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1. Resumen

El cancer de mama (CM) es una neoplasia caracterizada por el crecimiento anormal de las células
gue forman el tejido mamario. Esta enfermedad ocupa el primer lugar en incidencia y mortalidad
en cancer de mujeres a nivel mundial y cada afio va en aumento. De los factores de riesgo, la
predisposicion genética es responsable del 5-10% de todos los casos de CM, pero se ha
observado que ademdas esta relacionada al desarrollo temprano de la enfermedad y a
caracteristicas clinicas de mayor agresividad.

De los diferentes tipos de mutaciones, estudios recientes han demostrado la relevancia de
mutaciones que afectan el proceso de corte y empalme en varios tipos de cancer. Se ha
propuesto que un 60% de las mutaciones que causan enfermedades genéticas alteran el proceso
de splicing, por lo que en los portadores de estas alteraciones a nivel germinal, éste es un
mecanismo relevante en la susceptibilidad a CM hereditario.

La interpretacion de las numerosas variantes de secuencia de significado biolégico y clinico
desconocido que se encuentran en los estudios genéticos de pacientes, representa un desafio
importante en el diagndstico molecular y la susceptibilidad al cancer. Una fraccién de variantes
de significado clinico incierto (VUS) puede ser patogénica porque afecta el empalme de ARNm.
En un estudio reciente realizado en nuestro laboratorio, analizaron un panel de 143 genes en 327
pacientes mexicanas con historial heredo-familiar de Sindrome Hereditario de Cancer de Mama
y Ovario (SHCMO) en busqueda de nuevos alelos patogénicos que contribuyan al desarrollo de
dicho sindrome, obteniendo como resultado un 10.8% con variantes VUS. De éstas variantes se
seleccionaron 5 potencialmente patogénicas, presentes en sitios candnicos de splicing en los
genes: ERCC3, FANCB, MSH6, PTEN y RECQL4, para el presente trabajo.

Se realiz6 la clonacion de los 5 exones completos en un vector minigen (pETO01). En todos los
casos se clon6 el segmento gendmico que abarca el exdn con la mutacién de interés en el sitio
aceptor o donador asi como un segmento en ambos extremos 3"y 5 del exdn con algunas bases
de los dos intrones aledafos. Lo anterior se realizé por PCR a partir de ADN gendmico de cada
paciente mutante. Como control se emple6 ADN de individuos sin cada mutacién (genotipo
silvestre). Los genotipos de los exones mutantes y silvestres clonados se verificaron por
secuenciacion tipo Sanger para verificar que no se hubiesen generado mutaciones adicionales
gue interfieran con la correcta interpretacién del efecto en el corte y empalme en ensayos
posteriores. Con estas construcciones se analizara en un futuro trabajo el procesamiento de los
5 exones mutantes en modelos experimentales de células tumorales humanas para evaluar el
impacto a nivel funcional de dichas variantes genéticas mediante el ensayo de minigen.



2. Abstract

Breast cancer is a neoplasm characterized by abnormal growth of the cells that form the breast
tissue. This disease occupies the first place in incidence and mortality in cancer of women
worldwide and every year it is increasing. Of the risk factors, the genetic predisposition is
responsible for 5-10% of all cases of breast cancer, but it has been observed that it is also related
to the early development of the disease and to more aggressive clinical characteristics.

Of the different types of mutations, recent studies have shown the relevance of mutations that
affect the splicing process in several types of cancer. It has been proposed that 60% of the
mutations that cause genetic diseases alter the splicing process, so that in carriers of these
alterations at the germinal level, this is a relevant mechanism in the susceptibility to hereditary
breast cancer.

The interpretation of the numerous sequence variants of unknown biological and clinical
significance found in the genetic studies of patients represents an important challenge in the
molecular diagnosis and the susceptibility to cancer. A fraction of variants of uncertain clinical
significance (VUS) may be pathogenic because it affects the splicing of mMRNA. In a recent study
conducted in our laboratory, they analyzed a panel of 143 genes in 327 Mexican patients with
inherited family history of Hereditary Breast and Ovarian Cancer Syndrome (SHCMO) in search
of new pathogenic alleles that contribute to the development of this syndrome, obtaining as a
result 10.8% with VUS variants. Of these variants, 5 potentially pathogenic were selected, present
in canonical sites of splicing in the genes: ERCC3, FANCB, MSH6, PTEN and RECQLA4, for the
present work.

Cloning of the 5 complete exons was performed in a minigene vector (pETO1). In all cases, the
genomic segment covering the exon with the mutation of interest at the acceptor or donor site was
cloned, as well as a segment at both ends 3'and 5'of the exon with some bases of the two
surrounding introns. The above was performed by PCR from genomic DNA of each mutant patient.
As control, DNA from individuals without each mutation (wild genotype) was used. The genotypes
of mutant exons and cloned wild-type exons were verified by Sanger-type sequencing to verify
that no additional mutations had been generated that interfere with the correct interpretation of the
effect in the splicing in subsequent trials. With these constructions, the processing of the 5 mutant
exons in experimental models of human tumor cells will be analyzed in a future work to evaluate
the impact at the functional level of said genetic variants through the minigene assay.



3. INTRODUCCION
3.1. Definicion de cancer

Cancer es el nombre comun que recibe un conjunto de enfermedades relacionadas en las que se
observa un proceso descontrolado en la division celular, resultado de dos procesos sucesivos: la
proliferacién de un grupo de células, denominado tumor o neoplasia, y la capacidad invasiva que
les permite colonizar y proliferar en otros tejidos u érganos (metéastasis) (Mufioz, 2004).

El cancer es causado por la acumulacion y seleccién sucesiva de alteraciones genéticas y
epigenéticas, que desregulan en las células tumorales, los mecanismos de sobrevivencia,
replicacion, apoptosis, proliferacion y el ciclo celular (Willingham et al, 2004). Estas alteraciones
pueden ser provocadas por distintos agentes carcindbgenos, como la radiacion ionizante,
ultravioleta, productos quimicos procedentes de la industria, del humo del tabaco y de la
contaminacién en general, o de agentes infecciosos como el virus del papiloma humano o el virus
de la hepatitis B, asi como anormalidades genéticas adquiridas durante la replicacion normal del
ADN (Instituto Nacional de Cancerologia, 2004).

3.1.1. Estadisticas
3.1.1.1. Global

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo. En 2018 se
registraron mas de 18 millones de nuevos casos y ocasiond mas de 9 millones de defunciones
(Fig. 1) (Bray et al, 2018).Casi una de cada seis defunciones en el mundo se debe a esta
enfermedad (OMS, 2017).
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Cérvix Uterino
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Higado
Utero Incidencia
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Tiroides
Ovario

0 10 20 30 40

Tasa de incidencia y mortalidad de cancer en el
mundo, por 100,000

Figura 1. Incidencia y mortalidad del cancer en la poblacion mundial en el afio 2018. Imagen tomada y
modificada de GLOBOCAN.

3.1.1.2. México

El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) en 2015, sefial6 que en México los
tumores malignos ocupan el tercer lugar en causa de defunciones con un 13%, precedido de las
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enfermedades del sistema circulatorio con un 25.5% y las enfermedades enddcrinas,
nutricionales y metabélicas con un 17.5%.

Los principales tipos de cancer en hombres mexicanos son: préstata (29.3%), colorrectal (9.1%),
testiculo (5.4%), pulmén (5.3), estomago (4.6%), leucemia (4.1), higado (4%) y otros (38.2%);
mientras que los mas recurrentes en mujeres son: mama (26%), tiroides (9.7%), cérvix (7.5%),
Utero (6.9%), colorrectal (6.8%), ovario (4.5%), higado (3.6%) y otros (35%) (Bray et al, 2018).

Mama
27, 283 (26%)

Otros tipos
36, 766 (35%)
Tiroides
Higado 10, 188 (9.7%)
3, 815 (3.6%) ‘
4,759 (4.5%) 7, 869 (7.5%)
Colorectal Utero
A 7, 105 (6.8%) 7, 266(6.9%)
Prdastata
25, 049 (29.3%)
Otros tipos
32, 695 (38.2%)
Higado Colorectal
3, 450 (4%) 7,795 (9.1%)
Leucemia N Testiculo
3, 543 (4.1%) 4, 603 (5.4%)
B Estomago Pulmén
3,921 (4.6%) 4, 560 (5.3%)

Figura 2. Incidencia de los diferentes tipos de cancer en la poblacién Mexicana, 2018. A) Mujeres B)
Hombres. Tomada y modificada de GLOBOCAN.



De los diferentes tipos de cancer, la organizacién mundial de la salud (OMS) considera al CM
como uno de los padecimientos predominantes a nivel mundial, y como podemos observar en las
figuras 1y 2, el CM figura como el de mayor incidencia a nivel mundial para ambos sexos, incluso
por encima de canceres como el de pulmén y de préstata (OMS, 2012). En México, no es la
excepcion, el CM ocupa el primer lugar en incidencia en mujeres con un 26% al 2018 (Fig. 2A).

3.2. Cancer de mama

La Sociedad Americana de Cancer menciona que este cancer se origina cuando las células en la
region mamaria comienzan a crecer en forma descontrolada. Estas células normalmente forman
un tumor que a menudo se puede observar en una radiografia o se puede palpar como una
protuberancia (masa o bulto). EI tumor es maligno (cancer) si las células pueden crecer
penetrando (invadiendo) los tejidos circundantes o propagandose (metastasis) a areas distantes
del cuerpo. También hay tumores benignos o no cancerosos de seno, los cuales no se propagan
fuera de los senos y no ponen la vida en peligro. Sin embargo, algunas protuberancias benignas
en los senos pueden aumentar el riesgo de padecer cancer de seno.

3.2.1. Clasificacién histolégica del cancer de mama

El tipo especifico de células afectadas determina el tipo de CM. La mayoria de los canceres de
mama son carcinomas, tumores que se originan a partir de las células epiteliales mamarias. El
tipo de CM mas comun es el carcinoma ductal, gue empieza en el revestimiento de los conductos
galactéforo, tubos delgados que llevan leche desde los lobulillos de la mama hasta el pezon).
Otro tipo de CM es el carcinoma lobulillar, que empieza en los lobulillos (glandulas productoras
de leche) (NIH, 2017: https://www.cancer.gov/espanol/cancer/causas-prevencion/genetica).

La mayoria de los canceres de mama son a menudo un tipo de carcinoma llamado
adenocarcinoma que se origina en las células del tejido glandular. Los adenocarcinomas del seno
se originan en los conductos galactoforos o en los lobulillos (Dillon et al, 2010).

Lobulillo ]
Lobulillo

Conducto
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Lobulillo
normal

Conducto
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Lobulillo lleno
de células Células
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- 5
Carcinoma lobulillar in situ Carcinoma ductal in situ

Figura 3. Morfologia y estructura de glandula mamaria; tipos principales de cancer de mama. Imagen
tomada y modificada de American Cancer Society: http://www.cancer.org.




Cuando los canceres de seno se han propagado hacia el tejido mamario circundante se conocen
como canceres de seno invasivos. Hay muchos tipos diferentes de cancer de seno invasivo, pero
los mas comunes se llaman carcinoma ductal infiltrante y carcinoma lobulillar invasivo. Por otro
lado, existen otros tipos de cancer de seno menos comunes como el cancer de seno inflamatorio,
un tipo infrecuente de cancer de seno invasivo que es responsable de aproximadamente 1% a
5% de todos los casos de cancer del seno, la enfermedad de Paget del pezén que representa
sé6lo alrededor de 1% a 3%, los tumores filodes los cuales son tumores del seno que se originan
en el tejido conectivo (estroma) del seno, los sarcomas de seno que constituyen menos del 1%
de todos los canceres de seno y los angiosarcomas se originan en las células que revisten los
vasos sanguineos o los vasos linfaticos y puede involucrar el tejido mamario o la piel del seno
(Dillon et al, 2010).

