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Resumen

El corte y empalme (splicing) consiste en el retiro de intrones y la union de exones como parte
de la maduracion del pre-mRNA. Para asegurar la correcta eliminacion de los intrones existen
elementos cis y factores trans del splicing. Entre los elementos cis reguladores se encuentran
las secuencias de reconocimiento para eliminacién de intrones, asi como potenciadores y
silenciadores intronicos y exonicos de splicing. Cuando surge una variante en uno de estos
sitios esta puede alterar el splicing, lo que ocasiona una alteracion en la proteina. Detectar si
una variante tendrd efecto en el splicing es complicado debido a que las secuencias de
reconocimiento se encuentran en sitios intrénicos, por lo que, con analisis de exoma, a menos
que estén dentro del rango detectable, seran pasadas por alto. No obstante, se ha demostrado
que variantes en distancias de hasta 25 pb rio arriba y rio debajo de las secuencias de
reconocimiento pueden generar un splicing aberrante. Es debido a esto que los minigenes son
herramientas Utiles para determinar el efecto de una variante en el splicing.

A pesar de esto, los minigenes en vectores de expresion no son de uso comercial. Si se desea
adquirir uno, este debe disefiarse y sintetizarse, lo que puede tener un alto costo, especialmente
si se sintetiza directamente en un vector de expresion para la evaluacion del ARNm y de la
proteina. Ademas, al disefiar un minigen, debe evaluarse cuidadosamente, ya que podrian
eliminarse elementos cis, como potenciadores intronicos. Existen una gran cantidad de
algoritmos disefiados para el andlisis de variantes, su efecto en el splicing y la deteccion de
sitios de splicing. Sin embargo, estudios han mostrado que variantes predichas como no
patogénicas, al evaluarse funcionalmente mostraron tener efecto en el splicing.

Aunado a esto, también se han identificado variantes que no estaban reportadas en bases de
datos publicas como Clinvar o gnomAD, las cuales posteriormente fueron clasificadas como
patogénicas. Es asi que la construccion y validacion de un minigen en un vector permitird

evaluar funcionalmente el efecto de variantes génicas en el splicing.
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I. Introduccion:

1.1 Genoma: genes y reguladores de la expresion génica

En las células el genoma esta conformado por ADN, posee una compleja organizacion y
numerosas regiones y procesos reguladores que determinan como se almacena, lee, procesa,
expresa y transmite dicha informacion.t? En humanos y la mayoria de los eucariotas, la
informacidn contenida en el genoma se organiza en una estructura llamada cromatina. La
cromatina consiste principalmente en ADN asociado a proteinas conocidas como histonas.
Cuando el ADN se enrolla en las histonas forma nucleosomas, los cuales son la unidad bésica
de la cromatina.® De esta manera se compacta y guarda el material genético en el nucleo, dando
como resultado en los humanos la agrupacion del genoma en 46 cromosomas: 22 pares

autosémicos y 1 par sexual.*

La informacion contenida en el genoma se utiliza a través de secuencias conocidas como genes.
Los genes son la unidad basica de informacidn bioldgica, se forman por segmentos especificos
de ADN que sirven para producir un transcrito, que puede ser un ARN 0 una cadena
polipeptidica conocida como proteina.® Sin embargo, aunque los genes son el medio por el cual
se almacenan y transmiten los caracteres, dentro de ellos existen regiones que no se expresan.
Los segmentos del gen que dan lugar a productos funcionales se les conoce como secuencias
codificantes o exones (Figura 1).6 Los exones son las regiones especificas del gen utilizadas
para la expresiéon génica, mientras que aquellas secuencias del gen que no codifican se les
conoce como intrones.” Ademas de esto, en el ARNm el exon inicial y terminal de un gen
contienen regiones no codificantes conocidas como UTRs (untranslated regions). El resto de
los exones de un gen corresponde a la secuencia codificadora (coding sequence, CDS), que es

la que determina el producto final del gen.?

En humanos aproximadamente solo el 2% del genoma es codificante, por lo que anteriormente
se pensaba que el resto era ADN basura, sin embargo, multiples estudios y nuevas tecnologias
han demostrado que mas del 80% del genoma esté involucrado en alguna actividad bioquimica
regulatoria de la expresion génica.®*2 Se ha identificado una variedad de factores asociados con
la expresion génica que han sido clasificados en: elementos cis y factores trans. Los elementos

cis regulatorios normalmente son secuencias presentes en el mismo cromosoma que el gen que



regulan, por lo que afectan la expresion génica Unicamente en las regiones que se encuentren
dentro de éste. Algunos ejemplos son: sitios de inicio de la transcripcion (Transcription Start
Site: TSS), promotores flanqueantes, aisladores (insulators) unidos a la proteina CTCF,
potenciadores (enhancers) o silenciadores (silencers) de la transcripcion, asi como marcas
epigenéticas o regiones no traducidas (UTR).13-16

Por otro lado, los factores trans regulatorios actian de manera global, no son parte de la
secuencia de ADN y regulan la expresion génica en cada par homdlogo de cromosomas 0 una
vez que se un gen ha sido transcrito.** *” Ejemplos de factores trans regulatorios incluyen
factores de transcripcion (Transcription Factors: TF), proteinas remodeladoras de la
cromatina, ARNs no codificantes, como ARNSs pequefios no codificantes (Small noncoding
RNAs: sncRNAs) o ARNs largos no codificantes (Long NonCoding RNA: IncRNA), entre

otrole 13, 19-22

Promoter
~— — —
Coding region
i i *
TAA AATAAA
AG AG AG AG
\ \ 3
| — A\
Genomic 3 l 45 Ii UTR
GT GT GT

Figura 1. Estructura general de un gen. En el extremo 5' se observa una region promotora que incluye secuencias
caracteristicas como la caja TATA y la secuencia CAAT, esenciales para la iniciacion de la transcripcién. El gen esta
compuesto por una serie de exones, representados en bloques numerados, los cuales constituyen las secuencias codificantes.
Se intercalan los intrones, representados en lineas, constituyen secuencias no codificantes que seran eliminadas durante el
splicing. Los sitios de empalme entre exones e intrones estan marcados por las secuencias "GT" al inicio del intron y "AG"
al final, lo que asegura la correcta eliminacion de los intrones y la unién de los exones. Las UTR (Untranslated Regions)
presentes en los extremos del ARNm, son regiones no traducidas del extremo 5° del exon inicial y del extremo 3’ del exén

final. (Imagen tomada de Dixon, 2010, figura 1.3)



1.2 Expresion genica

La expresion génica es el proceso mediante el cual la célula la informacion contenida en sus
genes para generar productos funcionales, como ARNSs o proteinas. EI primer proceso es la
transcripcion, que consiste en la formacion de una molécula de ARN a partir de un molde de
ADN proveniente de un gen; seguido del procesamiento y maduracion del ARN sintetizado
durante la transcripcion; luego sigue la traduccion (cuando el producto es una proteina) y
finalmente las modificaciones postraduccionales, necesarias para que las proteinas puedan

Ilevar a cabo sus funciones las proteinas.t®

La transcripcion ocurre en el nucleo de la célula, constando de tres etapas: iniciacion,
elongacion (proceso en el que la ARN polimerasa sintetiza el ARN) y terminacion. Para que
este proceso comience, primero debe desenrollarse una porcién de cromatina por proteinas
remodeladoras de la cromatina, lo que permite el acceso al ADN.2% Una vez que el ADN se
vuelve accesible, se requiere de una enzima llamada ARN polimerasa (habiendo tres tipos,
siendo la ARN polimerasa Il responsable de sintetizar la mayoria de los genes que codifican
proteinas). Esta enzima se une a la cadena antisentido en el promotor del gen con la ayuda de
proteinas llamadas factores generales de transcripcion.” 2627 El final de la transcripcion ocurre
entre 500 - 2000 nucledtidos después de una secuencia de poliadenilacion.z La cadena de ARN

formada recibe el nombre de pre-ARNm o transcrito primario.?

Debido a la interrupcion que presentan los genes por la presencia de secuencias no codificantes,
es necesario procesar el pre-ARNm. El tamafio de los exones humanos tiene una longitud de
entre 50 a 300 pares de bases (pb), mientras que los intrones varian, yendo de docenas de pb
hasta miles de bases. Este promedio es menor en eucariotas inferiores y mayor en eucariotas
superiores.? Debido a esto el pre-ARNm debe de someterse a una serie de reacciones con la
para producir un ARN maduro o un ARN no codificante. Estas reacciones incluyen la adicion
de una 7-metilguanosina, un corte y empalme (splicing), poliadenilacion y en algunas

ocasiones la edicion del mismo ARN.2

Cuando el ARN ha madurado se denomina ARN mensajero (ARNm). Este ARNm sale del
nucleo al citoplasma, donde es reconocido por un ribosoma para iniciar la sintesis de la
proteina. La propiedad de un ARNm para dirigir la produccion de una secuencia especifica de

aminoacidos se ha establecido a través de un conjunto de patrones descritos en un cddigo



genetico, en el que la informacion proveniente del ARNm se lee en grupos de tres nucledtidos
consecutivos llamados codones. Cada coddn especifica un aminoacido que se utiliza para
formar una cadena polipeptidica naciente. Existen 64 combinaciones unicas de codones. Como
se puede observar en la Figura 2, hay varias posibles combinaciones para un mismo
aminoéacido, lo que hace que el codigo genético sea redundante o degenerado, dado que hay 20

aminoacidos y 64 posibles combinaciones.®

AnG Lys caG GIn GAG Glu UaG STOP
BAC cac | . GAC uUAC
aay | A" cav | His cay | ASP vav | ¥
ACA cca cca uca
ace| cee | ece | uce | o
acc | M cee | 1O Gee | M@ vee | 2¢F
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Figura 2. Codigo genético. Del lado izquierdo de las barras grises se presentan los codones y del lado derecho los respectivos
aminodcidos que codifican de manera abreviada. Existen 61 codones que codifican para un aminoacido especifico y tres
codones que funcionan como sefiales de terminacion para la adicion de aminoacidos. Generalmente el codén AUG, que
codifica para la metionina (Met), es el coddn de inicio para la traduccion. Las figuras marcadas en color azul representan
secuencias que cambian de significado en la traduccion mitocondrial. (Imagen modificada de Strachan, 2019, figura 1.29)

Los ribosomas trabajan con ARNSs de transferencia (ARNTt), cada uno asociado a un aminoacido
especifico, y a su vez, cada aminoacido posee un anticodon complementario a los codones del
ARNmM. De esta manera, cuando el ARNt reconoce al ARNm mediante complementariedad de
bases. Los aminoacidos correspondientes se incorporan a la cadena polipeptidica naciente
(Figura 3). Cuando un ARNm sale del nucleo, las subunidades del ribosoma, 40S y 60S, junto
con otras moléculas como los factores eucariéticos de inicio de la traduccion (elFs), el metionil-
ARNt y la subunidad 40s, se unen a la region 5’UTR del ARNm para formar el complejo

ribosomal encargado de la traduccion.st32 3

Cada aminoéacido tiene propiedades fisicoquimicas especificas, y es el conjunto de todos ellos
que, cuando se unen para formar una proteina, le confieren propiedades Unicas que le permiten
realizar sus funciones de manera correcta dentro de la célula o en un sistema bioldgico mas

complejo.3* 3.3
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Figura 3. Relacién entre el ADN, ARNm, codones, anticodones, ARNt y aminoacidos. (A) En morado se muestra una
secuencia de ADN de doble cadena. La cadena sentido o codificante, orientada 5°-3’; la cadena antisentido o molde, orientada
3’-5°, siendo esta ultima la que sirve como base para formar al ARNm representado en color rojo. Tanto la cadena codificante
como el ARNm tienen la misma secuencia de bases (con excepcién de que las T del ADN se cambian por U en el ARNm). El
sitio de inicio de la traduccion es en el coddon AUG, para ello el ARNt representado en rosa, sirve como un conector entre el
anticodon (que se une por complementariedad de bases al codon) y el aminoécido especifico que ha de incorporarse a la cadena
polipeptidica. (B) En beige se representan los aminoacidos codificados por una secuencia de nucleétidos de un ARNm. Cada
aminoacido tiene un grupo funcional especifico el cual le confiere caracteristicas fisicoquimicas especificas. (Imagen
modificada de Brooker, 2021, figura 13.3y 13.4b).

