628 pb rosa
Primer Revers
GGGTITAGACACTGCTGGCT 20 pb 59.96 55

El conjunto de primers del exén 4 parte Il de TUBB3 podria generar amplicdnes no deseados
con tamanos de 27 pb, 154 pb y 1105 pb, con una diferencia mayor de 50 pb porlo que no

interfiere en la amplificacién del gen (Figura 35).

>XM_011521048 2 PREDICTED: Homo sapiens collagen type IV alpha 1 chain (COL4A1), transcript variant X1, mRNA

product length = 27
Forward primer 1 ACTTCTTCATGCCCGGCTTC 20
Template 394 T..... GE.Caaiataiwiani® G 413

Forward primer 1 ACTTCTTCATGCCCGGCTTC 20
Template C v I <R A...G...G.. 401

»>XM_017021984.1 PREDICTED: Homo sapiens ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 17 (ADAMTS17), transcript variant X17, mRNA

product length = 1105
Reverse primer 1 GGGTTTAGACACTGCTGGCT 20
Template 8780 .. CCCCTooeennnonase 8761

Reverse primer 1 GGGTTTAGACACTGCTGGCT 20
Template 7676 A.C..C..G.........A. 7695

>NM_001034842 3 Homo sapiens patched domain containing 3 (PTCHD3), mMRNA

product length = 154
Forward primer 1 ACTTCTTCATGCCCGGCTTC 20

Template 999 C.C...A.C..A........ 1018
Reverse primer 1 GGGTTTAGACACTGCTGGCT 20
Template 1152 T..G.G..C.ccoenaToee 1133

Figura 35. Amplicones no deseado para TUBB3. hitps://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/primertool.cgiectg_time=1562865028&job_key=PCS-3LV2KEIpRSYJCXNYBCRYSRM7ZEw
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

TUBB (beta tubulina clase 1)

La secuencia del gen TUBB con el nUmero de acceso NCBI: NG_034142.1, posee 4 exones

sombreados con color amairillo. Las regiones sombreadas de la secuencia con colores

verde, azul o rosa; corresponden a los pares de primers descritos en la (Tabla 16).

5161 ccttcctgcece gtcgecgtttg cacctcgcectg ctccagectce tggggcgcat tccaaccttce
aaaaaaatta cttattttct tgcc

5221
5281
5341
5401

7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621

cagcctgcga

aaaa
gtggcaacca
gaaaaatcca

ccactgcact
atgaaataaa
tgctcccect
cacctaccac
cacaggtaag
ggatctcttt
ctttcgtgaa
atgacaagtc

cctgcggaga
aaattaaatt
gatcggtgcc
ggtaagttat

ccagcctggt
atggtagttg
cggcagttct
ggggacagcg
ggcaggagcc
ccatttctgg
ccaccgtcgg
tctgatccct

ttaacc

aaggtaagaa ttttacacct cttttatttc tttttacaag

gaaaaaa EGGNEEGEGEGGCANEEEGEa8 cy cratecttaa

gacagagcga
gggacatagt
gggaggtgat
acctgcagct
cgggcagctc
gcacgcctta
ggccaaagac
gctgtctccce

gactccgtct
tggctgggac
cagtgatgaa
ggaccgcatc
aggttccctt
tcceectttgg
gtctgctgcc
atttccagta

caaaaaaaat
ttgacctgtt

taagaaaaag
gtggtctcgt

catggcatcg accccaccgg
tctgtgtact acaatgaagc

ccctgtcectcece
gtgaatctgt
acctggtggce
tatctataaa

cacttatctg
cattttgtcc

gggacctgga
ccttccctte

768ltgccagattt cacagctctt aactttattc tctgtaggtg gcaaatatgt tcctcgtgcc
7741 atcctggtgg atctagaacc tgggaccatg gactctgttc gctcaggtcc ttttggccag
7801 atctttagac cagacaactt tgtatttggt gagttataca gatgatatta gcagatgata
7861 taccatcgtg ttcaacttat ttgggtgcaa ggacacagca aaagttagga gatgattgtt