3.2.2. Epidemiologia

En 2018 se diagnosticaron con adenocarcinoma mamario 5.5 millones de mujeres a nivel mundial,
cifra que incluso podria resultar subestimada. El cancer de mama es el mas comunmente
diagnosticado en mujeres (24.2%, es decir casi 1 de cada 4 de todos los nuevos casos de cancer
diagnosticado en mujeres en todo el mundo son cancer de mama) (Bray et al, 2018).

En México, el INEGI en el afio 2014 destaco que la principal causa de morbilidad en mujeres de
20 aflos 0 mas se debe a esta neoplasia y es la segunda causa de mortalidad en las mujeres
comprendidas en este intervalo de edad.

3.2.3. Factores de riesgo de cancer de mama

Edad.

El riesgo de padecer cancer de mama aumenta con la edad y en algunos entornos de altos
recursos con poblaciones que tienen una esperanza de vida larga el riesgo para toda la vida
podria llegar a 1 de cada 8 mujeres La repercusion de la edad sobre la incidencia del cancer de
mama en los paises de ingresos medios bajos estd menos estudiada, pero se vuelve mas
importante a medida que la esperanza de vida mejora. (OMS, 2017).

Factores reproductivos. Los eventos relacionados a la salud reproductiva de la mujer, provocan
cambios fisiolégicos que pueden influir en el riesgo de padecer cancer de mama (Sauter y Daly,
2010), como el aumento de las hormonas estrégeno y progesterona que al unirse a sus
receptores, estimulan la proliferacion en las células mamarias asi es probable que los estrégenos,
un grupo de hormonas sexuales femeninas, sean carcindgenos humanos enddégenos. Aunque
estas hormonas tienen funciones fisiolégicas esenciales tanto en mujeres como en hombres, la
exposicion por largo tiempo o las concentraciones elevadas de estas hormonas estan
relacionadas con un mayor riesgo de cancer de mama. Aumentos en la exposicién pueden ser
causados por empezar la menstruacion a una edad temprana (<12 afios), por llegar a la
menopausia a una edad tardia (>54 afios), tener mas afios cuando sucede el primer embarazo
(40 afios) (McPherson, et al, 2000) y nunca haber dado a luz (Kapoor, 2015). Por otro lado, la
lactancia disminuye el riesgo a padecer CM en mujeres que han tenido varios hijos (Sauter y Daly,
2010) ya que aumenta la proporcion de células diferenciadas en la mama, que en modelos
animales, se ha demostrado, protege a las células expuestas a carcinégenos de la transformacion
maligna (Russo et al, 1982)

Factores ambientales y localizacién geografica. Los factores ambientales se aprecian en la
diferente incidencia y prevalencia de comunidades genéticamente homogéneas pero que se
desarrollan en regiones geograficamente distintas (Peralta, 2007). ). Un factor importante ligado
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a la localizacién geograéfica es la exposicién a contaminantes. En un trabajo reciente realizado en
México, se estudid la relacion entre la presencia de aguas subterraneas contaminadas,
contaminacién quimica en suelos e industrias en 120 municipios y la incidencia de CM en
mujeres, observandose una mayor incidencia de CM en las poblaciones cercanas a dichas zonas
de contaminacion (Castrezana, 2017).

A pesar de esto, se ha observado una diferencia significativa de 5 a 10 veces en las tasas de
incidencia y mortalidad del cancer de mama entre las areas de bajo riesgo (Lejano Oriente, Africa
y América del Sur) y de alto riesgo (América del Norte y Europa del Norte). La gran variacion de
la incidencia del cancer de mama en diferentes regiones del mundo o dentro de ellas puede
atribuirse a las diferencias genéticas entre poblaciones (Parkin et al, 1999), es decir a laraza o
grupo étnico. Esta incidencia es mayor en mujeres blancas seguidas por mujeres de raza negra
e hispanica y menor proporcién en mujeres asiaticas. Estas disparidades podrian también reflejar
las diferencias en el estilo de vida de estos grupos étnicos (Sauter y Daly, 2010).

Dieta vy estilo de vida

Numerosos estudios epidemiolégicos han observado por ejemplo, que realizar actividad fisica
regular se asocia a una una reduccioén en el riesgo de CM. De 44 estudios realizados en el mundo,
32 de éstos mostraron una reducciéon de riesgo promedio de entre 30—-40% de desarrollar esta
neoplasia (Friedenreich y Orenstein, 2002). Estudios realizados en mujeres mexicanas han
mostrado un mayor riesgo de desarrollar CM en aquellas mujeres con pobre consumo de frutas
y vegetales, consumo excesivo de carnes rojas y de grasas saturadas (Romieu et al, 2004) asi
como un consumo alto de carbohidratos (Romieu et al, 2009).

Tabla 1. Probables factores de riesgo para el cancer de mama establecidos

Factor Riesgo relativo Grupos de alto riesgo
Edad >10 mayor
Localizacion geografica 5 Paises desarrollados
Edad de la menarca 3 Menarca antes de los 11 afios
Edad de la menopausia 2 Menopausia después de los 54 afios
Edad al primer embarazo 3 Primer nifio a los 40 aios
Historia familiar >/=2 Cancer de mama de primer grado
relativo, en la juventud
Enfermedad benigna previa 4-5 Hiperplasia atipica
Cancer en el otro seno >4
Grupo socioeconémico 2 Grupos |yl
Dieta 1.5 Alto consumo de grasas saturadas
Peso
Premenstrual 0.7 indice de masa corporal >35
Postmenstrual 2 indice de masa corporal >35
Consumo de alcohol 1.3 Consumo excesivo
Exposicion a radiacion ionizante 3 Exposicion anormal en mujeres

jovenes después de los 10 afios.




Hormonas exdégenas

Anticonceptivos orales 1.24 Uso comun
Terapia de suplementos hormonales 1.35 Uso por >/=10 afios
Dietilestilbestrol 2 Uso durante el embarazo

Tomado y modificado de K. McPherson, et al, 2000.

3.2.3.1 Factores de riesgo genéticos

De los factores de riesgo, la predisposicién genética es responsable del 5-10% de todos los casos
de cancer de mama, y se ha observado que esta relacionada al desarrollo temprano de la
enfermedad (Ellisen y Haber, 1998).

La susceptibilidad al cancer de mama tiene un tipo de herencia autosdmica dominante con
penetrancia incompleta, esto significa que ésta puede ser transmitida indistintamente del sexo del
individuo y que algunos miembros de la familia pueden transmitir el gen anormal sin desarrollar
el cancer (McPherson et al, 2000).

Aproximadamente 20 a 30% de las mujeres con diagndstico de cancer de mama tiene al menos
un familiar con la enfermedad (Slattery et al, 1993). El riesgo incrementa con el nimero de
parientes afectados, una mujer que tiene una familiar en primer grado (madre, hermana, hija)
tiene 2 o mas veces riesgo de presentar la enfermedad antes de los 50 afios y en edad mas
temprana que las parientes afectadas (Nelson, 2008). En un estudio en México con 115 mujeres,
el antecedente heredofamiliar de cancer de mama se asoci6 a la neoplasia con una estimacion
de riesgo de 3 veces mas, siendo para el antecedente de cancer de mama en familiar de segundo
grado, con un riesgo de 4 veces mas en el grupo de casos (Mufioz, 2010).

Existen genes implicados a la predisposicion a cancer de mama como BRCAL1 y BRCA2 de los
gue ya se conoce el riesgo asociado a portar dichas mutaciones; para BRCAL es de 46-87%, y
de un 38-84% para BRCA2 (Antoniou et al, 2003). Sin embargo un alto porcentaje de los casos
no se encuentran asociados a los genes BRCA.

3.2.4. Alteraciones moleculares en el cancer de mama

Los mecanismos responsables de mantener y reparar el ADN pueden estar afectados debido a
alteraciones moleculares o mutaciones (Valko et al, 2004). Los genes BRCA1 o BRCAZ2 tienen
una alta relevancia en el riesgo a padecer cancer de mama. Mujeres portadoras de una mutacion
en éstos, tienen un riesgo de un 50% a los 50 afios y superior al 80% a lo largo de la vida. Existen
algunos trabajos, sin embargo, que han encontrado mutaciones patogénicas en otros genes
relacionados al desarrollo de cancer hereditario, lo cual demuestra que BRCAL1 y BRCA2 no son
los Unicos genes que participan en la epidemiologia molecular del cancer de mama (Quezada-
Urban et al, 2018).

Se han descrito otros genes de alta penetrancia asociados al cancer de mama como TP53
(sindrome de Li-Fraumeni), PTEN (Sindrome de Cowden) y STK11 (Sindrome de Peutz-Jeghers)
(Chirivella y Garcés, 2018).

El gen TP53 es el responsable del sindrome Li-Fraumeni con una herencia autosdmica
dominante. Es una enfermedad muy rara y se asocia a una alta probabilidad de desarrollar cancer
a lo largo de la vida (Chirivella y Garcés, 2018). Este gen se conoce como el “guardian del



genoma” ya que juega un papel importante en el control del ciclo celular y la apoptosis (Gonzalez
et al, 2009).

Elgen PTEN es un gen supresor tumoral con penetrancia alta, aproximadamente del 80% (Nelen
et al, 2001).

El gen STK11 codifica una enzima multifuncional del tipo serina treonina importante en la
transduccién de sefiales por segundos mensajeros. Se hereda de forma autosémica dominante
y cuando esta mutado es responsable del sindrome de Peutz-Jeghers, con un riesgo de cancer
de mama entre el 30-54%. El riesgo depende de la edad y se ha descrito del 8% a los 40 afios,
del 13% a los 50 afios, del 31% a los 60 afios y del 45% a los 70 afios (Harle et al, 2006).

Existen mutaciones en otros genes que son mas frecuentes en la poblacién y producen un riesgo
menor de cancer de mama como aquellas en los genes CDH1, ATM, PALB2 y CHEK2. En un
analisis retrospectivo de 337 mujeres que cumplian los criterios de la NCCN para el estudio de
los genes BRCA1/2, en las que se utilizé un panel multigénico y se detectaron mutaciones en 25
de ellas. Las méas frecuentes fueron en PALB2 (23%), CHEK2 (15%) y ATM (15%) (Kapoor et al,
2015).

El gen ATM que debido a la frecuencia estimada de los heterocigotos en la poblacion general,
sus mutaciones podrian asociarse a un 5% de los casos de CM (Diez et al, 2006).

El gen cadherina 1 (CDH1) es un gen supresor timoral que requiere de la inactivacion del segundo
alelo por metilaciéon, mutacion somatica o pérdida de heterocigosidad. Se hereda de forma
autosémica dominante y el riesgo de desarrollar cancer de mama asociada a este gen es de 39-
52% (Pharoah et al, 2001).

El gen CHEK2 (cell cycle checkpoint kinase 2) es otro de los genes identificados que aumenta el
riesgo de cancer de mama. En un estudio en mujeres con una fuerte historia familiar de cancer
de mama y ovario detect6 variantes en CHEK2 en el 5% (Walsh et al, 2006). El riesgo acumulado
de cancer de mama en mujeres con mutacion en CHEK2 e historia familiar de cancer de mama
se ha estimado entre el 28 y el 37% (Easton et al, 2015).

El gen PALB2 (partner and localizer of BRCA2) es un gen relacionado con la anemia de fanconi.
Las mutaciones en este gen aumentan el riesgo de cancer de mama. El riesgo de cancer de
mama asociado a mutaciones en este gen es de un 14% a los 50 afios y de 35% a los 70 afios
de edad (Antoniu et al, 2014).

A nivel de nucleétido, estas mutaciones pueden ser por sustitucién, adicién o delecion, lo que
altera la fisiologia celular induciendo a la transformacién de la misma (Dey et al, 2004). De los
diferentes tipos de mutaciones, estudios recientes han demostrado la relevancia de mutaciones
gue afectan el proceso de corte y empalme en varios tipos de cancer (Bonnal et al, 2012). Se ha
propuesto que un 60% de las mutaciones que causan enfermedades genéticas alteran el proceso
de splicing (L6pez-Bigas et al 2005), por lo que es un mecanismo relevante en la susceptibilidad
a cancer de mama hereditario.