1.3 Modificaciones postranscripcionales del pre-ARNm

Las modificaciones que ocurren en el ARN pueden tener lugar cuando este termina de
sintetizarse (post-transcripcionales) o durante la sintesis (co-transcripcionales). Estas
modificaciones en el ARN tienen como finalidad otorgarle estabilidad, modular el
procesamiento, facilitar la exportacion fuera del nucleo, determinar su localizacion celular y
juegan un papel importante en la traduccion.’” EI ARNm pasa por una gran cantidad de
modificaciones bioquimicas, identificAndose hasta 170 tipos diferentes®, en las cuales se
modifican nucledtidos o se les afladen marcas quimicas. Entre las modificaciones mas

estudiadas, estd la adicion de una metilguanosina en el extremo 5°, ¢l corte y empalme

5



(splicing) y la poliadenilacion en el extremo 3’. Ademas de estas modificaciones, se destacan
otras como la N6-metiladenosina (M6A), 5-metilcitosina (M5C), N1-metiladenosina (M1A),
N3-metilcitosina (M3C), pseudouridina (y), 2'-O-metilacion (2'-O-Me), 5-hidroximetilcitosina
(hm5C) (Figura 4), las cuales son importantes de mencionar, ya que cuando estas
modificaciones ocurren de manera anormal generan condiciones como desordenes
mitocondriales, obesidad, diabetes, deficiencias neurologicas y enfermedades metabdlicas
dado que sirven como un puente para la interaccion de proteinas con el ARNm.3".3

Entre las modificaciones que sufre el ARNm, la primera es la adicion de una 7-metilguanosina
(m7G o cap) en el extremo 5°, esta se coloca tan pronto como se han sintetizado los primeros
25-30 nucledtidos del ARN naciente. Su funcidn es proteger al ARN recién sintetizado para
evitar su degradacion, reclutar proteinas (entre ellas las que realizan el splicing), promover el
inicio de la traduccidn, marcar los ARNm como “propios” para su proteccion ante mecanismos
del sistema inmune dentro de la célula.* Para la adicion del cap 5’ se requiere de tres procesos
enzimaticos: ARN trifosfatasa (TPasa), guaniltransferasa (GTasa) y guanina -N7-

metiltransferasa (guanina—N7 Mtasa).*

El paso final de la transcripcidn es la escision endonucleotidica, la cual se produce de 10 a 30
nucleotidos rio abajo de una secuencia sefial AAUAAA, seguido de la adicidn de adeninas en
el extremo 3’ (cola de poli A) que junto con la estructura del cap 5’ potencian el inicio de la
traduccion. Esta modificacion se realiza a través del reconocimiento de una secuencia sefial
AAUAAA, la cual es altamente conservada en mamiferos. Estd modificacion es crucial para la
estabilidad del ARN vy evitar su degradacion. La escision requiere multiples proteinas, entre
ellas: el factor de especificidad de escision/poliadenilacion (CPSF), que se une a la secuencia
AAUAAA,; el factor de estimulacion de la escision (CsTF), que se une a sitios ricos en U/GU
rio abajo; y, en mamiferos dos factores de escision mas; CFIm y CFlim.#4 La poli A
polimerasa (PAP) agrega la cola de poli A la cual tiene una longitud de 50 - 250 nucleétidos
al extremo 3’ en un grupo -OH expuesto debido a la escision.* Tanto CPSF como CsTF son
necesarios para la escision y la adenilacion. CPSF reconoce al ARN vy facilita el reclutamiento
de PAP (especificamente la endonucleasa que realiza la escision en mamiferos es la CPSF-
73).4243
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Figura 4. Modificaciones quimicas en nucledtidos del ARNm. Se ejemplifican algunas modificaciones quimicas que
presenta un ARNm compuesto de una secuencia codificante (CDS) y sus regiones no traducidas (UTR) 5’ y 3°. Entre estas
modificaciones se encuentra el 5” cap el cual consta de dos modificaciones; la adicion de un grupo metilo al oxigeno en la
posicion 2 en la ribosa del nucledtido (2°-O-Me) y si el primer nucle6tido transcrito es una adenosina, se instala la marca N6,2'-
O-dimetiladenosina (m6Am). N6-metilguanosina (m6A) ocurren lejos de sitios de empalme. Otras modificaciones en los
ARNM eucariotas incluyen pseudouridina (¥) y de manera menos comun N1-metiladenosina (m1A), 5-metilcitosina (m5C),
5-hidroximetilcitosina (hm5C), N4-acetilcitosina (ac4C) e inosina (I). La uridilacion 3' del ARNm se indica en rojo. (Imagen
modificada de Delaunay, S, et al, 2024).

1.4 Splicing

El splicing es un proceso que ocurre en el ndcleo celular mediante el cual se eliminan los
intrones de un pre-ARNm y se unen los exones. Se han identificado diferentes componentes
necesarios para el splicing, siendo el espliceosoma uno de los principales. En la mayoria de los
eucariotas existen dos tipos de espliceosomas: el mayor o dependiente U2 y el menor o
dependiente de U12. El espliceosoma mayor (complejo principal), participa en el splicing de
la mayoria de los genes, estd conformado por mas de 150 proteinas y cinco subunidades
nucleares de ARN (Small Nuclear RNAs: snRNAs): U1, U2, U4, U5y U6, que cuando se unen
a proteinas reciben se denominan snRNPs (Small Nuclear Ribonucleoprotein).* Otros
componentes esenciales para el splicing son secuencias consenso denominadas como sitios
canonicos de splicing (Canonical Splice Sites: CSS), como los sitios de splicing (ss) ubicados
en los limites de un exén y un intron (Figura 1), la secuencia de punto de ramificacion (Branch
Point Sequence: BPS) y un tracto de polipirimidinas (Polypyrimidine Tract: PPT) cercano a
BPS. También participan elementos reguladores de splicing (Splicing Regulatory Elements:
SRESs) clasificados de acuerdo con el efecto en el splicing y a su localizacion, y proteinas de
union a ARN (RNA Binding Proteins: RBPSs), esenciales para el correcto funcionamiento del

proceso de splicing (Tabla 1).44-52



Tabla 1. Principales componentes de splicing.

Componente de splicing Tipo de regulador

Espliceosoma Trans
Sitio de splicing 5° (donador de splicing/5’ss) Cis
Sitio de splicing 3’ (aceptor de splicing/3’ss) Cis
Secuencia de punto de ramificacion (BPS) Cis
Tracto de polipirimidinas (PPT) Cis

Proteinas SR Trans

Proteinas hnRNP Trans
Potenciador Exonico de Splicing (ESE) Cis
Potenciador Intrénico de Splicing (ISE) Cis
Silenciador Exénico de Splicing (ESS) Cis
Silenciador Intrénico de Splicing (ISS) Cis

Los sitios de splicing son secuencias que se encuentran en los intrones de un gen, cerca de los
limites entre exones e intrones. Se nombran de acuerdo con su posicion relativa al intrén: el
sitio de splicing 5' (5' ss) se encuentra al inicio del intron, mientras que el sitio de splicing 3'
(3'ss) esta al final. El sitio de splicing 5' incluye una secuencia consenso GU (0 GT en el ADN),
y el sitio de splicing 3' contiene una secuencia consenso AG. Esto establece la regla GU-AG,
donde GU sirve como sitio donador y AG como sitio aceptor en el proceso de splicing.*

Ademas de los sitios de splicing, existe una secuencia intronica conservada llamada sitio de
ramificacion, identificada con una adenina (A), localizada a no mas de 40 nucle6tidos rio arriba
del sitio de splicing 3'. Entre el sitio de splicing 3’ y el punto de ramificacion se encuentra un
tracto de polipirimidinas (PPT) rico en uracilos (timinas en el ADN) o citocinas.® Cada uno de
estos sitios es reconocido por proteinas de union a ARN (RBPs) denominadas factores de
splicing (Splicing Factors: SF), uniéndose a través de interacciones de ARN-ARN o de ARN-
proteina (Figura 5). Entre las mas destacadas estan las proteinas SR o hnRNP (Figura 6), sin

embargo, existen gran cantidad de RBPs que participan en el proceso.552
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Figura5. Interacciones entre SnRNA y pre-ARNm. En el splicing, las interacciones de las proteinas de union a ARN (RBPs)
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M.E, et al, 2023).

Figura 6. Componentes principales del splicing. Las proteinas SR y hnRNP son un tipo de proteina de unién a ARN (RBPs)
que se unen a potenciadores y silenciadores de splicing respectivamente, tanto aquellos que son ex6nicos como intronicos,
facilitando o impidiendo la unién del espliceosoma. Las secuencias muestran los sitios de splicing (ss), el sitio de ramificacion

(BPS) y el tracto de polipirimidinas, el cual esta localizado rio arriba del 3’ss. (Imagen tomada de Wang, Z, et al, 2008).

Durante el proceso de splicing (Figura 7), se forman cuatro complejos entre el pre-ARNm y
el espliceosoma. El primero es el complejo temprano (E). EI sSnRNP Ul reconoce y se une a la
secuencia complementaria AG-GU en el sitio donador de splicing (extremo 5’ del intron). Al

mismo tiempo, el factor de splicing SF1 se une al sitio de ramificacion (BPS). SF1 es



reconocida y unida por la proteina U2AF, misma que también se une al tracto de polipirimidina
ubicado entre el punto de ramificacion y el sitio de splicing 3’ (3’ss) del intron.s
Posteriormente, SF1 es desplazada del punto de ramificacion por snRNP U2, formando el
complejo dependiente de ATP (A). La interaccion entre el punto de ramificacion y la proteina
SNRNP U2 es estabilizada por helicasas especificas de ARN (Prp5 y Sub2) que desplazan a
SF1 permitiendo la union de snRNP U2, lo que sirve como sefial para el reclutamiento del tri-
snRNP U4/5/6 y la formacion del complejo B (espliceosoma precatalitico). La accion adicional
de helicasas de ARN provoca un cambio en la conformacion del espliceosoma, lo que conduce
a 1) la liberacion de snRNPs U1y U4, 2) la interaccion de snRNP U2 y U6, 3) la formacion de
un lazo en el pre-ARNm y 4) la creacidn del complejo C.*°En este complejo, se llevan a cabo
dos reacciones de transesterificacion: se elimina el intrdén y se unen los extremos de los exones.
U2, junto con otras proteinas asociadas son liberadas, dejando el BPS expuesto, lo que permite
un ataque nucleofilico por parte del grupo 2'-OH de la adenina correspondiente a BPS al sitio
de splicing 5' (5' ss). Esto resulta en la liberacion del extremo 5' del intrén y la formacion de
un lazo (lariat) intrénico, creando el complejo C. Luego, Prp8, con U5y U6, dirige el siguiente
paso en el que el 3'-OH del exdn 5' ataca al sitio de splicing 3' (3' ss). Finalmente, los exones
se ligan, el intrén en forma de lazo es liberado y degradado, y los SnRNPs restantes junto con

otros factores se disocian.5
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Ademas del mecanismo basico de splicing los elementos reguladores de splicing (SRES)
funcionan promoviendo o inhibiendo la inclusion del exdn en el que residen (cuando son
exonicos), o mejoran o inhiben el uso de sitios de empalme adyacentes o la inclusion de exones
desde una ubicacion intrénica (cuando son intrénicos).®® Los SREs funcionan como anclaje
para RBPs, siendo las mas comunes las proteinas ricas en serina y arginina (SR) y las
ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNP). Anteriormente se habia identificado que
las proteinas SR se unen a elementos SRE potenciadores, mientras que las hnRNP se unen a
elementos SRE silenciadores. Sin embargo, se ha demostrado que ambas pueden tener
funciones potenciadoras o silenciadoras dependiendo del sitio en el ARN al que se unan.?5t
Funcionan de tal manera que activan o suprimen el reconocimiento de los sitios de splicing por

parte del espliceosoma.*’