8101 ta_act gcattccagg tcagtctggg gcaggtaaca

8lolactgggccaa aggccactac acagagggcg ccgagctggt tgattctgtc ctggatgtgg

8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121

tacggaagga
gcgggggcac
ctgatcgcat
tcgagcccta
attgcattga
caacctacgg
tccgtttcce
tcccacgtct
agtatcgagc

ggatgtccat
actttgtgga
gcctcaagat
gcatctcgga
gcgagggcat
ctgagtatca

ggcagagagce
aggctctgga
catgaatacc
caatgccacc
caacgaggcc
ggatctgaac
tggccagctc
ccatttcttt
tctcacagtg

acccccgce
gaaggaggtc
atggatcccc
ggcagtcacc
gcagttcact
ggacgagatg
gcagtaccag

tgtgactgcc
atgggcactc
ttcagtgtgg
ctctccgtcecce
ctctatgata
caccttgtct
aatgctgacc
atgcctggcect
ccggaactca
cacggccgat
gatgagcaga
aacaatgtca
ttcattggca
gccatgttcc
gagttcaccg
gatgccaccg
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tgcagggctt
tccttatcag
tgccttcacce
atcagttggt
tctgcttccg
cagccaccat
tccgcaagtt
ttgcccctcet
cccagcaggt
acctcaccgt
tgcttaacgt
agacagccgt
atagcacagc
gccggaaggce
aggctgagag
cagaagagga

ccagctgacc
caagatccga
caaagtgtct
agagaatact
cactctgaag
gagtggtgtc

cactcactgg
gaagaatacc
gacaccgtgg
gatgagacct
ctgaccacac
accacctgcc

ggcagtcaac atggtcccct
caccagccgt ggaagccagce

cttcgatgcc
ggctgctgtc
gcagaacaag
ctgtgacatc
catccaggag
cttccteccac
caacatgaac

aa

ttccgtggtce
aacagcagct
ccacctcgtg
ctcttcaagc
tggtacacag
gacctcgtct

ggaggatttc ggtgaggagg
9181 ccgaagagga ggcc-ggc agagccccea fcacctcagg cttctcagitcc cttagecg



Tabla 14. Caracteristicas de primers en TUBB

Exones

Primers Tamano Tm() GC% Tamaiio de amplicén color
Primer Forward
1 [CCATAC ATACCTTIGAG GCGAGC 22 60.87 54.55 183 verde
Primer Revers
GTGCAAATGCCCCACAACCA 20 62.04 55
Primer Forward
2Y3 GCIGGGAC TTIGACCTGTT GT 20 60.18 55 613 azul
Primer Revers
ACTITTIGCTGTGTCCTIGCAC 21 59.87 47.62
Primer Forward
4 parte | |CCCTGTTA ATIGAGCTTT TCTCCTG 25 60.11 44 670 rosa
Primer Revers
CACAGGCAGCCATCATGTIC 20 59.55 55
Primer Forward
4 parte I | GTATCGAGC TCTCACAGTG CC 21 60.54 57.14 528 azul
Primer Revers
ACTGAGAAGCCIGAGGTGATG 21 59.45 52.38

Alfa tubulina

La organizacién de los exones en la familia de las alfa-tubulinas, tiene la caracteristica
particular de tener el coddn de inicio ATG separado del primer exdén. El coddn de inicio se
resaltd en color rosa en todas las secuencias. No existen mutaciones en el codén de inicio
(ATG) reportadas en la base de datos de ClinVar. Una mutacién en este coddn generaria
la pérdida de funcién de la proteina. Probablemente, estos genes son intolerantes a las
mutaciones de pérdida de funcion, como también lo sugiere la observacion en la base de
datos EXAC (http://exac.broadinstitute.org/); las tubulinas fienen una probabilidad de

intfolerancia a la pérdida de funcién cercana a 1.00, valor consistente con una intolerancia
casi completa (Parrini ef al., 2016).

TUBATA

La secuencia del gen TUBATA con el nUmero de acceso NCBI: NG_008966.1, posee 3 exones
sombreados con color amairillo. Las regiones sombreadas de la secuencia con colores

verde, azul o rosa; corresponden a los pares de primers descritos en la (Tabla 17).

5041
5101
5161

6961
7021
7081
7141
7201
7261

aagcaacaac

.gtgagaat
acttggaaaa

atacttttta
accacgtgct
ttgtagcagg
tagaaaaata
taatacacct
atccacgttg

ctctcctcectt
cggcttcggce
cctttaagct

aatatgaaaa
gaacagggcc
tgattttcct
tctgtatatt
taattttacg
gccaggctgg

cgtctccgece
tctttgtggce
cttttctttc

atcttctatt
aaggcgacat
taatctttgt
attagaaata
attttttcac

atcagctcgg

cgttgggtgg
gtaagctctc

caagcatggt
cattattcag
atcgtgctgg
tttttgaaat
ttttcctcce

cagtcgcgaa gcagcaaccl
agtcagcgcc cccaggcetcet
tgggcgaggg tggtggtatg

agtaggcaca atgggctggt
accacaccca tatgcagcat
ggatatgacc tcaaataatt
ttcctataag tttgaaatgce
cacagcgtga gtgcatctcc

tgtccagatt ggcaatgcct gctgggagct ctactgcctg

~81~


http://exac.broadinstitute.org/)%3B

7321
7381
7441
7501

7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061

Tabla 17. Caracteristicas de primers en TUBATA.