Las alteraciones en el splicing confieren ventajas selectivas a las células tumorales, cuando
ocurren en genes supresores de tumores. Las mutaciones en los sitios de splicing alteran el
procesamiento del ARNm y pueden encontrarse en las secuencias reguladoras del splicing o en
los factores involucrados en dicha regulacion (Yoshida et al, 2011 y Brooks et al, 2014).



3.3. Maduracién del pre-ARNm

La informacién genética, antes de dar lugar a proteinas, genera moléculas de ARN mediante la
transcripcion de los genes y la maduracion del ARNm (Eyras, 2016) que en células eucariontes
consiste en tres etapas:

1. Enuna primera etapa, se lleva a cabo la adicion de la estructura denominada “caperuza’”,
gue es un nucledtido modificado de guanina, la 7-metilguanosina trifosfato. El extremo
5’de todos los ARNm posee inicialmente un trifosfato derivado del primer trifosfato de
nucleédsido incorporado en el sitio donde inicia la sintesis de ARN. Una vez que se forma
el extremo 5'mediante la accidon de la ARN polimerasa Il, varias enzimas actlian para
modificar ese extremo de la molécula. En el primer paso, una fosfohidrolasa elimina el
ultimo de los tres fosfatos convirtiendo el extremo terminal 5 en difosfato. A continuacion
una guanilil transferasa afiade un residuo de guanina en orientacion invertida mediante
una union 5'a 5. En un Galtimo paso, a los grupos metilo se les afiade tanto el casquete
de guanina terminal, como el nucleétido situado en el extremo del ARN (Devlin, 2004).
Esta caperuza es necesaria para el proceso normal de traduccion del ARN y para
mantener su estabilidad; esto es fundamental para el reconocimiento y el acceso
apropiado del ribosoma (Herveg, 2006).

2. En un segundo proceso, la enzima poliA polimerasa afiade al extremo 3' una secuencia
larga de poliadenilato, de unos 50-250 residuos de adenosina, lo que se conoce como
cola poliA. En éste, se requiere el reconocimiento de una secuencia hexadmera “AAUAAA’
por parte de una nucleasa que desdobla el pre-ARN situado rio debajo de este sitio.
Posteriormente del desdoblamiento, la polimerasa poliA afiade las adenosinas. Esta “cola”
de poliadenilato protege al ARNm frente a la degradacion en el nicleo y aumenta su vida
media en el citosol, de modo que se pueda sintetizar mayor cantidad de proteina (Herveg,
2006).

3. En un tercer proceso, se lleva a cabo el splicing o corte y empalme, proceso de
eliminacion de secuencias no codificantes ("intrones") y de empalme de las secuencias
codificantes ("exones"). Para llevar a cabo este proceso de corte y empalme, existe en el
ndcleo una magquinaria molecular muy compleja, que se conoce con el nombre de
"spliceosoma” un complejo conformado de ribonucleoproteinas (ARNnp) llamadas:
Ul, U2, U4, U5y U6. (Wahl et al, 2009).

3.3.1 Corte y empalme o splicing

El corte y empalme requiere la identificacion precisa de los limites entre las regiones intrénicas y
exonicas. Los pre-ARNm de los vertebrados contienen la informaciébn necesaria para el
reconocimiento de un intrén por parte de la maquinaria de splicing, a través de pequefias
secuencias altamente conservadas en la evolucion. En el comienzo del intron, se encuentra el
sitio de splicing 5 o donador; mientras que el extremo opuesto, son necesarias tres
secuencias: el sitio de splicing 3~ o aceptor; el punto de ramificacion, localizado a 18-40
nucleétidos rio arriba del sitio aceptor y el tracto de polipirimidina, situado entre el punto de
ramificacion y el sitio aceptor (véase figura 4) (Ast, 2004).
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Figura 4. Representacion gréfica de las secuencias de reconocimiento del splicing. Las bases estan
ordenadas por frecuencia de arriba abajo y el tamafio indica el grado de conservacién evolutiva. Tomado y
modificado de Padgett, 2012.

El proceso de corte y empalme puede verse en la figura 5 y se desarrolla en el siguiente orden:

Primero U1 se une a la secuencia consenso GU del extremo 5’ (1), después U2 se une al sitio de
ramificacion e hidroliza ATP generando un doblez en el intrén, causado por la interaccion entre
Ul y U2 (2). Posteriormente U5, U4 y U6 ARNNp trimerizan (3), U5 se une al ex6n 5y U6 a U2
(4). Después U4 se disocia de U6 y éste ultimo se une al extremo 5 del sitio de corte. A
continuacién U6 y U2 catalizan la primera reaccion de transesterificacion, cortando el extremo 5’
del intrén y como resultado se forma una estructura en lazo caracteristica, denominada lariat. (5)
Enseguida realizan la segunda reaccion de transesterificacion, cortando el extremo 3’ del intrén
y liberando el lazo. Finalmente los exones son empalmados, lo que conlleva gasto de ATP vy el

1 ( ; 2
Punto de

comnleio se disocia (6).

Sitio 5” de empalme ramificacion Sitio 3" de empalme
u1 l ‘
T
Intron
3 4
ut
- [T >

en ARNm maduro

Figura 5. Proceso secuencial de corte y empalme. Se observan las ARNnp que conforman la maquinaria
del spliceosoma y los eventos secuenciales de su ensamblaje, para realizar el corte y empalme del pre-
ARNmM. Elaboracién propia.
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3.4. Métodos para analizar la funcionalidad de variantes genéticas de sitios de corte y
empalme

Existen varios estudios realizados que evalluan la funcionalidad del proceso de corte y empalme
en genes implicados en el desarrollo de algunas enfermedades. En estos trabajos se utilizan
minigenes hibridos. Un minigen es una construccion artificial, un fragmento de gen minimo que
incluye al menos un exon y las regiones intrénicas de control necesarias para que se exprese de
la misma manera que un fragmento de gen tipo wt, en un pldsmido o vector de expresion, que
permite introducir las variantes detectadas en pacientes y analizar su efecto en el splicing
(Velasco, 2014).

En este ensayo, los minigenes hibridos son transfectados en células de cultivo y el ARNm
obtenido tras 48 horas es procesado por retrotranscripcion para obtener el ADNc que permite la
comparacion del tamafo de producto del alelo mutante (mt) con el silvestre (wt) en un gel de
agarosa. Esta estrategia se utiliza para investigar patrones de corte y empalme in vivo e in vitro,
y mientras que los métodos tradicionales necesitan ARNm del paciente, cuya obtencion resulta a
veces complicada, los investigadores han disefiado estos minigenes que no lo necesitan.

En 2003, Baralle y colaboradores, identificaron una mutacion que altera el corte y empalme del
gen NF1 utilizando muestras de ADN gendmico y un ensayo de minigén. Probaron que la
mutacién en cuestién (exén 3 +5 G> C) afecté draméaticamente el procesamiento de pre-ARNm,
causando un salto aberrante del exén 3 que lo eliminaba del ARNm.

En 2007, Pepe y colaboradores realizaron ensayos de splicing en células Y1, para comprobar si
la mutacion c655G>A podria alterar los mecanismos fisioldégicos reguladores del exén 5
favoreciendo su exclusion. Descubrieron bajos niveles de ARNm sin el exdn 5, que podian
expresarse aun en presencia de la mutacién, explicando asi el fenotipo de déficit parcial
observado en la paciente.

Hernandez-Moro y colaboradores en 2013, realizaron un ensayo funcional con un minigén que
contenia los exones 16-17 de BRCAL. Se probaron in silico con los programas NNSplice y Human
splicing finder y se analizaron funcionalmente 34 mutaciones de variantes de splicing previamente
reportadas en pacientes con cancer de mama (CM) para identificar patrones anémalos de
splicing. Encontraron que 13 de las variantes seleccionadas presentaban splicing aberrante y
concluyeron gue los resultados bioinformaticos no son suficientemente precisos para clasificar
una mutacién y una validaciéon funcional es estrictamente requerida.

En otro estudio realizado por Kohmoto y colaboradores en 2015, por medio de un ensayo de
minigen determinaron el efecto de una mutacion en el corte y empalme del gen COL11A1 en un
paciente con sindrome de Stycler. Esta mutacion en el sitio donador de splicing, generd la pérdida
del ex6n 3 en el ARNm, lo cual sugiere que esta mutacion fue la causa del sindrome de Stycler
en este paciente.

En conjunto, estos ensayos funcionales han demostrado los efectos a nivel funcional de
mutaciones en sitios candnicos de splicing, los cuales incluyen: (i) la pérdida del exén flanqueado
por el sitio aceptor o donador mutado, (ii) la retencion del intron en cuestion o (iii) el correcto
empalme de los exones. Este tipo de ensayos ayudan en la interpretacion del impacto de estos
cambios para poder determinar su importancia bioldgica y patolégica (Baralle, 2005).
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4. Antecedentes

Recientemente en nuestro laboratorio Quezada-Urban y colaboradores, realizaron un estudio de
143 genes de predisposicion al cancer en 327 pacientes mexicanas con historial heredo-familiar
de SHCMO (sindrome hereditario de cancer de mama y ovario), con el objetivo de detectar
nuevos alelos patogénicos que posiblemente contribuyan al desarrollo de esta enfermedad. Se
detecto, en el grupo de pacientes con céncer, un total de 47 (16.6%) pacientes con variantes
patogénicas, 72 (24%) con VUS (variantes de significado incierto) y 181 (60%) pacientes con
resultado negativo (Quezada-Urban et al, 2018).

Dentro del grupo de las VUS, se detectaron 3 variantes con un cambio de nucleotido Gnico en los
genes ERCC3, RECQL4, PTEN, una insercién en el gen FANCB y una delecion en el gen MSH6
gue afectaria el sitio donador o aceptor candnico de splicing, con las que se procedi6 a la
realizacion de este trabajo.

5. Genes con mutaciones en los sitios candnicos de splicing
ERCC3

El gen ERCC3 codifica para la proteina llamada XPB, la cual es una helicasa de ADN dependiente
de ATP que funciona en la reparacién de la escision de nucle6tidos, como miembro del factor de
transcripcion TFIIH. Las mutaciones en este gen se asocian con Xeroderma pigmentosum B,
sindrome de Cockayne Yy tricotiodistrofia (Weeda et al, 1990).

La reparacion por escision de nucleétidos es una via que se usa para eliminar y reemplazar bases
dafiadas. La reparacion por escision de nucledtidos detecta y corrige tipos de dafio que
distorsionan la doble hélice del ADN, causado por ejemplo por la exposicion a las sustancias
guimicas del humo de cigarrillos (Dexheimer, 2013). También se emplea para reparar dafios
causados por la radiacion UV. Esta radiacion puede causar que la citosina y la timina reaccionen
con bases vecinas y se formen enlaces que distorsionan la doble hélice, llamados dimeros de
pirimidinas (Goodsell, 2007).

El proceso de reparacion por escision de nucledtidos se observa en la figura 6 y se lleva a cabo
en el siguiente orden: una vez que el UV induce el dafio en el ADN, la proteina XPC reconoce la
regién dafiada, sobre la cual se une otra proteina XPA (1). Esta Ultima es necesaria para reclutar
a un gran complejo multiprotéico formado por TFIIH que es un factor de transcripcion que incluye
ademas a XPB y XPD (2). Este complejo tiene actividad helicasa, el cual desenrolla el ADN en la
vecindad de la lesiéon y la abre en una gran burbuja, al cual se une RPA, una proteina de unién a
cadena sencilla de ADN (3). Posteriormente se unen dos proteinas mas XPF y XPG que son
endonucleasas que cortan en sus extremos 5y 3'de la regién dafiada (4). La region dafiada se
desprende (5) y finalmente las ADN polimerasas & y € reemplazan el hueco con los nucle6tidos
correspondientes y una ADN ligasa sella la brecha en el esqueleto de la cadena (6) (Dexheimer,
2013).
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Figura 6. Proceso secuencial de reparacion global del ADN por escisién de nucleétidos. Elaboracién propia.