Los exones pueden ser constitutivamente empalmados, lo que significa que estan presentes en
cada ARNm proveniente de un pre-ARNm; o bien pueden ser empalmados alternativamente,
donde hay variaciones en la forma en cémo se empalman los exones con ayuda de los SREs y
las RPBs, generando una mayor diversidad de proteinas a partir de un solo gen.53 54 5.5

1.5 Variantes génicas que modifican el splicing de ARN

Una variante génica se puede definir como un cambio permanente en el ADN que difiere de
una secuencia de referencia y es potencialmente heredable.* Las variantes génicas por su efecto
en la proteina resultante se consideran; sindnimas o silenciosas cuando no alteran la secuencia
de amino&cidos, normalmente esto ocurre cuando el cambio es en el tercer nucleétido del
coddn; mientras que son no sindnimas cuando el cambio es en el primer o segundo nucleétido
del coddn, lo que resulta en un cambio en el aminoacido producido. Esto incluye las variantes
de sentido cambiado o erroneo (missense), que sustituyen un aminoacido por otro, y las
variantes sin sentido (nonsense), que introducen un codon de paro prematuro. También se
encuentran las variantes de corrimiento en el marco de lectura (frameshift), causadas por
variantes de tipo indel (insercién y/o delecion) que provocan un desplazamiento en la lectura

de los codones, alterando la secuencia de amino&cidos a partir del punto de cambio.?5

Por otro lado, las variantes que pueden modificar el splicing comprenden aquellas que alteran
sitios de splicing o regiones circundantes. Estas variantes pueden ser sustituciones
(generalmente variantes de un solo nucledtido; Single Nucleotide Variant: SNV), inserciones o

deleciones (indels), inversiones, translocaciones, insercién de elementos transponibles y
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variantes en el numero de copias (Copy Number Variants: CNV), como deleciones o
duplicacion de segmentos.®® % A diferencia de las variantes que alteran la proteina, se ha
observado que incluso variantes sindénimas (silenciosas) aunque no afecten un aminoécido,

pueden alterar el splicing, resultando en un ARN aberrante.*®

De acuerdo con el American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), las variantes
génicas se pueden clasificar conforme a su patogenicidad en: patogénicas, probablemente
patogénicas, de significado incierto (Variants of Uncertain Significance: VUS), probablemente

benignas y benignas.®

A traveés de diversos estudios de asociacion del genoma completo (Genome Wide Association
Studies: GWAS), se han identificado mas de 200,000 variantes génicas asociadas a rasgos
complejos humanos, tales como enfermedades, caracteristicas fisicas 0 comportamientos.®
Dentro de las cuales, el 90% se han identificado en regiones no codificantes del genoma ¢,
donde la mayoria de los mecanismos relacionados a cdmo afectan la expresion génica ain no

se han caracterizado.®*

La desregulacion del splicing suele resultar en la omision de exones (generando una proteina
trunca), la retencién de intrones (traduciendo regiones no codificantes) o uso de sitios de
splicing alternativo (alterando la composicion de la proteina).“¢ Los sitios alternativos utilizados
debido a una variante que evita el reconocimiento de los sitios de splicing reciben el nombre
de sitios cripticos 0 no canénicos, los cuales son sitios que se asemejan a una secuencia
candnica. Los sitios cripticos suelen pasar desapercibidos la mayor parte del tiempo debido a
gue no son necesarios, pero si ocurre alguna alteracion, como la presencia de una variante en
el sitio de splicing canonico, el reconocimiento por parte del espliceosoma y proteinas puede
confundirse, utilizando este sitio criptico, generando cortes donde no deberia (Figura 8).5* Al
no retirar los intrones o al realizarse de manera incorrecta debido a una variante genica que
altera este proceso, las secuencias codificadas potencialmente podrian tener consecuencias

patoldgicas, como defectos genéticos, desdrdenes neuroldgicos, cancer, entre otros. 5 8. 5961 -65
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Figura 8. Tipos de splicing aberrantes causados por variantes. |. Las variantes ocurren en los sitios de splicing lo que
impide su reconocimiento por la maquinaria de splicing, como resultado, el exén 2 es completamente saltado. 1. Una variante
crea un nuevo sitio de splicing dentro de un intrén, generando un pseudoexdn (una secuencia que normalmente no es un exan)
errbneamente es reconocido por la maquinaria de splicing y es incluida. 111. Una variante activa un sitio criptico dentro del
exon 2. Esto da lugar a que solo parte del exdn 2 sea incluido en el ARNm final y se elimine el resto del exén. 1V. Variantes
en los sitios de empalme canonicos que resultan en el uso de un sitio de empalme criptico exdnico o intrénico que conduce a
la inclusion de un fragmento de intrén o la omision de un fragmento de exdn. V. Una variante afecta un ESE (potenciador de
splicing exdnico) en el exdn 2, lo que impide el reconocimiento adecuado de este exén por la maquinaria de splicing, como

consecuencia, el exén 2 es omitido. (Imagen tomada de Anna & Monika, 2018).

Las variantes en los sitios de splicing a menudo se identifican como variantes de pérdida de
funcion (Loss of Function: LoF) debido al impacto significativo que tienen en la funcion de la
proteina.t® Estas variantes alteran el splicing a través de modificaciones en las sefiales de
reconocimiento en los sitios de splicing, que son motivos de unidn para proteinas involucradas
en el proceso.” Se ha observado que variantes localizadas a distancias de hasta £25 pb de la
secuencia sefial también pueden tener efectos similares.” Un estudio realizado por Lord et al.
(2019) encontrd que, en un total de 7833 probandos con trastornos del desarrollo, el 27% de
las variantes patogénicas de novo de splicing se encontraron en sitios no canénicos, mientras
que el 73% se encontraron en sitios de splicing canonicos. Se resalta que del 35 - 40% de las

variantes patogénicas en sitios no canénicos no estaban registradas en bases de datos publicas.

Otro estudio realizado por Blakes et al. (2022) analiz6 muestras de genoma completo de 38,688
individuos del Proyecto de los 100,000 Genomas, pertenecientes a la rama de enfermedades

raras, de los cuales 26,660 eran padres no afectados de personas con enfermedades raras.
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Dentro del estudio, se identificaron un total de 258 variantes de novo cercanas a sitios de
splicing o de ramificacién. De estas 258 variantes, 83 (32 %) eran de tipo LoF o variantes de
novo que alteran la proteina, y 129 (50 %) no estaban clasificadas. También se confirmaron
cuatro diagnosticos moleculares en los que se detecté omision de exdn por variantes cercanas

a sitios de splicing.®

Diversos estudios han demostrado la importancia de analizar y caracterizar variantes en sitios
no canonicos de splicing como lo son aquellos que estan cerca de las secuencias sefial o en
secuencias SREs. En un estudio realizado por Chong et al. (2019) en donde se analizaron
27,733 variantes dentro o cerca de exones, donde el 3.8% (1050) se identificaron como
variantes que alteran el splicing (Splice-Disrupting Variants: SDVs), y el 83% de SDVs se
localizaron fuera de secuencias canonicas de splicing.® Esto se debe a que las posiciones -3 a
+6 en el sitio de splicing 5' y las posiciones -20 a +3 en el sitio de splicing 3' no coinciden
siempre con una "secuencia consenso” idealizada y al mismo tiempo son las posiciones en las
que se suelen ubicar los elementos cis reguladores del splicing (SRES), aungque estos no estan

bien definidos.s?

Las variantes en sitios no candnicos son poco reconocidas y se destaca que la interpretacién
mejorada de variantes de splicing es un area de gran promesa para la medicina genémica ain
por explorar y descifrar. Estos y otros estudios enfocados al analisis de variantes que alteran el
splicing coinciden y sugieren que no solo las variantes exonicas sino también las intronicas
cercanas a los limites exén-intrén deben evaluarse cuidadosamente como variantes patdgenas,
independientemente de la presencia de cambios de aminoacidos. Dado que, en la medicina de
precision, el marco y la lista adquirida de variantes asociadas a splicing constituiran recursos
atiles para capturar mas variantes impulsoras, incluidas aquellas previamente pasadas por alto

resaltadas en cada uno de los estudios realizados. 6 72

1.6 Vectores de expresion y minigenes

Los vectores de expresion, principalmente plasmidos, son herramientas esenciales en la
medicina de precision y genomica, especialmente en el analisis de variantes génicas ya que
permiten la expresion controlada de genes especificos, proceso crucial para estudiar como las

variantes génicas pueden afectar o no la funcion de genes y contribuyen a enfermedades.™

Los vectores de expresion contienen elementos como sitios de origen de replicacion,

promotores fuertes, potenciadores, secuencias de termino y clonacion, genes reporteros,
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secuencias que aumentan la estabilidad del ARNm o la eficiencia de traduccion como
secuencias de poli A, entre otros marcadores selectivos (Figura 9). Es el conjunto de estos y
otros componentes permiten la expresion del vector al introducirlo en una célula, obteniendo
el producto de interés. Es debido a esto que son herramientas cruciales en estudios de
funcionalidad génica, produccion de proteinas para investigacion, terapias génicas y desarrollo
de vacunas.™ Existen diferentes herramientas bioinformaticas como GeneArt, GeneOptimizer,
SnapGene, o Benchling para el disefio de vectores, de acuerdo con el propésito se escoge aquel

que cumple los requerimientos necesarios para cada estudio.
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Figura 9. Principales componentes de un plasmido. Mapa de plasmido circular que muestra regiones clave como el origen
de replicacion (para la duplicacion del pldsmido), un gen de resistencia a antibidticos (para la seleccion de bacterias
transformadas), un marcador seleccionable, un promotor (para la expresion del gen insertado) y sitios de restriccion y primers

para su manipulacion genética. (Imagen tomada de https://www.addgene.org/mol-bio-reference/)

Por otro lado, los minigenes son versiones reducidas de genes disefiados para contener solo las
secuencias necesarias para la funcion o expresion del gen de interés. Estan disefiados para
estudiar funciones especificas del gen, por ello normalmente contienen el exén que se busca
estudiar junto con los intrones flanqueantes. Los minigenes se introducen en un plasmido que
contiene los elementos necesarios para su expresion, como un promotor, una region de poli A

y un terminador para detener la transcripcion.” 7
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I1. Justificacion

Las variantes génicas pueden surgir de novo debido a errores en la replicacion del ADN o
durante la transcripcion, por lo que no es necesario que exista un antecedente familiar. Debido
al impacto de las variantes génicas no solo a nivel de aminoacido, sino a su efecto en el splicing,
es imprescindible contar con herramientas accesibles que permitan su evaluacion funcional.
Aungue una variante génica no cause alteraciones en un aminoacido o sea clasificada como
silenciosa o de sentido erréneo puede generar cambios significativos en el splicing. Las
variantes génicas que se encuentran en sitios no codificantes o que son clasificadas por
algoritmos predictivos deben evaluarse para confirmar su efecto, ya que sin un analisis

funcional no es posible determinar su patogenicidad de manera concluyente.