gaacacggca
gattccttca
tttgtagact

g

ctcccegcete
atgaagttcg
aagaagatgc
acctcgtgtt
atgagcctaa
tattttaata
aactatttga
taagatctaa
caaagaataa
acgggtctcc
acctcgctgce
tctatttacc
accacccaca
tatgacatct
ttaataggtc
gttgacctga
gccacatatg
gagatcacca
ggtaaataca
gc

ggcttcaagg
aaggtacaga
cgcctggacc

ggggagggga
aaggattatg

gaataciiila

tccagcccga
acaccttctt
tggaacccac

ggacaggagg

ctcgtccctce
cactggcacc
tgccaataac
ggaccgaatt
agaacacatt
aagagtggaa
tgtcattttg
gtcctggaag
aaacttaacc
agggcttctt
tcatggaacg
cggcgcccca
ccaccctgga
gtcgtagaaa
aaattgtgtc
cagaattcca
cccctgtceat
atgcttgctt
tggcttgctg

ttggcatcaa

gagctgtgtg
acaagtttga

tggccagatg ccaagtgaca agaccattgg gggaggagat
cagtgagacg ggggctggca agcatgtgcc ccgggcagtg
gagttgacct

agtcatt

tctgtcctgg

ctcctcecctcece
taccgccagc
tatgcccgag
cgcaagctgg
tgaaataatg
tgagtcattc
taaatgttaa
atgtatgaaa
tttcctctgt
ggttttccac
tctctcagtt
ggtttccaca
gcactctgat
cctcgatatt
ctccatcact
gaccaacctg
ctctgctgag
tgagccagcc
cctgttgtac
ccaagcgt
ctaccagcct
catgctgagce
cctgatgtat

ggggctccgce

cccctgctcec
tcttccaccc
ggcactacac
tatgtttctt
cttttttttt
ttttggggtt
tgagaatttt
agtgaaaata
tecetetettt
ag
gattatggca
gctgtagttg
tgtgccttca
gagcgtccaa
gcttccctga
gtgccctatc
aaagcctacc
aaccagatgg
cgtggtgacg
accatccagt
cccactgtgg
aacaccacag
gccaaacgtg

tggtcactca cccactctcc

tcccccatca tgttcteccag
tgagcaactt atcacaggca
cattggcaag gagatcattg
ttcaagaata aagtaaatta
caaacacaga attgaactgt
tttaaaattc agttaaaatg
ttaaaaagca tttgtcaaaa
tatttactat gattgtacta
tgttataggc cgaccagtgce

ctgggttc
agaagtccaa gctggagttc
agccctacaa ctccatceccte
tggtagacaa tgaggccatc
cctatactaa cctgaatagg
gatttgatgg agccctgaat
cccgcatcca cttecectetg
atgaacagct ttctgtagca
tgaaatgtga ccctcgeccat
tggttcccaa agatgtcaat
ttgtggattg gtgccccact
tgcctggtgg agacctggcce
ccattgctga ggcctggget
cctttgttca ctggtacgtt

tggaggaagg tgagttttca gaggcccgtg aggacatggc tgcccttgag
aggaggttgg tgtggattct gttgaaggag agggtgagga agaaggagag
cgt cacaaaggtg ctgctttt

gttaaaa

ac

agggaagctt attctgtttt

Exones Primers Tamano Tm() GC% Tamano de amplicén color
Primer Forward
1 GTAGGCACA ATGGGCTGGTA 20 pb 59.75 55 508 pb verde
Primer Revers
AGCACCCTGGGATCTCACTT 20 pb 60.55 55
Primer Forward
2 GGT GAGITGACCT CAGTAACCC| 22pb 60.29 54.55 685 pb rosa
Primer Revers
AACCAGITCCCCCACCAAAG 20 pb 60.11 55
Primer Forward
3 ACTTAACC TTTCCTCTGTTCCTCT| 24 pb 59.09 41.67 745 pb azul
parte | Primer Revers
CAGTGGGAGGCTGGTAGTTG 20 pb 60.04 60
Primer Forward
3 TGCCATIG CCACCATCAA GA 20 pb 60.25 50 396 pb verde
parte |l Primer Revers
AAAAGCAGCACCITIGTGACG 21 pb 60.2 47 .62

El exdn 3 parte Il del gen TUBATA genera amplicénes no deseado de 41 pb para CDHI11, el
tamano del amplicén es pequeno comparado con los demds amplicdnes por lo que no

interferird al realizar la electroforesis en gel de agarosa (Figura 36).
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>NM_001797.4 Homo sapiens cadherin 11 (CDH11), transcript variant 1, mRNA

product length = 41
Forward primer 1 TGCCATTGCCACCATCAAGA 20
Template 2509 ol sesesis CuaCaia 2528