FANCB

El gen FANCB, caodifica para un miembro del grupo de complementaciéon B de anemia de Fanconi
(FA). La anemia de Fanconi (FA) es una enfermedad autosomica recesiva caracterizada por
anomalias congénitas, hemopoyesis defectuosa y un alto riesgo a desarrollar leucemia mieloide
aguda y ciertos tumores (Tischkowitz y Hodgson, 2003). El complejo FA esta conformado por las
proteinas: FANCA, FANCC, FANCG, FANCB, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCT, FANCL y
FANCM, las cuales estan involucradas en un proceso celular conocido como la ruta de Fanconi,
implicado en la reparacion de lesiones de ADN de doble cadena (Kato et al, 2015 y Tischkowitz
y Hodgson, 2003).

El reconocimiento de las rupturas de doble cadena por FANCMy las proteinas asociadas conduce
al reclutamiento del complejo FA y el reclutamiento de nucleasas y polimerasas que se requieren
para el proceso de reparacion en la que participan los complejos BRCA1 y BRCA2 reguladores
de la recombinacién homéloga (Deans y West, 2011).

En la recombinacion homdéloga, se utiliza la informacién del cromosoma homaologo que coincide
con la del dafiado (o de una cromatida hermana si el ADN se ha copiado) para reparar la
fragmentacion. En este proceso se acercan los dos cromosomas homélogos y se utiliza la regién
sin dafos del homdlogo o la cromatida como molde para sustituir la region dafiada del cromosoma
roto (Kimball, 2015).

En la figura 7 se ejemplifica el proceso de reparacion por recombinacion homologa, el cual se
lleva a cabo en el siguiente orden: Primero los extremos del ADN roto son escindidos por
nucleasas especializadas para formar extremos 3 protuyentes de una sola hebra (1-2). El
siguiente paso es el intercambio de bandas durante el cual uno de los extremos de una sola hebra
3' de la molécula de ADN dafiada se introducen en el la plantilla diplex y busca secuencias
homologas a través del emparejamiento de bases (3). Una vez que se establece un par de bases
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estable, la ADN polimerasa sintetiza la hebra dafiada utilizando la informacidn proporcionado por
la molécula de la plantilla en buen estado, restaurando asi el dafio ADN (4). Posteriormente, se
libera el ADN templado y se termina de sintetizar las hebras dafiadas (5) y finalmente, una ligasa
sella los extremos recién sintetizados para completar el proceso de reparacién (6).

@ Ruptura de doble cadena @ Una nucleasa corta los extremos 5°de las
hebras dafadas
5 I | e 3 5’ s 37 [
3 I e 5 | Cromatidas 2 I |
3 5’| hermanas 3i 5
5 3 5 3
Int bio de band La ADN polimerasa sintetiza la cadena
@ n ercarr_r |c! € bancas por @ (rojo) a partir de ADN templado
emparejamiento de bases z 3
5 I 3 [ ——
3 e 5 I 3 — I

3
2
@ Se libera el ADN templado y se termina
la sintesis de ADN
57 e 3
37 —— 5
3 5
e 3

|

w
v

3'£ >
5 3

Ligacion del ADN

—_|5'
S
3

“"!U"@

(S [M]

Figura 7. Mecanismo de reparacion de ruptura de ADN de doble cadena por recombinacién homdéloga.
Elaboracion

MSH6

El gen MSH6 es un gen que codifica para la proteina humana GTBP (G/T binding protein) también
llamada p160 o hMSH6, de reparacion de errores de ADN por apareamientos erroneos. Defectos
en hMSH6 se asocian con el cancer colorrectal hereditario no polipésico atipico (Dulak, et al,
2013). La reparacion de apareamientos erréneos del ADN se ejemplifica en la figura 8 y se lleva
a cabo de la siguiente manera: la proteina MSH6 se une con otra proteina llamada MSH2 para
formar un complejo proteico. Este complejo identifica ubicaciones en el ADN donde se han
cometido errores durante la replicacion del ADN. Otro grupo de proteinas, el complejo de
proteinas MLH1-PMS2, luego repara los errores (a). En un caso alternativo, se genera la
detencion del ciclo celular para asegurar que las células no se dividan en condiciones de dafio al
ADN, permitiendo la reparacién de éste o la eventual destruccion de la célula mediante apoptosis,
en caso de no ser reparado dicho dafio (b).



Reparacion MMR seiial de daiio al DNA
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1bp Dafio al ADN
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(PMS2) (PMS2)
Reparacion del Arresto del ciclo
ADN / \
Reparacion del dafio Apoptosis

Figura 8. Proceso de reparacion de apareamientos erréneos del ADN.

PTEN

El gen PTEN codifica una proteina fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa, que regula
negativamente los niveles intracelulares de fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato en las células y
funciona como un supresor de tumores mediante la regulacién negativa de la via AKT / PKB
(Leslie y Downes, 2004).

La via de sefalizacion de la fosfatidilinositol- 3-kinasa (PI3K) se muestra en la figura 9. Esta via
es estimulada fiioldgicamente como consecuencia de la activacién de receptores de membrana
tirosina kinasa, los cuales se autofosforilan y fosforilan el sustrato del receptor de insulina (IRS);
éste ultimo, a la vez, fosforila la subunidad p85 de la PI3K. La fosforilacion de la subunidad p85
conduce a un cambio conformacional de dicha proteina que conduce a la unién de la subunidad
catalitica (p110). La PI3K activa, fosforila el fosfatidil inositol 3,4 difosfato (PIP2) convirtiéndolo
en el segundo mensajero fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato (P1P3), el cual, corriente abajo, conduce
a la activacién de la proteina Akt. La Akt tiene multiples blancos, como GSK3 (kinasa sintasa de
glicégeno) y NFkB (factor nuclear) responsables de los efectos de la activacion normal, que
conducen a una respuesta proliferativa y antiapopt6tica relacionada con el desarrollo de multiples
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tipos de cancer (4-5). PTEN codifica la proteina fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa que
inactiva la PI3K actuando como regulador negativo de esta via (Pinzén et al, 2009).

—EGFR
—HER2
m CICOCCCOCC OO OO IC C I ICOCOCCCCOC)0)

% 9900000090080 0000000000000 0000000006
PIP PIPs

vl @
AKT——PIP PIP:

MDM2  NF-kB FKHR BAD GSK3 mTOR

NV l

l Apoptosis Crecimiento

Ciclo celular
Apoptosis
Reparacion del ADN

Arresto del ciclo celular
Apoptosis
Reparacion del ADN

Figura 9. Esquema de la via de sefializacion fosfatidil inositol 3 kinasa. Elaboracién propia.

RECQL4

La proteina codificada por el gen RECQL4, es una helicasa de ADN que pertenece a la familia
de la helicasa RecQ. Las helicasas de ADN desenrollan ADN de doble hebra en ADN de una sola
hebra y pueden modular la segregacion cromosémica. Este gen se expresa predominantemente
en el timo y los testiculos. Las mutaciones en este gen estan asociadas con sindromes de
Rothmund-Thomson, RAPADILINO (RA: radial ray defect; PA: patellar aplasia, arched or cleft
palate; DI: diarrhea, dislocated joints; LI: little size (short stature), limb malformation; NO: nose
slender and normal intelligence) y Baller-Gerold (Siitonen et al, 2009).

El sindrome de Rothmund-Thomson (RTS), un raro trastorno genético caracterizado por fragilidad
cromosémica, anomalias del desarrollo y predisposiciéon a los canceres, incluido el sarcoma
osteogénico (Kitao et al 1999, Vennos y James, 1995). Distintas mutaciones de RECQL4 también
ocurren en el sindrome de RAPADILINO, donde se asocian con malformaciones esqueléticas
pero no predisposicion al cancer (Siitonen et al, 2003). La homocigosis de alelos mutantes del
homologo murino de RECQL4 da como resultado una letalidad embrionaria temprana
acompafiada de una proliferacion celular defectuosa (Ichikawa et al, 2002), lo que sugiere un
papel indispensable en el crecimiento celular normal. Una mutacién hipomérfica que elimina un
solo exdn en el gen murino causa retraso del crecimiento, anomalias del desarrollo e impedimento

17


https://en.wikipedia.org/wiki/Radius_(bone)
https://en.wikipedia.org/wiki/Patella
https://en.wikipedia.org/wiki/Aplasia
https://en.wikipedia.org/wiki/Cleft_palate
https://en.wikipedia.org/wiki/Cleft_palate
https://en.wikipedia.org/wiki/Diarrhea

de la divisién celular in vitro (Hoki et al, 2003), mientras que una delecién del gen que trunca la
mitad carboxilo-terminal de la proteina codificada desencadena anomalias centroméricas,
aneuploidia y predisposicion al cancer (Mann et al, 2005). Por lo tanto, las correlaciones entre el
genotipo y el fenotipo en diferentes alelos mutantes de RECQL4 son complejas e inciertas, y
proporcionan poca informacion sobre las funciones biolégicas de la proteina codificada (Manesh
et al, 2005).

6. JUSTIFICACION

Ya que uno de los principales factores de riesgo para el CM es la susceptibilidad genética, es
muy importante definir el impacto de las variantes VUS. En nuestro laboratorio se detectaron 5
variantes cuya mutacion afecta potencialmente el sitio donador o aceptor candnico de splicing.
Las alteraciones en este proceso, han demostrado ser un importante mecanismo de
patogenicidad en la gran mayoria de enfermedades de etiologia genética (Baralle et al, 2009),
por lo que su conocimiento resulta de gran importancia para el entendimiento de los mecanismos
moleculares del cancer. Por lo anterior, en el presente trabajo se realizara la confeccién de los
plasmidos de estas 5 variantes, correspondientes a los genes: FANCB, ERCC3, RECQL4, PTEN
y MSH6 potencialmente patogénicas, lo que permitira realizar estudios funcionales posteriores
para evaluar su posible caracter patogénico.

7. HIPOTESIS

Debido a que en el presente trabajo se realizara la clonacién de los exones que tienen las
variantes de splicing mencionadas, no cuenta con una hipétesis experimental a probar, ya que se
centrara en la confeccién de los plasmidos, que contengan los exones con mutaciones en los
sitios canonicos de splicing de pacientes con cancer de mama hereditario.

8. OBJETIVOS
8.1. General:

Clonar los exones de 5 variantes de splicing potencialmente patogénicas en el vector de
expresion pETOL1.

8.2. Especificos:

1. Determinar por un andlisis in silico con ayuda de los programas human splicing finder,
NNSplice, NetGene2 y MaxEntScan el posible efecto de la mutacion en los sitios
donador/aceptor de splicing para cada variante.

2. Disefar oligonucleétidos dirigidos a cada exdn flanqueando la mutacién en cuestion, con
sus respectivos sitios de restriccion, que permitan la amplificacion y clonacion
direccionada dentro del vector pETO1.

3. Realizar la clonacién direccionada del exén del gen blanco flanqueado por los sitios

donador/aceptor que contenga la mutacion.

Verificar la clonacién por analisis de restriccion.

5. Verificar la secuencia del inserto por secuenciacion tipo Sanger.

B
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9. Material y métodos
Obtencién del vector para clonacion

El plasmido pETO1 del kit Exontrap de MoBiTec se emple6 para transformar bacterias de E. coli
de la cepa DH5a. Se cultivaron en medio sélido las bacterias transformadas y de éstas, se
sembraron dos colonias en medio liquido.

Posteriormente se extrajo el plasmido por el método de lisis alcalina y se purificé por medio de
minipreps manuales (Sambrook and Rusell, 2001. Modificado de L. Servin).