Aunado a esto, una variedad de estudios ha identificado y caracterizado variantes patogénicas
gue no se encontraban registradas en bases de datos publicas como Clinvar, LOVD o gnomAD.
Es debido a esto que una herramienta que permita la evaluacion de este tipo de variantes seria
esencial para determinar su efecto, avanzando hacia una mejor comprension de los mecanismos

de regulacion de las secuencias implicadas en el proceso de splicing.

Debido a todos estos factores, se destaca la importancia de tener acceso a una herramienta que
permita la evaluacién funcional de variantes génicas, ya que actualmente no se cuenta con
plasmidos comerciales disefiados especificamente para este fin. En caso de requerir evaluar
variantes para analizar su efecto en el splicing, seria necesario disefiar y adquirir un plasmido
que cumpla con las caracteristicas necesarias, lo cual tiene un alto costo. En este contexto, el
presente trabajo se enfoco en el disefio de un minigen utilizando las herramientas y recursos
disponibles, el cual permitird evaluar variantes de splicing. Esta iniciativa responde a la
necesidad identificada en el Laboratorio de Inmunogénica y Enfermedades Metabolicas del
Instituto Nacional de Medicina Genémica que contaba con muestras de pacientes, pero se
carecia de una herramienta adecuada que permitiera la evaluacion y caracterizacion de las

variantes asociadas a la alteracion de splicing.
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I11. Objetivos

Objetivo general:
Construccion de un plasmido con un minigen que permita la evaluacion funcional de variantes

génicas localizadas en sitios de splicing y regiones circundantes.

Objetivos particulares:
1. Disefiar un minigen que contenga los elementos minimos necesarios para llevar a cabo

el proceso de splicing.
2. Subclonar el minigen en un vector de expresion adecuado para células de mamifero.

3. Validar la efectividad del vector de expresion para la evaluacién de variantes génicas

que alteran el splicing.

4. Evaluar si el splicing puede ocurrir de manera correcta sin la presencia de las secuencias

completas de intrones.

V. Hipdtesis
La construccion de un plasmido que contenga un minigen permitira la evaluacion funcional de
variantes génicas localizadas en sitios de splicing, proporcionando una herramienta eficaz para

caracterizar su impacto en el proceso de splicing.
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V. Antecedentes y marco contextual

Los minigenes clonados en vectores de expresion son herramientas clave que se han utilizado
ampliamente para determinar los efectos que puede tener una variante en el splicing, resultando
especialmente Utiles debido a la amplia cantidad de variantes génicas que no se encuentran
reportadas como patogénicas, que tienen significado incierto o con sitios cripticos no

reportados .60' 66-73,75,76,77

Investigaciones recientes sobre la determinacion de variantes que alteran el splicing han
utilizado minigenes y vectores de expresion para evaluar el efecto que tienen en el ARN y por
consiguiente en la proteina. Se han descrito condiciones causadas por variantes asociadas a
splicing previamente no reportadas, como aniridia, por Tamayo, et al., (2023), fibrosis cistica,
por Sharma, et al., (2014)%, el complejo de esclerosis tuberosa, por Liu, et al., (2024)™,
hipomagnesemia primaria con hipocalcemia secundaria, por Song et al., (2022)%, solo por
mencionar algunos casos. Cada uno de estos trabajos se caracteriza por emplear un método

diferente en la construccion del minigen.

El minigen presente en este trabajo se disefi6 originalmente para evaluar variantes en el final
del intrén 9y el inicio del exdn 10 del gen HNRNPK, el cual de acuerdo con el National Center
for Biotechnology Information (NCBI) codifica para la ribonucleoproteina nuclear heterogénea
K, proteina perteneciente a la familia de las proteinas hnRNP reguladoras del splicing. Es una
proteina de union a pre-ARNmM que ayuda a su procesamiento, asi como otros aspectos del
metabolismo y transporte del ARNm. La alteracion en un regulador clave como HNRNPK
puede tener efectos de cascada sobre varios genes, afectando procesos bioldgicos y
contribuyendo a la aparicion de sindromes y enfermedades de manera indirecta. Un ejemplo de
lo que ocurre cuando hay desregulacion del gen HNRNPK es el sindrome de Au Kline. De
acuerdo con la base de datos del NCBI sobre la informacion del gen, este sindrome tiene un
tipo de herencia autosomica dominante causado tipicamente por variantes de novo
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK540283/). Bases de datos como Clinvar o GhomAD

reportan una gran cantidad de variantes génicas en el gen HNRNPK que permanecen sin
caracterizacion y son de significado incierto. La construccion aqui realizada permitira evaluar
variantes asociadas al gen HNRNPK, sin embargo, su aplicacién no se limita exclusivamente a
este gen, ya que también podria utilizarse para evaluar variantes de splicing asociadas a otros

genes.
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VI. Material y métodos

El presente trabajo consistio en el disefio de un minigen el cual fue sintetizado en el plasmido
pUCDIT-Amp y posteriormente fue subclonado dentro del vector pcDNA3.1/myc-His C para
su expresion en células HEK293T. A través de RT-PCR y secuenciacion Sanger se comprobd
que el splicing ocurrié de manera correcta, con lo que se da la posibilidad de introducir
variantes génicas en sitios de splicing y regiones circundantes con el fin de evaluar si alteran
el splicing.

Disefio del minigen .
Seleccion de un vector

para subelonacién

Sintesis por IDT en el plasmido pUCIDT-Amp - Minigene

Expansion de

(pUCIDT-Amp - Minigene) ) .
plasmidos

(pcDNA3.1/mye-His C)

Subclonacion del minigen en

pcDNA3.1/myc-His C
Pruebas para determinar subclonacion

Transfeccion en células

HEK293T
Extraccién de ARNm

RT-PCR / Secuenciacién
Sanger

Figura 10. Diagrama de trabajo. El diagrama muestra los puntos basicos del trabajo experimental realizado.

6.1 Disefio del minigen

El minigen fue disefiado para analizar el impacto de variantes que alteran el splicing. Para ello
se seleccionaron fragmentos de las secuencias correspondientes a tres exones y dos intrones
del gen HNRNPK (Figura 11.A). Se construyo tomando el fragmento final del exén 9, el exdn
10 completo y un fragmento inicial del exén 11. Flanqueante al exén 10 se coloco la secuencia
inicial y final del intron 9 y del intron 10 respectivamente, afiadiendo a cada intron una
secuencia de corte ECOR1. Por otro lado, se afiadieron secuencias de corte para BamH1 al inicio

del minigen y Notl al final de la construccion (Figura 11.B).
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A)

BamH1 EcoR1 BPS EcoR1

GGATCCGT GAATTC AGl Exon 10 GT SAATTC

o Intron 9 ¥ 5 Intron 10

Notl

3'ss

BEAIEET TATTCGGGGTCARAGGTGCTAAAATCAAAGAACTTCGAGAGGTAAAAAMARAAMAATTCTGCCGT

ATTCTTTGCTGAATTCAATTGTTGAATTCAAATGCAATTTTCACTGAACCTAGGAAAGCTAATTTTCTTCT
AATTATTATTATTTTTTTTTATGATCTTACTACAGAACACTCAAACCACCATCAAGCTTTTCCAGGAATG

CTGTCCTCATTCCACTGACAGAGTTGTTCTTATTGGAGGAAAACCCGATAGGGTTGTAGAGTGCATAAAG

ATCATCCTTGATCTTATATCTGAGGTACTTCAGAACACTTTTTGTTTACATTTGATT TGAATTCTACATTT

TGTTTGATGATGATGTTAGAAGGATTGGTATGAAGCAGGACTCTTTTTCTTCAGTCTGTAAGTTTGTTCC

ATCTCTGTTTTTAGTCTCCCATCARAGGACGTGCACAGCCTTATGATCCCAATT HEEEOEEE

Figura 11. Estructura minigen. A) Construccion del minigen con tres exones, dos intrones, sitios de splicing y secuencias
de corte para las enzimas marcadas. B) Secuencia del minigen construido; en azul se muestra el exén 9, en rojo el exén 10 y
en verde el exdn 11; en negro las secuencias correspondientes a los intrones 9 y 10. En negritas se resaltan los sitios de splicing

5’y 3’ de cada intron.

Una vez disefiado el minigen (Figura 11.B), este fue enviado para su sintesis por la empresa
Integrated DNA Technologies (IDT). La secuencia del minigen fue clonada en el vector
pUCIDT-Amp (Figura 12), que contiene un marcador de resistencia a ampicilina, el cual sirvié

para la seleccion de colonias transformadas correctamente.

(91)
(172)

(569)

pUCIDT-Amp Minigene

3237 bp

Figura 12. Vector pUCDIT-Amp con minigen. El vector contiene la secuencia de 485 pb del minigen construido
representada en azul. Dentro del minigen, en café se encuentran las secuencias de corte para las enzimas de restriccion BamH1
y Notl para la liberacién del inserto. Gen de resistencia a ampicilina (AmpR) junto con su promotor (AmpR promoter). Un
sitio de origen de replicacion (ori) para su replicacion en bacterias. (Imagen disefiada en SnapGene a partir de la secuencia).
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6.2 Vector para subclonacion
Se seleccion0 el vector de expresion pcDNA3.1 myc / His C dado que contaba con los
componentes necesarios para transfeccion en células de mamifero y analisis de expresion de
genes. Este vector se encontraba disponible en el laboratorio, y para fines de este proyecto fue
necesario remover un fragmento (el inserto) que habia sido disefiado para otra investigacion.

En la Figura 13 se muestra los componentes del vector.