Forward primer 1 TGCCATTGCCACCATCAAGA 20
Template 2549 AT...... ATes 00w 00 G.. 2530

=XM_005255763.3 PREDICTED: Homo sapiens cadherin 11 (CDH11), transcript variant X3, mRNA

product length = 41
Forward primer 1 TGCCATTGCCACCATCAAGA 20
Template 2384 ..AT....ccc.e C..C... 24e@3

Forward primer 1 TGCCATTGCCACCATCAAGA 20
Template 2424 AT...... ATooaviae G.. 2405

>XM_024450134 1 PREDICTED: Homo sapiens cadherin 11 (CDH11), transcript variant X1, mRNA

product length = 41
Forward primer 1 TGCCATTGCCACCATCAAGA 20
Template 2525 L.AT.iceeieceen C..C... 2544

Forward primer 1 TGCCATTGCCACCATCAAGA 20
Template 2565 AT...... ATeeeeane G.. 2546

>NM_001330576.1 Homo sapiens cadherin 11 (CDH11), transcript variant 3, mRNA

product length = 41
Forward primer 1 TGCCATTGCCACCATCAAGA 20
Template 2183 (o BT o e CoiCuine: 2202

Forward primer 1 TGCCATTGCCACCATCAAGA 20
Template 2223 ATeeeons AT coesess G.. 2204

Figura 36. Amplicones no deseados en TUBA1A .https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-
blast/primertool.cqi?ctg fime=1562863216&job key=189V3F52e0LCRc0j4nOzBM?90hPQZKc

TUBA8

La secuencia del gen TUBA8 con el nUmero de acceso NCBI: NG_023429.1, posee 4 exones
sombreados con color amarillo. Las regiones sombreadas de la secuencia con colores

verde, azul o rosa; corresponden a los pares de primers descritos en la (Tabla 18).

5101 cggcggaggc ggctgtatct ggagcagtcg gggcgggcag gcccagctga gaggtgcgcg
5161 ggcgaggaca gcggcagcg-gtgaggct tccecggggec aggcgggctg cgggcgcgcg
5221 gcaggcgtag gaccgagagc cgagtctacg cggaggcgca cggacccgtc ttcctggage

15721 gttatgggga tgtagggcaa aggcatgctg ggggcccag_ttc

15781 cctctcccca cagcgggaat gcatatcagt ccacgtgggc caagcgggag ttcagattgg
15841 caatgcctgc tgggagctct tctgcctgga acacggcatc caggcagacg gcacttttga
15901 tgctcaagct agcaagatca acgatgatga ctccttcacc acctttttca gcgagactgg
15961 caatgggaag catgtgcccc gggccgtcat gatagatctg gagcctactg tagtgggtga
16021 gtgggggcgg agttcccctc cacagagaac dbtotegaaac) tgeagaggeattggcccaca
16081 gtagctaagg aagcagcgtc tctagctgga aggtggggat ggtgcaaccg cagcctccca

18361 ccatggagtt ttataggtag gggagaacgg aagggg_gagg

18421 gaggcttctc ccctgggcag taggacctaa tggtcttcct ctcttggaagatgaggttcg
18481 ggcaggaacc taccgccagc tcttccatcc agagcagctg atcacaggaa aggaggatgc

~ 83 ~


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi?ctg_time=1562863216&amp;job_key=189V3F52e0LCRc0j4nOzBM99ohPQZKc
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi?ctg_time=1562863216&amp;job_key=189V3F52e0LCRc0j4nOzBM99ohPQZKc

18541 agccaacaac tatgcccggg gccactacac ggtgggcaag gagagcattgacctggtgct

18601 ggaccgcata cggaagctgg taagatcagg agggcagggg acgggtgggt caggctggag
18661 tggacaggct tggccccatg cctctttga

20461
20521
20581
20641
20701
20761
20821
20881
20941
21001
21061
21121
21181
21241
21301
21361