Este método explota las diferencias en las propiedades de desnaturalizacion y renaturalizacion
entre el ADN plasmidico y el ADN cromosomico. Primero se realiza la resuspension de los pellet,
en una solucién amortiguadora TE* (50mM Tris-HCI), después la lisis de las bacterias con una
solucion detergente de Dodecilsulfato de sodio (SDS 1%) y una base fuerte, el hidréxido de sodio
(NaOH 0.2N). La alcalinizacion con NaOH en presencia de un detergente fuertemente anionico,
provoca la lisis celular, la desnaturalizacion del ADN cromosémico y de las proteinas, y la
liberacion de los plasmidos. Los plasmidos se ven menos afectados por su pequefio tamafio y
estructura superenrollada. En seguida se realiza la neutralizacion con acetato de sodio (3M pH
4.8), en este paso se renaturaliza el ADN plasmidico. Posteriormente, la neutralizacion del medio
en presencia de una concentracion alta de sal, provoca que se cierre covalentemente el ADN
plasmidico y la precipitacion de las proteinas (por el tratamiento con el detergente y la
insolubilidad de la sal potasica del dodecilsulfato) y la del ADN cromosémico (por reasociaciones
aleatorias intracatenarias). Después se lleva a cabo la separacion de fases con fenol: cloroformo
alcohol isoamilico. Los agregados insolubles de proteinas y ADN cromosémico se separan por
centrifugacion del ADN plasmidico que queda en el sobrenadante y conserva mayoritariamente
su estructura nativa. La precipitacion con etanol absoluto y acetato de sodio ya presente en la
muestra, los lavados con etanol al 70% y resuspension en agua desionizada (dH-0) asi como un
tratamiento adicional con RNAsa A para eliminar este componente de la muestra.

Analisis de restriccion

El plasmido pETO1 se corté con dos enzimas de restriccion, una de corte Unico (BamHI-HF) y
otra con tres sitios de restriccion dentro del plasmido (Pstl-HF), con la finalidad de corroborar su
identidad. Los mapas de restriccion se observaron en gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro
de etidio.

9. 1. Analisis del efecto in silico de las 5 variantes de splicing

7.1.1. Utilizando los programas Human splicing finder NNSplice, NetGene2 y MaxEnt se
determind el posible efecto de la mutacién en los sitios donador/aceptor de splicing mutados para
cada variante: ERCC3 con una mutacion puntual en el exén 5 correspondiente al sitio donador,
FANCB con una insercion en el exdn 5 que afecta el sitio aceptor, MSH6 con una delecion que
afecta el sitio aceptor correspondiente al exén 9, RECQL4 con una mutacion puntual en el sitio
donador que afecta al exdén 17 y PTEN con una mutacion puntual en el exén 6 que afecta el sitio
aceptor.

9.2. Disefio de oligonucleétidos

9.2.1. Por medio de la base de datos de Ensembl Genome Browser GRCh37 se obtuvo la
secuencia de los genes de interés, el exén con la mutacién en el sitio candnico de splicing fue
seleccionado y con el programa Primer3 se procedioé a disefiar los oligonucleétidos dirigidos
hacia cada una de las secuencias exonicas que queden flanqueadas por los sitios
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donador/aceptor mutado con el programa considerando como valores 6ptimos los proporcionados
por el programa. Posteriormente, con el programa PimerBlast, se corroboré el reconocimiento
con la secuencia deseada para cada gen en cuestion. Por Ultimo, se afiadieron ademas las
secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion Xhol y BamHI en el extremo 5°de cada
oligonucledtido.

Tabla 2. Caracteristicas de oligonucledtidos, sitios de restriccion afiadidos y valores Optimos
proporcionados por el programa Primer3.

Diana Sitio de restriccion Tm °C longitud % G/C
Xhol CTCGAG 55-65°C 18-25 pb 40-60%
BamHI GGATCC

9.2.2. Los sitios de restriccion se verificaron por medio de un mapa de restriccion, analizando los
patrones de corte con el programa NEBcutter V2.0 de New England Biolabs y Ape 2.0.49 (Fig.9).

9.2.3. Las enzimas de restricciébn compatibles con el vector de clonacion pET01, se seleccionaron
con ayuda del programa Vector NTI® Express Designer y se realizaron las construcciones del
plasmido recombinante. Se realizé la construccion para cada exén de los 5 genes en estudio,
para los que fueron compatibles las mismas enzimas Xhol y BamHI (Fig. 10).

ORF=:

a: 286 a3 Cleavage code Enzume name code

bh: 153 aa T | wlunt end cut Availakble from NEEB

c: 140 aa Haz other supplier

d: 134 aa o | 57 extenzion Mot commercially available

e: 125 aa 7| 3 extension %1 cleavage affected hy CpG meth.

#1 cleavage affected by other meth.

(::E:l' 8 T | cuts 1 strand {enz.namel: ambiguous site

4177 hp BamHT 0L

b

Figura 10. Mapa de restriccién del plasmido con las enzimas Xhol y BamHI obtenido con el programa
NEBcutter V2.0 de New England Biolabs. Se muestran las enzimas de restriccion compatibles con el vector
pPETOL1 y sus sitios de restriccion.

#hol (CTCGAG) cuts at
963 (4 nt 5" ext)
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Xhol (965)

pETO1_ERCC3
4416bp

BamHI (1245)

Figura 11. Construccién de pldsmido recombinante para el exén 5 de ERCC3 con ayuda del programa
Vector NTI® Express Designer. Las enzimas de restriccion compatibles fueron las mismas para todos los
insertos (Xhol y BamHI).

9.3. Amplificacién de los 5 exones de interés por PCR

Para realizar la amplificacion de los insertos (conformados por el exdn flanqueado por la mutacion
con regiones de sus intrones adyacentes) se empleé ADN gendmico extraido de sangre de los
pacientes con la mutacion, asi como ADN silvestre anteriormente verificado por Sanger. La Unica
excepcion fue el gen ERCC3 mutante, del cual no se conté con suficiente ADN gendmico o sangre
de la paciente por lo que se amplificé a partir de ADN de la biblioteca del trabajo de Quezada-
Urban et al (2018) previamente publicado del que deriva este proyecto. La enzima empleada para
la amplificacion por PCR fue 2X KAPA Taq ReadyMix de KAPA BIOSYSTEMS, empleando 1.5
mM de MgCl, y 0.2 mM de cada dNTP.

El exén de interés para cada gen fue amplificado por PCR en una reaccidn estandar de punto
final en el equipo T100™ Thermal Cycler de BIO-RAD. Previamente se estandarizaron las
temperaturas de hibridacion para cada par de oligonucleétidos de cada variante. Las condiciones
de reaccion fueron: 20 ng de ADN gendémico mutante y silvestre de cada variante, 0.2 uM de
primers y 1x concentracion final de 2XKAPA Ready Mix (1.5mM MgCl; a 1x).

T t
Desnaturalizacién: inicial : Hibridacion : Extension : : final
! '
1 ! : : :
95°C | 95°C | : I :
: : Tmde ! 72°C | i 72°C
' i hibridacién | ! -
1 ! | | 1
1 ! 1 1
1 ! 1 | 1
1 ! | 1 1
1 : 1 1 1
3’ . 307 ! 30" \ 1 ! : 5
: _ 34X :
: . . ' :
1 ! 1 : 1

Figura 12. PCR de punto final empleada en la amplificacién de los exones silvestres y mutantes. Se
representan las temperaturas para cada paso y el tiempo de duracion de éstas.
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9.3.1. Purificacion

Se realizé6 la purificacion de los productos obtenidos por PCR, mediante columna de afinidad con
el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up de Macherey-Nagel, siguiendo el protocolo
recomendado.

9.4. Clonacion direccionada en el vector de expresion pETO1

Se empled el vector plasmidico pETO1 del kit Exontrap de MoBiTec, el cual tiene caracteristicas
gue lo hacen adecuado para este trabajo, como la presencia de dos exones propios separados
por un intrén de 600 pb con un sitio de clonacion multiple, con sitios de restriccion para enzimas
(MCS) un promotor que permite su expresion en células humanas (RS Virus LTR), un origen de
replicacién procarionte (ColE1), un origen de replicacién eucarionte (SV40 origin) y un gen que
codifica para B-lactamasa, el cual le confiere resistencia a la ampicilina y permite la seleccién de
las colonias recombinantes (Fig. 13).

éV#O ori LTR RSV XllOI
5...CTCGAG...3
Exon 8. GAGC TG 5
Kpnl
Intron Agall Smal
a 5
pETO1 i o
)'\jb?ll
9 4177 bps 0
"\ ColE1 ori P Intron Sacll
BamHI-HF

5. .. GGATCC 3
3'... CCTAG,G 5°

Figura 13. Mapa del vector pETO1. Se muestran los sitios de corte y reconocimiento de cada enzima
seleccionada para la clonacidn direccionada. Imagen tomada y modificada del kit Exontrap de MoBiTec.

9.4.1. Tanto el vector como los productos del PCR fueron cortados con las enzimas Xhol y BamHI-
HF seleccionadas.

9.4.2. Los productos de la doble digestion de los insertos fueron repurificados por medio del kit
PCR Clean-up de Macherey-Nagel.

9.4.3. El vector fue desfosforilado con Fosfatasa alcalina FastAP de Thermo Scientific.

9.4.4. El vector obtenido de la doble digestion y desfosforilacion, fue purificado a partir de gel de
agarosa de bajo punto de fusiéon (LMT) con el protocolo de Fenol cloroformo alcohol isoamilico.

9.4.5. Los productos de PCR fueron clonados dentro del vector de clonacién pETO1. Se realizé
la ligacion direccional con las proporciones 3:1 del exdn en 200-500 ng del vector pETO1 con
Ligasa T4 de Thermo scientific siguiendo el protocolo recomendado para ligacién de extremos
cohesivos (Sticky-end Ligation). Se realizaron dos controles: un control negativo con el plasmido
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digerido con ambas enzimas, desfosforilado y ligado en ausencia del inserto, y un control positivo
con plasmido cortado con una sola enzima y purificado.

9.4.6. El producto de la ligacién fue utilizado para la transformacion de bacterias de la cepa DH5«
de E. coli. Se utilizaron 3 uL del producto de la ligacion anterior en 50 uL de bacterias calcio
competentes se dejaron 15 minutos en hielo y posteriormente se sometieron a shock térmico a
42 °C por 40 segundos, se les afiadié 200 uL de medio LB y se dejaron recuperar a 37°C por 30
minutos. Posterior a esto se sembré en placas de cultivo el contenido total de los viales en medio
LB sélido con ampicilina (100 ug/mL) para seleccionar las colonias recombinantes y se dejo crecer
aproximadamente 22 horas.

9.4.7. El vector fue amplificado por medio del cultivo en medio liquido de las respectivas colonias
bacterianas seleccionadas, en presencia de ampicilina.

9.5. Tamizaje de colonias

9.5.1. Se realizdé una PCR en colonia a partir del medio liquido obtenido por cultivo, con los
oligonucledtidos 2"Forward y 3"Reverse del kit Exontrap de MoBiTec, los cuales flanquean el sitio
polilinker donde es clonado el ex6n vy tienen la siguiente secuencia: 5'-
GAGGGATCCGCTTCCTGGCCC-3" y 5-CTCCCGGGCCACCTCCAGTGCC-3'. De estar
ausente el inserto, al igual que el control positivo (plasmido sin inserto) genera un fragmento de
839 pb (Figura 13), mientras que de estar presente el inserto, para cada variante se genera un
fragmento de: 1,096 pb para la variante ERCC3, 1,163 pb para la variante FANCB; 1,129 pb para
la variante MSH6; 1,376 pb para la variante PTEN y 1,070pb para la variante RECQLA4.

En presencia del inserto:

7FWR INSERTO | ERCC3: 1,096pb

FANCB: 1,163pb

m{> CIREV RECQL4: 1,070pb
. . ~ En ausencia del inserto:
839pb

Figura 14. Representacion de los sitios de union de oligonucleotidos 2Forward y 3Reverse del kit MoBiTec,
empleados para la PCR en colonia asi como de los fragmentos que genera en ausencia y presencia del
inserto correspondiente.

Se realizé la extraccion del plasmido por el método de lisis alcalina del protocolo de Sambrook
and Rusell, 2001, de las muestras que resultaron positivas para el PCR en colonia.