CMV enhancer

Primer T7 F (863 ..882) ©
(920)

A pcDNA™3.1/myc-His C
3 7333 bp
3

2000

(CAP binding site| — \|

[Eiiéﬁéfégéﬂ*’”“’

Svag ori

: g
N
ol &
S@ Otedr " <
4000

Figura 13. Vector pcDNA3.1/myc-His C. El vector contiene una secuencia de ~1901 pb que se removi6 (al no ser de interés

(2814)
Primer BGH R (2922 ..2940) ©

para esta investigacion) representada en rojo. Flanqueante a la secuencia roja se localizan secuencias de corte para las enzimas
de restriccion BamH1 y Notl en café. En morado, Rio arriba de BamH1 y rio abajo de Notl, se localiza una secuencia de
union para el primer T7 Forward y BGH Reverse respectivamente. Gen de resistencia a ampicilina (AmpR) con su promotor
(AmpR promoter), proporciona resistencia a la ampicilina permitiendo la seleccion de bacterias que contienen el vector en
presencia de este antibiético. ElI promotor (CMV promoter) y potenciador del citomegalovirus (CMV enhancer), altamente
eficientes para inducir una expresion génica fuerte en células de mamiferos. His 6x y Myc, secuencia de etiquetas que permite
la deteccidn y purificacion de proteinas fusionadas usando anticuerpos anti-Myc y la purificacion mediante cromatografia de
afinidad por niquel (His-tag). Sefial de poliadenilacion bovina (bGH poly (A) signal), utilizada para asegurar la terminacion y
estabilidad del ARNm en células eucariotas. Promotor del virus SV40 (SV40 promoter) que dirige la expresion de genes en
células de mamiferos. La sefial de poliadenilacién SV40 (SV40 poli (A) signal) asegura la correcta maduracion del ARNm
transcrito. Gen de resistencia a la neomicina’kanamicina (NeoR/KanR), que permite la seleccidon de células eucariotas
transformadas en presencia de G418. Origen de replicacion (ori) para la propagacion del vector en células bacterianas. (Imagen

disefiada en SnapGene a partir de las secuencias).
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6.3 Expansion de plasmidos
6.3.1 Transformacion bacteriana

Con células competentes de Escherichia coli DH5a se realizo la transformacion bacteriana
utilizando el plasmido pcDNA3.1/myc-His C. Se afiadieron 2 ng del plasmido pcDNA3.1/myc-
His C a 50 L de células competentes contenidas en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se incub0 la
mezcla en hielo durante 30 minutos. Posteriormente, se realizd un choque térmico a 42°C
durante 60 segundos, seguido de una incubacion en hielo por 2 minutos. A continuacion, se
adicionaron 1000 puL de medio LB sin antibidtico y se incubd a 37°C durante 1 hora con
agitacion a 225 revoluciones por minuto (rpm). Después de la incubacion, se centrifugé la
muestra a 5000 rpm durante 3 minutos para generar un botén celular, se retiraron 400 pL del
sobrenadante para concentrar el volumen restante. Finalmente, las células transformadas se
sembraron en placas de agar LB suplementadas con 100 pg/mL de ampicilina y se incubaron
a 37°C durante 24 horas.

6.3.2 Seleccidn de colonias y crecimiento en cultivo liquido
Después de la incubacién, se seleccionaron colonias individuales de las placas de agar LB que
habian sido sembradas con las células transformadas con los plasmidos pcDNA3.1/myc-His C
y pUCIDT-amp. Cada colonia seleccionada se inoculé en 15 mL de medio LB liquido
suplementado con 1 pL de ampicilina por cada mL de medio (15 pL en total) en tubos de 15
mL. Los cultivos se incubaron a 37°C durante 24 horas con agitacion a 150 rpm para permitir
el crecimiento bacteriano y la amplificacion del plasmido.

6.3.3 Extraccién de acidos nucleicos - Miniprep
Después del cultivo liquido, se procedio a la extraccion y purificacion de acidos nucleicos
utilizando el kit y protocolo "Plasmid Mini-Prep Kit - Column Kit" de Jena Bioscience. Los
cultivos bacterianos de 15 mL se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos para recolectar
las células en un botdn. Se retir6 el sobrenadante, dejando solo el botén celular y se afiadieron
300 pL de buffer de lisis a cada uno de los tubos. Se resuspendieron las células con micropipeta.
Posteriormente, se les afiadié 300 pL de buffer de neutralizacion, y la muestra se mezclé por
inversion de 4 a 6 veces. Cada muestra se traspaso individualmente a un tubo de 2 mL y se

centrifugé a 13,000 rpm durante 5 minutos.
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Antes de transferir el sobrenadante, se activaron dos columnas de miniprep con 100 uL de
buffer de activacion y se centrifugaron durante 1 minuto. El sobrenadante, que contenia el ADN
plasmidico, se transfirié a las columnas de miniprep colocadas en un tubo recolector de 2 mL.
Las columnas se centrifugaron a 13,000 rpm durante 1 minuto y el eluido se descarto.
Posteriormente, se realizaron dos lavados de 1 minuto con 700 uL de washing buffer con
etanol. Después de los lavados, las membranas se secaron por centrifugacion a 13,000 rpm

durante 2 minutos.

Finalmente, se reemplazaron los tubos colectores de la columna por tubos Eppendorf nuevos
de 1.5 mL. EI ADN se elui6é en 30 pL de agua libre de nucleasas y se centrifugdé durante 2
minutos para completar el proceso de purificacion. EI ADN purificado se cuantificé utilizando
un espectrofotometro NanoDrop ThermoFisher Scientific. La concentracion de ADN para el
plasmido pUCIDT-amp fue de 29.7 ng/uL, mientras que para el plasmido pcDNA3.1/myc-His
C fue de 128.7 ng/pL. ElI ADN purificado se almacend a -20°C para su posterior analisis.

6.4 Subclonacion en pcDNA3.1 myc / His C

6.4.1 Restriccibn BamH1 y Notl
Para el plasmido pUCIDT-amp, se prepar6 una mezcla de 25 pL que contenia 2.5 L de NE
Buffer r3 10x, 1 pL de Notl (New England Biolabs), 1 uL de BamHI (New England Biolabs),
20 pL de ADN a una concentracion de 243 ng/uL y 0.5 pL de agua libre de nucleasas. Para el
plasmido pcDNA3.1/myc-His C, se prepar6 en un volumen de 15 pL con 1.5 pL de buffer 3
10x, 1 uL de Notl, 1 pL de BamHI, 3.85 pL de ADN a una concentracion de 1300 ng/uL y

7.65 L de agua libre de nucleasas. Ambas muestras se incubaron a 37°C durante 65 horas.

6.4.2 Electroforesis en gel de agarosa
Se realizé una electroforesis en gel de agarosa para verificar los productos de la restriccion.
Para pUCIDT-amp se utilizd agarosa al 1%, y se corrio el gel durante 100 minutos a 90 V. Para
pcDNAS3.1/myc-His C, un gel de agarosa al 0.6%, el cual se corrio durante 180 minutos a 100
V, manteniendo la camara de electroforesis sobre hielo para evitar sobrecalentamiento. Las
bandas de interés, correspondientes al inserto de 485 pb de pUCIDT-amp y al vector de 5000
pb de pcDNA3.1/myc-His C, fueron cortadas del gel para su purificacion.
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6.4.3 Extraccion y purificacion de acidos nucleicos de gel de agarosa
Seguido a la electroforesis, se procedio a la purificacion de las bandas correspondientes al
inserto y al vector utilizando el kit “MinElute Gel Extraction Kit de Qiagen”. Las bandas de
ADN fueron cortadas cuidadosamente del gel de agarosa y colocadas cada una en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL. Se afiadieron 600 pL de buffer QG a su respectivo tubo con su banda
(en una proporcion de 3 volumenes de buffer por cada volumen de gel). Las muestras se
incubaron a 50°C durante 10 minutos, agitando ocasionalmente para asegurar la disolucion
completa del gel. Disuelto el gel, se afiadi6 1 volumen de isopropanol a cada mezcla para
favorecer la union del ADN a la membrana de la columna MinElute. Tras aplicar la mezcla a
las columnas y realizar una breve centrifugacion, el eluido fue descartado. Las columnas se
lavaron con 500 pL de buffer QG con una centrifugacion de 1 minuto. Posteriormente, con 750
pL de buffer PE que reposo por 3 minutos seguido de una centrifugacion de 1 minuto. Se repitio
el lavado con el buffer PE con el fin de eliminar cualquier contaminante residual. Finalmente,
las columnas se secaron 2 minutos por centrifugacion y se eluy6 el ADN en 30 uL de agua
destilada.
6.4.5 Desfosforilacion del vector

Para prevenir la recircularizacién del vector se utilizo la enzima Shrimp Alkaline Phosphatase
(SAP). Se agregd 1 pL de SAP al volumen total del vector purificado y se incub6 a 37°C durante
30 minutos. Una vez completada la reaccion, la fosfatasa fue inactivada mediante incubacion
a 65°C por 10 minutos.

6.5.6 Purificacion de acidos nucleicos
Se llevd a cabo una purificacion del ADN para eliminar restos de enzimas y cualquier
contaminante que pudiera interferir en la ligacion. Se utilizé el kit QIAquick PCR Purification
Kit (250) de Qiagen. Se mezclaron 5 volimenes del buffer PB proporcionado por el kit con 1
volumen de la muestra de PCR. Esta mezcla se transfirié a una columna QIlAquick colocada
en un tubo recolector. La muestra se centrifug6 a 13,000 rpm durante 1 minuto, lo que permitid
que los fragmentos de ADN se unieran a la membrana de la columna. Posteriormente, el flujo
a través del tubo fue descartado y la columna se lavo afiadiendo 750 pL del buffer PE, que
contiene etanol, para eliminar impurezas. Se realizé una centrifugacion adicional a 13,000 rpm
durante 1 minuto. Para asegurar la eliminacion completa del buffer de lavado, la columna se
centrifugd nuevamente durante 1 minuto mas a la misma velocidad. Luego, la columna

QIAquick fue transferida a un tubo Eppendorf nuevo de 1.5 mL.
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El ADN purificado se eluy6 afiadiendo 30 pL de agua libre de nucleasas directamente a la
membrana de la columna. Se dejo incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto, seguido
de una centrifugacion a 13,000 rpm durante 2 minutos. Se regreso el centrifugado a la columna
y se realizd una segunda centrifugacion a las mismas condiciones para optimizar la

concentracion de ADN. Al finalizar el proceso de purificacion se cuantifico el ADN.

6.4.7 Ligacion enzimatica de fragmentos de ADN
Se utiliz6 una relacion molar de 3:1 inserto a vector, la cual fue calculada con la herramienta
NEBiocalculator. Se utilizaron 7 uL del vector a una concentracién de 128.7 ng/uL, 8 pL del
inserto a una concentracion de 29.7 ng/pL, 1 puL de ATP 10 mM, 1 uL de la enzima T4 DNA
ligasay 4.2 pL de buffer 5x fast ligation, obteniendo un volumen final de 21.2 pL. La reaccién

se incubd a 16°C durante 40 minutos.

6.4.8 Transformacién bacteriana con el fragmento ligado
Utilizando el inserto ligado al vector pcDNA3.1/myc-His C se transformaron células
competentes de E. coli DHSa siguiendo el protocolo previamente descrito. Se utilizaron 5 pL
de la mezcla de ligacion en 50 pL de células competentes en un tubo Eppendorf de 1.5 m. Las
células transformadas se sembraron en placas de agar LB suplementadas con 100 pg/mL de

ampicilina y se incubaron a 37°C durante 24 horas.