25021
25081
25141
25201
25261
25321
25381
25441

25501

gagtcactgt
ccttttgttt
agacagagtg
atttcttctc
gattttccac
cctctcectg
ggtctctact
acattcagat
ccttgacatt
ctcaatcact
gaccaacctg
ctctgcec

gcctggcccce
ccttacttct
ggcggtetgg
atgtcctgct
agttttggtg
gattatggca
gcagtggtgg
tgtgctttca
gagcgcccta
gcttctctcce
gtgccctacc

atcccatatt
tcaaagctgt
cttttittact
ctccctagac
ggggcactgg
agaaatccaa
agccctacaa
tggtggacaa
cctataccaa
gctttgacgg
cccgcatcca
t

tgagcccaac agccagatgg tgaagtgcga
catgctctac cggggcgacg tggtgcccaa
gaccaagagg accatccagt ttgtagactg

tgactt

tgcatcccat
aagatgtccc
ctttctgtgt
acctggccaa
cctgggcccg
ggtatgtggg
ccctggagaa
aggaattt

agccccactc
atcctgagtt
ccctcaggtg
ggtgcagcgg
cctcgaccac
agaggggatg

gattatgaa

ccacgcccct
atcctctggce
ggcatcaact
gccgtctgca
aagttcgacc
gaagaaggag
gaagtgggga

atatatacc ttccccttgg
gagaa cagaacactc tccccgcccc agcctgattc ctgecttacce

Tabla 18. Caracteristicas de primers en TUBA8

ttagccactc
tttgatttca
gtggggtgtt
agatgcttgc
ctccggcette
gctggagttt
ctccatcctg
cgaagccatc
cctcaaccgce
ggccctcaat
cttcccgcectg
ctctgtggcc
cccgagacat
ggatgtgaat
gtgtcccaca
agcagaggga

gaccatgact
tgactt
accagccccce
tgctcagcaa
tcatgtacgc
aattttctga
ctgattcgtt
ctgtgtctct

t gacccctggce

ctccaaagat caatacaact
tccacaaaaa aatatgaggc
ctcggaaact tgtcttcatg
tctggcctge agggcttect
acttctctgc tgatggaacg
gccatctacc cagccccecca
accacccaca ccacactgga
tatgacatct gccgcaggaa
ctcatcagtc agattgtgtc
gtggacctca ctgagttcca
gtcacctacg cgcccatcat
gagataacca gctcctgctt
ggcaagtaca tggcctgctg
gtcgctattg ctgccatcaa
ggcttcaagg tgagagctga
ggtgaccaag gatatgcaat

tgaagccatg ccaagtgacc
t
gaccgtggtc cccgggggag
caccacggcc attgcggagg
caagcgggcc tttgtgcatt
ggccagggaa gacttagctg
tgaagaagaa aatgaagggg
ttatttatgc tg

Exones Primers Tamano Tm() GC% Tamano de amplicén color
Primer Forward
1 A CTCTCTGACC TCGTIGC 21 pb 59.73 52.38 292 pb verde
Primer Revers
TGTTCTCTGTGGAGGGGAACT 21 pb 60.41 52.38
Primer Forward
2 TCCT GCGGTAGTGT GGTAGG 20 pb 60.97 60 313 pb rosa
Primer Revers
GATGCCTCTCCCTAGCCTGA 20 pb 60.47 60
Primer Forward
3 TTACT GTGGGGTGTT CTCGG 20 pb 59.32 55 623 pb azul
parte | Primer Revers
TACTTGCCATGTCTCGGGTC 20 pb 59.46 55
Primer Forward
3 GAG AAAGCCTATC ACGAACAGC 22 pb 59.39 50 261 pb verde
parte I Primer Revers
TCTAGTCCTCTCTCCCCTICCT 22 pb 60.57 54.55
Primer Forward
4 GTAT CTICTICTGT GGCTCCTCC 23 pb 60.18 52.17 399 pb rosa
Primer Revers
TTIGAACATGTGCTTTGAATGGCA 23 pb 60.18 39.12
TUBAS3E

La secuencia del gen TUBA3E con el nUmero de acceso NCBI: NG_051288.1, no coincide
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con las regiones exogénicas sehaladas en e

TUBASZE el drea estd sombreada y también subrayada, ya que se desconoce la limitacion

precisa del exén.

La TUBA3E posee 4 exones sombreados con color amarillo. Las regiones sombreadas de la

secuencia con colores verde, azul o rosq; corresponden a los pares de primers descritos en

la (Tabla 19).

5041 gcagctgtgg cagccggttg aggtctggaa gtagcgttgg gctgaagcag cggagttcgce
tcccgececcg cagatgccca ggcagacgaa gttggecctcg
tgcgggectg ggcgctgaga ggaggccaga gaaggacgca