9.5.2 Analisis de restriccion

Las construcciones purificadas, fueron cuantificadas con el NanoPhotometer® NP80 y se digirié
~2 ug de cada una con las enzimas BamHI-HF y Xhol para liberar el fragmento clonado, adicional
a esto, se seleccionaron enzimas de restriccidn con cortes especificos dentro de cada exén
clonado, para FANCB con la enzima Mfel-HF con un sitio de restricciéon dentro del fragmento
FANCB que sélo linealiza la contruccion en presencia de este inserto, y las construcciones MSH6
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fueron digeridas adicionalmente con la enzima Nsil la cual, ademas de un sitio de restriccion en
el vector, posee un sitio de restriccion dentro del inserto MSH6, generando dos fragmentos; uno
de 3,252 pby otro de 1,200 pb.

9.6. Secuenciacion Sanger

9.6.1. Se realiz6 la secuenciacién tipo Sanger para corroborar la presencia o la ausencia de la
mutacién para cada caso wt y mt de cada variante, ademas de asegurar que en la secuencia de
interés no se haya introducido ningin cambio nucleotidico extra. Las construcciones fueron
enviadas a Macrogen Corea para su secuenciacion Sanger.

10. Resultados
Obtencién del vector para clonacion
Andlisis de restriccion de pETOL1 con las enzimas BamHI-HF y Pstl-HF.

Después de la transformacion bacteriana con el plasmido pETO1 del kit MoBiTec, se extrajo el
ADN plasmidico de dos cultivos bacterianos por el método de minipreps manual y se realiz6 un
andlisis de restriccion a las muestras con dos enzimas: BamHI-HF de corte Unico dentro del
vector, para linealizarlo y una de tres cortes Pstl-HF. Las digestiones se observaron en gel de
agarosay como podemos observar para ambas muestras con BamHI-HF, el plasmido lineal izado
correspondiente a 4177pb y con Pstl el patron de bandeo esperado de 2271 pb, 1369 pb y 537
pb, confirmaron la identidad del plasmido de interés, para poder continuar con el procedimiento

(figura 15).
Miniprep 1 Miniprep 2
MPM | i | .
1kb S/D BamHI-HF Psti-HF * 's/D  BamHI-HF Pstl-HF . Print | | Close
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Figura 15. Linealizacion del plasmido con BamHI-HF. Se observan las bandas de 4177 pb correspondientes
a la longitud de pETO1. Digestion con la enzima Pstl-HF: Resultado obtenido (A) y resultado esperado (B),
obtenido con el programa NEBcutter de NEB.
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10.1. Prediccién del efecto in silico para cada variante

Se realizé una andlisis in silico de las variantes de splicing por medio de 4 programas
bioinformaticos: human splicing finder, NNsplice, NetGene2, MaxEnt Scan. El programa human
splicing finder, predijo un efecto en el corte y empalme para las variantes en los genes ERCC3
con una mutacién puntual en el exdn 5 correspondiente al sitio donador y PTEN con una mutacién
puntual en el exdn 6 que afecta el sitio aceptor. Por otro lado, los programas NNSplice y
NetGene2, no reconocen los sitios candnicos mutados de las variantes de estos mismos genes.
Y por ultimo, el programa MaxEnt predijo para las variantes ERCC3, PTEN y RECQL4 (con una
mutacion puntual en el sitio donador que afecta al exdén 17), una disminucién de la fuerza de
reconocimiento de los sitios candnicos de splicing (score) que podria afectar el corte y empalme.

Para este analisis, ninguno de los programas utilizados predijo un efecto de las mutaciones en
las variantes FANCB (con una insercion en el exon 5 que afecta el sitio aceptor) ni MSH6 (con
una delecion que afecta el sitio aceptor correspondiente al exén 9).

Tabla 3. Resultado del andlisis in silico de las mutaciones en los sitios aceptor/donador para cada variante.
Secuencia (exones en mayusculas e intrones en mindsculas, mutacién en rojo).

Gen H Programa Efecto Valores wt Valores mt \
ERCC3 HSF (score) Si 73.67 46.84
(Exon 5 NNSplice NA NA
>chr2:128047264- Netgene2 (confidence) | | ——- | o
128047264) (reverse | MaxEnt 6.35 -1.83
complement)

SECUENCIA ATCTGCCgtatgtggactcctgg | ATCTGCCatatgtggactcctgg
FANCB HSF (score) no NA NA
(Exén5 >chrX: | NNSplice 0.89 0.89
14861029- Netgene2(confidence) 0.76 0.76
14891684). MaxEnt -11.13 -11.13

SECUENCIA tatttatt----agAGTGAACCA | tatttatttattagAGTGAACCA
MSH6 HSF (score) no NA NA
(Ex6n 9 NNSplice 0.98 0.98
>chr2:48009721- Netgene2 (confidence) | |- | -
48034592). MaxEnt 6.25 6.25

SECUENCIA TTATTTCGgtaactaactaac TTATTTCGg----taactaac
PTEN (Exdn 6 | HSF (score) si 90.29 61.34
>chr10:89623145- NNSplice o912 |-
89728582) (reverse | Netgene2 (confidence) oo |-
complement) MaxEnt -16.46 -23.79

SECUENCIA tttctgtccaccagGGAGTAA tttctgtccaccatGGAGTAA
RECQL4 (Ex6n 17 HSF (score) no 97.83 70.99
>chr8:145736617- NNSplice io |-
145743260 (reverse | Netgene2 (confidence) oo |-
complement) MaxEnt 9.88 1.38

SECUENCIA CCCACAGgtaagcacgccc CCCACAGttaagcacgccc
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10.2. Disefio de oligonucledtidos para clonacién

Se disefiaron los oligonucleétidos para cada variente tomando los valores O6ptimos
proporcionados por el programa Primer3: un 40-60% de G/C, una Tm entre 55-65 °C, una longitud
de 18-25 pb, una autocomplementariedad <8 y una autocomplementariedad 3" <3. Se corroboré
su correspondencia con el gen para cada caso con el programa Primer Blast y se afiadieron
ademas las secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion Xhol y BamHI en el extremo
5’de cada oligo como se muestra en la siguiente tabla. Ademas de esto, se afadieron 4-5 pb
adicionales en el extremo 5°de cada oligo, asegurando asi que las enzimas de restriccién (que
son endonucleasas) puedan cortar en el sitio de reconocimiento; BamHI requiere al menos 3 pb
en el extremo del sitio de restriccion y Xhol requiere al menos 4 pb. (Véase tabla 3).

Por otro lado, los sitios probables para la seleccion de los oligonucleétidos eran de alta cantidad
de SNPs, estas regiones son altamente variables, por lo que se hizo lo posible por evitarlas
(Véase tabla 4).

Tabla 4. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion delos exones de interés.

Tm longitud %G/C Auto- .
Diana Oligonucledtidos °C complementariedad Tamafio del
3 producto

Xhol AGACCCTCGAGTTGAATGAGCAGTG 64 25 52 6 3

BamHI TGCTGGATCCAAGACACCTGAGAG 63 24 54 8 1 300 pb
Xhol CACACTCGAGAAACTGTTCTGAC 59 23 47 6 3

FANCB BamHI ATTTGGATCCAGGTGCCAAAAAG 60 23 43 8 3 367 pb
Xhol GCACTTCTCGAGCTAGCACATGTATC 63 26 50 6 2

MsHe BamHI TTCATGGATCCTCATCCCTTCCCCTT 65 26 50 6 0 333 pb
Xhol GCTACGCTCGAGTTACCATAGCAATTT 63 27 44 6 3

PTEN BamH]I CAAATGGATCCACTCCTCTGGTGGAC 64 26 53 6 2 580 pb
Xhol GGAACCTCGAGTAAGCCACAGGGGT 67 25 60 6 1

RECQL4 BamHI GAAAAGGATCCATGTGGCCAACAGC 64 25 50 6 2 274 pb
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Exon SNIPS EN EXONES Oligonucledtidos

Intrén Snips en intrones -

Gen Sitio de hibridacion

ERCC3 tttccagaccatctaattgaatgagcagtggaatctccaggaggtacctgetggtcagtagacccecttcttectecectgettgeag
ATACTTCGTTGAAAGTTGCCACCCTGATGTAATCCAGCATCTTCTCCAGGACCCCGTGATCCGAGAA
TGCCGCTTAAGAAACTCTGAAGGGGAGGCCACTGAGCTCATCACAGAGACTTTCACAAGCAAATCT
GCCItatgtggactcctgggccaccCttgggtgggggcaggcatttaggatttcagttctctcaggtgtctttaacccagcact

FANCB tttatacacactagggaaactgtictgactggatatactttaattgtattttgttagtittgtaattttcattgttgcaaaatttcagt
cttagtatttattttttatttatttattIgAGTGAACCATCAGATTGCATGAAGATGACTTATTTGAAGACAAAC
AAGAGAATCGTACCTGGTGGTTCCACCTCTAGAAACAGGACTAAAgttagtgtctgtttgettcTtttgettttc
gattagtgttattctaaatgaAggaaagaacatTgaAagaaaggtccttaaagtataagcaacttggtgcttgggtaaaaatgg
tatttCaaaggatctttatctttttggca ctgtacaaatat

MSH6 AGggcactictctigctageacatgtatcgetaatatttttctitcttaagGCATGCATGGTAGAAAATGAATGTGAAG
ACCCCAGCCAGGAGACTATTACGTTCCTCTATAAATTCATTAAGGGAGCTTGTCCTAAAAGCTATG
GCTTTAATGCAGCAAGGCTTGCTAATCTCCCAGAGGAAGTTATTCAAAAGGGACATAGAAAAGCA
AGAGAATTTGAGAAGATGAATCAGTCACTACGATTATTTCGg-taactaactataatggaattataactaa
ctgaccttaagtticaaagaaacagtaaaaggggaagggeatgatgcactaigaaaaaac

PTEN tggctacgacccagttaccatagcaatttagtgaaataactataatggaacattttttttcaatttggettctcttttTtttctgtecac
caIGGAGTAACTATTCCCAGTCAGAGGCGCTATGTGTA‘I‘I’ATTATAGCTACCTGTTAAAGAATCATC
TGGATTATAGACCAGTGGCACTGTTGTTTCACAAGATGATGTTTGAAACTATTCCAATGTTCAGTG
GCGGAACTTGCAgtaagtgcttgaaattctcatecttccatgtattggAacagttttcttaaccatatctagaagtttacataa
aaatttagaaagaaatttaccacatttgaaatttatgcaggagactatatttctgaagcatttGaacaaattaattagcetttgttgtt
caactcattgggctaaagaagccaaaagcaatgggttttaatgtagtcgaageccaaattatatttatgaaagaaAtatictgtgtt
ataaccaccaaatacagcccaattctgactagatgatggaagaacctgtcccatcagaggtccagcatgaggtccagecagaggt
ccaccagaggagttcagcaatttgct

RECQL4  Aggaacctggggtaagecacaggeg gtggagggectgtecccgegtecgetgagecctgetctgeccccagCCATCGAGA
CTTTGCTGTGCTACCTGGAGCTGCACCCACACCACTGGCTGGAGCTGCTGGCGACCACCTATACCC
ATTGCCGTCTGAACTGCCCTGGGGGCCCTGCCCAGCTCCAGGCCCTGGCCCACAGItaagcacgccctg
cccagttggagacgaggtiggagaatcagggceigttggccacatgiccctitttec

Figura 16. Sitios de hibridacién de los oligonucleétidos, flanqueando el sitio aceptor/donador mutado.