6.4.9 Seleccion y clonacion de colonias en medio LB
Después de la transformacion bacteriana se seleccionaron las colonias que mostraron mejor
crecimiento. Para facilitar esta seleccion, previamente se trazaron cuadriculas de 4 x 4 en las
placas Petri, dividiendo el &rea de siembra en 16 secciones, lo que permitio un seguimiento
ordenado de las colonias. El proceso de seleccion e inoculacién se llevo a cabo bajo condiciones
estériles, utilizando mecheros de Bunsen para mantener un entorno libre de contaminantes. Se
seleccionaron ocho colonias que se tomaron con puntas estériles y se inocularon en tubos de
15 mL con 10 mL de medio liquido LB, suplementado con 10 puL de ampicilina (1 pL de
ampicilina por cada mL de medio). Los cultivos fueron incubados durante 24 horas a 37°C con
agitacion constante a 150 rpm, permitiendo el crecimiento 6ptimo de las bacterias para el
posterior aislamiento de plasmidos. Después del cultivo bacteriano, se procedio a la extraccion
de acidos nucleicos de los medios de cultivo utilizando el Plasmid Mini-Prep Kit - Column Kit

de Jena Bioscience como anteriormente se hizo.
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6.5 Pruebas para determinar la presencia del inserto en el plasmido

6.5.1 Disefio de primers
Se disefiaron dos primers flanqueantes a las regiones BamH1 y Notl en el vector

pcDNAS3.1/myc.His C. Rio arriba del sitio BamH1 se disefio el primer T7 forward y rio abajo
de Notl se disefio el primer BGH reverse (Figura 13). Ademas, los primers estan contenidos
dentro de la region que sera transcrita por parte del promotor CMV, lo que permite que el

ADNCc generado a partir de un ARNm pueda ser amplificado utilizando estos mismos primers.

Primer T'7 Forward:

5" GAATTTTGTAATACGACTCACTATAGGG 3'
Primer BGH Reverse:
5' CTAGAAGGCACAGTCGAGG 3
Figura 14. Primers para pruebas. Primers disefiados para amplificacion de la regién del inserto en el vector de

expresion pPcDNA3.1/myc.His C.

6.5.2 Restriccion BamH1 y Notl
Con las enzimas Notl y BamHI se restringieron los plasmidos extraidos de cada una de las
colonias para confirmar la presencia del inserto en las construcciones plasmidicas. La reaccion
se realiz6 en un volumen de 15 pL que contenia 1.5 pL de buffer 3 10x, 1 pL de Notl, 1 pL de
BamHI, 8 uL de ADN plasmidico y 3.5 pL de agua destilada para cada una de las 8 muestras.
Se incubaron a 37°C por 24 h.

6.5.3 PCR
Utilizando los primers los primers T7 forward y BGH reverse se realiz6 una PCR a cada uno
de los plasmidos extraidos. La reaccion se realizd en un volumen de 15 pL que contenia 1.5
ML de buffer Ruby (Jena Bioscience), 0.4 pL de dNTPs, 0.4 uL de primer T7 F, 0.4 uL de
primer BGH R, 1 uL de ADN, 11.2 uL de agua libre de nucleasas y 0.1 pL de taq polimerasa
(Jena Bioscience). La reaccion se llevé a 94°C durante 2 minutos, seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 15 segundos, alineacion a 59°C durante 20 segundos y
extension a 72°C durante 45 segundos. Una vez completados los 30 ciclos, una extension final

a 72°C durante 2 minutos. Para concluir, las muestras se mantuvieron a 4°C durante 5 minutos.

6.5.4 Secuenciacion Sanger
Una vez que las dos pruebas iniciales confirmaron la correcta subclonacién, se procedio a
realizar una secuenciacion Sanger en dos de las seis muestras de ADN obtenidas de las colonias

seleccionadas. Se utilizaron 100 ng de ADN en un volumen final de 15 pL. A esta cantidad de
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ADN se afiadieron 0.32 uL de primer forward y el volumen restante se completd con agua libre

de nucleasas para alcanzar el volumen total de 15 pL.

La mezcla preparada se envio al Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran a través de la Red de Apoyo a la Investigacion (RAI). Los datos obtenidos fueron
analizados utilizando el software FinchTV para interpretar las secuencias. Posteriormente, las

secuencias obtenidas se alinearon con la secuencia del minigen.

6.5.6 Cultivo liquido
Se seleccion la clona 4 con la cual se prepar6 un cultivo bacteriano de 500 mL de medio LB
en un matraz Erlenmeyer de 1 L, el cual fue sellado con papel aluminio. Posteriormente, el
medio se esterilizd por autoclave a 121°C durante 30 minutos. Una vez que el medio se enfrio,
se coloco en un ambiente estéril utilizando mecheros para mantener la asepsia. En este
ambiente, se afiadieron 500 pL de ampicilina (100 mg/mL), a continuacion, el medio se inoculd
con una muestra de la clona 4. El cultivo se incub6 durante 24h a 37°C con agitacidn constante

a 150 rpm.

6.5.7 Extraccion de acidos nucleicos — Maxiprep
Para la extraccion acidos nucleicos se utilizo el kit “Qiagen Plasmid Maxi Kit (25)”. Después
de 24 horas de incubacion, las células bacterianas fueron recolectadas por centrifugacion a
3500 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se descartd el sobrenadante y se dejé secar el tubo por 5
minutos. El pellet bacteriano se resuspendié en 10 mL de buffer P1 (que contenia RNasas) para

degradar el ARN presente.

Se realizé la lisis celular afiadiendo 10 mL de buffer P2 (solucién alcalina con SDS),
inmediatamente se mezclo suavemente por inversion para asegurar la completa ruptura de las
membranas celulares. La solucion se dejé incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.
A continuacién, se neutralizd la solucion afadiendo 10 mL de buffer P3, seguido de
centrifugacion a 5000 rpm durante 20 minutos a 4°C. Durante la centrifugacion se monto una
columna provista por el kit sobre un matraz y se equilibro con 10 mL de buffer QBT. Al
finalizar la centrifugacion el sobrenadante se recuperé utilizando una jeringa de 10 mL y se
paso por un filtro de jeringa colocado sobre la columna. Una vez que todo el sobrenadante pasé
por la columna se retird el filtro y se realizaron dos lavados con buffer QC, donde se agregaron

30 mL sobre la columna, una vez filtrado, se agregaron 30 mL mas.

27



Después de los lavados, se colocd la columna sobre un tubo nuevo de 50 mL, donde se
agregaron 15 mL de buffer QF sobre la columna. Al terminar el filtrado, se retir6 la columna 'y
se agregaron 10.5 mL de isopropanol, se tapé el tubo y se mezcld por inversion 4 veces. Una

vez homogeneizada la muestra, se centrifugo a 5000 rpm durante 30 minutos.

Finalizada la centrifugacion, el sobrenadante fue descartado sin tocar el boton de ADN vy se
afiadieron 5 mL de etanol al 70%, se resuspendio la muestra por pipeteo, seguido de una

centrifugacion a 5000 rpm durante 15 minutos.

Por Gltimo, se retir6 el sobrenadante cuidadosamente sin tocar el fondo del tubo y se dejo secar
de 5 a 10 minutos. Una vez seco, se agregaron 200 uL de agua libre de nucleasas para

resuspender el ADN. Se cuantificd y la concentracion de plasmido fue de 1400 ng/uL.

6.6 Transfeccion en células HEK293T
6.6.1 Cultivo celular

Las células HEK293T se mantuvieron en una incubadora a 37°C en un ambiente himedo con
5% de CO-. El medio utilizado fue Advance-MEM suplementado con piruvato de sodio al 1%
v/v (100 mM) y un antifungico antimicdtico 100x. Para la preservacion de las lineas celulares.
Las células fueron tripsinizadas, luego centrifugadas y lavadas con PBS. Posteriormente, se
realiz6 una segunda centrifugacion, y las células se resuspendieron en medio Advance-MEM
suplementado con suero fetal bovino al 5% v/iv 'y DMSO al 7% v/v para su correcta

conservacion en congelacion.

6.6.2 Transfeccion
Las células HEK293 fueron sembradas en placas p60 y se mantuvieron en medio Advance-
MEM suplementado por 24 horas antes de realizar la transfeccion. En cada placa, se
transfectaron 4 pg de plasmido utilizando lipofectamina 2000 (Invitrogen), con una proporcién
de 1.75 L de lipofectamina por cada 1 pug de ADN. Se transfectaron 4 pg de plasmido, para
ello, se prepararon dos diluciones separadas: una de ADN y otra de lipofectamina en Opti-
MEM, con un volumen final de 1500 pL por placa. Las diluciones de ADN vy lipofectamina se
incubaron por separado durante 5 minutos a temperatura ambiente, y luego se mezclaron,
permitiendo que se incubaran juntas durante 25 minutos para la formacion de liposomas. Se

afiadieron 500 pL de la mezcla a cada placa y las células se incubaron durante 4 horas.
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Finalmente, el medio fue reemplazado por Advance-MEM suplementado con suero fetal
bovino al 5% para continuar con el cultivo. Este procedimiento garantizd una eficiente

transfeccion y la correcta preservacion de las células para los anlisis posteriores.

6.6.3 Extraccion de ARN con trizol
Para la extraccion de acidos nucleicos de las células HEK293T transfectadas, se utilizo el kit
TRIzol Reagent de Invitrogen siguiendo el protocolo del fabricante. Las células se recolectaron
y resuspendieron en 1 mL de trizol pipeteando hasta disolver las muestras completamente. Una
vez homogeneizada la muestra se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos para

permitir la disociacion de los complejos de acidos nucleicos y proteinas.

Posteriormente, se afiadieron 200 puL de cloroformo por cada mL de Trizol y las muestras se
agitaron vigorosamente durante 15 segundos. Después, se incubaron a temperatura ambiente
durante 2-3 minutos. Las muestras se centrifugaron a 13,000 rpm, durante 15 minutos a 4°C,

permitiendo la separacion de las fases.

La fase acuosa, que contiene el ARN, fue transferida a un tubo limpio. Se afiadieron 500 pL de
isopropanol por cada mL de trizol para precipitar el ARN, seguido de una incubacion a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Se realiz6 una centrifugacién a 13,000 rpm durante

10 minutos a 4°C para recuperar el ARN precipitado.

El pellet resultante se lavé con 1 mL de etanol al 75% v/v, seguido de una centrifugacion a
10,000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Después del lavado, el pellet de ARN se secO brevemente
y se resuspendio6 en 30 pL de agua libre de nucleasas para su almacenamiento a -80°C hasta su

uso en futuros analisis.

6.7 RT-PCR

Para la sintesis de ADNCc se utiliz el protocolo de transcripcion inversa "Reverse Transcription
protocol for SuperScript IV VILO Master Mix without ezDNase enzyme treatment Invitrogen”.
La reaccion se llevo a cabo en un volumen de 20 uL que contenia 4 puL de SuperScript IV
VILO Master Mix, 1.3 pL de ARN a una concentracion de 1550 ng/uL y 14.7 pL de agua libre
de nucleasas. La mezcla se incubo a 25°C durante 10 minutos, seguido de 50°C por 10 minutos

y finalmente a 85°C por 5 minutos.
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Seguido de esto se realiz6 una PCR utilizando 1.5 pL de buffer Ruby, 0.4 uL de dNTPs (10
mM), 0.4 pL de primer T7 F, 0.4 puL de primer BGH Ry 1.5 pL del ADNc, 0.1 pL de Taq
polimerasa y 10.7 pL de agua libre de nucleasas para un volumen final de 15 pL. La reaccion
se llevd a las mismas condiciones de temperatura que en la seccién 6.5.3. El producto de PCR
se visualiz6 mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% aplicando un voltaje de 80 V

durante 50 minutos.