5101
5161

6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321

8l6l
8221
8281
8341
8401

cBf8gtaaga

ggtggacaga

aggaaatatc
tattttgcat
cggttcacag
tgcctgctgg
tgataaaacc
tggcaagcac
cctgggcact

cccgggtcac
gggacgttgt

gattgtgaaa
gccatatagt
cgcgagtgta
gaactgtact
attggtggcg
gtgcccagag
ggatggcagc

|u

viewer map" por lo tanto en el exén 3 de

gcgccagata ctgaagcact atataaatat

ttca

tcac

tctctatcca cgtggggcag gcgggtgtcce
gccttgaaca tggaattcag cccgatggtc
gggacgactc cttcaacacg ttcttcagtgagactggagce
cagtgtttgt ggacctggag cccactgtgg tcggtaggtg
cattggtaa agccccgtgt

t

taaattagaa
atttatgttc
agatcggcaa
aaatgccaag

aacactcctg gaatgtg_ct taaaaattca cagtacacac

tgtctctttt gcagatgaag tgcgcacagg gacctacagg cagctcttcc acccagagca
gctgatcacc gggaaggaag atgcagccag taattacgcc aggggccatt acaccatcgg
caaggagatt gttgacctag tcctggaccg gatccgcaaa ctggtaagaa gagaaggttt
t agttcttgga atgtgaaagg gaagtcattt

catgtggcc

8941 aggttggtgg tgtggcttcc acgggcattg gctcacgttg tctggtttct ctcaggcgga

900 tctgtgcac ggactgcagc gcttcctcat cttccacage tttgggggcec gcactggctce
906. tgggttcgc tctctgctce tggagcggct ctcagtggat tacagcaag: agtccaagct
912 agagtttgc atttacccac ccccccaggt ctccacagecec gtggtggage cctacaactce
918 catcctaac acccacacg: ccctggaac: ttctgactgt gccttcatgc tcgacaatga
924 agccatcta gacatatgtc ggcgcaacct ggacattgaa cgtcccacg! acaccaacct
930 caatcgcct attgggcag: tcgtgtcctc catcacggcc tccctgcgat ttgatggggce
936. cctgaatgt gacttgacgc aattccagac caacctcgtg ccgtacccccgcatccactt
9427 ccccctgge acctacgccc cagtcatctc agctgagaag gcctaccacc agcagctgtce
948 tgtggccga atcaccaatc cctgcttcgeé gccagccaat cagatggtce agtgtgaccce
9547 tcgccatgg aagtacatgc cctgctgcat gttgtacagg ggggacgtgc tccccaaaga
960 cgtcaatgc gccatcgcce ccatcaagac caagcgcact atccagtttc tggattggtg
9661 cccgactgga tttaaggtat gactgggtga catggaggcc tttcagcaag cagcagatgc
11161 cctcgtctgg aactatcacc ctgcctggtg cagagaaggg cttagtgacg tttgtgaggt
11221 gaactga gg gtgtcttctg tttgaggaga agtagctacc
11281 atttctaggt ttgatataag cttcacggac tgctttcttt cccttctctg gcaggtggge
11341 attaactacc agccccccac agtggtcccc gggggagacc tggccaaggt gcagcgggcc
11401 gtgtgcatgc tgagcaacac cacggccatt gcggaggcct gggcccgcct ggtccataag
11461 ttcgatctca tgtatgccaa gtgggccttt gtgcactggt acgtgggcga aggcatggaa
11521 gagggagagt tctctgaggc ccgcgaggac ctggcagctc tagagaagga ttgtgaagag
11581 gtgggcgtgg attccgtgga ggggagggt

11641 gtggtgggtt ctcccctgcc accccta

agctgag(ict iaaiaaiici aaiaatac P

~ 85 ~

t gcaattaaag



Tabla 19. Caracteristicas de primers en TUBA3E

Exones Primers Tamaho Tm () GC% Tamano de amplicén color
Primer Forward
1 AGTIGC CTTGAAATGA ATGGGT 22 pb 58.76 40.91 317 pb verde
Primer Revers
CTCTCCCACCCITCTCAGGAA 20 pb 59.96 60
Primer Forward
2 TCC ATCTTGGTGA GTACAGGC 21 pb 59.44 52.38 252 pb rosa
Primer Revers
CCCCTCCCATGCAAGACAAT 20 pb 60.03 55
Primer Forward
3 GCATIG GCTCACGTIG TCTG 20 pb 60.11 55 745 pb azul
Primer Revers
TTGCTGAAAGGCCTCCATGT 20 pb 59.89 50
Primer Forward
4 GCA TTICTCCGTGT CACCTACA 21 pb 60.07 52.38 462 pb verde
Primer Revers
AACAACTTGAAAGCAGCCATCC 22 pb 59.96 45.45

Diseno de Primer degenerado

El primer degenerado posee nucledtidos variables, dependiendo de la combinacion se le
asigna una letra a la posicion variable de acuerdo con el cddigo establecido (Figura 37).
Se logré disenar un primer degenerado en la regién exdnica de los genes TUBB2A, TUBB2B y
TUBB3 de la familia beta-tubulina. Esta regién exdnica es muy conservada, o que hace

posible el uso del primer para amplificar a los tres genes (Figura 37).