Estandarizacion de las temperaturas de hibridacion

Previa a la amplificacion, se llevo a cabo una estandarizacion de las temperaturas 6ptimas de
hibridacion para cada uno de los pares de oligonucleétidos, se tomaron en cuenta las
temperaturas de los certificados de analisis y se redujo 5 °C, comenzando para todos los
oligonucleétidos con una temperatura de 55°C y modificando la temperatura a 52 y 54°C para
FANCB y a 60 y 62 °C para RECQL4 para obtener bandas mas especificas y claras. Todos los
exones se amplificaron de manera especifica, obteniendo Unicamente las regiones de interés
correspondientes al tamafio esperado (figura 17).
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Figura 17. Estandarizacién temperaturas de hibridacion de los oligonucléotidos para cada variante de
splicing. Para ERCC3 MSH6 y PTEN se determind6 como Tm Optima la de 55 °C. Se mejoraron las
condiciones de hibridacién al cambiar la Tm para FANCB (52 Y 54°C) y RECQL4 (60 y 62°C), se determin6
como Optima a 52°C y 60°C respectivamente. Geles de agarosa al 1%.

10.3. Amplificacién de los exones por PCR de punto final

Para la amplificacién de los insertos, se empleé como ADN templado, ADN genomico wt y mt
para cada variante. La unica excepcion fue gen ERCC3 mutante, para el cual se amplificé a partir
de ADN de la biblioteca del trabajo de Quezada-Urban et al (2018) previamente publicado, del
gue deriva este proyecto.

En la figura 18 se puede observar que lo productos de PCR obtenidos, corresponden al tamafio
esperado del exdn amplificado para cada variante y se observan bandas Unicas, que indican la
especificidad de los mismos. Las bandas para las variantes wt se muestran mas claras, esto pudo
deberse a que la concentracién no era la adecuada y esto se resolvié duplicando la cantidad de
ADN templado para la muestra.
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Figura 18. Exones amplificados por PCR de punto final, a partir de ADN genomico wt y mt (A) y a partir de
ADN de biblioteca (B).

10.4. Clonacion direccionada en el vector de expresion pETO1

Tanto los productos de la amplificacion como el vector, fueron digeridos con ambas enzimas
seleccionadas (BamHI-HF y Xhol), por poseer un solo sitio de corte dentro del vector y ningin
sitio de corte dentro de ninguno de los insertos a clonar, estas ademas presentan cortes
cohesivos los cuales permiten una clonacion direccionada del inserto en el vector, es decir, que
el inserto s6lo pueda ser clonado en una sola direccion dada por la incompatibilidad de los cortes
de ambas enzimas.

10.5. Tamizaje de colonias

Los productos de la digestion fueron purificados y ligados en una proporcién 3:1 con el vector
pPETO1 de MoBiTec. Con los productos de ligacion, se transformaron bacterias de la cepa DH5«

de E. coliy se seleccionaron las bacterias recombinantes en medio LB sélido con ampicilina en
una concentracion de 100 pug/mL. Las bacterias se incubaron por 22 horas y se obtuvieron los

siguientes resultados.
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Tabla 5. Conteo de colonias obtenidas de cada
transformacion y cultivo en medio selectivo con
ampicilina para cada variante wt y mt.

Placa # Colonias Expansion
clonal
C- 0-3
C+ 126-200
ERCC3 wt 7 5
ERCC3 mt 11 5
FANCB wt 25 5
FANCB mt 11 5
MSH6 wt 25 5
MSH6 mt 28 5 J‘
PTEN wt 28 10 N .
PTEN mt 25 10 Figura 19. Placas de la variante PTEN con sus
RECQL4 wt 3 3 respectivos controles positivo y negativo y sus colonias
bacterianas a 22 horas de cultivo, contadas y
RECQL4 mt | 15 5 numeradas.

Del total de colonias obtenidas tras 22 horas de incubacion, se cultivaron en medio liquido
selectivo con ampicilina un numero considerable, tomando en cuenta que las mutaciones
descritas son heterécigas, la probabilidad de encontrar la variante mt en las colonias analizadas
es del 50%, por lo cual, se traté6 de analizar un mayor nimero de las clonaciones mutantes,
esperando asi obtener al final del andlisis al menos una de estas, para cada variante.

PCR en colonia

A partir del medio de cultivo liquido, se realiz6 una PCR en colonia. Este es un método muy
practico para analizar la presencia o ausencia de un inserto clonado dentro de un plasmido. Es
un método que utiliza bacterias de cultivo vivas en lugar de ADN templado en una reaccién normal
de PCR. En este andlisis pudimos descartar las clonaciones vacias antes de realizar las
extracciones plasmidicas para analisis posteriores, como se observa en las figuras 20-23, es
evidente la diferencia de los productos obtenidos cuando se encuentra presente el inserto, que
corresponde a una banda de mayor tamafio que va de 1,070 pb en el caso del inserto mas
pequefio (RECQL4) hasta 1,376 pb para el inserto de mayor tamafio (PTEN) a diferencia del
plasmido vacio (control positivo) correspondiente a 839 pb notablemente debajo de éstas.

En el caso del PCR en colonia para FANCB se observa una banda adicional que parece coincidir
con el producto producido en el control positivo correspondiente al plasmido vacio (839 pb). Lo
anterior podria deberse a la presencia de contaminacion en las muestras con plasmido vacio. Sin
embargo la ausencia de estas bandas en los productos de las otras variantes, contravienen esta
hipétesis, ya que fueron preparados con el mismo “Master Mix” y en las mismas condiciones. Otra
posibilidad es que esta banda adicional se deba a que los oligonucleétidos empleados para esta
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PCR hibriden con alguna otra secuencia dentro del genoma bacteriano y que esta otra banda
inespecifica coincida con el tamafio esperado para el plasmido vacio.

FANCB | ERCC3l

MPM R MPM

W CC 3 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 Wb

%88°
8888
4,000
3,000

2,000
1,500

1,000
750

Figura 20. Resultado de la PCR en colonia para FANCB wt y mt y ERCC3 wt. 5/5 colonias analizadas wt y
4/5 colonias analizadas mt para FANCB y 5/5 colonias analizadas ERCC3 wt resultaron positivas para este
andlisis, con un tamafio de banda de 1163 y 1096 pb respectivamente. Gel de agarosa al 1%.

ERCC3 mt
MPM1kb ¢ ¢+ "1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 C+ MPM1kb

488°
8088
4,000
3,000
2,500
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1,500

1,000
750
500

250

Figura 21. Resultado de la PCR en colonia para ERCC3 mt. 15/15 colonias analizadas resultaron positivas
para este analisis, con un tamafio de banda de 1096 pb. Gel de agarosa al 1%.
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Figura 22. Resultado de la PCR en colonia para MSH6 y RECQL4 wt y mt. 3/5 colonias analizadas wt y
4/5 colonias analizadas mt de MSH6 y 2/3 colonias analizadas wt y 3/5, analizadas mt para RECQL4
resultaron positivas para este andlisis, con un tamafio de banda de 1129 y 1070 pb respectivamente. Gel

de agarosa al 1%.
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Figura 23. Resultado de la PCR en colonia para PTEN wt y mt. 10/10 colonias analizadas wt y 8/10 colonias
analizadas mt resultaron positivas para este analisis, con un tamafio de banda de 1376 pb. Gel de agarosa
al 1%.

Analisis de restriccion

La presencia de sitios de restriccién para algunas enzimas dentro de los exones de las diferentes
variantes fue aprovechada para poder determinar con mayor certeza la presencia o ausencia del
inserto en cuestion. Para este andlisis s6lo en el caso de FANCB y MSH6 se contaban con
enzimas con sitios dentro de estos exones. Las muestras de FANCB wt y mt de las minipreps
obtenidas fueron digeridas con BamHI-HF para linealizar la construccion, con BamHI-HF y Xhol
para liberar el inserto clonado analizando asi su tamafio y con Mfel-HF, esta ultima con un sitio
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de restriccion unico en el inserto FANCB para linealizar la construccion solamente en presencia
del inserto FANCB dentro de la secuencia. Las muestras de MSH6 wt y mt fueron digeridas de
igual manera con BamHI-HF, con BamHI-HF y Xhol y con una enzima adicional Nsil, con dos
sitios de restriccion: uno dentro del inserto MSH6 y otro en el vector, generando un patrén de
bandeo visualizable de 3,252 pb y 1200 pb. El resto de las construcciones fueron analizadas
Unicamente con las enzimas BamHI-HF para linealizar y BamHI-HF/Xhol para liberar el
fragmento.

Este analisis permitié filtrar ain mas las clonaciones obtenidas, determinando cuales no tenian
el inserto por medio del PCR en colonia y cuales no contenian el inserto de interés por medio del
analisis de restriccion.

FANCB wt
| imt

1 |2 1 3 4 1

MPM 1Kb

SD B B/X Mfel SD B B/X Mfel- SD B B/X Mfe SD B B/X Mfel 'sD B

Il-'A.NCB mt
L : d 1 < \ [ 13 T I ) 1 L5
vPMiko B/X Mfel SD B B/X Mfel-t SD B B/X Mfel+ SD B B/X Mfel SD B  B/X Mfel: mpm 1kb

250 ' 250

Figura 24. Resultado del andlisis de restriccion de FANCB wt y mt de las minipreps positivas. Se observa
la construccion linealizada con Mfel-HF (4501 pb) en las muestras 1, 2, 3, 4wty 1, 2, 3y 5 mt lo que indica
la presencia del inserto FANCB en éstas.
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ERCC3 wt ERCC3 mt
I | ERC(.‘E;'l mt
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MPMIKb Tsp B B/X SD B B/XSD B B/X'kp B B/XVsp B BXSD B B/X'
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SD= Sin digerir B = (BamHI-HF) X = Xhol

Figura 25. Resultado del analisis de restriccion de ERCC3 wt y mt de las minipreps positivas. Se observa
la construccién linealizada con BamHI-HF (4477 pb) y con BamHI-HF y Soy, la liberacion del inserto de 300
pb ERCC3 enlamuestraly2wty 1,2, 3y5mt loqueindica la presencia del inserto ERCC3 en éstas.

MSH6 wt MSHGImt
T2 3 4, " T 2 | '4l ”51"
5 I sl v g
SD B B/X Nsil"sp g B/xNsil ' SD B B/X Nsil  MPMIb "o g op/x Nsil SD B B/X Nsil SD B B/X Nsil SD B B/X Nsil  MPMiKb

SD= Sin digerir B = (BamHI-HF) X = Xhol

Figura 26. Resultado del andlisis de restriccion de MSH6 wt y mt de las minipreps positivas. Se observa la
construccion linealizada con BamHI-HF (4467 pb), la liberacion del inserto MSH6 de 333 pb con BamHI-
HF y Xhol y la presencia de los fragmentos de 3,252 pb y 1200 pb tras la digestién con Nsil, en las muestras
2,3y4wty1l,2,4y5mt loqueindicala presencia del inserto MSH6 en éstas.
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Figura 27. Resultado del analisis de restriccion de PTEN wt y mt de las minipreps positivas. Se observa la
construccion linealizada con BamHI-HF (4714 pb), y la liberacion del inserto PTEN de 580 pb con BamHI-
HF y Xhol, en las muestras 1, 2, 3, 4v5wtv 1, 3, 4, 5v 6 mt, lo que indica la presencia del inserto PTEN

en éstas. RECQL4 wt RECQL4 mt RECQLA mt
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Figura 28. Resultado del andlisis de restriccion de RECQL4 wt y mt de las minipreps positivas. Se observa
la construccion linealizada con BamHI-HF (4408 pb) y con BamHI-HF y Xhol, la liberacion del inserto de
274 pb RECQL4 enlamuestraly 2wty 1, 3y 4 mt, lo que indica la presencia del inserto RECQL4 en
éstas.

Analisis de la secuencia obtenida por secuenciacion Sanger de cada variante wt y mt

Fueron seleccionadas por medio de estos ultimos analisis 48 clonas de las 5 variantes de splicing
en sus alelos wt y mt, las cuales se secuenciaron en la empresa Macrogen. Se analizaron los
resultados de la secuenciacion y se eliminaron las clonaciones que ganaron mutaciones
adicionales en la secuencia durante el procedimiento, probablemente introducidas por la
polimerasa durante la amplificacion, ya que ésta (2X KAPA Taq ReadyMix de KAPA
BIOSYSTEMS) posee una tasa de aproximadamente 1 error por 2.2 x 105 nucleétidos
incorporados. Se seleccinaron aquellas, en su variante wt y mt que correspondieran a los datos
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de validaciones anteriormente reportadas por Quezada-Urban y colaboradores (2018) con la
mutacion especifica en el sitio donador o aceptor en el caso de la mt y con ninguna mutacion en
el caso de la wt. En la tabla 7 se muestran los electroferogramas wt y mt de cada variante.