6.8 Purificacion de producto PCR

Se utilizo el kit “QIAquick PCR Purification Kit (250) de Qiagen” siguiendo el protocolo del
fabricante. Inicialmente se mezclaron 5 volimenes de buffer PB proporcionado por el kit con
1 volumen de la muestra de PCR. Esta mezcla se transfirio a una columna QIlAquick colocada
en un tubo recolector. La muestra se centrifugd a 13,000 rpm durante 1 minuto. Posteriormente,
el flujo a través del tubo fue descartado y la columna se lavo afiadiendo 750 pL del buffer PE.
Se realiz6 una centrifugacion adicional a 13,000 rpm durante 1 minuto. La columna se
centrifugdé nuevamente durante 1 minuto a la misma velocidad. Luego, la columna QIAquick
fue transferida a un tubo nuevo de 1.5 mL. EI ADN purificado se eluy6 afiadiendo 30 uL de
agua libre de nucleasas directamente a la membrana de la columna. Se dejé incubar a
temperatura ambiente durante 1 minuto, seguido de una centrifugacion a 13,000 rpm durante 2
minutos. Para optimizar la concentracién de ADN, se regreso el centrifugado a la columna y

se realiz6 una segunda centrifugacion a las mismas condiciones.

Finalmente, se preparé la muestra para secuenciacion Sanger con 100 ng de ADN en un
volumen total de 15 pL. A esta cantidad de ADN se afiadieron 0.32 pL de primer T7 F y el

volumen restante se complet6 con agua libre de nucleasas para alcanzar el volumen total de 15

ML.

Las secuencias obtenidas se compararon utilizando la herramienta BLAST del NCBI. Este
analisis permiti¢ identificar las secuencias y verificar la correspondencia con las secuencias

obtenidas con la base de datos.
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VII. Resultados

El minigen disefiado se encontraba clonado en el plasmido pUCIDT-Amp el cual contenia los
sitios BamH1 y Notl. Asi mismo, el plasmido pcDNA3.1/myc-His C contenia un fragmento de
~2000pb que no era de interés, sin embargo, el plasmido cumplia con los requerimientos
necesarios para la expresion del minigen. Por lo tanto, el primer paso consistié en realizar una
restriccion enzimatica para liberar tanto el inserto (minigen) como el vector de sus respectivos

plasmidos.

Restriccién de plasmidos pUCIDT-AMP y pcDNA3.1/myc-His C
Los productos de la restriccion enzimatica (seccion 6.4.1 de materiales y métodos) fueron
analizados mediante electroforesis en gel de agarosa. Las bandas observadas fueron
consistentes con los tamafos esperados. Para el plasmido pUCIDT-AMP se observé una banda
de aproximadamente 500 pb correspondiente al inserto (Figura 15.A). En el caso del plasmido
pcDNA3.1/myc-His C se observd una banda de 5000 pb correspondiente al vector (Figura
15.B). Estos resultados confirmaron la correcta restriccion de ambos plasmidos.
Posteriormente, las bandas fueron cortadas, purificacidas y utilizadas para la reaccién de

ligacién para generar la construccion plasmidica.

A B .
) pUCIDT-Amp - Minigen ) pcDNA3.1/myc-His C
3000pb ~2752pb
Vector
1500pb ~5432 pb
Vector
~1901pb
Inserto
500pb ~485pb

Inserto

Figura 15. Restriccion de plasmidos. A) pUCIDT-AMP restringido con Notl y BamHI, en ~500 pb se observa la banda
correspondiente al minigen. B) pcDNA3.1/myc-His C restringido, en ~5000 pb se observa la banda correspondiente al vector

liberado de su inserto.
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Los fragmentos purificados correspondientes al inserto y al vector se corrieron en un gel de
agarosa (Figura 16), lo que peremitiéo confirmar la presencia exclusiva de los elementos
deseados. Este andlisis validd que los fragmentos eran viables para realizar la reaccion de

ligacion.

5000pb ~5432pb
Vector
pcDNAS3.1/mye-
His C

~485pb
Inserto
Minigen

500pb

Figura 16. Vector e inserto purificados. En el segundo pozo se observa la banda correspondiente al vector liberado del
inserto. En el tercer pozo la banda correspondiente al inserto liberado. Del lado izquierdo se muestran los pesos

correspondientes y del lado derecho se muestran los pesos tedricos correspondientes a cada banda.

Transformacion bacteriana con plasmido ligado
Tras la reaccion de ligacion, se transformaron células competentes (seccion 6.4.9) E. Coli
DH5a y se cultivaron en placas de agar LB suplementadas con ampicilina. El cultivo resultd
en el crecimiento de multiples colonias bacterianas (Figura 17). Estas colonias se aislaron en
una nueva placa dividida en 16 secciones facilitando su identificacion. El proceso se realizd
para garantizar un manejo ordenado Yy la caracterizacion precisa de los plasmidos.

A) B)

Células DHSa transformadas con ligacion Células DH5a aisladas

— =)

Figura 17. Placas de agar con células DH5a transformadas. A) Colonias bacterianas obtenidas tras la transformacion con
la reaccion de ligacion. B) Colonias aisladas para la caracterizar el plasmido.

32



Cultivo y extraccion de plasmidos
Tras el aislamiento de las colonias transformadas, se seleccionaron las colonias 1, 2, 3,4, 5, 6,
7 y 8 con las que se realizaron cultivos liquidos miniprep y posteriormente se realizo la

extracion de los acidos nucleicos.

Validacion del vector construido
Para confirmar la correcta construccion del vector se realizé la digestién enzimatica (seccion
6.5) con BamHI y Notl. Los resultados mostraron una separacion correcta de los fragmentos
en los tamarfios esperados (Figura 18. A y B). Simultaneamente, se realizé una PCR con los
primers T7 F y BGH R para amplificar la region del inserto de cada muestra (Figura 18. Ay
C). Ambas pruebas se realizaron en cada una de las muestras de las ocho colonias

seleccionadas.

Clonas candidato

PCR Restriccion Restriccion

1 2 3

il

1l
LLRE L

EU L BTN

{
!

Figura 18. Restriccion enzimatica y PCR de las clonas candidato. A) Clona 1 - 3, a la izquierda se muestra la amplificacion
por PCR del inserto con los primers T7 F y BGH R en un peso de ~700 pb. A la derecha la restriccion enzimatica del vector
construido con las bandas esperadas. B) Restriccion enzimatica de las clonas 4 — 8. C) PCR del inserto por los primers T7 Fy

BGH R de la clona 4 — 8. En cada imagen los pesos mostrados son los correspondientes al marcador de peso molecular.
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Dado que cada una de las ocho clonas seleccionadas mostro la incorporacion exitosa del

inserto, se seleccionaron dos de ellas; la clona 4 y 5, las cuales fueron secuenciadas, con lo que

se comprob6 que la muestra correspondia tanto a una region del vector como al minigen,

confirmando la validacién del vector construido.

Secuenciacion del plasmido clona4y 5

Las muestras correspondientes a la clona 4 y 5 fueron analizadas por secuenciacion Sanger

utilizando el primer T7 forward. Las secuencias obtenidas se alinearon con la construccion del

minigen y mostraron una coincidencia completa con el disefio original (Figura 19 y 20).
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Figura 19. Alineamiento del minigen y la clona 4. Alineamiento de la secuencia con la que se disefié el minigen con el

resultado obtenido de la secuenciacion Sanger del plasmido extraido de la clona 4 con el primer T7 forward.
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Figura 20. Alineamiento del minigen y la clona 5. Alineamiento de la secuencia con la que se construyo el minigen con el

resultado obtenido de la secuenciacion Sanger del plasmido extraido de la clona 5 con el primer T7 forward.

Debido a que los resultados de la secuenciacién mostraron la misma secuencia para la clona 4

como para la clona 5 se decidid utilizar solo una de ellas en la produccion de mas plasmido

para realizar la transfeccién en la linea celular HEK293T.
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Expansion y procesamiento del mensajero del minigen
Se transfectaron células HEK293T (Figura 21) con el plasmido producido de la clona 4, con
lo que a continuacién se realizo la extraccion y purificacion del ARN. Posteriormente, mediante

una RT-PCR se analiz6 el ARN mensajero derivado del minigen.

Figura 21. Células HEK293T transfectadas con vector de la clona 4.

Utilizando los primers T7 F y BGH R se amplifico la region correspondiente al ARNm dado
que el promotor CMV facilita la transcripcion del minigen y la amplificacion abarca las
regiones de unién de los primers. En la Figura 22.A se muestra el producto de la RT-PCR,
mostrando una banda en un peso molecular entre 400 y 500 pb correspondiente al ARNm
procesado del minigen.

A) R B' Inserto
cDNA amplificado vector  cDNA

700pb

500pb
500pb 400pb
100pb

Figura 22. Producto de la RT-PCT. A) Pozos 2 y 3 corresponden al producto de PCR amplificado por los primers T7 y BGH
del ADNc convertido a partir de la extraccion del ARNm de las células transfectadas con el vector construido. B) Comparacion
entre ADNc amplificado e inserto del vector construido. El pozo 2 corresponde al fragmento amplificado a partir del vector
construido por los primers T7 y BGH. El pozo 3 corresponde al fragmento amplificado por los mismos primers a partir del

ADNCc generado del ARNm extraido de las células transfectadas con el vector.
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Se comparé el ARN procesado con el ADN del minigen, para lo que se realizO una
amplificacion por PCR en la region del plasmido (Figura 22.B) utilizando los mismos primers
(T7 y BGH). La comparacién de los fragmentos amplificados muestra una diferencia en el
tamario de las bandas; el ADNCc generado a partir del ARNm presenta un menor tamafio que el
correspondiente al minigen. Esto se debe a la eliminacion de los intrones como parte del

proceso de maduracion del pre-ARNmM.

Secuenciacion de amplicon producido a partir de ADNc
Finalmente, se realizd una secuenciacion Sanger del amplicén generado por PCR utilizando
los primers T7 y BGH con el ADNc generado a partir de ARNm extraido de las células
transfectadas. Este andlisis permitié una determinacion precisa de que el splicing habia
ocurrido de manera correcta y solo habia presencia de las secuencias exonicas. En la Figura
23 se puede observar el electroferograma de la secuencia, destacandose la calidad de los picos

que corresponden a cada nucleétido.
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Figura 23. Electroferograma de la secuencia forward del ADNc amplificado por PCR. Secuenciacién del amplicon
producido con los primers T7 y BGH del ADNc generado a partir de ARNm.

Los resultados de la secuenciacion se alinearon con la secuencia de solo los fragmentos de
exones utilizados para la construccién del minigen. Como se puede observar en la Figura 24,
existe una coincidencia completa con el exon 10, el fragmento final del exén 9 y el fragmento
inicial del ex6n 11. Este alineamiento confirma que el ARN fue correctamente procesado y los

intrones fueron eliminados conforme al mecanismo de splicing descrito.
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Figura 24. Alineamiento exones minigen y secuenciacién amplicon ADNc. Alineamiento de la secuencia de exones del

minigen con el resultado de la secuenciacion Sanger del amplicon producido con los primers T7 y BGH del ADNc generado

a partir del ARNm. Cada color representa el exon correspondiente visto en la construccion del minigen.

Después de analizar el alineamiento, se comprobd el vector construido cumple con los objetivos

propuestos para la evaluacion de variantes génicas que alteran el splicing. La Figura 25 resume

el disefio final validado del vector, mostrando las regiones clave que lo componen y su

funcionalidad demostrada a través de los experimentos realizados.