B D - K M N R s v w Y
CIG AGT AICT GT AC AICIGIT AG  GIC AICIG AT CT
Figura 37. Cadigo para primers degenerados. Extraido de

https://www.thermofisher.com/mx/es/home/brands/thermo-scientific/molecular-
biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-
scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.htmlL# /legacy=www.thermoscientificbio.com

Alineando en MUSCLE las secuencias de los genes TUBB2A, TUBB2B y TUBB3 en la regién del
primer degenerado se obtiene la variacion en el nucledtido C/T que corresponde a la letra

Y,y la variaciéon G/T que corresponde a la letra K (Figura 38).
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TUBB2A  CAGATGTTCGACTICCAAGAACATGATGG
TUBB2B CAGATGTTCGACTLC AAGAACATGATGG

TUBB3  CAGATGTTCGATGLC AAGAACATGATGG
PRIMER CAGATGTTCGATGLC AAGAACA --

A EE s Ewnrex EEEE B xwwen

Figura 38. Alineacion del primer degenerado. El recuadro rojo sefiala las posiciones en
donde varia el nucleétido.

La secuencia dlineada estd en sentido 5'-> 3', si obtenemos el complementario de la
cadena en sentido 3’ <- 5’ y lo reorganizamos para adquirir el senfido 5’-> 3', obtenemos la
secuencia correspondiente al p. Reverse (Figura 39).El p. Reverse estd disehado para el

exén 4 parte | en TUBB2A (Tabla 13), exdn 4 parte | en TUBB2B (Tabla 14) y exdn 4 parte | en
TUBB3 (Tabla 15).

TUBB2A —

strrrrrrerrreefrrfprerrrrerrrrrerrrrrrrn 3
CAGATGTTCGA |ICT|CCAAGAACATGATGG

TUBB2B

strrrrrerrrrefrrprrrrrerrrrrrrrrrrrnr 3
CAGATGTTCGA |CT|CCAAGAACATGATGG

TUBB3

strrrrrrerrreefrrfprrrerrrrrrrrrrrrerrrr3
CAGATGTTCGA [TG| CCAAGAACATGATGG

Primer degenerado

stirrrrrrrrrd T T A A
CAGATGTTCGA [YK| CCAAGAACATGATGG

* ¥

Primer degenerado (Y=C/T) (K=G/T)

Jrrrrrrrrrd T I O O O B )
GTCTACAAGCT Y K[| GGTTCTTGT

Primer reverse degenerado <

sttrrerrrreqgrryprrrerrrrrrerrrrrrrrrrrr 3
TGTTCTT GG KY |[TCGAACATCTG

Figura 39. Primer degenerado

Implementacion de la PCR Multiplex

La PCR Multiplex ha sido aplicada satisfactoriamente para la deteccidén de mutaciones y
polimorfismos (Mutirangura ef al., 1993, Shuber et al., 1993). Henegariu ef al. Realizaron
diferentes pruebas de PCR Multiplex y propusieron un protocolo que puede implementarse

tanto en la investigacion como en los laboratorios clinicos. Sin embargo, advierte que si los
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resultados varian debido al termociclador se debe ajustar el nUmero de ciclos (Figura 40)
(Henegariu et al., 1997). También pueden presentarse otras dificultades en la PCR Multiplex
debido ala concentracién de primers, concentraciéon del cloruro de magnesio, nUmero de
ciclos etc., sin embargo, se han publicado manuales y documentos que proveen
estrategias para solucionarlos entre ellas: “multiplex pcr:  optfimization guidelines
“(Zangenberg et al., 1999)y “Multiplex PCR: crifical parameters and step-by-step protocol”
(Henegariu et al., 1997).

Cuando la reaccion multiplex se redliza por primera vez, se recomienda agregar los primers
en cantidades equimolares (Henegariu et al., 1997). Las proporciones de los componentes
van a estar determinadas por el protocolo de la ADN polimerasa que se vaya a utilizar. A
partir de las proporciones establecidas, se varia la concentracidon de los primers, Mg 2y
aditivos. Debe tomarse en cuenta que la competicidn por suministros ocurre de forma
simultdnea en todos los loci amplificados. Se ha demostrado que el BSA no presenta efecto
inhibitorio en la amplificion de loci. Mientras tanto el DMSO al 5% presenta incremento en la
eficiencia, pero con efecto inhibitorio en algunos loci. Se recomienda el uso de BSA con
una concentracién de hasta 0.8 mg/mL para incrementa la eficiencia de la reaccion

obteniendo un mejor resultado que el DMSO o glicerol (Henegariu et al., 1997).