Variante ERCC3 Edns | P
I
Al 5 CTTTCACAAGCAAATCTGCCGTATGTGGACTCCTG
elo silvestre :
Y AW A I
YWV m\ AW WM AW
CTTTCACA ATCTGC T .TGTGGACTCCTG

Alelo mutante

\ﬁm_AMUmNAMf

Variante FANCB

Intrén 4 1: Exdn 5
Alelo silvestre GTATTTATTTATTTAITTATTT £ Gi\GIG
AN "“, ANAANAAANANAAN " f\
QUMY AAAﬁm
I Insercion |
Alelo mutante TTATTTATTTATTTATTT. ~.T \ G:'«.GTG.‘-_.'\-.CC_

AANAAA AANAAAAAAAAANANA A AN N /\ /‘
ATAYATAYRTATATAYAVATATATATRYRATATATA vV I\ \ H \
o el i £, 5 el G ) [l D /\ J\

Variante MISH6

Ex6n 8 i Intrén 8

Alelo silvestre T'rTCGt;_r' ACTAACTATAATGGAATTATAACTAA
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11. Discusioén

El cancer de mama se ha convertido en una de las neoplasias predominantes a nivel mundial y
cada afio el nimero de casos aumenta. Actualmente la predisposicion genética es responsable
del 10% del total de los casos de cancer de mama, y de este porcentaje, existen genes de los
gue se desconoce el nivel de riesgo que confieren sus mutaciones al desarrollo de esta neoplasia.
Del estudio realizado en 2018 por Quezada-Urban y colaboradores se tomaron 5 variantes VUS
reportadas, presentes en pacientes con SHCMO correspondientes a mutaciones en sitios
candnicos de splicing en los genes ERCC3, FANCB, MSH6, PTEN y RECQLA4, para clonar los
exones flanqueados por el sitio aceptor/donador mutado para cada variante en el vector de
expresion pETO1. Lo anterior con la finalidad de obtener las construcciones de los minigenes que
puedan ser empleados en analisis funcionales de corte y empalme posteriores y asi definir la
patogenicidad a nivel funcional de dichas mutaciones.

Analisis in silico

Existen diversos programas bioinformaticos para predecir el efecto de mutaciones en el corte y
empalme. De entre los programas que evaluan las mutaciones en sitios canénicos de splicing
(aceptor y donador) estan los programas seleccionados para el analisis in silico de este estudio:
Human Splicing Finder, MaxEntScan, NetGene2 y NNSplice. El programa human splicing finder,
es uno de los programas de prediccion de splicing mas completos hasta el momento; integra
matrices de deteccion de elementos intrénicos y exonicos, matrices de deteccion de secuencias
de reconocimiento para las secuencias reguladoras ya existentes, ademas del reconocimiento de
sitios de splicing con un valor de probabilidad asignado (Desmet et al, 2009). MaxEntScan se
basa en el enfoque para modelar las secuencias de motivos de secuencia corta, como los
involucrados en el empalme de ARN, que simultdneamente cuenta con dependencias entre las
posiciones no adyacentes y adyacentes. Este método se basa en el "Principio de maxima
entropia" y generaliza la mayoria de los modelos probabilisticos anteriores de motivos de
secuencia (Yeo et al, 2004). Por otro lado NetGene2 y NNSplice se desarrollaron solo para
andlisis de sitios canonicos de corte y empalme asi como posiciones vecinas (Jian et al, 2014)
(véase anexo 1).

Los resultados de este andlisis arrojaron un efecto negativo en el corte y empalme para las
variantes ERCC3, PTEN y RECQL4, mientras que para las variantes en los genes FANCB y
MSH6, no mostraron ningdn impacto predicho. A pesar que existen mdltiples programas
bioinformaticos para evaluar las mutaciones en los sitios de splicing, se sabe que los algoritmos
no son exactos en todos los casos, por por lo que se requieren ademas de estas predicciones in
silico, el uso de andlisis funcionales que simulen las condiciones bajo las cuales se llevan a cabo
estos procesos biolégicos, para asi poder validar la patogenicidad de estas variables de splicing
a nivel funcional. Aunque los eventos mas comunes del corte y empalme son la omisién de exén
y la seleccion del sitio de empalme alternativo, hay estudios recientes que demuestran la
aparicion de diferentes proporciones de isoformas que ademas incluyen la delecién de algunos
nucledtidos o incluso la presencia de cierta proporcion de la isoforma silvestre (wt) (Acedo et al,
2012).

Amplificaciéon

La enzima empleada para la amplificacion por PCR fue 2X KAPA Taq ReadyMix de KAPA
BIOSYSTEMS, carece de actividad 3’a 5 exonucleasa (proofreading) por lo que tiene una tasa
de aproximadamente 1 error por 2.2 x 10° nucleétidos incorporados. Aunque existen enzimas de
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alta fidelidad para este tipo de analisis, como Pfu (de Pyrococcus furiosus), la cual posee actividad
proofreading con tasa de error de 1x10° es decir 10 veces menor que la Taqg polimerasa
empleada, para este analisis se corroboré la ausencia de mutaciones adicionales en el exén
clonado y sus secuencias adyacentes por medio de secuenciacién Sanger. Asi, se pudo confirmar
gue no hubieron errores de polimerasa presentes en las clonas.

Clonacién direccionada

La transformacion bacteriana para el proceso de clonacién depende de la capacidad de
competencia de las células bacterianas, es decir, la capacidad de incluir ADN exégeno, estas
bacterias pueden ser sometidas a tratamientos que les permiten adquirir esta capacidad Para
este trabajo se emplearon bacterias calcio-competentes, las cuales son sometidas a métodos
quimicos empleando cloruro de calcio (método reportado por Mandel e Higa en 1970). Este
método de calcio-competencia permite alcanzar una eficiencia de 5x10° transformantes por ug de
plasmido (Cohen et al, 1972). En este trabajo se obtuvo una eficiencia baja, ya que se obtuvieron
un minimo de 3 colonias y un maximo de 28 (véase tabla 6). Lo anterior se puede deber a que la
cantidad de plasmido empleado para la ligacién fue de tan solo 50-70 ng y a que la totalidad de
plasmido digerido no se haya ligado al 100%. Sin embargo, aunque se obtuvieron pocas clonas,
se pudieron tener construcciones de todos los genes en sus genotipos silvestres y mutantes.

Secuenciacién Sanger

Por medio de la secuenciacién Sanger, se pudo validar la secuencia del inserto de cada variante
y descartar aquellas clonaciones con mutaciones adicionales. Esto fue importante, ya que estas
mutaciones adicionales podrian alterar el resultado del ensayo de minigen posterior. Ademas, fue
indispensable la verificacion debido a que las mutaciones presentes en las pacientes son
heterocigotas, lo cual implica que teéricamente sélo el 50% de las clonaciones del alelo mutante
tendrian la mutacion. Debido a esto, se puede afirmar que se cumplié el objetivo del presente
proyecto: clonar los exones de 5 variantes de splicing potencialmente patogénicas de los genes
ERCC3, FANCB, MSH6, PTEN y RECQL4 en un vector de expresion, asi como verificar la
secuencia del inserto por secuenciacion tipo Sanger. De esta manera las clonas obtenidas estan
listas para la realizacion de los estudios funcionales pertinentes, los cuales podran determinar el
posible caracter patogénico de estas variantes VUS, y de esta manera poder contribuir a la su
correcta clasificacion.

Interpretacion de las variantes de significado clinico incierto

En 2013 se establecié un grupo de trabajo formado por ACMG, Asociacién para Patologia
Molecular (AMP), que representan a los directores de laboratorios clinicos, con el objetivo de
desarrollar una recomendacion para el uso de terminologia estandar para clasificar variantes
genéticas utilizando la evidencia disponible, ponderada de acuerdo con un sistema desarrollado
a través de la opinidn de expertos, el consenso del grupo de trabajo y la opinién de la comunidad.

Se proporcionaron criterios para la clasificacion de las variantes como patogénicas,
probablemente patogénicas, benignas o probablemente benignas y si una variante no cumple
criterios de uso de cualquiera de estos conjuntos (patbgenos o benignos), o la evidencia de
benigno y patdgeno es confluente, la variante por defecto se clasifica como de significado clinico
incierto. Las variantes seleccionadas para este trabajo tienen una clasificacién de variantes de
significado clinico incierto (ERCC3, MSH6, PTEN y RECQL4), a excepcién de la variante FANCB
gue es clasificada en el ClinVar como benigna/probable benigna. Sin embargo los articulos que
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son considerados para esta clasificacibn no realizaron analisis funcionales, un elemento
fundamental para la clasificacion de estas variantes VUS.

Determinar el efecto en el corte y empalme, nos permitird contribuir a la clasificacion o
reclasificacion de las variantes estudiadas en el presente trabajo, lo cual, a largo plazo, podria
permitir un mejor asesoramiento a las personas que por analisis genético se les detectara estas
mutaciones en dichos genes.

Determinar el efecto en el corte y empalme de estas cinco variantes, nos permitird contribuir a la
clasificacion o reclasificacién de las variantes estudiadas en el presente trabajo, lo cual, a largo
plazo, podria permitir un mejor asesoramiento a las personas que por andlisis genético se les
detectara estas mutaciones en dichos genes.

12. Conclusiones

1. El andlisis in silico predijo un efecto negativo en el corte y empalme para las variantes
ERCC3, PTEN y RECQL4, mientras que para las variantes en los genes FANCB y MSH6,
no.

2. Se clonaron los exones de las cinco variantes de splicing del presente trabajo tanto wt
como mt en el vector de expresion pETOL.

3. Se verificaron por andlisis de restriccion la clonaciones de las 5 variantes.

4. Se verificaron por secuenciacion Sanger las clonaciones de 48 clonas, obteniendo un
resultado positivo para al menos 1 clonacién de las variantes: FANCB, ERCC3, MSH®6,
PTEN y RECQL4, tanto wt como mt.

5. Las construcciones realizadas estan listas para los andlisis funcionales de estas variantes.

13. Perspectivas

Este trabajo aporta las construcciones de los vectores de expresion de las 5 variantes de splicing
en los genes ERCC3, FANCB, MSH6, PTEN y RECQLA4, para ser probados a través de un ensayo
de minigen. Estos ensayos permitiran establecer si estas mutaciones tienen algun impacto
negativo en el corte y empalme y a su vez, podran contribuir a su clasificacion como variantes
benignas o patogénicas.
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ANEXO 1

Programas bioinforméaticos para el andlisis del corte y empalme. Consultado de Jian et al, 2014.

Programas bioinforméticos Formato de Formato de Interpretacion

entrada salida
Human Splicing Finder Secuencias Puntuacion (0 ~ | Una puntuacion mas alta
www.umd.be/HSF Unicas <5,000 | 100) implica un mejor

pb sitio de empalme potencial

MaxEntScan Unicas/mdltiples | Puntuacion Una puntuacion mas alta
http://genes.mit.edu/burgelab/maxe | secuencias (5 | méaxima de implica una mayor
nt/Xmaxentscan_scoreseq.htmlb 9 pb (-3~ entropia probabilidad de que la
+6); 3" 23pb secuencia sea un
(—20~+3)) verdadero sitio de empalme
NetGene2 Secuencias Puntuacion de | Una puntuacion més alta
www.chs.dtu.dk/services/NetGene2 | Unicas (200 pb | confianza (0 ~ implica un
< longitud 1) mejor sitio de empalme
<80,000 pb) potencial
NNSplice Unicas/mdltiples | Puntuacion Una puntuacion mas alta
www.fruitfly.org/seq_tools/splice.ht | secuencias (0~1) implica una alta confianza

ml

de que la secuencia sea un
verdadero sitio de empalme
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