CAP binding site]
(lac operator|
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Primer 1 (863 .. 882)
(920)
(1001)

(1260)

(1398)

pcDNA™3.1/myc-His C Minigene
5917 bp

~—Primer 2 (1506 .. 1524)

Figura 25. Vector validado con minigen. Representacién del vector construido para la evaluacion de variantes como

resultado de la ligacion enzimatica con el minigen. En morado se muestran regiones correspondientes a los primers T7 y BGH

que facilitan la conversion del ARNm a ADNCc para su extraccion y analisis.
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VIII. Discusion

La construccion del vector realizado en este trabajo permitira la evaluacion funcional de
variantes génicas, ya que, dadas las caracteristicas del minigen disefiado, es posible evaluar
variantes en sitios de splicing, sitios de ramificacion, en el tracto de polipirimidinas, asi como
en las regiones circundantes a ellos. Ademas, podrian evaluarse potenciadores y silenciadores
exonicos (ESEs, ESSs), ya que, aunque no se cuenta con una identificacion completa de estos
elementos cis regulatorios® 8, con que exista una variante en la secuencia del exon podria ser
considerada para su evaluacién, sin embargo, esto dependera del contexto de la variante, asi
como de los antecedentes clinicos y genéticos asociados y de quien se encargue de su analisis.
El presente disefio del minigen contiene regiones accesibles para evaluacion de variantes dentro
de la regién del exon central y los sitios circundantes que se encuentren dentro la region que
contienen los dos sitios de corte EcoR1. Sin embargo, es importante destacar que la
identificacion de sitios de ramificacion suele ser de las mas complicadas ya que al ser solo un
nucleotido (A) con secuencias circundantes variables, se dificulta establecer cual seréa el sitio
en el que se anclara el 5’ss. Es debido a esto que se han desarrollado algoritmos como
LaBranchoR o BPP, que permiten su prediccién y el efecto de variantes en el splicing, sin
embargo, se destaca que son herramientas las cuales requieren una interpretacion de resultados

acompafiada de su evaluacion funcional.#?

Aungue existen protocolos y estudios previos que describen la construccién de vectores con
minigenes™7®, es crucial elegir cuidadosamente las regiones gendémicas que se buscan
estudiar. En este trabajo, el disefio del minigen incorpord las secuencias necesarias para
garantizar un splicing adecuado, adaptandolo a las limitaciones de costo, accesibilidad,
recursos y objetivos. Existen disefios como el de Liu, et al. (2024) en el que se sintetizo un
minigen de 6052 pb con la secuencia completa de intrones y exones (tres exones separados por
dos intrones) que directamente se clono en el vector de expresion para evaluar el efecto en el
splicing de una variante intronica cercana al 3’ss del intron 10 (¢.1030-2A>T) del gen TSC1.7
Otro método para el disefio de un minigen es el realizado por Riedmayr, et al., (2018), en el
que se utilizaron varios primers para la amplificacion de la secuencia de interés en el gen
PRPH2 y se cloné el fragmento resultante en un vector seguido de una subclonacién.’ Este es
un método ya descrito y conocido 7, sin embargo es un método poco comun el cual tiene un

mayor costo y grado de complejidad.
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Otro aspecto a destacar es el uso de minigenes para evaluar variantes en regiones que
pertenecen a otro gen o contexto gendmico, este tipo minigenes reciben el nombre de minigenes
hibridos.” Es el caso de Baralle, et al., (2006) en el que se utilizé un minigen para evaluar una
variante. En él se concluy6 que incluso un cambio sinénimo (donde el aminodcido era el
mismo) en la posicion ¢.6792C>T del gen NF1 produce un salto de exon, lo que demuestra de
manera concluyente que el empalme alterado no se debe a mutaciones de sentido erroneo en
esta posicion para ese gen, sino a una interferencia con una region reguladora presente en el
exon 37. Sin embargo, aun més destacable es que analizaron otra variante al inicié del codon
donde si cambi6 el aminoacido, pero no hubo salto del exdn 37.% Esto subraya nuevamente la
importancia de evaluar tanto variantes sinéGnimas como aquellas en regiones intrénicas cercanas

a limites exén-intrén.

El disefio del minigen aqui presentado permite liberar un fragmento mediante la enzima de
restriccion EcoRI. Al evaluar alguna variante deberan ser utilizados primers especificos que
contengan esta secuencia para insertar posteriormente el amplicon en el vector a través de
extremos cohesivos. Los extremos EcoRI estan estratégicamente colocados para liberar un
exon completo flanqueado por fragmentos intronicos, permitiendo la evaluacion de variantes
con homologia en la construccion. Aungue el tamafio estandar de un fragmento de PCR es de

alrededor de 700 pb, puede variar segun el amplicén que se genere por medio de esta técnica.

Una posible limitante del plasmido construido estaria relacionada con su tamafio. Al ser tan
grande podria dificultar la transformacion de bacterias o la transfeccidn en células eucariontes.
Como perspectiva el minigen podria modificarse por mutagénesis dirigida para cambiar el sitio
EcoR1 localizado en el intrén 9 por una secuencia de corte diferente, con ello se ampliaria la
cantidad de regiones que podrian evaluarse sobreponiendo la limitante que posee el minigen al

solo poder evaluar variantes contenidas dentro la region flanqueante por ambos sitios EcCoR1.

La disrupcion del splicing es una de las principales causas de enfermedades genéticas °, por lo
que mejorar la comprension de las variantes génicas en un contexto mas amplio que solo en
cémo afectan los aminoacidos que seran codificados en la traduccion es un factor importante
en el desarrollo hacia un mejor entendimiento de la expresion génica y el diagnostico
molecular. Se habian pasado por alto variantes génicas que no se encontraban registradas en
bases de datos (como Clinvar y gnomAD). Es debido a esto que se ha buscado replantear la

manera en que se interpretan las variantes génicas y en qué proceso de la expresion génica

40



tendran impacto. Anteriormente se consideraba de mayor importancia solo el porcentaje del
genoma que es codificante (~2%), sin embargo, en la actualidad se destaca que alrededor del
90% tiene una funcion bioquimica reguladora, por lo que es importante entender la dindmica
completa de la regulacion génica 'y como las variantes pueden alterar cada uno de los procesos

implicados en la expresion de los genes.

Se ha buscado generar un conjunto de reglas y algoritmos con el fin de predecir si una variante
génica puede afectar a un gen més all& del cambio que ocurre en el aminoacido. Principalmente
se han utilizado herramientas in silico con el fin de establecer secuencias consenso y funciones
especificas para dichas secuencias, sin embargo, debido a la gran cantidad de elementos
reguladores y a su diversidad en secuencia, funcidn, especificidad y a lo poco estudiados que
estan debido a la complejidad que presentan, no se ha podido establecer completamente un
conjunto de reglas claras y acertadas.® Dentro de estas herramientas se encuentran SpliceAl y
SAVnet, por mencionar algunos, sin embargo, existen gran cantidad de algoritmos disefiados
como los enlistados por Anna, et al. (2018).> Herramientas como SpliceAl ayudan a predecir
el impacto de una variante cercana a sitios de splicing, calculado si hay perdida o ganancia de
sitios aceptores o donadores de splicing, abarcando valores de 0 a 1, donde 1 indica un mayor
impacto en el splicing, dando puntuaciones que indican la probabilidad de que la variante afecte
el splicing normal en cada uno de los cuatro escenarios posibles. A pesar de esto, la gran
cantidad de elementos involucrados en la regulacion del splicing y la manera especifica del
contexto en que operan % -8 han hecho que la derivacion de dicho codigo de splicing sea un
desafio, asi mismo y como ya se cité anteriormente, se indica que las predicciones realizadas
de manera in silico deben de evaluarse funcionalmente (experimentalmente) para una mejor
determinacion en el efecto de las variantes. En la revision realizada por Anna, et al., (2018) se
probd una variante con SpliceAl (¢.2204+6T>C) la cual se predijo como no perjudicial para el
splicing, sin embargo, estudios experimentales mostraron que esta variante induce la exclusién

del exon 20 en el gen IKBKAP asociado a disautonomia.

Se ha demostrado que existen variantes que aungue no estan localizadas en el sitio consenso,
sino circundantes a este, alteran el splicing.3* % Es por ello que no solo las variantes exénicas,
sino tambien las variantes intronicas cercanas a los limites exon-intron deberian evaluarse
cuidadosamente como posibles variantes patdgenas, independientemente de la presencia de
cambios de aminoacidos, dado que la manera en que estas variantes alteran el splicing es

creando un nuevo sitio de splicing o interfiriendo con elementos reguladores y sus
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interacciones, reduciendo o eliminando el reconocimiento de las secuencias por parte de dichos
elementos, alterando por completo la regulacion y la expresion génica. Un estudio realizado
por Jung et al. (2021), en el que se analizaron 1627 variantes asociadas a cancer debido a un
splicing aberrante. Se encontraron variantes a distancias incluso mayores a 20 nucledtidos de
los sitios de splicing (deep), asi como a no mas de 20 nucle6tidos del sitio (proximal), y adin
mas destacable es la presencia de variantes de tipo silenciosas, reflejando el papel de las
mutaciones sindnimas en el splicing del ARNm durante la tumorigénesis.® Estos hallazgos
destacan que no solo las variantes exonicas son importantes, sino aquellas que ocurren en sitios

intrénicos también requieren atencidn prioritaria en el analisis genémico.

La secuenciacion gendmica de trios (hijo mas ambos padres) ha demostrado que, en promedio,
cada individuo presenta alrededor de 74 SNV de novo, lo que significa que no estan presentes
en ninguno de los progenitores.* Esta gran variabilidad entre los genomas humanos individuales
puede hacer que sea muy dificil determinar qué variantes son benignas y cuales podrian estar
asociadas con enfermedades. Incluso cuando estd presente una variante asociada a una
enfermedad, puede encontrarse dentro de un contexto genémico de millones de otras
diferencias con respecto a la secuencia de referencia, algunas de las cuales podrian influir en

la gravedad de la enfermedad en el individuo.

En este contexto, el vector construido en el presente trabajo ofrece una herramienta valiosa
para la evaluacidn de variantes génicas no solo del gen HNRNPK, que es al que pertenecen los
fragmentos, sino también a otros genes que cumplan con la misma regla GU-AG para el
splicing, siendo el caso del 98.7% de los genes humanos.> Este vector tiene el potencial de ser
utilizado tanto en aplicaciones prenatales como postnatales para el diagnostico molecular,
ampliando asi las posibilidades de caracterizacion y comprension de las variantes genéticas en

un marco clinico.
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IX. Conclusion

Como resultado de este trabajo se puede establecer que el vector construido con un minigen a
partir de una subclonacion es completamente funcional para el analisis de variantes génicas
que alteran el splicing ubicadas tanto en sitios de splicing como en regiones circundantes. Asi
mismo, se cumplio de manera satisfactoria con cada uno de los objetivos planteados, por lo que
se concluye que no fue necesaria la secuencia completa de los intrones para el splicing de este
minigen dado que se incluian los elementos minimos necesarios (SS, BPS, PPT). Con esto se
da accesibilidad en el Laboratorio de Inmunogendmica y Enfermedades Metabdlicas del
Instituto Nacional de Medicina Gendmica de una herramienta que no es de uso comercial para

el analisis de variantes asociadas a splicing.

Simultaneamente se concluye que el anélisis de variantes génicas debe de realizarse desde una
perspectiva mas amplia, considerando no solo el impacto que tienen en la traduccion de las
proteinas. Como se expuso a lo largo de este trabajo, variantes génicas de tipo silenciosas o de
cambio de sentido pueden no afectar directamente la funcion de la proteina si se analizan
Unicamente bajo enfoques convencionales como andlisis de exoma. Sin embargo, estas
variantes podrian tener un impacto significativo en otros puntos criticos de la expresion génica,
como el splicing, lo que subraya la importancia de adoptar un enfoque integral en su

evaluacion.
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