Program A
First Denaturing 94°C, 4 min
Denature 94°C,30s
Anneal 54~-56°C, 30 s*
Extend 65°C, 1 min

32 cycles
Final Extension 65°C, 3 min

Figura 40. Programa para PCR Multiplex con mayor rendimiento, (extraido de (Henegariu et
al., 1997).

Organizaciéon del gel de agarosa

Los amplicdnes del gen candidato a amplificar debe tener una diferencia de tamano
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minima de 50 pb. En los genes: TUBG1 y TUBAS se proponen amplicénes con una diferencia
de tamafio menor a 50 pb, por lo que no se deberdn incluir en un mismo carril. Se tendrdn
gue separa en dos carriles diferentes para evitar el empalme. A continuaciéon se muestra un
ejemplo grafico de cdmo se deberdn distribuir los amplicénes. En los carriles 5, 6 y 7 estdn
los amplicénes de los genes (TUBB2A, TUBB2B y TUBB3) para los que se disend el primer

degenerado (Figura 41).

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
bp TUBG1 | TUBG1 | TUBB |(TUBB2A |TUBB2B| TUBB3 | TUBAS | TUBA8S | TUBAS3E |TUBA1A
1000
900
800

745 745
700 670
600 586 613 607 623 |
500 . 528
o e 462
Sl 396
300 3 317
242 268 252
200
183
100
50
25

Figura 41. Simulacion de PCR Multiplex en gel de agarosa. 1) marcador de peso molecular
de 100 pb, 2) y 3) amplicénes para TUBG1 en color azul, 4) amplicénes para TUBB en color
verde, 5) amplicénes para TUBB2A en color pUrpura y amplicén con primer degenerado en
color negro, ) amplicones para TUBB2B en color rojo y amplicén con primer degenerado
en color negro, 7) amplicénes para TUBB3 en color azul y amplicén con primer degenerado
en color negro, 8) y 9) amplicénes para TUBA8 en color verde 10) amplicones para TUBA3E
en color pUrpura, 11) amplicénes en color TUBATA en colorrojo.
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Discusion

La estrategia PCR Multiplex propuesta estd disefada para evaluar un gen o genes
asociados a un fenotipo de tubulinopatia distinguible. Como toda prueba genética, la PCR
Multiplex también requiere de pruebas prdcticas para considerar su rendimiento. De
acuerdo con los estdndares, para considerar una prueba genética adecuada para uso
clinico, debe cumplir con 3 categorias: 1) validez analitica es el cumplimiento de los
estdndares para una prueba genética es decir, la precisidén con el cual una caracteristica

genética esidentificada por la prueba de laboratorio (CLIA) (hitp://www.cms.hhs.gov/clia);

2) validez clinica es cuando la prueba identifica el estado clinico de un paciente; y 3)
utilidad clinica son los riesgos y beneficios resultantes del uso de la prueba (Burke, 2014).
Actualmente, WES e incluso WGS se han convertido en técnicas relativamente econdmicas
en el dmbito clinico, tomando en cuenta la cantidad de genes que se podrian analizar
(Goswami and Harada, 2020). Debido a que la estrategia no ha sido probada ni
estandarizada. La PCR Multiplex no pretende analizar todo el grupo de genes de tubuling,
pues no seria una estrategia que compita con el rendimiento de WES o WGS. Una vez que
la PCR Multiplex ha sido probada y estandarizada. Se sugiere su empleo en casos para
amplificar uno, dos o incluso fres genes asociados. Esta canfidad depende del fenotipo
distinguible del paciente. Habrd pacientes que no poseen un diagnostico claro por lo que

convendria el andlisis por WES o por panel personalizado.

Conclusion

La estrategia propuesta en este capitulo requiere estandarizacién para implementarse
como una herramienta alternativa en el diagndstico genético de futuros casos de
tubulinopatia con fenotipo asociado a genes especificos. El diagndstico genético por PCR
Multiplex pretende ser una alternativa menos costosa a la secuenciacion del exoma

completo para pacientes con tubulinopatia definida.
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Anexol

Las imagen de fotocomposicién del gel de agarosa mostrados en: Figura 28 provienen de

las imdagenes originales mostradas en: Figura 42 vy Figura 43.

DMSO 5% & BSA10pg/ul DMSO 2% & BSAS pg/l Control
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Figura 42. Gel de agarosa, corresponde al ensayo 4 con potenciadores.

| 3A 1 3A
DMSO 2% DMSO 2% Ladder DMSO 7% DMSO 7%
Platinum Platinum Platinum Platinum

Figura 43. Gel de agarosa, corresponde al ensayo 4 con potenciadores.

Las imagen de fotocomposicion del gel de agarosa mostrados en: Figura 29 proviene de

las imagen original mostrada en Figura 44.
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Figura 44. Gel de agarosa corresponde a la preparativa 4 con potenciadores
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